
บทที ่5 

อิทธิพลของสารปฏิชีวนะต่อการเจริญของแคลลสัและตน้อ่อนออ้ย 

 

 

1. บทน า 

 การศึกษาอทิธพิลของสารปฏชีิวนะต่อการเจริญของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย      เป็นการ 

ศึกษาเบ้ืองต้นของการส่งถ่ายยีนสู่อ้อยเน่ืองจากในการส่งถ่ายยีนที่สนใจน้ันนิยมใช้ยีนคัดเลือก 

(selectable marker gene)เป็นยีนที่ ต้านทานต่อสารปฏชีิวนะ เหตุผลคือ เพ่ือใช้ในการคัดเลือก

เน้ือเย่ือที่ได้รับยีนออกจากกลุ่มของเน้ือเย่ือที่ไม่ได้รับยีนที่ส่งถ่ายเข้าไป ดังน้ันในการศึกษาการส่ง

ถ่ายยีน chitinase สู่อ้อยโดยใช้ Agrobacterium สายพันธุ์ LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ซ่ึง

มียีน hpt  เป็นยีนเคร่ืองหมายซ่ึงแสดงความต้านทานต่อสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ส่วน 

Agrobacterium สายพันธุ์ LBA4404 (PBI 121) จะประกอบด้วยยีน nptII  เป็นยีนเคร่ืองหมาย

ซ่ึงแสดงความต้านทานต่อสารปฏิชีวนะกานามัยซิน จึงจ าเป็นต้องหาความเข้มข้นของสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินและกานามัยซินที่เหมาะสม ในการคัดเลือกเน้ือเย่ืออ้อยที่ได้รับการส่งถ่าย

ยีน      โดยความเข้มข้นที่ เหมาะสมน้ีเน้ือเย่ืออ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน   ไม่สามารถ

เจริญเติบโตได้ นอกจากน้ีในการส่งถ่ายยีนโดยใช้ Agrobacterium ต้องมีการก าจัด 

Agrobacterium ออกจากเน้ือเย่ืออ้อยภายหลังการส่งถ่ายยีน   ดังน้ันต้องศึกษาหาความเข้มข้นที่

เหมาะสมของซีโฟแทกซีม เพ่ือก าจัด Agrobacterium อย่างมีประสิทธิภาพและไม่เป็นอันตรายต่อ

เน้ือเยื่ออ้อย 

 

2. อุปกรณแ์ละวิธีการ 

การทดลองที ่1 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของแคลลสัและ

ตน้อ่อนออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 

 น าแคลลัสของอ้อยขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร และต้นอ่อนที่มีความสูงประมาณ  5

มิลลิเมตร มาเพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิแคลลัส ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 

200, 300, 400, 500 และ 600  มก./ล. และอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิต้นอ่อน ที่เติมซีโฟแท

กซีมความเข้มข้น 0, 200, 300, 400, 500, 600 และ 700  มก./ล. น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่

มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 

สปัดาห์ บันทกึการทดลองโดยสงัเกตการณ์เจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงของแคลลัสและต้น

อ่อนอ้อย เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัส และ ต้นอ่อนอ้อย 
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การทดลองที ่2 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินต่อการเจริญของแคลลสัและ

ตน้อ่อนออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 

 น าแคลลัสของอ้อยขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร และต้นอ่อนที่มีความสูงประมาณ 5

มิลลิเมตร มาเพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิแคลลัสที่เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น  0, 

5, 15, 25, 35, 45, 55 และ 65 มก./ล. และอาหารสูตรที่ชักน าให้เกดิต้นอ่อนที่เติมไฮโกรมัยซิ

นความเข้มข้น  0, 10, 25, 50, 75 และ 100 มก./ล. น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 

ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 4 สปัดาห์ บันทกึการ

ทดลองโดยสงัเกตการเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย เปอร์เซน็ต์

การรอดชีวิตของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย 

การทดลองที ่3 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของแคลลสัและ

ตน้อ่อนออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

 น าแคลลัสของอ้อยขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร มาเพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิ

แคลลัส ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 500 , 600 และ 700  มก./

ล. และอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิต้นอ่อน ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 200, 300, 400, 

500, 600, 700 และ 800  มก./ล. น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้ม

แสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สปัดาห์ บันทกึการทดลองโดย

สงัเกตการเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต

ของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย 

การทดลองที ่4 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินต่อการเจริญของแคลลสัและ  

