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บทคดัย่อ 

         การปลูกลิลลี่สายพันธ์ุฟอร์โมลองโก้ (Lilium longiflorum var. formolongo) ในแปลงปลูก 

พบปัญหาส าคัญ คือ ตน้ลลิลี่มกีารเจรญิเตบิโตไม่สม่ าเสมอกัน เนื่องจากสภาพอากาศและปัจจัย

หลายอย่างท่ีเป็นอุปสรรคต่อการเจริญเติบโต และส่งผลต่อการเก็บเกี่ยวผลผลิตดอกลิลลี ่ 

การวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาระยะพัฒนาการของละอองเกสรในลิลลี่สายพันธ์ุ 

ฟอโมลองโก้ท่ีสัมพันธ์กับขนาดของดอกในระยะต่างๆ และตรวจหาขนาดของดอกท่ีมีการสร้าง 

ไมโครสปอร์ระยะ Tetrad ซึ่งเป็นระยะท่ีสามารถเพาะเลี้ยงและชักน าให้เกิดต้นอ่อนได้ โดยน า 

อับละอองเรณูจากดอกลิลลี่สายพันธ์ุฟอโมลองโก้ ตั้งแต่ขนาดดอก 1–2.10 ซม. อายุ 70-75 วัน 

นับตั้งแต่น าหัวแม่พันธ์ุลงปลูกในแปลงมาท าสไลด์ศึกษาระยะการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสด้วย 

Squash technique โดยใช้สยีอ้ม Acetocarmine ความเข้มข้น 0.002 M พบวา่ ดอกท่ีมีขนาดตั้งแต ่

1.90–2.10 ซม. มีไมโครสปอร์อยู่ในระยะ Tetrad มากกว่าดอกขนาดอื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ

ท่ีระดับความเชื่อมั่น p<0.05 มีค่าเท่ากับ 18.78% ซึ่งเป็นระยะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการน าไปวิจัย

พัฒนาสายพันธ์ุแท้จากการเพาะเลีย้งอับละอองเรณู 
 

ค าส าคัญ: ไมโครสปอร์ ระยะพัฒนาการ ลิลลีส่ายพันธ์ุฟอร์โมลองโก้ 
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Abstract 

 The key problem of Easter lily (Lilium longiflorum var. formolongo) growing in the 

plots are non-homogenous growth which caused by abiotic factors and led to the effect of 

floral harvest. This research aimed to study the development stage of the microspores from 

L. longiflorum var. formolongo that related to the different sizes of flower buds and to 

determine the sizes of flower buds that contained the tetrad microspores, which further 

developed to new embryoid. The anthers of the flower buds with 1.00 - 2.10 cm length and 

the age of 70 - 75 days after planting bulbs were dyed with Acetocarmine 0.002 M 

concentration then detecting stage of meiosis cell division by using Squash technique. It was 

found the size of flower buds during 1.90 - 2.10 cm length which contained significantly 

highest microspores in tetrad stage amount 18.78% at p< 0.05 when compared with other 

sizes. It was the most appropriate development stage for further research of the pure line 

improvement from another culture. 

 

Keywords: Microspores, Developmental stage, Lilium longiflorum var. formolongo 

 

บทน า 

 ลิลลี่ เป็นไมด้อกประเภทหัว จัดอยูใ่นวงศ ์Liliaceae  มีสมาชิกท้ังหมด 18 สกุล และมีประมาณ 

700 ชนิด เป็นพืชอายุหลายปี มีหัวใต้ดินสะสมอาหารแบบหัวกลีบหรือหัวหอม (Bulb) (WCSP, 

2019) บางชนดิดอกมกีลิ่นหอม มหีลายสี ได้แก่ สีขาว สีชมพู สีส้ม สีแดง สีม่วง และลูกผสมท่ีมีสองสี

ในดอกเดียวกัน นอกจากนี้บางสายพันธ์ุยังมีจุดประบนกลีบดอก ดอกบานได้นาน 2-4 วัน เป็น

