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ไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 15, 25, 35, 45, 55 และ 65 มก./ล.  

เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

ภาพที่ 26  เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียง           50 

              บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว                    

              10%ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600  
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ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 10, 25, 50,75  

และ 100 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ดัดแปลงที่เติม 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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              ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร สตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ  

              น า้มะพร้าว 10% ที่มีซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400,  

              500, 600 และ 700 มก./ล. เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

ภาพที่ 31 ลักษณะต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS            53        

ดัดแปลงที่เติม BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่มีซีโฟแทกซีม 

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

เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 

 

 

 



 

สารบญัภาพ (ต่อ) 

 

      หน้า 
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ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 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               

ภาพที่ 33  ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS          55 

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

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

ภาพที่ 34  เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94                        55 

ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล.  

ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30,  

40 และ 50 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

ภาพที่ 35  ลักษณะต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS         56 

ดัดแปลงที่เติม BA 3 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. ที่เติมไฮโกรมัยซิน 

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

ภาพที่ 36  เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94                       56 

ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3 มก./ล.  

ร่วมกบั น า้มะพร้าว 10% ที่เติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30,  

             40 และ 50 มก./ล. เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

ภาพที่ 37  ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS         58 

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

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

เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

ภาพที่ 38  เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94                       58 

ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 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 

ภาพที่ 39  ลักษณะต้นอ่อนอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS        59 

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 
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ภาพที่ 40 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของต้นอ่อนอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94                       59 

ที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร 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 

ภาพที่ 41 เคร่ือง particle bombardment                                                             64 

ภาพที่ 42 ลักษณะการท างานของเคร่ือง particle bombardment                                  64 

ภาพที่ 43 แผนที่พลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ขนาด 11846 bp ที่มีโปรโมเตอร์           65 

             คือ CaMV35s promoter ยีนเคร่ืองหมายคือ nptII gene ต้านทานต่อ 

             กานามัยซิน และยีน hpt ต้านทานต่อไฮโกรมัยซิน ยีนรายงานผลคือ gus gene  

ภาพที่ 44 แสดงส่วนของพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ที่มียีน chitinase                      65 

ภาพที่ 45 การเจริญของ A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA4404 (pCAMBIA 1305.1)      72 

ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่ระยะเวลาการเพาะเล้ียงต่างๆ               

ภาพที่ 46 การวัดค่า OD600 เปรียบเทยีบการเจริญของ A. tumefaciens                         73 

สายพันธุ ์LBA4404  (pCAMBIA 1305.1) ในอาหารเหลว LB  

ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

ภาพที่ 47 การเจริญของ A. tumefaciens  สายพันธุ์ LBA 4404 (pCAMBIA1305.1)     74 

    บนอาหารแขง็ LB ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 0-175 มก./ล. 

ภาพที่ 48 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์                    76 

Phil 66-07 ที่บ่มร่วมกบั A. tumefaciens พันธุ ์LBA4404  

(pCAMBIA 1305.1) ในระยะเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาท ี

ภาพที่ 49 ความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์       77 

Phil 66-07 ที่บ่มร่วมกบั A. tumefaciens พันธุ ์LBA4404  

(pCAMBIA 1305.1) ในระยะเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาท ี

ภาพที่ 50 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07            77 

ที่บ่มร่วมกบั A. tumefaciens พันธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1)  

ในระยะเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาท ี

ภาพที่ 51  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์                   78 

Phil 66-07 โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900  

(ก-ค) และ 1100 psi (ง-ฉ)  

 

 

77 
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ภาพที่ 52 ความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อย             79 

พันธุ ์Phil 66-07 โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม  

900 และ 1100 psi  

ภาพที่ 53  เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์  Phil 66-07           79 

โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1100psi 

ภาพที่ 54 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์                    81 

Phil 66-07 โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900psi  

ที่ระยะการยิง 6 ซม. (ก-ค) 9 ซม. (ง-ฉ) 12  ซม. (ช-ฌ) 

ภาพที่ 55 ความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์      82 

Phil 66-07 โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900psi  

ที่ระยะการยิง 6 ซม. 9 ซม. และ 12  ซม. 

ภาพที่ 56 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์Phil 66-07             82 

โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900  psi  

ที่ระยะการยิง 6 ซม. 9 ซม. และ 12 ซม. 