          ตน้ออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

 น าแคลลัสของอ้อยขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร มาเพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิ

แคลลัสที่เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น  0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60  มก./ล. น าไป

เพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C 

เป็นเวลา 4 สปัดาห์ บันทกึการทดลองโดยสังเกตการเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงของ

แคลลัสและต้นอ่อนอ้อย เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย 

การทดลองที ่5 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะกานามยัซินต่อการเจริญของแคลลสัและตน้  

         อ่อนออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

น าแคลลัสของอ้อยขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร มาเพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิ

แคลลัสที่เติมกานามัยซินความเข้มข้น  0, 250, 500, 750, 1,000, 1,250 และ 1,500  มก./

ล. น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 

25±2 
o
C เป็นเวลา 4 สปัดาห์ บันทกึการทดลองโดยสงัเกตการเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลง

ของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย 
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3. ผลการทดลอง 

ผลการทดลองที ่1 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของแคลลสั 

   และตน้อ่อนออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 

 จากการเพาะเล้ียงแคลลัสอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 

2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15% ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 200, 300, 400, 

500 และ 600 มก./ล. พบว่า แคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมซีโฟแทกซีมที่ความเข้มข้น 0, 

200, 300, 400 และ 500 มก./ล..  แคลลัสอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% ลักษณะ

แคลลัสมีสเีหลือง สามารถเจริญเติบโต  และมีการขยายขนาด    ส่วนแคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหาร

ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 600 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 50% แคลลัสบางส่วนมี

การเปล่ียนจากสเีหลืองเป็นสนี า้ตาล (ภาพที่ 21 และ 22) 

 จากการเพาะเล้ียงต้นอ่อนอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม BA 

1 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 200, 300, 400, 500, 

600 และ 700 มก./ล. พบว่า ต้นอ่อนสามารถเจริญเติบโตได้บนสตูรอาหารที่เติมซีโฟแทกซีมที่

ความเข้มข้นต่างๆ   โดยต้นอ่อนมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% ต้นอ่อนมีการเจริญเติบโต มีสี

เขียว มีความสูงเพ่ิมข้ึน (ภาพที่ 23 และ 24) 

  

 
 

ภาพที ่21 ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม  

    2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15% ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 200, 

300, 400, 500 และ 600 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่22 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร 

MS   ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15% ที่มีซีโฟแทกซีม

ความเข้มข้น 0, 200, 300, 400, 500 และ 600 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 

 
 

ภาพที ่23   ลักษณะต้นอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม  

BA 1มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 200, 300, 

400, 500, 600 และ 700 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่24 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของต้นอ่อนอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร  

MS   ดัดแปลงที่เติม  BA 1 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีซีโฟแทกซีม

ความเข้มข้น 0, 200, 300, 400, 500, 600 และ 700 มก./ล. เป็นเวลา 4 

สปัดาห์ 

 

ผลการทดลองที ่2 การศึกษาความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินทีส่ามารถ 

ยบัยั้งการเจริญของแคลลสั และตน้อ่อนออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 

             จากการเพาะเล้ียงแคลลัสอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 

2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15% ที่มีไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 15, 25, 35, 

45, 55 และ 65 มก./ล. พบว่า แคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินที่ความเข้มข้น 0 

และ 5 มก./ล.  แคลลัสอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% ลักษณะแคลลัสมีสเีหลือง สามารถ

เจริญเติบโต  และมีการขยายขนาด    ส่วนแคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินความ

เข้มข้น 15 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 50% แคลลัสบางส่วนมีการเปล่ียนจากสเีหลืองเป็น

สนี า้ตาล ส าหรับแคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน   ความเข้มข้น 25, 35, 45, 55 

และ 65   มก./ล. ไม่มีการรอดชีวิต แคลลัสมีการเปล่ียนจากสเีหลืองเป็นสนี า้ตาลและตายใน

ที่สดุ (ภาพที่ 25 และ 26) 

 จากการเพาะเล้ียงต้นอ่อนอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม BA 

1 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล ที่มีไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 10, 25, 50, 75 และ 100 

มก./ล. พบว่า ต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินที่ความเข้มข้น 0, 10 มก./ล. ต้น

อ่อนอ้อยมี  เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100%  ต้นอ่อนมีการเจริญเติบโต มีสเีขียว ความสงูเพ่ิมข้ึน 

ส่วนต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 25 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การ



 

