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Abstract 
 

This study aims to determine the type and concentration of disinfectants that inhibit 
microbial growth in laboratory conditions while being suitable for sugarcane tissue culture. In the 
initial step, microorganisms contaminating the Murashige and Skoog (MS) in an open laboratory 
system (November 2020) were screened. Eight fungal isolates were found, including Aspergillus 
sp., Trichoderma sp., Fusarium sp., Gliocladium sp., Curvularia sp. and a yeast, as well as two 
unknown species lacking identifiable fruiting structures. Five bacterial isolates were also identified, 
consisting of one gram-positive and four gram-negative bacteria. Subsequently, the type and 
concentration of disinfectants were tested to control each screened microbial contaminant in 
the MS medium. It was found that sodium hypochlorite at concentrations of 0.17, 0.25, and 0.33 
ml/L effectively controlled microbial contamination. In the sugarcane tissue culture experiment 
using non-autoclaved MS medium supplemented with 1 mg/L kinetin, 150 mg/L citric acid, and 
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sodium hypochlorite at concentrations of 0.20, 0.25, and 0.33 ml/L, good growth and 
development of sugarcane tissue were observed, with no significant differences compared to 
traditional tissue culture methods. 
 

Keywords:   sugarcane, antimicrobial substances, low-cost tissue culture, open tissue culture 
 

บทคัดย่อ 
 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหาชนิดและความ
เข้มข้นของสารฆ่าเชื้อต่อการยับยังเชื้อจุลินทรีย์ ในสภาพ
ห้องปฏิบัติการ และเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
เนื้อเยื่ออ้อย  โดยในขั้นตอนแรกท าการคัดกรองหา
เชื้อจุลินทรีย์ที่พบปนเปื้อนในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
สูตร MS ในสภาพห้องปฏิบัติการระบบเปิด  (เดือน
พฤศจิกายน 2563 ) พบเชื้อรา 8 ไอโซเลท ได้แก่  
Aspergillus sp., Trichoderma sp., Fusarium sp., 
Gliocladium sp. , Curvularia sp., ยี ส ต์ แ ล ะ อี ก  2                
ไอโซเลทไม่ทราบชื่อ เนื่องจากไม่สร้างหน่วยขยายพันธุ์ 
และเชื้อแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท ได้แก่ แบคทีเรียแกรมบวก 
1 ไอโซเลท แบคทีเรียแกรมลบ 4 ไอโซเลท จากนั้นทดลอง
หาชนิดของสารฆ่าเชื้อที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ เพื่อ
ควบคุมจุลินทรีย์แต่ละชนิดที่คัดกรองได้จากการปนเปื้อน          
ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS พบว่า Sodium 
hypochlorite ความเข้มข้น 0.17 , 0.25 และ 0.33 
มิลลิลิตร/ลิตร สามารถควบคุมการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์
ได้ดี ในการทดลองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อยในอาหารสูตร 
MS ที่ ไม่ได้นึ่ งฆ่าเชื้อ เติมไคเนติน 1 มิลลิกรัม/ลิตร         
กรดซิตริก 150 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกับสารเคมี Sodium 
hypochlorite ความเข้มข้น  0.20, 0.25 และ 0.33 
มิลลิลิตร/ลิตร พบการเจริญเติบโตและการพัฒนาของ
เนื้อเยื่ออ้อยที่ดี และไม่แตกต่างจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
แบบดั้งเดิม  
 

 

 

ค าส าคัญ:   อ้อย  สารควบคุมจุลินทรีย์  การเพาะเลี้ยง 
               เนื้อเยื่อต้นทุนต่ า การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
               แบบระบบเปิด  
 

