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ภาคผนวก ก 

 
 
ตารางที ่7   น ำ้หนักเฉล่ีย (กรัม) และเปอร์เซน็ต์กำรเกิดแคลลัสของอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่

เพำะเล้ียงบนอำหำรสตูร MS ดัดแปลงที่เติม น ำ้มะพร้ำว 2,4-D และ NAA ควำม
เข้มข้นต่ำงๆ เป็นเวลำ 4  สัปดำห์  

 
สตูร

อำหำร 

อำหำรสตูร MS ที่เติม  
น ำ้หนักแคลลัสเฉล่ีย 

(ก.)  ± std.Error 

 
เปอร์เซน็ต์กำรเกดิ

แคลลัส 2,4-D 
(mg/l) 

NAA 
(mg/l) 

น ำ้

มะพร้ำว 
   (%) 

yeast 
extract 
(mg/l) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
 

3 
3 
3 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
3 
3 
3 

0 
15 
0 
0 

15 
0 

0 
0 

20 
0 
0 

20 

0.9460±0.0695 
    1.0200±0.0758 

0.6350±0.0946 
0.3367±0.1832 
0.5067±0.0816 
0.1383±0.0828 

100 
100 
100 
100 
100 
100 

 
หมายเหตุ ตัวเลขที่ก  ำกบัด้วยอกัษรภำษำองักฤษที่แตกต่ำงกนัที่อยู่ในคอลัมน์เดียวกัน มีควำม

แตกต่ำงกนัอย่ำงมีนัยส ำคัญที่ระดับควำมเช่ือม่ัน 95% เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT 
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ตารางที ่8 จ ำนวนต้นเฉล่ีย/แคลลัส และเปอร์เซน็ต์กำรเกดิต้น/แคลลัสของอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 
ที่เล้ียงบนสูตรอำหำรดัดแปลงที่เติม BA ร่วมกบั IBA ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 

 
สตูร

อำหำร 

อำหำรสตูร MS ที่เติม  
จ ำนวนต้นเฉล่ีย/

แคลลัส ± std.Error 

 
เปอร์เซน็ต์กำรเกดิต้น/

แคลลัส BA (มก./ล.) IBA (มก./ล.) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
 

0 
0.5 
1 
2 
3 
4 
 

0 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

1.8±0.1004 

16.5±0.0653 
39.1±0.0394 

24.0±0.0708 
13.7±0.0979 

4.8±0.1305 

60 
100 
100 
100 
100 

                  80 

หมายเหตุ ตัวเลขที่ก  ำกบัด้วยอกัษรภำษำองักฤษที่แตกต่ำงกนัที่อยู่ในคอลัมน์เดียวกัน มีควำม

แตกต่ำงกนัอย่ำงมีนัยส ำคัญที่ระดับควำมเช่ือม่ัน 95% เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT 
 
ตารางที ่9 จ ำนวนรำกเฉล่ีย/ต้น และเปอร์เซน็ต์กำรเกดิรำก/ต้นของอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เล้ียง 

บนสตูรอำหำรดัดแปลงที่เติม BA ร่วมกบั IBA ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 
 
สตูร

อำหำร 

อำหำรสตูร MS ที่เติม  
จ ำนวนรำกเฉล่ีย/ต้น 

 ± std.Error 

 
เปอร์เซน็ต์กำรเกดิ

รำก/ต้น NAA 
(มก./ล.) 