 50 

รอดชีวิต 50 % ใบอ่อนบางส่วนมีการเปล่ียนแปลงจากสเีขียวเป็นสนี า้ตาล ส าหรับแคลลัสที่เล้ียง

บนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน   ความเข้มข้น 50, 75 และ 100  มก./ล. ไม่พบการรอดชีวิต

ของ ต้นอ่อน ใบอ่อนมีการเปล่ียนจากสเีขียวเป็นสนี า้ตาลและตายในที่สดุ (ภาพที่ 27 และ 28) 

 

 
 

ภาพที ่ 25  ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เติม เติม  2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15% ไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 

5, 15, 25, 35, 45, 55 และ 65 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่26 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร 

MS    ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15% ที่มีไฮโกรมัยซิน         

ความเข้มข้น0, 5, 15, 25, 35, 45, 55 และ 65 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่27 ลักษณะต้นอ่อนอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เติม BA 1 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล.ที่มีไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 10, 

25, 50,75 และ 100 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่28 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของต้นอ่อนอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร 

MS  ดัดแปลงที่เติม  BA 1 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีไฮโกรมัยซินความ

เข้มข้น 0, 10, 25, 50,75 และ 100 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ผลการทดลองที ่3 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของแคลลสั  

    และตน้อ่อนออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

จากการเพาะเล้ียงแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม  

2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 

400, 500, 600 และ 700 มก./ล. พบว่า แคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมซีโฟแทกซีมที่ความ

เข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 500 และ 600 มก./ล.  แคลลัสอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอด

ชีวิต 100% ลักษณะแคลลัสมีสเีหลือง สามารถเจริญเติบโต  และมีการขยายขนาด    ส่วนแคลลัส

ที่เล้ียงบนสูตรอาหารที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 700 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 

100% แต่แคลลัสไม่เจริญเติบโต และไม่มีการขยายขนาด (ภาพที่ 29 และ 30) 

จากการเพาะเล้ียงต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 

BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 

500, 600 และ 700 มก./ล. พบว่า ต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 

0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 และ 800 มก./ล. ต้นอ่อนอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การ

รอดชีวิต 100%  เมื่อพิจารณาในด้านการเจริญเติบโตของต้น พบว่า ต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูร

อาหารที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 100, 200, 300, 400 มก./ล. ต้นอ่อนมีการเจริญเติบโต 

มีสเีขียว และความสูงเพ่ิมข้ึนปกติ เม่ือเปรียบเทยีบกนัต้นอ่อนที่เพาะเล้ียงบนอาหารที่ไม่เติมซีโฟ

แทกซีม ส่วนต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่ซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 500, 600, 700 และ 800 

มก./ล. ต้นอ่อนมีการเจริญเติบโตช้า โดยมคีวามสูงลดลงเมื่อความเข้มข้นของซีโฟแทกซีมเพ่ิมข้ึน 

(ภาพที่ 31 และ 32) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่29 ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เตมิ 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 

100, 200, 300, 400, 500, 600 และ 700 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่ 30 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร

สตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่มีซีโฟแทกซีม

ความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600 และ 700 มก./ล. เป็นเวลา 4 

สปัดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่31 ลักษณะต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เติม BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 100, 

200, 300, 400, 500, 600, 700 และ 800 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่ 32 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของต้นอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร 

MS ดัดแปลงที่เติม BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีซีโฟแทกซีมความ
เข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 และ 800 มก./ล. เป็นเวลา 4 

สปัดาห์ 

 

ผลการทดลองที ่4 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินต่อการเจริญของแคลลสั  

              และตน้อ่อนออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

 จากการเพาะเล้ียงแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม  

2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่มีไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30, 

40 และ 50 มก./ล. พบว่า แคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินที่ความเข้มข้น 0, 5 

และ 10 มก./ล. แคลลัสอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% ลักษณะแคลลัสมีสเีหลือง สามารถ

เจริญเติบโตและมีการขยายขนาด ส่วนแคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินความ

เข้มข้น 20 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 40% แคลลัสบางส่วนมีการเปล่ียนจากสเีหลืองเป็น

สนี า้ตาล ส าหรับแคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 30, 40 และ 50 ไม่

มีการรอดชีวิต แคลลัสมีการเปล่ียนจากสเีหลืองเป็นสนี า้ตาลและตายในที่สดุ (ภาพที่ 33 และ 

34) 

จากการเพาะเล้ียงต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 

BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 

50 มก./ล. พบว่าต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินที่ความเข้มข้น 0, 5, 10 และ 