พชืเศรษฐกิจส าคัญที่ใชไ้ด้ท้ังเป็นไม้ตัดดอกและไม้กระถาง ขยายพันธ์ุโดยการเพาะเมล็ด แยกหัว 

และเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ซึ่งเดิมมกีารน าเข้าหัวพันธ์ุมาปลูกบนพื้นท่ีสูงในจังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย 

และจังหวัดเลย เนื่องจากเป็นพืชท่ีเจรญิเตบิโตได้ดใีนสภาพอากาศท่ีหนาวเย็น อุณหภูมิประมาณ 

12-15 องศาเซลเซียส หากอุณหภูมติ่ ากว่านี้ยอดจะเจรญิชา้ (วกิพิเีดีย, 2559)  

 สถานีเกษตรหลวงอินทนนท์มีการส่งเสริมอาชีพให้เกษตรกรปลูกลิลลี่ สายพันธ์ุ 

ฟอร์โมลองโก้ (Lilium longiflorum var. formolongo) โดยการรับต้นลิลลี่จากมูลนิธีโครงการหลวง 

เชยีงใหมม่าขยายพันธ์ุเพิ่มจ านวน เป็นแหล่งให้เกษตรกรน าไปปลูกต่อ แต่พบวา่ ตน้ลิลลี่ท่ีผลิตได้

มีการเจริญเติบโตและการออกดอกไม่สม่ าเสมอกัน ซึ่งเกี่ยวข้องกับปัจจัยภายในต้นพืช ได้แก่ 

อายุพืช ฮอร์โมน ตลอดจนปัจจัยแวดล้อมภายนอก เช่น ช่วงความยาวของวัน อุณหภูมิ กลไก

ควบคุมการออกดอกท่ีมีหลายวิถี เช่น วิถีการตอบสนองต่อช่วงแสง (Photoperiod pathway) วิถี
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การตอบสนองต่อความหนาวเย็น (Vernalization pathway) วิถีอัตโนมัติ (Autonomous pathway) 

ท่ีควบคุมด้วยยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการออกดอก และวิถีตอบสนองต่อฮอร์โมนจิบเบอเรลลิน 

(Gibberellin pathway) (เจนจิรา และคณะ, 2560) นอกจากนี้อาจเป็นผลมาจากการผสมแบบเปิด 

(Open pollination) ท าให้การเจริญเติบโตยังไม่ทรงตัวในสภาพแวดล้อมของประเทศไทย จึงเป็น

อุปสรรคต่อการเก็บเกี่ยวผลผลิตและการจ าหนา่ย ทางสถานีเกษตรหลวงอินทนนท์จึงมีแนวคิดท่ี

จะสร้างสายพันธ์ุแท้จากการเพาะเลีย้งอับละอองเรณู (Anther culture) ให้ได้ต้นลิลลี่ท่ีมีการเจริญเตบิโต

ในระยะใกล้เคียงกัน และมีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนกัน ซึ่งเป็นการสร้างพันธ์ุแท้ได้เร็วกว่า

วธีิการด้ังเดิมท่ีต้องผสมตัวเองซ้ าหลายช่ัวอายุ 

การสร้างสายพันธ์ุ Double haploid: DH จากวิธีการเพาะเลีย้งอับละอองเรณูยังจ ากัดอยู่

ในลิลลี่บางชนิด (Species) เช่น มีการทดลองโดยน าอับละอองเรณูท่ีมีไมโครสปอร์ในระยะ 

Uninucleate stage ของตาดอก Lilium longiflorum Thunb. (Arzate-Fernandez et al., 1997) และ 

Lilium formosanum (Han & Niimi, 2005) มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ ท าให้ได้แคลลัสท่ี

เป็นดพิลอยด ์ส าหรับสร้างเป็นต้นพชื DH ได้ แตจ่ะมลีะอองเรณูท่ีเป็นหมัน   

การออกดอกของลิลลี่ถูกควบคุมด้วยยีนในกลุ่ม LFY ยีนกลุ่มนี้ท าหน้าท่ีเปลี่ยนแปลง

เซลล์ในส่วนเนื้อเยื่อเจริญให้พัฒนาเป็นจุดก าเนิดดอก (Floral primodia) แล้วไปกระตุ้นการแสดงออก