น ำ้ตำลซูโครส 
(มก./ล.) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
 

1 
1 
3 
3 
5 
5 
 

30 
50 
30 
50 
30 
50 

1.1±0.0790 
2.8±0.0509 
4.1±0.0757 

5.4±0.0617 
14.5±0.0324 
21.8±0.0350 

60 
100 
100 
100 
100 
100 

 
หมายเหตุ ตัวเลขที่ก  ำกบัด้วยอกัษรภำษำองักฤษที่แตกต่ำงกนัที่อยู่ในคอลัมน์เดียวกัน มีควำม

แตกต่ำงกนัอย่ำงมีนัยส ำคัญที่ระดับควำมเช่ือม่ัน 95% เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT 
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ตารางที ่10 จ ำนวนต้นเฉล่ีย/แคลลัส และเปอร์เซน็ต์กำรเกดิต้น/แคลลัสของอ้อยพันธุม์ิตรผล  
99-94 ที่เล้ียงบนสตูรอำหำรดัดแปลงที่เติม BA ร่วมกบั IBA ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 

 
สตูร

อำหำร 

อำหำรสตูร MS ที่เติม  
จ ำนวนต้นเฉล่ีย/

แคลลัส ± std.Error 

 
เปอร์เซน็ต์กำรเกดิต้น/

แคลลัส BA (มก./ล.) IBA (มก./ล.) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
 

0 
0.5 
1 
2 
3 
4 

0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

0 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
1 
2 
3 
4 
 

14.4±0.8718 

13.6±2.8914 
10.4±2.9428 

19.6±1.0770 
20.0±1.7029 

2.6±0.8124 
2.6±1.6613 

15.2±3.2156 
15.0±2.2136 

3.2±2.1771 

100 
100 
100 
100 
100 

                  80 
60 

100 
100 
40 

หมายเหตุ ตัวเลขที่ก  ำกบัด้วยอกัษรภำษำองักฤษที่แตกต่ำงกนัที่อยู่ในคอลัมน์เดียวกัน มีควำม

แตกต่ำงกนัอย่ำงมีนัยส ำคัญที่ระดับควำมเช่ือม่ัน 95% เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT 
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ภาคผนวก ข 
 

ตารางที ่11 สำรละลำยต้นตอของอำหำรสังเครำะห์สตูร Murashige and Skoog’s (MS) 
 

ส่วนประกอบ จ านวน (มก./ล.) ปริมาตรทีใ่ชจ้ริง (มก./ล.) 

สารละลายตน้ตอ I 
NH4NO3 

KNO3 
CaCl2.2H2O 

MgSO4.7H2O 
KH2PO4 

สารละลายตน้ตอ II 
 KI  

H3BO3 
MnSO4.4H2O 
ZnSO4.7H2O 

Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 

สารละลายตน้ตอ III 
FeSO4.7H2O 

Na2.EDTA.2H2O 
สารละลายตน้ตอ IV 

Inositol 
Nicotinic acid 

Pyridoxine HCl 
Thiamine HCl 

Glycine 
 

 
33,000 
38,000 
8,800 
7,400 
3,400 

 
166 

1,240 
4,460 
1,720 

50 
5 
5 
 

5,560 
7,460 

 
20,000 

100 
100 
100 
400 

 
50 

 
 
 
 
 

5 
 
 
 
 
 
 
 

5 
 
 

5 
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อาหารสูตร LB (Luria Broth) 
 Bacto-tryptone    10 g/l 
 Bacto-yeast extract     5 g/l 
 NaCl     10 g/l 
 pH 7.0 
 (ถ้ำต้องกำรเตรียมเป็นอำหำรแขง็เติม bacto-agar 18 g/l) 
 
การเตรียมสารละลาย X-gluc (X-gluc assay buffer) 
 94 ml phosphate buffer 
   1 ml Triton/ethanol 
   5 ml X-gluc stock 
ส่วนประกอบของ phosphate buffer 
 100 mM KH2PO4 : 100 mM K2HPO4 ในอตัรำส่วน 1:1 (v/v) 
ส่วนประกอบของ Triton/ethanol 
 10 ml Triton X-100 
 40 ml 100% ethanol  
 50 ml H2O 
ส่วนประกอบของ X-gluc stock 
 50 mg X-gluc 
  5 ml DMSO (Dimethyl Sulfoxide) 
 