ค าน า 
 

อ้อย  (Saccharum officinarum L.)  เป็นพืช
เศรษฐกิจที่ส าคัญในอุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลของ
ประเทศไทย ปัญหาส าคัญของการผลิตอ้อย ได้แก่ โรคที่
ถ่ายทอดผ่านทางท่อนพันธุ์ เช่น โรคใบขาว โรคกอตะไคร้ 
โรคเห่ียวเน่าแดง และโรคแส้ด า เป็นต้น การใช้ท่อนพันธุ์
ที่ปราศจากเชื้อสาเหตุโรคเป็นการลดแหล่งเชื้อเร่ิมต้นของ
การแพร่ระบาดของโรคพืชในพื้นที่เพาะปลูก วิธีการ
ป้องกันก าจัดเชื้อสาเหตุโรคที่ติดมากับท่อนพันธุ์ อ้อย 
ได้แก่ การแช่ท่อนพันธุ์ในน้ าร้อนและสารเคมีป้องกัน
ก าจัดโรคพืช  ซึ่งวิธีการดังกล่าวยังไม่สามารถก าจัดเชื้อ
ส า เหตุ โ รคที่ อ าศั ยอยู่ ใ นท่ อนพั น ธุ์ ใ ห้ หมด ไป ไ ด้   
(Kaewpratumrussamee et al., 2015) นอกจากนี้ยัง
ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การงอกของท่อนพันธุ์ลดลงอีกด้วย 
(Kaewmanee and Hanboonsong, 2011) ปัจจุบันยัง
ไม่มียารักษาและไม่มีพันธุ์อ้อยที่ต้านทานโรคใบขาว วิธีที่ดี
ที่สุด คือ ใช้ท่อนพันธุ์สะอาด ที่จะสามารถช่วยลดอัตรา
การเกิดโรคใบขาวอ้อยได้ การผลิตอ้อยโดยใช้เทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในสภาพปลอดเชื้อ เพื่อน ามาท าเป็น
แปลงอ้อยพันธุ์ เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น ามาใช้ในการผลิต
อ้อยปลอดโรค ปัญหาส าคัญในกระบวนการเพาะเลี้ยง 
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เนื้อเยื่อพืช คือ  การปนเปื้อนเชื้อราและแบคทีเรีย          
ที่ปนเปื้อนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Leifert et al., 
1994) เพื่อขจัดหรือหลีกเลี่ยงการปนเปื้อนของจุลินทรีย์
จ าเป็นต้องหาวิธีการฆ่าเชื้ออย่างมีประสิทธิภาพ ประการ
แรก ห้องปฏิบัติการต้องประเมินสถานภาพการปนเปื้อน
และปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการเพื่อหลีกเลี่ยงหรือขจัด 
สิ่ งปนเปื้อน (Reed and Tanprasert, 1995)  แล้วฆ่า
เชื้อจุลินทรีย์ (Epiphytic และ endophytic) ในพืชด้วย
สารปฏิชีวนะ อย่างไรก็ตาม เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อแบบดั้งเดิมมีต้นทุนเริ่มต้นค่อนข้างสูง โดยเฉพาะ
เครื่องมือและอุปกรณ์ เช่น ตู้อบลมร้อนในการฆ่าเชื้อ
อุปกรณ์ และใช้หม้อนึ่งความดันสูง (Autoclave) เพื่อ      
ฆ่ า เ ชื้ อ จุ ลิ น ท รี ย์ ใ น อ า ห า ร เ พ า ะ เ ลี้ ย ง เ นื้ อ เ ยื่ อ 
(Chotikadachanarong, 2015)  ซึ่ งปัจจุบันมีงานวิจัย        
ที่เกี่ยวข้องกับการลดต้นทุนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เช่น 
ก า ร ใ ช้ ส า ร เ ค มี  Sodium hypochlorite, Mercury 
bichloride, Ethanol, Hydrogen peroxide, Bromine 
water, Silver nitrate และ Antibiotics ส าหรับการฆ่า
เชื้อในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Sawant and Tawar, 
2011; Tiwari et al. 2012) ทดแทนการฆ่าเชื้อด้วยการ
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อแรงดัน แต่ยังมีการทดลองในอ้อยน้อย
มาก และสารเคมีที่ใช้ยังไม่สามารถควบคุมเชื้อได้ทั้งหมด 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาชนิดและความ
เข้มข้นของสารเคมีต่อการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ในสภาพ
ห้องปฏิบัติการ และเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
เนื้อเยื่ออ้อย 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
การเตรียมชิ้นส่วนพืช  
 คัดเลือกต้นพันธุ์ อ้อยขอนแก่น 3 ที่สมบูรณ์
ปราศจากโรคและแมลงอายุ 8-10 เดือน จากศูนย์วิจัย  
พืชไร่ขอนแก่น ตัดเป็นท่อน ๆ ละ 1 ตา แช่ท่อนพันธุ์อ้อยใน
น้ าร้อนอุณหภูมิ 50°ซ. นาน 2 ชั่วโมง น ามาเพาะในกระบะ
ทรายที่อบฆ่าเชื้อที่ฉีดน้ าพ่นฝอย เมื่อหน่ออ้อยอายุ 3-4 