20 มก./ล. ต้นอ่อนอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100%  ส่วนต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่
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เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 30 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 60 % ใบอ่อนบางส่วนมีการ

เปล่ียนแปลงจากสเีขียวเป็นสนี า้ตาล ส าหรับต้นอ่อนอ้อยที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน   

ความเข้มข้น 40 และ 50  มก./ล. ไม่มีการรอดชีวิต ใบอ่อนเปล่ียนสจีากสเีขียวเป็นสนี า้ตาลและ

ตายในที่สดุ (ภาพที่ 35 และ 36) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่33 ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 

10, 20, 30, 40 และ 50 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 34 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร

สตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่เติมไฮโกร

มัยซินความเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที ่35 ลักษณะต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เติม BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 10, 

20, 30, 40 และ 50 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 36 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร

สตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่เติมไฮโกร

มัยซินความเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ผลการทดลองที ่5 อิทธิพลของสารปฏิชีวนะกานามยัซินต่อการเจริญของแคลลสัและ 

              ตน้อ่อนออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

 จากการเพาะเล้ียงแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม  

2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่มีกานามัยซินความเข้มข้น  0, 250, 500, 750, 

1,000, 1,250 และ 1,500  มก./ล. พบว่า แคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมกานามัยซิน 

ความเข้มข้น 0, 250 และ 500 มก./ล. แคลลัสอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% ลักษณะ

แคลลัสมีสเีหลือง สามารถเจริญเติบโตและมีการขยายขนาด ส่วนแคลลัสที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่

เติมกานามัยซินความเข้มข้น 750 และ 1,000 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 50% และ 

20% ตามล าดับ แคลลัสบางส่วนมีการเปล่ียนจากสเีหลืองเป็นสนี า้ตาล ส่วนแคลลัสที่เล้ียงบน

สตูรอาหารที่เติมกานามัยซินความเข้มข้น 1,250 มก./ล. และ 1,500 มก./ล. ไม่มีการรอดชีวิต 

แคลลัสเปล่ียนสจีากสีเหลืองเป็นสนี า้ตาลและตายในที่สุด (ภาพที่ 37 และ 38) 

จากการเพาะเล้ียงต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 

BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีกานามัยซินความเข้มข้น  0, 250, 500, 750, 1,000, 

1,250 และ 1,500  มก./ล.  พบว่า ต้นอ่อนที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่กานามัยซินความเข้มข้น  0, 

250, 500 และ 750 มก./ล. ต้นอ่อนอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100%  ส่วนต้นอ่อนที่เล้ียง

บนสตูรอาหารที่เติมกานามัยซินความเข้มข้น 1,000 และ 1,250 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอด

ชีวิต 60% และ 30 % ตามล าดับ ใบอ่อนมีการเปล่ียนแปลงจากสเีขียวเป็นสนี า้ตาล ส าหรับต้น

อ้อยที่เล้ียงบนสตูรอาหารที่เติมกานามัยซินความเข้มข้น 1,500  มก./ล. ไม่มีการรอดชีวิต ใบ

อ่อนเปล่ียนสจีากสีเขียวเป็นสนี า้ตาลและตายในที่สดุ (ภาพที่ 39 และ 40) 
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ภาพที ่37 ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่เติมกานามัยซินความเข้มข้น 0, 

250, 500, 750, 1,000, 1,250 และ 1,500  มก./ล.  เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 38 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร

สตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่เติมกานามัย

ซินความเข้มข้น 0, 250, 500, 750, 1,000, 1,250 และ 1,500  มก./ล.  เป็น

เวลา 4 สปัดาห์ 
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        1,000                    1,250                       1,500                  

                                     กานามยัซิน (มก./ล.) 
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ภาพที ่39 ลักษณะต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่

เติม BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่เติมกานามัยซินความเข้มข้น 0, 250, 

500, 750, 1,000, 1,250 และ 1,500  มก./ล.  เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 40 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร

สตูร MS ดัดแปลงที่เติม BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่เติมกานามัยซิน 
ความเข้มข้น 0, 250, 500, 750, 1,000, 1,250 และ 1,500  มก./ล.  เป็นเวลา 

4 สปัดาห์ 

                 0          250         500 750     1,000     1,250     1,500

                 กานามยัซิน (มก./ล.) 
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4. สรุปและวิจารณผ์ลการทดลอง 

 จากการศึกษาอทิธพิลของสารปฏชีิวนะซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของแคลลัสและต้นอ่อน

อ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 และพันธุม์ิตรผล 99-94 พบว่า แคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 ที่

เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่มีซีโฟแทกซีม 100, 200, 300, 400 และ 500 มก./ล. สามารถ

เจริญเติบโตได้ โดยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% เม่ือเปรียบเทยีบกบัแคลลัสอ้อยที่เพาะเล้ียง

บนอาหารสตูรที่ไม่เติมซีโฟแทกซีม แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของซีโฟแทกซีมเป็น 600 มก./ล. 