การเตรียมสารเคมีทีใ่ชใ้นการท า PCR 
 Extraction buffer 

- 20 mM EDTA 
- 100 mM Tris-base (pH 8.0) 
- 1.4 M NaCl 
- 2.0% (w/v) CTAB 
- 1.0% PVP-40 

ละลำยสำรทั้งหมดให้เข้ำกนัและน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือ ก่อนใช้เติม 
2-mercaptoethanol 1 µl ต่อสำรละลำย extraction buffer 1 ml 
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 TE buffer 
- 10 mM Tris-base (pH 8.0) 
- 1 mM EDTA  (pH 8.0)  

ละลำยสำรทั้งหมดให้เข้ำกนัและน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือ 
 5X TBE 

- 54 g Tris-base 
- 27 g Boric acid 
- 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

ละลำยสำรทั้งหมดให้เข้ำกนัและน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือ 
10mg/ml /RNase A 
 ช่ัง RNase A 10mg/ml ละลำยใน 10 mM Tris-HCl (pH7.5) และ 15 mM NaCl น ำมำอุ่นที่ 
100 0C เป็นเวลำ 15 นำท ีปล่อยทิ้งไว้ให้เยน็จนถึงอุณหภมิูห้องแล้วเกบ็ที่ -20  0C  
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ภาคผนวก ค 
 

การสกดัพลาสมิดจาก A. tumefaciens สายพนัธุ ์LBA4404 (pCAMBIA1305.1) 
 สกดัพลำสมิดโดยวิธ ีPlasmid Minipreparation (Serghini et al., 1989 อ้ำงใน ปิยะดำ  
ธรีะกุลพิศุทธิ์, 2542) โดยมีขั้นตอนต่อไปนี้  

1. เพำะเล้ียงเช้ือ Agrobacterium ในอำหำรเหลว LB เขย่ำด้วยเคร่ืองเขย่ำที่อุณหภมิู 28 oC
นำนข้ำมคืน น ำเช้ือที่เล้ียงไว้ข้ำมคืนมำ 10 มล. ใส่ในหลอดทดลอง น ำไปป่ันเหว่ียงที่ 5,000 รอบ
ต่อนำท ีเป็นเวลำ 10 นำท ี

2. ดูดสำรละลำยด้ำนบนทิ้งไป ละลำยตะกอนด้วย TEN (Tris-HCl 10 mM pH 8,NaCl 100 
mM, EDTA 1 mM) 350 µl 

3. เติม Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25: 24 : 1) ปริมำตร 350  µl ผสมให้เข้ำกนั
โดยใช้ vortex mixer 

4. น ำไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนำท ีเป็นเวลำ 5 นำท ีย้ำยสำรละลำยด้ำนบนไปใส่หลอด
ใหม่ แล้วเติม 7.5M ammonium acetate ลงไปให้มีควำมเข้มข้นสดุท้ำยเป็น 2M 

5. เติม 95% เอทำนอล  ที่เยน็จัด 2 เทำ่ของปริมำตรเดิม ผสมให้เข้ำกนัแล้วแช่น ำ้แขง็เป็น
เวลำ 15 นำท ี

6. ป่ันเหว่ียงที่ควำมเรว็ 13,000 รอบต่อนำท ีเป็นเวลำ 10 นำท ีล้ำงตะกอนดีเอน็เอด้วย70% 

เอทำนอล  ผึ่งตะกอนให้แห้ง แล้วละลำยตะกอนดีเอน็เอด้วย TE buffer 30  µl 
7. เติม Rnase A (10 mg/ml) 2  µl น ำไปอุ่นที่อุณหภมิู 37 oC เป็นเวลำ 30 นำท ีเพ่ือก ำจัด 

RNA 
8. เกบ็พลำสมิดดีเอน็เอไว้ในตู้แช่แขง็ -20 oC 

 
การลา้งกระสุนทองค าและทงัสเตน 
 กำรล้ำงกระสนุทองค ำและทงัสเตนในขั้นตอนนี้ ใช้ส ำหรับกำรยิง 120 คร้ัง (Sanford et al., 
1993) 