สัปดาห์ ตัดหน่ออ่อนที่ได้ให้ชิดท่อนพันธุ์ที่สุด ฟอกฆ่าเชื้อ
ด้วยแอลกอฮอลล์ เข้มข้น 70% นาน 1 นาที คลอรอกซ์
เข้มข้น 2% นาน 8 นาที จากนั้นน าเข้าตู้เข่ียเชื้อ ล้างด้วย
น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ตัดเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด
ภายใต้กล้องสเตอริโอ เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญในอาหาร  
ที่ดัดแปลงสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 1 มก./ล. 
และ GA 2 มก./ล. เติมกรดซิตริก 150 มก./ล. และน้ าตาล
ซูโครส 20 ก./ล. ปรับค่าความเป็นกรดด่าง (pH) อยู่ที่ 
5.6-5.8 บนเครื่องเขย่า ความเร็ว 100 รอบ/นาที ใน
ห้องควบคุมอุณหภูมิ 25+2°ซ. ภายใต้สภาพแสง 16 
ชั่วโมง ไม่ให้แสง 8 ชั่วโมง นาน 6 สัปดาห์ เนื้อเยื่อเจริญ
จะพัฒนาเป็นหน่อใหม่/ยอดอ่อน จากนั้นน ามาเลี้ยงขยาย
เพิ่มปริมาณในอาหารที่ดัดแปลงสูตร MS ที่ เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต ไคเนติน 1 มก./ล. เติมกรดซิตริก 
150 มก./ล. และน้ าตาลซูโครส 20 ก./ล. pH 5.6-5.8 วางใน
ห้องควบคุมอุณหภูมิ 25+2°ซ. ภายใต้สภาพแสง 16 ชั่วโมง 
ไม่ให้แสง 8 ชั่วโมง เพื่อเพิ่มปริมาณหน่ออ่อน  
 
การคัดกรองหาเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS ในสภาพห้องปฏิบัติการ 

วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD 
จ านวน 4 ปัจจัย ดังนี้ ปัจจัยที่ A คือ การเติมน้ าตาล 
ประกอบด้วย เติมน้ าตาลและไม่เติมน้ าตาล ปัจจัยที่ B   
คือ การอบเครื่องแก้ว/เพลท (Petri dish) ประกอบด้วย 
อบเพลท (อุณหภูมิ 180°ซ. 3 ชม.) และไม่อบเพลท ปัจจัย
ที่  C คือ การผ่านเครื่องนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
ประกอบด้วย ผ่าน Autoclave และไม่ผ่าน Autoclave 
ปัจจัยที่ D คือ การเปิดฝาเพลท ประกอบด้วย เปิดฝา
เพลท 30 นาที และไม่เปิดฝาเพลท โดยเตรียมอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส 20 กรัม/
ลิตร และไม่เติม มีการอบเพลทและไม่อบเพลท การผ่าน
และไม่ผ่าน Autoclave  และการเปิดฝาเพลท 30 นาที 
และไม่เปิดฝาเพลท ทดลองในห้องปฏิบัติการ (นอกตู้
ปลอดเชื้อ) บ่มเชื้อที่ อุณหภูมิห้อง (25+2°ซ.) ท าการ
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ทดลองชุดละ 10 ซ้ า ซ้ าละ 1 เพลท  ตรวจดูเชื้อที่เจริญ
บนอาหารทุก ๆ วันติดต่อกันนาน 5 วัน แยกเก็บเชื้อรา 
แต่ละไอโซเลท ใน Potato dextrose agar (PDA) slant  
และเชื้อแบคทีเรียใน Nutrient agar (NA) slant เพื่อ
น าไปศึกษาจ าแนกชนิดแบคทีเรียโดยใช้วิธีการย้อม             
สแีกรม (Gram’s stain) และย้อมสีเชื้อราด้วย Lecto-phenal 
cotton blue ตามวิธีของ Larone ดูลักษณะสัณฐาน
วิทยา (Morphology) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์และน าไปใช้
ในงานทดลองต่อไป 