พบว่า แคลลัสอ้อยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตลดลงเป็น 50%  ส าหรับแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 

99-94  ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่มีซีโฟแทกซีม 100, 200, 300, 400, 500, 600 และ 

700 มก./ล. สามารถเจริญเติบโตได้ โดยมีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% และจากการเพาะเล้ียง

ต้นอ่อนอ้อยทั้ง 2 สายพันธุบ์นสตูรอาหารที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้นต่างๆ กันพบว่า ความ

เข้มข้นสูงสุดของซีโฟแทกซีมที่ต้นอ่อนอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 และพันธุม์ิตรผล 99-94   

สามารถเจริญเติบโตได้ มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 100% คือความเข้มข้นของซีโฟแทกซีม 700 

และ 800 มก./ล. ตามล าดับ นอกจากน้ียังพบว่าที่ระดับความเข้มข้นของซีโฟแทกซีม 500 มก./

ล. สามารถท าให้ต้นอ่อนอ้อยทั้ง 2 สายพันธุ์ มีการเจริญเติบโตช้าลง ซ่ึงสงัเกตได้จากความสูงของ

ต้นอ่อน สอดคล้องกบั Enriquez-Obregon et al. (1998) รายงานว่า ความเข้มข้นของซีโฟ     

แทกซีม 500 มก./ล. เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สามารถยับย้ังการเจริญของ Agrobacterium 

และท าให้แคลลัสอ้อยสามารถเจริญและพัฒนาเป็นต้นอ่อนได้ต่อไป Manickavasagum et al. 

(2004) กล่าวว่า ความเข้มข้นของซีโฟแทกซีม 500 มก./ล. เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่

สามารถยับยั้งการเจริญของ Agrobacterium และท าให้เน้ือเยื่อเจริญบริเวณตาข้างอ้อยสามารถ

เจริญและพัฒนาเป็นต้นอ่อนได้ 

 ไฮโกรมัยซินผลิตจากแบคทีเรีย Streptomyces hygroscopicus เป็นสารปฏิชีวนะที่มี

ประสทิธภิาพสูงในการก าจัดแบคทเีรียและฟังไจ เน่ืองจากไปยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีน (Lin et 

al., 1996) นอกจากจะใช้ในการก าจัดแบคทเีรียแล้ว ยังใช้คัดเลือกเน้ือเย่ือที่ผ่านการส่งถ่ายยีน 

จากการศึกษาอทิธพิลของสารปฏชีิวนะไฮโกรมัยซินต่อการเจริญของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อย  พบ 

ว่า ไฮโกรมัยซินมีผลยับย้ังการเจริญของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อยในปริมาณความเข้มข้นที่แตกต่าง

กัน โดยแคลลัสมีการตอบสนองต่อไฮโกรมัยซินในความเข้มข้นที่ต ่ากว่าต้นอ่อน อาจเน่ืองมาจาก

แคลลัสเป็นเซลล์ที่ยังอ่อนและยังเจริญไม่เตม็ที่ โดยระดับความเข้มข้นของไฮโกรมัยซินต ่าที่สุดที่

สามารถยับย้ังการเจริญของแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 และพันธุ์มิตรผล 99-94 ได้คือ 25 

และ 30 มก./ล. ตามล าดับ ส าหรับต้นอ่อนอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 น้ันความเข้มข้นของไฮโกรมัย

ซินต ่าที่สุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของต้นอ่อนอ้อยได้ทั้งหมด คือ 50 มก./ล. ซ่ึงความเข้มข้น

ดังกล่าวเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ใช้คัดเลือกแคลลัสและต้นอ่อนอ้อยที่ได้รับการถ่ายยีนออก

จากแคลลัสและต้นอ่อนอ้อยที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน เน่ืองจากการทดลองน้ีใช้ htp เป็นยีน

เคร่ืองหมายในการคัดเลือกอ้อยดัดแปลงพันธุกรรม ซ่ึงแคลลัสและต้นอ่อนอ้อยที่ได้รับยีน
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ดังกล่าวจะแสดงความต้านทานต่อไฮโกรมัยซินน้ี ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Arencibia et al. 