ของยีนท่ีท าหน้าท่ีสร้างส่วนประกอบต่างๆ ของดอก (Lin et al., 2007) โดยจะพบยีน LFY 2 กลุ่มใน 

ลิลลี่ ซึ่งยีนกลุ่ม LiLFY1 ควบคุมการแสดงออกของตาดอกอ่อน และเยื่อเจริญปลายยอด (Shoot 

Apical Meristem: SAM) แต่ไม่เกี่ยวข้องกับราก ยอด ใบ และโครงสร้างของดอกท่ีเจริญเติบโต

เต็มท่ีแล้ว ยีนกลุ่มน้ีจะแสดงออกโดยสร้างโปรตนี LiLFY1 ท่ีเป็นยีนคู่เหมอืนกับโปรตนี RFL ในข้าว 

และโปรตนี FLL ในขา้วโพดมาก การโคลนยีน LiLFY1 อาจน ามาใชด้้านพันธุวิศวกรรมเพื่อควบคุม

ระยะเวลาออกดอกในลลิลี่ได้ (Wang et al., 2008) 

การเพาะเลี้ยงอับละอองเรณู (Anther culture) ท าได้โดยเลือกอับละอองเรณูท่ีมีอายุ

หรือขนาดเหมาะสม นั่นคือ เซลล์ Microsporocyte ภายในอับละอองเรณูมีการพัฒนาไปเป็นไมโครสปอร์ 

โดยกระบวนการ Microsporogenesis ด้วยการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสจนได้ไมโครสปอร์ จ านวน  

4 เซลล์ท่ีอยู่ภายใน Callose wall เดียวกัน ท่ีเรียกว่า ระยะ Tetrad ก่อนท่ีจะเข้าสู่กระบวนการ 

Microgametogenesis แยกเป็นไมโครสปอร์เซลล์เดี่ยว (Uninucleate microspore) การผสมพันธ์ุตาม

ธรรมชาติ ไมโครสปอร์จะหลุดออกจากอับละอองเรณูไปตกท่ียอดเกสรตัวเมียและพัฒนา

กลายเป็นสเปิร์มเพื่อปฏิสนธิกับเซลล์ไข่ในรังไข่ของลิลลี่ แต่การสร้างสายพันธ์ุแท้ท าได้ด้วย 

การเพาะเลี้ยงอับละอองเรณูท่ีมีไมโครสปอร์ในระยะ Tetrad ซึ่งเป็นระยะก่อนท่ีจะเข้าสู่ระยะ 

Early-mid uninucleate microspore ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ ส าหรับการพัฒนาของ 

ไมโครสปอร์ระยะ Tetrad เป็นระยะที่ใกล้เคียงกับระยะ Early uninucleate มาก มกีารศึกษากับพชื
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หลายชนิด พบว่า การเพาะเลี้ยงอับละอองเรณูท่ีมีไมโครสปอร์ในระยะหรือใกล้เคียงกับระยะ 

Uninucleate จะเหมาะสมส าหรับการน าไปเพาะเลี้ยงแล้วชักน าให้เป็นแคลลัสและต้นอ่อนได้เปอร์เซ็นต์

มากท่ีสุด (Guasmi et al., 2013; Ibrahim et al., 2014; Schaeffer, 1989) ส าหรับตน้พืชท่ีได้จากการเพาะเลี้ยง

อับละอองเรณูจะมีโครโมโซม 1 ชุด (Haploid plant) ซึ่งสามารถเพิ่มโครโมโซมเป็น 2 ชุด (Homozygous 

diploid หรือ Double haploid) ซึ่งเป็นพันธ์ุแท้ได้โดยใช้สาร Colchicine (อรด,ี 2542) 