 
ทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อราและแบคทีเรียปนเปื้อน  

วางแผนแบบ Factorial in CRD จ านวน  2 
ปัจจัย ดังนี้ ปัจจัยที่ 1 คือ เชื้อราและเชื้อแบคทีเรีย ที่ได้
จากการทดลองที่ 1 ปัจจัยที่ 2 สารเคมี 2 ชนิด ดังนี้ 1)
สาร Sodium hypochlorite เข้มข้น 0.00, 0.17, 0.25 
และ 0.33 มล./ล. 2) สาร Povidone iodine เข้มข้น 
0.00, 0.10, 0.15 และ 0.20 มล./ล. โดยท าการละเลง     
สารแขวนลอยสปอร์เชื้อราหรือเซลล์แบคทีเรียที่ได้จาก
การคัดกรองในการทดลองที่  1 ความเข ้มข ้น 500 
spores หรือ cells/ml ลงบนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
สูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส 20 กรัม/ลิตร บ่มเชื้อไว้ที่
อุณหภูมิ 25+2°ซ. ตรวจนับจ านวนโคโลนีหลังจาก 3-7 
วัน เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยับยั้งโดยเปรียบเทียบกับ
จ านวนโคโลนทีี่ปรากฏในชดุควบคุม (No chemical control) 

 
ผลของสารเคมีต่อการเจริญเติบโตและพัฒนาของ
เนื้อเยื่ออ้อยในอาหารสูตร MS 

วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 10 ซ้ า 
ท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อยปลอดเชื้อพันธุ์ขอนแก่น 3 
(KK3) บนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS ที่ไม่ได้นึ่งฆ่า
เชื้อ เติมไคเนติน 1 มก./ล. กรดซิตริก 150 มก./ล. น้ าตาล
ซูโครส 20 กรัม/ลิตร ไม่เติมผงวุ้น ปรับ pH 5.6-5.8 
จ านวน 2 ชุด ชุดที่ 1 ไม่เติมสารเคมี เพื่อใช้เป็นต ารับ
ควบคุม (Control) ชุดที่ 2 เติมสารเคมี 2 ชนิด ดังนี้ 1)

สาร Sodium hypochlorite เข้มข้น 0.20, 0.25 และ 
0.33 มล./ล. (โดยความเข้มข้น 0.20 มล./ล. เป็นการรีวิว
งานทดลองของ Wamaedeesa et al. (2021) 2) สาร 
Povidone iodine เข้มข้น 0.10, 0.15 และ 0.20 มล./ล. 
ใส่ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อ 1 ชิ้น/ขวด วางเลี้ยงภายใต้สภาพแสง 
16 ชั่วโมง ไม่ให้แสง 8 ชั่วโมง อุณหภูมิ 25+2°ซ. บันทึก
เปอร์เซ็นต์การปนเปื้อน การ Browning และการรอดชีวิต 
ที่อายุ 30 วัน วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน ANOVA ของ
แต่ละการทดลอง และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละ
กรรมวิธีโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

ผลการวิจัย 
 

จากการคัดกรองหาเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนใน
อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS ในสภาพห้องปฏิบัติการ 
ท าการจ าแนกชนิดแบคทีเรียโดยใช้วิธีการย้อมสีแกรม 
(Gram’s stain) และย้อมสี เชื้อราด้วย Lecto-phenal 
cotton blue ตามวิธีของ Larone ดูลักษณะสัณฐาน
วิทยา (Morphology) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สามารถ
จ าแนกเป็นเชื้อรา 8 ไอโซเลท และเชื้อแบคทีเรีย 5         
ไอโซเลท โดย เชื้ อ ร าที่ พบ  ไ ด้ แก่  Aspergillus sp, 
Trichoderma sp, Fusarium sp, Gliocladium sp, 
Curvularia sp ยีสต์  และอีก 2 ไอโซเลท ไม่ทราบชื่อ
เนื่องจากไม่สร้างหน่วยขยายพันธุ์  เชื้อแบคทีเรียที่พบ 
ได้แก่ แบคทีเรียแกรมบวก 1 ไอโซเลท และแกรมลบ 4  
ไอโซเลท และยังพบว่าแหล่งเชื้อปนเปื้อนในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ไม่นับรวมเชื้อที่ติดมากับเนื้อเยื่อพืช) 
มาจาก 4 แหล่ง เรียงตามล าดับ คือ 1) อากาศและ
สภาพแวดล้อมในห้องปฏิบัติการ 2) เพลทที่รองรับหรือ
บรรจุอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 3) อาหารเพาะเลี้ยง 
พบการปนเปื้อนน้อยและสามารถท าลายให้หมดไปได้ใน
กระบวนการเตรียมอาหาร โดยไม่จ าเป็นต้องผ่านการนึ่ง
ฆ่าเชื้อ 4) น้ าตาล มีส่วนช่วยส่งเสริมการปนเปื้อน (Table 1) 
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Table 1   Number of fungi and bacteria (colony/petri dish)  
 