1. ช่ังกระสนุมำ 30 มก. ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มล. 
2. เติม 70%  เอทำนอล (ปริมำตร/ปริมำตร) 1 มล. 
3. vortex ควำมเรว็สงู 3-5 นำท ี
4. แช่กระสนุใน 70% เอทำนอล  ทิ้งไว้ 15 นำท ี
5. ท ำให้กระสนุตกตะกอนโดยป่ันเหว่ียง 5 วินำท ีดูดสำรละลำยทิ้งไป 
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6. ท ำตำมขั้นตอนต่อไปนี้ซ ำ้ 3 คร้ัง 
- เติมน ำ้กล่ันปลอดเช้ือ 1 มล. 
- vortex  ควำมเรว็สูง 1 นำท ี
- ท ำให้กระสนุตกตะกอนโดยป่ันเหว่ียง 2-3 นำท ี
- ดูดสำรละลำยทิ้งไป 

7. เติม sterile 50% glycerol 500 µl เกบ็กระสนุที่อุณหภมิู 4 oC หรืออุณหภมูิห้อง 
 
การเคลือบกระสุนทองค าและทงัสเตนดว้ยพลาสมิด 
 ขั้นตอนกำรเคลือบกระสนุดังต่อไปนี้ ใช้ส ำหรับกำรยิง 6 คร้ัง (Sanford et al., 1993) 

1. น ำกระสนุที่เกบ็ใน sterile 50% glycerol มำ vortex 5 นำท ีเพ่ือกนักระสนุตกตะกอน ดูด 
2. กระสนุ 50 µl ใส่ใน microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มล. 
3. vortex ควำมเรว็สงู ตลอดเวลำขณะที่เติม 

- DNA 5 µl (1 µg/ 1 µl)  
- 2.5 M CaCl2 50 µl 
- 0.1 M spermidine (free base, tissue culture geade) 20 µl 

4. vortex ต่อไป 2-3 นำท ี
5. ตั้งทิ้ งไว้ 1 นำท ี 
6. ท ำให้กระสนุตกตะกอนโดยป่ันเหว่ียง 2 วินำท ีดูดสำรละลำยทิ้งไป 
7. เติม 70% เอทำนอล 140 µl แล้วดูดสำรละลำยทิ้งไป 
8. เติม 100% เอทำนอล 140 µl แล้วดูดสำรละลำยทิ้งไป 
9. เติม 100% เอทำนอล 48 µl ท ำให้กระสนุละลำยโดยใช้ปิเปตดูดขึ้นลงเบำๆ หรือ vortex 

2-3 วินำท ี
 
การใชเ้ครือ่งยิงอนุภาค (particle bombardment) 

1. ขั้นตอนกำรเตรียมอุปกรณ์ 
- เตรียม rupture disk ที่ปลอดเช้ือใน retaining cap 
- เตรียมสำรละลำยดีเอน็เอที่เคลือบอยู่บนกระสนุทองค ำโดยหยดบน macrocarrier และ 

ท ำกำรประกอบ macrocarrier holder , space ring และ stopping screen ให้ระยะห่ำง 
เหมำะสมตำมที่ต้องกำร 

- น ำ rupture disk , macrocarrier และ plate ที่ใส่ตัวอย่ำงเข้ำไปประกอบในเคร่ือง 
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2. ขั้นตอนกำรใช้ particle bombardment 
- เปิดวำล์วถังกำ๊ซฮีเลียมให้ควำมดันสงูกว่ำ rupture disk ประมำณ 200 psi 
- เปิด power switch 
- กดปุ่ม vac เพ่ือดูดอำกำศออกจนเขม็ vacuum gauge ถึงประมำณ 25 – 26 น้ิวปรอท 
- กดไปที่ hold (ข้ำม vent) เพ่ือเตรียมยิง กดปุ่มยิง (fire switch) โดยกดแช่จนกระทั่ง 

