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 ชิตพนัธุ ์ คติวฒัน ์: การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์และพฒันา maintainer line ของทานตะวนั
 โดยใชว้ิธีรวมโปรโตพลาสต ์(PROTOPLAST CULTURE AND DEVELOPMENT OF 
 SUNFLOWER MAINTAINER LINE VIA PROTOPLAST FUSION) อาจารยท่ี์ปรึกษา : 
 ศาสตราจารย ์ดร.ปิยะดา อลิฌาณ์  ตนัตสวสัด์ิ, 128 หนา้. 

 
 ทานตะวนั (Helianthus annuus L.) เป็นพืชน ้ ามนัเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทยและ
ประเทศอ่ืน ๆ  ทัว่โลก พนัธุป์ลกูท่ีใชส่้วนใหญ่เป็นพนัธุล์กูผสม การพฒันาสายพนัธุรั์กษาสายพนัธุเ์อ 
(maintainer line) หรือสายพนัธุ์บี (B-line) ด้วยวิธีการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient 
fusion เป็นวิธีการหน่ึงท่ีสามารถน าไปสู่การผลิตลกูผสมไดใ้นระยะเวลาอนัสั้น ดงันั้น จึงจ  าเป็นตอ้ง  
มีการพฒันาวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับผลิต donor-recipient parents รวม และเพาะเล้ียงโปรโต-
พลาสต์ ให้เหมาะสมกับทานตะวนัสายพนัธุ์ท่ีใชใ้นประเทศไทย งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือ         
1) พฒันาวิธีการก าจดันิวเคลียสของโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติ (normal 
cytoplasm) PI441983 ส าหรับใชเ้ป็น donor parent และยบัย ั้งไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต ์    
ล  าตน้อ่อนสายพนัธุ ์10A ซ่ึงมีไซโตพลาสซึมเป็นหมนั (cytoplasmic male sterile; CMS) ส าหรับใช้
เป็น recipient parent เพื่อถ่ายทอดลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติ 2) พฒันาวิธีการท่ีเหมาะสมส าหรับ
ชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์โดยใช ้polyethylene glycol (PEG) 3) พฒันาวิธีการเพาะเล้ียง 
โปรโตพลาสต์ทานตะวนัให้มีประสิทธิภาพ และ 4) ผลิตเซลลท์านตะวนัลูกผสมโดยใชว้ิธีรวม       
โปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion จากการให้สารเคมี cytochalasin B ความเขม้ขน้ 0, 20, 
40, 100 และ 200 µg/ml ร่วมกบัระยะเวลาการใหส้าร 1 และ 2 ชัว่โมง เพื่อชกัน าให้เกิดการผลกัดนั
นิวเคลียสออกจากโปรโตพลาสต์ใบ (ผลิตไซโตพลาสต์) ของสายพนัธุ์ PI441983 พบว่า การให ้
cytochalasin B ความเขม้ขน้ 40 µg/ml นาน 2 ชัว่โมง ใหผ้ลดีท่ีสุดเน่ืองจากให้ผลผลิตไซโตพลาสต ์
6.20 เปอร์เซ็นต์ และมีแนวโน้มรักษาความมีชีวิตไวไ้ด ้(78.28 เปอร์เซ็นต์) อย่างไรก็ตาม ผลผลิต      
ไซโตพลาสต์ท่ีได้ยงัไม่เพียงพอส าหรับการรวมโปรโตพลาสต์จึงยงัไม่เหมาะสมส าหรับใช้ผลิต 
donor parent จากการทดสอบการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน
สายพนัธุ ์10A เพื่อผลิต recipient parent โดยใหส้ารเคมี iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 0, 1.5, 3.0 และ 
4.5 mM และใชร้ะยะเวลาการใหส้ารนาน 15 และ 20 นาที เพ่ือยบัย ั้งการแบ่งเซลล ์พบว่า การให ้1.5 mM 
iodoacetic acid นาน 20 นาที มีความเหมาะสมท่ีสุดเน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีก่อให้เกิดการ
แบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนีต ่า โดยพบการแบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนี 20.41 และ 3.70 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดับ การชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ดว้ย PEG ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน     
สายพนัธุ ์10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ PI441983 โดยใช ้PEG 8000 ความเขม้ขน้ 0, 10, 20 
และ 30% (w/v) ร่วมกบัระยะเวลาชกัน าการรวมโปรโตพลาสต ์10, 15 และ 20 นาที  พบว่า การใช ้
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 Sunflower (Helianthus annuus L.) is an important economic oil crop of Thailand 

and other countries around the world. Most sunflower cultivars are F1 hybrids. The 

development of sunflower maintainer line (B-line) by the donor-recipient protoplast 

fusion is an alternative for rapid hybrid production. Therefore, the  development of 

efficient procedures for production of donor-recipient parents, protoplast fusion and 

culture suitable for sunflower genotypes used in Thailand are required. The objectives of 

this study were 1) to develop an enucleation procedure for mesophyll protoplasts of 

PI441983 line with normal cytoplasm to be used as a donor parent, and a cytoplasmic 

inactivation procedure for hypocotyl protoplasts of 10A line which is cytoplasmic male 

sterile (CMS) to be used as a recipient parent for the transfer of normal cytoplasm traits,  

2) to develop a suitable procedure for inducing fusion of protoplasts by using polyethylene 

glycol (PEG), 3) to develop an efficient sunflower protoplast culture procedure and 4) to 

generate sunflower hybrid cells via donor-recipient protoplast fusion. When 0, 20, 40, 100 

and 200 µg/ml of cytochalasin B were applied for 1 and 2 hours to induce the extrusion of 

nuclei from the mesophyll protoplasts (cytoplast production) of PI441983 line, it was found 

that incubation with 40 µg/ml cytochalasin B for 2 hours achieved the optimal results (6.20% 

cytoplast yield and 78.28% protoplast viability). However, the yield of cytoplasts was still 

not sufficient for protoplast fusion, therefore, it was unsuitable for donor parent production. 

The cytoplasmic inactivation was examined with the hypocotyl protoplasts of 10A line to 

generate a recipient parent. Protoplasts were incubated in 0. 1.5, 3.0 and 4.5 mM iodoacetic
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