Treatment Sugar 
 

(A) 

Sterilized 
petri dish 

(B) 

Auto-
clave 
(C) 

Opening 
the petri 
dish (D) 

Number of fungi and 
bacteria (colony/petri dish) 

Source of 
contamination 

Fungi Bacteria  

1 / / / / 4.1 0.3 Air 

2 / / / X 0.0 0.0 - 

3 / / X / 1.4 0.0 Air and MS 

4 / / X X 0.4 0.0 Air and MS 

5 / X / / 0.5 0.2 Air and Petri dish 

6 / X / X 3.8 0.9 Petri dish 

7 / X X / 1.1 0.1 Air, MS and Petri dish 

8 / X X X 1.3 0.0 Petri dish and MS 

9 X / / / 4.1 0.2 Air 

10 X / / X 0.0 0.0 - 

11 X / X / 0.5 0.0 Air and MS 

12 X / X X 0.0 0.0 - 

13 X X / / 3.3 0.4 Air and Petri dish 

14 X X / X 0.2 0.1 Petri dish 

15 X X X / 1.4 0.0 Air, MS and Petri dish 

16 X X X X 0.0 0.0 - 
 

(/) = yes, (x) = no 

 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อราและแบคทีเรียปนเปื้อน เพื่อหา
ชนิดและความเข้มข้นสารที่ เหมาะสมต่อการควบคุม
เชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิด โดยท าการทดสอบเชื้อรา 8               
ไอโซเลท (F1 = Aspergillus sp., F2 = cannot specify 
type, F3 = Trichoderma sp., F4 = Fusarium sp., F5 
= Curvularia sp., F6 = Gliocladium sp., F7 = cannot 
specify type และ Y1 = Yeast) และเชื้ อแบคที เรี ย 5         
ไอโซเลท (B1 = แบคทีเรียแกรมบวก และ B2-B5 = แบคทีเรีย 
 

แกรมลบ)  ที่แยกได้ในการทดลองที่ 1 ในอาหารสูตร MS 
พบว่า Sodium hypochlorite ความเข้มข้น 0.33 มล./ล. 
สามารถยับยั้งเชื้อราได้ถึง 6 ไอโซเลท (F1, F2, F3, F5, F6 
และ F7) แต่ไม่ยับยั้ง F4 ส่วนการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย พบว่าสารเคมี Sodium hypochlorite ระดับ
ความเข้มข้น 0.20, 0.25 และ 0.33 มล./ล. สามารถยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรียได้ทั้ง 5 ไอโซเลท และสารเคมี Povidone 
Iodine ความเข้มข้น 0.10, 0.15 และ 0.20 มล./ล. สามารถ
ยับยั้งเชื้อราได้ 6 ไอโซเลท (F2, F3, F4, F5, F6 และ F7) 
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แต่ไม่ยับยั้งเชื้อราอีก 2 ไอโซเลท (F1 และ Y1)  ส่วนการ
ยับยั้งเจริญของเชื้อแบคทีเรีย สารเคมี Povidone iodine 

ความเข้มข้น 0.10, 0.15 และ 0.20 มล./ล. สามารถยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรียได้ทั้ง 5 ไอโซเลท  (Figure 1 and 2) 

 

 
 