(1998) พบว่า ความเข้มข้นของไฮโกรมัยซิน 25 มก./ล. เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมในการ

คัดเลือกแคลลัสอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนออกจากแคลลัสและต้นอ่อนอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่าย

ยีน   Datta (1999) รายงานการส่งถ่ายยีนสู่พืชหลายชนิด พบว่า การเติมสารปฏชีิวนะในอาหาร

เพ่ือใช้คัดเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน เป็นวิธีที่เหมาะสม และยังพบว่าไฮโกรมัยซินเป็นสาร

ปฏชีิวนะที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสมในการคัดเลือกเน้ือเย่ือดัดแปรพันธุกรรมของพืช โดยไม่

ท าให้พืชมีลักษณะผิดปกติเช่น เกิดลักษณะต้นเผือก (albino) หรือท าให้ต้นพืชน้ันเป็นหมัน 

(Ayres and Park, 1994 อ้างใน เกศสุคนธ์ มณีวรรณ, 2548)  ในการส่งถ่ายยีนสู่อ้อย โดยบ่ม

แคลลัสอ้อยร่วมกับ เช้ือ A. tumefaciens จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องก าจัดเช้ือ A. tumefaciens   

เพ่ือไม่ให้แคลลัสอ้อยได้รับอันตราย ซ่ึงการก าจัดเช้ือดังกล่าว จ าเป็นต้องใช้สารปฏิชีวนะ เช่น 

cefotaxime, carbenecillin และ timentin (Bottinger et al., 2001; Sunikumar and Rathore, 

2001; Cheng et al., 1996) โดยพืชต่างชนิดกนัจะใช้ปริมาณสารปฏชีิวนะแตกต่างกัน เน่ืองจาก

มีความแตกต่างกนัระหว่างชนิดของเน้ือเยื่อและชนิดของพืช ที่สามารถทนทานต่อปริมาณของสาร

ปฏชีิวนะน้ันๆ (Choi et al., 1994 อ้างใน สุมนทพิย์ บุนนาคและ เนริสา คุณประทุม, 2540) 

ปัจจุบันมีการใช้ซีโฟแทกซีมอย่างกว้างขวาง โดยใช้ในปริมาณ 200-500 มก./ล. (Gama et al., 

1996; Pipatpanukul et al., 2004) ซีโฟแทกซีมสามารถก าจัด Agrobacterium ได้โดยขัดขวาง

กระบวนการสังเคราะห์ เพบทิโดไกแคน (peptidoglycan)ซ่ึงเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์

แบคทเีรีย ซ่ึงซีโฟแทกซีมจะไปจับกับเอนไซม์ transpeptidase ส่งผลให้เอนไซม์ไม่สามารถท างาน

ได้      ท าให้การเช่ือมต่อของสายเพบทิโดไกลแคนไม่สามารถเกิดขึ้ นได้ (วิลาวัลย์ เจริญวิระ

ตระกูล, 2533; Teixeira da Silva and Fukai, 2001)   ดังน้ันในการเลือกใช้ซีโฟแทกซีมก าจัด 

Agrobacterium จะต้องเลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สามารถก าจัด Agrobacterium ได้และไม่

ส่งผลกระทบต่อเน้ือเยื่อพืช  

จากการศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะกานามัยซินต่อการเจริญของแคลลัสและต้นอ่อน

อ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 พบว่ากานามัยซินมีผลยับย้ังการเจริญของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อยใน

ปริมาณความเข้มข้นที่แตกต่างกนั โดยต้นอ่อนสามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารที่เติมกานามัยซิน

ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงกว่าแคลลัส โดยแคลลัสที่เล้ียงบนสูตรอาหารที่เติมกานามัยซินความ

เข้มข้น 750 และ 1,000 มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตลดลงเป็น 50% และ 20% ตามล าดับ 

ส่วนต้นอ่อนที่เล้ียงบนสูตรอาหารที่เติมกานามัยซินความเข้มข้น 1,000 มก./ล. และ 1,250 

มก./ล. มีเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตลดลงเป็น 60% และ 30 % ตามล าดับ โดยระดับความเข้มข้น

ของกานามัยซินต ่าที่สุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของแคลลัสและต้นอ่อนอ้อยพันธุ์ได้ทั้งหมดคือ 

1,250  มก./ล. และ 1,500 มก./ล. ตามล าดับ 