ภาพที่ 57 การแสดงออกของยีน gus ในใบอ้อยพันธุ ์Phil 66-07                               83 

ที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน (ก) เปรียบเทยีบกบัใบอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน (ข) 

ภาพที่ 58 กายวิภาคศาสตร์ของใบอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน             84 

(ก และ ข) และผ่านการส่งถ่ายยีน (ค และ ง) 

ภาพที่ 59  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้                    85 

  ไพร์เมอร์ 35S คู่กบั anti-35S    

ภาพที่ 60 ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์          85 

  NOS คู่กบั anti-NOS 

ภาพที่ 61 ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์          86 

chitinase คู่กบั anti-chitinase  

ภาพที่ 62 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยเทคนิค RT-PCR โดยใช้                87 

              ไพรเมอร์ chitinase คู่กบั anti-chitinase (เลน 1-4) และใช้ไพรเมอร์  

              TPI คู่กบั anti-TPI 

ภาพที่ 63 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์                    101 

มิตรผล 99-94 ที่บ่มร่วมกับ A. tumefaciens พันธุ ์LBA4404  

(pCAMBIA 1305.1) ในระยะเวลา 0, 10, 20, 30, 40, 50,  

 60 และ 90 นาท ี               

63 
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ภาพที่ 64  เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94       102 

ที่บ่มร่วมกบั A. tumefaciens พันธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1)  

ในระยะเวลา 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 90 นาท ี

ภาพที่ 65  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์                  104 

มิตรผล 99-94 ที่ท  าการถ่ายยีนโดยใช้เคร่ือง particle bombardment                  

แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 (ก-ค) และ 1100 psi (ง-ฉ) 

ภาพที่ 66  เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94       104 

ที่ท  าการถ่ายยีนโดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม                          

900 และ 1,100 psi  

ภาพที่ 67  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์                   106 

              มิตรผล 99-94 ที่ท  าการถ่ายยีนโดยใช้เคร่ือง particle bombardment                          

แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900  psi ที่ระยะการยิง 6 ซม. (ก-ค) 9 ซม. (ง-ฉ)                       

12  ซม. (ช-ฌ) 

ภาพที่ 68  เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94        106 

โดยใช้เคร่ืองที่ท  าการถ่ายยีน particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม                       

1,100 psi ที่ระยะการยิง 6 ซม. 9 ซม. และ 12 ซม. 

ภาพที่ 69  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนเมื่อใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1     107 

ในอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 โดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์  

35S คู่กบั  anti-35S  

ภาพที่ 70  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนเมื่อใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1     109 

ในอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 โดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์  

NOS คู่กบั  anti-NOS 

ภาพที่ 71  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนเมื่อใช้พลาสมิด                              109 

pCAMBIA1305.1 ในอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 โดยเทคนิค PCR  

โดยใช้ไพร์เมอร์ chitinase คู่กบั  anti-chitinase  

ภาพที่ 72  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนเมื่อใช้พลาสมิด PBI 121                  110             

ในอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 โดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์  

35S คู่กบั  anti-35S 

ภาพที่ 73  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนเมื่อใช้พลาสมิด                              110 

PBI 121 ในอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 โดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์  

NOS คู่กบั  anti-NOS 
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ภาพที่ 74 ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนเมื่อใช้พลาสมิด PBI 121                   111 

ในอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 โดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์  

chitinase คู่กบั  anti-chitinase 

ภาพที่ 75 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  เมื่อใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1     112 

   โดยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ chitinase คู่กับ anti-chitinase  

   (เลน 1-5) ละใช้ไพรเมอร์ TPI คู่กบั anti-TPI 

ภาพที่ 76 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  เมื่อใช้พลาสมิด PBI121                   113 

   โดยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ chitinase คู่กับ anti-chitinase  

   (เลน 1-5) ละใช้ไพรเมอร์ TPI คู่กบั anti-TPI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

รายการสญัลกัษณแ์ละค าย่อ 

 

nm   = นาโนเมตร 

µm   = ไมโครเมตร 

มม.   = มิลลิเมตร 

ก.   = กรัม 

มก.   = มิลลิกรัม 

ล.   = ลิตร 

มล.   = มิลลิลิตร 

µl   = ไมโครลิตร 

µmol   = ไมโครโมล 

µM   = ไมโครโมลาร์ 

bp   = base pair 

kb   = kilo base pair 
0
C   = องศาเซลเซียส 

BA   = Benzyl adenine 

IBA   = indole-3-butyric acid 

NAA   = Napthaleneacetic acid 

2,4-D   = 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 

ชม. (hr)  = ช่ัวโมง (hour) 

OD   = Optical Density 

w/v   = weight by volume 

v/v   = volume by volume 

psi   = pounds  per square inch 
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