Figure 1   Antimicrobial activities of sodium hypochlorite (Sd) at concentrations of 0.20, 0.25 and 0.33 ml/L.  
               against fungal contaminants (F1 = Aspergillus sp., F2 = cannot specify type, F3 = Trichoderma sp.,  
               F4 = Fusarium sp., F5 = Curvularia sp., F6 = Gliocladium sp., F7 = cannot specify type and Y1 = Yeast)  
               and bacterial contaminants (B1 = gram-positive bacteria and B2-B5 = gram-negative bacteria)  

 

 
 

Figure 2   Antimicrobial activities of Povidone iodine (Pv) at concentrations of 10, 15 and 0.20 ml/L. against  
               fungal contaminants (F1 = Aspergillus sp., F2 = cannot specify type, F3 = Trichoderma sp.,  
               F4 = Fusarium sp., F5 = Curvularia sp., F6 = Gliocladium sp., F7 = cannot specify type and Y1 = Yeast)  
               and bacterial contaminants (B1 = gram-positive bacteria and B2-B5 = gram-negative bacteria)  
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จากการทดลองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อยปลอดเชื้อ
พันธุ์ขอนแก่น 3 (KK3) บนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
จ านวน 2 ชุด ชุดที่  1 ไม่ เติมสารเคมี ให้นึ่งฆ่า เชื้ อ 
(Control)  ชุดที่  2 เติมสารเคมี 2 ชนิด ดังนี้  1) สาร 
Sodium hypochlorite เข้มข้น 0.20, 0.25 และ 0.33 
มล./ล. 2) สาร Povidone iodine เข้มข้น 0.10, 0.15 
และ 0.20 มล./ล. หลังการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อย 30 วัน 
พบว่าสารเคมีมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การ Browning และการ

แตกหน่อของหน่ออ้อยที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) โดย 
Sodium hypochlorite ความเข้มข้น 0.20, 0.25 และ 
0.33 มล./ล. ไม่พบการ Browning และพบการแตกหน่อ
ดีที่สุด และพบว่าสารเคมีมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.01) และการ
ปนเปื้อนทุกทรีตเมนต์ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ       
ทางสถิติ (p>0.05) (Table 2 and Figure 3) 

 
Table 2   The effect of chemicals on the growth and development of sugarcane tissue at 30 days 
 

Treatment Browning (%) Contamination (%) Survival (%) Number of shoots 

Control 0.0±0.0b 0.0±0.0 100.0±0.0a 6.6±1.0a 
Sd. 0.20 ml/L 0.0±0.0b 22.0±19.1    77.8±19.2a 5.4±4.6a 
Sd. 0.25 ml/L 0.0±0.0b 11.0±19.1    88.9±19.2a 7.3±1.5a 
Sd. 0.33 ml/L 0.0±0.0b 0.0±0.0 100.0±0.0a 7.0±1.3a 
Pv. 0.10 ml/L 0.0±0.0b 11.0±19.1    88.9±19.2a   4.7±1.7ab 
Pv. 0.15 ml/L 22.2±19.2b 0.0±0.0    77.8±19.2a   1.7±0.6bc 
Pv. 0.20 ml/L 66.7±33.5a 0.0±0.0    33.3±33.5b 0.6±0.7c 

F test ** ns * ** 

CV (%) 114.58 198.23 23.76 43.52 
 

(*) The mean difference is significant at the .05 level., (**) The mean difference is highly significant at the 0.01 level., (ns) 
The mean non-significant.,(Sd).= Sodium hypochlorite, (Pv). = Povidone Iodine 

 

 
 

Figure 3   Sugarcane plantlets from conventional tissue culture methods (A),  
               a low-cost open tissue culture technique of 0.20 ml/L sodium hypochlorite (B),  
               0.25 ml/L sodium hypochlorite (C)  and 0.33 ml/L sodium hypochlorite (D) at 30 days 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