ดังนัน้การวิจัยคร้ังน้ีจึงมวีัตถุประสงค์เพื่อศึกษาระยะการพัฒนาของละอองเกสรในลิลลี่

สายพันธ์ุฟอโมลองโก้ท่ีสัมพันธ์กับขนาดของตาดอกในระยะต่างๆ และตรวจหาขนาดของตาดอก

ท่ีมีการสร้างไมโครสปอร์ระยะ Tetrad ส าหรับเป็นพื้นฐานน าไปสู่การเพาะเลี้ยงอับละอองเรณูให้

ได้ต้นพชืใหม่ท่ีมีการเจริญเติบโต และมีโอกาสให้ผลผลิตดอกท่ีมีขนาดสม่ าเสมอกันเพื่อส่งเสริม

ให้เกษตรกรน าไปปลูกเป็นไม้ตัดดอกเชงิเศรษฐกิจตอ่ไป 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 วัดขนาดดอกลิลลี่สายพันธ์ุฟอร์โมลองโก้ (Lilium longiflorum var. formolongo) ท่ียังคง

เป็นดอกตูมหรือเรียกว่าตาดอก (Flower bud) อายุ 70-75 วัน หลังปลูกด้วยหัวพันธ์ุ โดยวัดจาก

ปลายดอกจนถึงโคนดอกแล้วล้างท าความสะอาด ท าการผ่าดอกอย่างระมัดระวังไม่ให้โดนอับ

ละอองเรณู จากนั้นน าอับละอองเรณูมาผ่าบนกระจกสไลด์ แล้วหยดสีย้อม Acetocarmine  

ความเข้มข้น 0.002 M จ านวน 1 – 2 หยด แล้วบ้ีอับละอองเรณูให้กระจายตัวด้วยปลายมีดผ่าตัด 

จากนั้นจึงปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ แล้วใช้วิธี Squash technique (สมศักดิ์ และสุมน, 2543) 

โดยน ากระดาษทิชชูพับคร่ึงแล้วสอดสไลด์ให้ด้านท่ีมีกระจกปิดสไลด์อยู่ด้านใน กดเบาๆ ด้วย

นิ้วหัวแม่มือให้อับเรณูแตกออก แบนราบกับสไลด์ ท าความสะอาดสไลด์บริเวณรอบนอกกระจก

ปิดสไลด์แล้วน าไปตรวจดูการพัฒนาของละอองเกสรระยะต่างๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเชิง

ประกอบ (Compound light microscope) 

1. วางแผนการทดลอง  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely randomized 

design: CRD) ม ี4 กรรมวธีิ แตล่ะกรรมวธีิ มีจ านวนการทดลอง 3 ซ้ า ดังนี ้ 

 กรรมวธีิท่ี 1  ขนาดดอก 1.00 – 1.20 ซม.  

 กรรมวธีิท่ี 2 ขนาดดอก 1.30 – 1.50 ซม.  

 กรรมวธีิท่ี 3 ขนาดดอก 1.60 – 1.80 ซม. 

 กรรมวธีิท่ี 4 ขนาดดอก 1.90 – 2.10 ซม. 
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2. การค านวณเปอร์เซ็นต์ของระยะไมโครสปอร์ในดอกลิลลี่สายพันธุ์ฟอร์โมลองโก้

ที่มีขนาดแตกต่างกัน  

 % ของระยะไมโครสปอร์ =    (จ านวนระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ × 100)   

             จ านวนไมโครสปอร์ท้ังหมดท่ีนับได้ในดอกแต่ละขนาด 

 3. การวิเคราะห์ข้อมูล   

  น าข้อมูลเปอร์เซ็นต์ของระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ท่ีได้ไปวิเคราะห์หา 

ความแปรปรวน (Analysis of variance: ANOVA) ด้วยโปรแกรม The SPSS (Version 22.0; Bangkok, 

Thailand) และตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan Multiple Range Test ท่ีระดับ

ความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ 

 