ได้ยินเสียงดัง กดปุ่ม vent เพ่ือให้อำกำศเข้ำ 
- เมื่อเสรจ็สิ้นกำรยิง rupture disk จะแตก 

3. ข้อควรระวัง 
เคร่ืองน้ีใช้ไฟ 110 V ห้ำมถอดปล๊ักระหว่ำงท ำงำน ควรปิดประตูเคร่ืองให้สนิท ระหว่ำงกำรยิง 

ทุกขั้นตอนของกำรใช้เคร่ืองน้ีท ำในสภำพปลอดเช้ือ เมื่อท ำกำรยิงเสรจ็สิ้นควรปิดวำล์วถังกำ๊ซ
ฮีเลียมทั้ง 2 วำล์วโดยกำรท ำกำรหมุนเกลียวออก 

 
การสกดัดีเอ็นเอจากแคลลสัออ้ย โดยวิธี Doye & Doye (1987) 
 ท ำกำรสกดัดีเอน็เอจำกตัวอย่ำงพืชที่ต้องกำรตรวจสอบกำรสอดแทรกของยีน โดยใช้วิธี

ของ Doye & Doye (1987) มีข้ันตอนดังต่อไปนี้   
1. ช่ังตัวอย่ำงพืช 0.2 กรัมบดในโกร่งปลอดเช้ือโดยใช้ไนโตรเจนเหลว จนเป็นผงละเอยีด 

แล้วเติม 2% CTAB buffer 1,000 µl 
2. เทของเหลวลงในหลอด microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มล. แล้วน ำไปอุ่นที่อุณหภมิู 60 

oC นำน 30 นำท ีโดยพลิกหลอดไปมำเป็นระยะ 
3. เติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) จนเตม็หลอด  
4. น ำไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนำท ี เป็นเวลำ 5 นำท ี จำกน้ันดูดของเหลวด้ำนบนใส่

หลอดใหม่  
5. ท ำซ ำ้ข้อ 3 และข้อ 4 อกี 1 รอบ 
6. เติม isopropanol 0.7 เทำ่ ของปริมำตรเดิม น ำไปป่ันเว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนำท ีเป็นเวลำ 

5 นำท ีเทส่วนบนทิ้งไป 
7. เติม 75% เอทำนอล ที่มี 10 mM ammonium acetate ปริมำตร 400 µl กลับหลอดไปมำให้

ตะกอนละลำย ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภมิูห้องเป็นเวลำ 30 นำท ี
8. น ำหลอดไปป่ันเหว่ียงระยะเวลำสั้นๆ เทสำรละลำยส่วนบนทิ้ง เติม 75% เอทำนอล 

ปริมำตร 800 µl ตั้งทิ้งไว้ 30 นำท ี
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9. น ำไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนำท ีเป็นเวลำ 5 นำท ีเทสำรละลำยทิ้ง คว ่ำหลอดทิ้งไว้ 
2-3 ช่ัวโมง เพ่ือให้ตะกอนแห้ง 

10. เติม TE buffer 40  µl และ Rnase A 1 µl น ำไปอุ่นที่อุณหภมิู 60 oC นำน 30 นำท ี
11. เกบ็ดีเอน็เอไว้ที่ -20 oC 
12. วัดปริมำณดีเอน็เอ โดยน ำสำรละลำยดีเอน็เอมำ 5 µl เติมน ำ้กล่ัน 995 µl วัดค่ำ OD ที่

ควำมยำวคล่ืน 260 และ 280 นำโนเมตร (A260 และ A280) โดยใช้น ำ้กล่ันเป็น blank 
13. ค ำนวณปริมำณดีเอน็เอโดยใช้สตูร 

DNA concentration (µg/ml) =A260x 50 µg / ml x dilution factor 
 

 
 
 

 