จากการคัดกรองหาเชื้อจุลินทรีย์ที่พบปนเปื้อน
ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS และในสภาพ
ห้องปฏิบัติการ สามารถจ าแนกเป็นเชื้อรา 8 ไอโซเลท 
และเชื้อแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท โดยเชื้อราที่พบ ได้แก่ 
Aspergillus sp, Trichoderma sp, Fusarium sp, 
Gliocladium sp, Curvularia sp, ยี ส ต์ แ ล ะ อี ก  2               
ไอโซเลทไม่ทราบชื่อ เนื่องจากไม่สร้างหนว่ยขยายพันธุ์ เชื้อ
แบคทีเรียที่พบ ได้แก่ แบคทีเรียแกรมบวก 1 ไอโซเลท 
และแกรมลบ 4 ไอโซเลท Rangkawe and Koto (2016) 
รายงานว่า การปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ที่เกิดกับชิ้นส่วน
พืชที่น ามาเพาะเลี้ยง ส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากวัสดุ
เพาะเลี้ยง ได้แก่ อาหารเพาะเลี้ยงและเครื่องมือเครื่องใช้ 
นอกจากนี้ยังอาจพบสาเหตุจากสถานที่ปฏิบัติงานอีกด้วย 
โดยเชื้อแบคทีเรียที่พบบ่อยในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ อพืช 
ไ ด้ แ ก่  Bacilius subtilis, B. cereus, Escherichia coli, 
Pseudomonas fluorescens, Micrococcus sp. และเชื้ อรา 
ไ ด้ แ ก่  Aspergillus niger, Cladosporium sp. , Fusarium 
oxysporum, F. culmorum, Rhizopus nigricans แ ล ะ 
Saccharomyces sp. Odutayo et al. (2007) กล่ าวว่ า 
โดยทั่วไปการแก้ปัญหาปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์สามารถ
ท าได้โดยใช้หม้อนึ่งแรงดันไอ พบว่าให้ประสิทธิภาพสูง 
แต่เนื่องจากมีราคาสูงจึงเป็นอุปสรรคส าคัญส าหรับ
เกษตรกรรายย่อยหรือผู้ที่เริ่มต้นท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
ที่มีงบประมาณไม่มากนักในการลงทุน 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการ
ยับยั้งเจริญของเชื้อรา 8 ไอโซเลท (F1 = Aspergillus 
sp., F2 = cannot specify type, F3 = Trichoderma 
sp., F4 = Fusarium sp., F5 = Curvularia sp., F6 = 
Gliocladium sp., F7 = cannot specify type และ Y1 
= Yeast) และเชื้อแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท (B1 = แบคทีเรีย
แกรมบวก และ B2-B5 = แบคทีเรียแกรมลบ) พบว่าการ
ยับยั้งเจริญของเชื้อรา สารเคมี Povidone iodine ความ
เข้มข้น 0.10, 0.15 และ 0.20 มล./ล. สามารถยับยั้ง      

เชื้อราได้ 6 ไอโซเลท เลต (F2, F3, F4, F5, F6 และ F7) 
แบคทีเรียได้ 5 ไอโซเลท (B1-B5) และสารเคมี Sodium 
hypochlorite ความเข้มข้น 0.33 มล./ล. สามารถยับยั้ง
เชื้อราได้ถึง 6 ไอโซเลท (F1, F2, F3, F5, F6 และ F7) 
สารเคมี Sodium hypochlorite ระดับความเข้มข้น 0.17 
0.25 และ 0.33 มล./ล. สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ทั้ง 
5 ไอโซเลท (B1-B5) ซึ่งสอดคล้องกับ Rangkawe and 
Koto (2016) รายงานว่ า  วิ ธี กา รฆ่ า เชื้ อ ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS ด้วยคลอรอกซ์ซึ่งมีความ
เข้มข้น 5.25% Sodium hypochlorite พบว่าคลอร็อกซ์
ปริมาตร 0.05-0.25 มล. สามารถท าให้อาหารปราศจาก
เชื้อได้ 100% Wamaedeesa et al. (2021) รายงานว่า
การเติม Haiter® และ Betadine® ความเข้มข้น 2, 4 และ 
6 มล./ล. สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์บน
อาหารเพาะเลี้ยงฟิโลเดนดรอน “รวยทรัพย์” ได้ดี  
นอกจากนี้ Sodium hypochlorite ยังเป็นสารที่หาซื้อได้
ง่าย มีราคาถูก ไม่เป็นอันตรายหรือเป็นอันตรายน้อยมาก
ต่อคนและชิ้นส่วนพืช ใช้ก าจัดกลิ่นและฆ่าเชื้อในน้ า 
สามารถออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย สปอร์ เชื้อรา โปรโตชัว 
และไวรัส โดยเฉพาะชนิดที่มีไขมันเป็นส่วนประกอบของ
เปลือกหุ้ม (Lantagne et al., 2008 และ Bennet et al., 
2015)  