ผลการวิจัย  

จากการศึกษาระยะการพัฒนาของไมโครปอร์ โดยแบ่งการศึกษาตามขนาดดอกตูม

ตั้งแต่ความยาว 1.00 – 2.10 ซม. พบค่าเปอร์เซ็นต์ของการพัฒนาในระยะต่างๆ ดังตารางท่ี 1 โดย 

การพัฒนาของไมโครสปอร์อยู่ในระยะท่ี 1 Late anaphase I – early telophase I สามารถพบได้ในดอก 

ท่ีมีขนาด 1.00-1.20 ซม. มากกว่าดอกขนาดอื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 

p<0.05 ส าหรับการพัฒนาของไมโครสปอร์ในระยะท่ี 2 Prophase II พบได้มากในดอกขนาด 

1.30-1.50 ซม. ส่วนการพัฒนาของไมโครสปอร์ในระยะที่ 3 Telophase II พบได้มากในดอกขนาด 

1.30-1.80 ซม. และการพัฒนาของไมโครสปอร์ในระยะท่ี 4 Tetrad พบได้มากในดอกขนาด 

1.60-2.00 ซม. นอกจากนี้การพัฒนาของไมโครสปอร์ในระยะท่ี 5 Released microspore พบใน

ดอกขนาด 1.90-2.10 ซม. ลักษณะการพัฒนาของไมโครสปอร์ระยะตา่งๆ ดังตารางที่ 2 
 

ตารางที่ 1 ร้อยละของเซลล์ไมโครสปอร์ในดอกลิลลี่สายพันธ์ุฟอร์โมลองโก้ท่ีมีการพัฒนาใน 

    ระยะตา่งกัน 

ขนาดตา

ดอก 

(ซม.) 

ระยะการพัฒนาของไมโครสปอร ์

ระยะท่ี 1 Late 

Anaphase I / Early 

Telophase I) 

ระยะท่ี 2 

(Prophase II) 

ระยะท่ี 3 

(Telophase II) 

ระยะท่ี 4 

(Tetrad) 

ระยะท่ี 5 

(Released 

microspore) 

1.00 – 1.20 20.33a 11.78b 0b 0b 0b 

1.30 – 1.50 14.44b 19.67a 8.33a 0b 0b 

1.60 – 1.80 0c 4.67bc 4.67a 16.33a 0b 

1.90 – 2.10 0c 0c 0.33b 18.78a 18.78a 

P value ** ** ** ** ** 

หมายเหตุ ตวัอักษรที่แตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน และ ** ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.05  
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ตารางที่ 2 ลักษณะการพัฒนาของไมโครสปอร์ในระยะต่างๆ ท่ีแตกต่างกันของดอกลิลลี่ 

    สายพันธ์ุฟอร์โมลองโก้ 

ระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ ภาพการพัฒนาของไมโครสปอร์ 

ระยะที่ 1 

กระบวนการพัฒนา Microsporogenesis 

การแบ่งเซลลแ์บบ Meiosis I 

ระหว่างระยะ Late Anaphase I ถึงระยะ Early Telophase I           

หมายเหต ุภายในเซลล์แตเ่ซลล์จะมีเพียงหนึ่งนิวเคลยีส 

 

 

 

 

 

ระยะที่ 2 

กระบวนการพัฒนา Microsporogenesis 

การแบ่งเซลลแ์บบ Meiosis II 

ระยะ Prophase II 

หมายเหต ุภายในหน่ึงเซลล์มกีารแบ่งตัวของนิวเคลยีสเป็นสอง

นิวเคลยีส กลุม่โครโมโซมติดสเีข้ม 

 

 

 

 

 

ระยะที่ 3 

กระบวนการพัฒนา Microsporogenesis 

การแบ่งเซลลแ์บบ Meiosis II 

ระยะ Telophase II 

หมายเหต ุภายในหน่ึงเซลล์มกีารแบ่งตัวของนิวเคลยีสแบบทวีคุณ

คือ จากสองนิวเคลยีสเป็นสี่นิวเคลยีส แต่ยังไม่มกีารแบ่ง cytoplasm 

 