สารเคมี Sodium hypochlorite ความเข้มข้น 
0.20, 0.25 และ 0.33 มล./ล. ส่งผลต่อการเจริญเติบโต
และพัฒนาของเนื้อเยื่ออ้อยดีที่สุด  (Table 2 and Figure 3) 
สอดคล้องกับ Balla et al. (2022) ศึกษาการเจริญเติบโต
ของต้นฟิโลเดนดรอน “เชอร์รี่เรด” ด้วยการเติม Haiter® 
และ Betadine® ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 มล./ล. ใน
อาหาร MS พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์
ในอาหารได้ และยอดฟิโลเดนดรอน “เชอร์รี่เรด” สามารถ
เ จ ริญ เ ติ บ โ ต ไ ด้ ดี  Chotikadachanarong (2013 ) 
รายง านผลการ ใช้ น ้ า ย าฟอกผ้ า ขา ว เ พื่ อ ก า รฆ่ า
เชื้อจุลินทรีย์ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช โดยการ
เตรียมอาหารสูตร MS เติมน ้ายาฟอกผ้าขาวความเข้มข้น 
0.01, 0.05, 0.3 และ 0.5 มล./ล. ผลการทดลองไม่พบ
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การปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ ในทุกชุดการทดลอง         
และอาหารที่ฆ่าเชื้อจุลินทรีย์โดยการเติมน ้ายาฟอกขาว
ร้อยละ 0.01 มล./ล. มีการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ       
ไม่แตกต่างจากชิ้นส่วนที่เลี้ยงบนอาหารที่ผ่านการฆ่าเชื้อ
โดยหม้อนึ่งความดันไอที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 Deein et al.  
(2 0 1 3 )  ร า ย ง า น ว่ า ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  6 %  Sodium 
hypochlorite ปริมาตรที่เหมาะสม คือ ระหว่าง 0.2-2.0 
มล./ล. มีประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได้อย่างสมบูรณ์ และเมื่อค านวณต้นทุน
การผลิตต้นกล้าอ้อย พบว่าต้นทุนการผลิตอ้อยแบบ
ดั้งเดิมเท่ากับ 3.16 บาท/ต้น ขณะที่ระบบเปิดเท่ากับ 
2.60 บาท/ต้น  
 

สรุปผลการวิจัย 
 

การศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสารฆ่าเชื้อ
ต่อการยับยังเชื้อจุลินทรีย์ ในสภาพห้องปฏิบัติการ และ
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่ออ้อย  โดยใน
ขั้นตอนแรกท าการคัดกรองหาเชื้อจุลินทรีย์ที่พบปนเปื้อน
ในอาหา ร เพ า ะ เ ลี้ ย ง เ นื้ อ เ ยื่ อ สู ต ร  MS ใ น สภาพ
ห้องปฏิบัติการระบบเปิด พบเชื้อรา 8 ไอโซเลท ได้แก่ 
Aspergillus sp., Trichoderma sp., Fusarium sp., 
Gliocladium sp. , Curvularia sp., ยี ส ต์  แ ล ะ อี ก  2          
ไอโซเลท ไม่ทราบชื่อ เนื่องจากไม่สร้างหน่วยขยายพันธุ์ 
และเชื้อแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท ได้แก่ แบคทีเรียแกรมบวก 
1 ไอโซเลท แบคทีเรียแกรมลบ 4 ไอโซเลท จากการทดลอง
หาชนิดของสารฆ่าเชื้อที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ เพื่อ
ควบคุมจุลินทรีย์แต่ละชนิดที่คัดกรองได้จากการปนเปื้อน
ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS พบว่า Sodium 
hypochlorite ความเข้มข้น 0.20, 0.25 และ 0.33 มล./ล. 
สามารถควบคุมการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ได้ดีและมีความ
เป็นพิษต่อเนื้อเยื่ออ้อยพันธ ุ์ขอนแก่น 3 น้อยที่สุด และ         
 
 

ไม่แตกต่างจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแบบดั้งเดิม ดังนั้น
การใช้สารเคมีจึงสามารถทดแทนการใช้หม้อนึ่งความดัน
ไอ และยังสามารถลดต้นทุนการผลิตได้ถึง 1.2 เท่า 
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