 

 

 

 

ระยะที่ 4 

กระบวนการพัฒนา Microsporogenesis 

สิ้นสุดการแบง่เซลลแ์บบ Meiosis II 

ระยะ Tetrad 

หมายเหต ุภายในหน่ึงเซลล์มกีารแบ่งตัวของนิวเคลยีสแบบทวีคูณ 

คือ จากสองนิวเคลยีสเป็นสี่นิวเคลยีส และมกีารแบ่ง Cytoplasm  

แต่ยังอยู่ในผนัง Callose wall เดยีวกัน 

 

 

 

 

 

ระยะที่ 5 

Released microspore 

Early-uninucleate microspore 

หมายเหต ุอับละอองเรณูจะแตกออก ไมโครสปอรจ์ะหลุดออกมา 

และจะเริ่มมีการพัฒนากลายเป็นเรณู (Pollen) 
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อภปิรายผล  

 การพัฒนาของไมโครสปอร์อยู่ในระยะ Tetrad พบมากในดอกลิลลี่สายพันธ์ุฟอร์โมลองโก้ 

ท่ีมีขนาดความยาวของตาดอก 1.90–2.10 ซม. ซึ่งเป็นขนาดดอกท่ีเหมาะสมในการให้ไมโครสปอร์ 

ท่ีสามารถน าไปเพาะเลี้ยงด้วยวิธี Anther culture เพื่อสร้างสายพันธ์ุแท้ของ Lilium longiflorum 

var. formolongo ได้ เนื่องจากเป็นระยะที่ใกล้เคียงกับระยะ Uninucleate microspore มาก และเป็น

ตาดอกท่ีมีขนาดเล็กกว่าตาดอกของ Lilium longiflorum Thunb. ซึ่งอาจต้องมีความยาว 3.00-4.60 ซม.  

จึงจะมี Early และ Mid uni-nucleate microspores เมื่อน าละอองเรณูเหล่านี้มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร N6 Medium ท่ีผ่านการท า Cold pretreatment ภายใต้ความมืด จะได้แคลลัสท่ีสามารถชักน า

และพัฒนาเป็นต้นออ่นใหมไ่ด้ในเปอร์เซ็นต์ท่ีสูง (Arzate-Fernandez et al., 1997)  

 ข้อเสนอแนะส าหรับการทดลองขั้นต่อไปควรน าตาดอกขนาดท่ีเหมาะสมจากผล 

การทดลองคร้ังนี้ไปเพาะเลี้ยงอับละอองเรณูบนอาหารสังเคราะห์ต่างชนิดกัน โดยการเติมสาร

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์พืช หรือผ่านการท า Pretreatment และสภาวะการเพาะเลี้ยง

อับละอองเรณูท่ีแตกต่างกัน เพื่อเปรียบเทียบหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะท าให้ได้ Double 

haploid callus และ Double haploid plants ตามตอ้งการ 

 

สรุปผลการวิจัย   

 จากการศกึษาระยะการพัฒนาไมโครสปอร์ท่ีสัมพันธ์กับขนาดดอกของลิลลี่ฟอโมลองโก้

พบว่า ขนาดดอก 1.90–2.10 ซม. มีระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์อยู่ในระยะ Tetrad และ Released 

Microspore มากที่สุด คือ ร้อยละ 18.78 ดังนั้นดอกท่ีมีความยาว 1.90-2.10 ซม. จึงเป็นดอกท่ีมี

ขนาดเหมาะสมในการน าไปเพาะเลี้ยงด้วยวิธี Anther culture เพื่อสร้างสายพันธ์ุแท้ของ Lilium 

longiflorum var. formolongo ในการน าไปส่งเสริมการปลูกเป็นไม้ตัดดอกเศรษฐกิจแก่เกษตรกร

เนื่องจากมีความสม่ าเสมอของการให้ผลผลิตดอกในแปลงปลูกได้ดี 

 
กติตกิรรมประกาศ 
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