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วตัถุประสงค์ของงานวิจยัน้ีคือ เพื่อพฒันาเทคโนโลยีเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อแบบระบบเปิด

ตน้ทุนต ่าส าหรับการขยายพนัธ์ุออ้ยโดยผสมผสานการใช้สารควบคุมจุลินทรียป์ระเภทออกฤทธ์ิ
กวา้งร่วมกบัอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ปราศจากน ้ าตาลและปุ๋ยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ การทดลอง
เร่ิมจากการคดักรองหาเช้ือจุลินทรียท่ี์มกัพบปนเป้ือนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสูตร MS ในระหวา่ง
การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อออ้ย พบจุลินทรียจ์  านวน 6 ชนิด ได้แก่ Mucor sp, Rhizopus sp,  Aspergillus 
flavus, Alternalia sp, Penicillium sp และ Bacillus sp. จากนั้นท าการทดลองหาชนิดของสารสกัด
อินทรียจ์ากพืชและสารเคมีท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพื่อควบคุมจุลินทรียแ์ต่ละชนิดท่ีคดักรองได ้
พบวา่ นิโคติน 40 มิลลิกรัมต่อลิตร สารสกดัจากกระเทียม 80 ไมโครกรัมต่อลิตร (57.1%) คาร์เบน
ดาซิม 48 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NaOCl 14.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (Yi Peilong) สามารถควบคุมการ
ปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร MS ไดดี้ท่ีสุดแต่มีความเป็นพิษต่อเน้ือเยื่อออ้ยนอ้ยท่ีสุดและตั้งช่ือ  
Qiaxing No.1 ให้กบัส่วนผสมสูตรดงักล่าว การทดลองเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อออ้ยในสูตรอาหาร MS ท่ี
ไม่ได้น่ึงฆ่าเช้ือ โดยมีการเติม 6-BA 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Qiaxing No.1 ความเขม้ขน้ 0.5% 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) จากสตอ็กความเขม้ขน้ 200 เท่า พบวา่ สามารถควบคุมการปนเป้ือนจุลินทรีย ์
ให้เหลือเพียง 6.67% โดยมีการรอดชีวิตของเน้ือเยื่อออ้ยถึง 80% เม่ือเทียบกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
ออ้ยแบบปกติ ท่ีมีการปนเป้ือน 43.33% และการรอดชีวติของเน้ือเยื่อออ้ย 56.67%. ในช่วงระยะการ
เพิ่ม จ  านวนตน้กลา้ของกระบวนการยา้ยเน้ือเยื่อออ้ยแบบระบบเปิด ในสูตรอาหาร MS ปราศจาก
น ้าตาลท่ีเติม 6-BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ไคเนติน 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 200X Qiaxing No.1 0.5% 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) พร้อมทั้ งเพิ่ม ปุ๋ยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 0.1 กรัม (เทียบเท่าแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ 2,144 ไมโครลิตรต่อลิตร ในขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อขนาด 250 มิลลิลิตร)  โดย
ออกแบบพิเศษไม่ให้เม็ดปุ๋ยสัมผสักบัอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ พบวา่ สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ
แตกหน่อได้ในระดบั 3.15 และลดการปนเป้ือนของจุลินทรียเ์หลือเพียง 3.5% เม่ือเทียบกบัการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แบบปกติท่ีมีประสิทธิภาพ 3.12 และมีการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์7% หลงัการยา้ย
เน้ือเยื่อออ้ย 20 วนั ส่วนในช่วงระยะการชกัน าให้เกิดรากท่ีใชส้ภาพการทดลองเดียวกนักบัในช่วง
ระยะการเพิ่มจ านวนตน้กลา้ แต่ปรับเปล่ียนจากฮอร์โมน 6-BA และไคเนติน เป็น NAA 3 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และปรับลดวุน้เหลือ 4 กรัมต่อลิตร พบวา่เน้ือเยือ่ออ้ยในสภาพการเพาะเล้ียงดงักล่าว มีค่าอตัรา
การสังเคราะห์แสงสุทธิและน ้าหนกัตน้สูงกวา่ระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แบบปกติ  อีกทั้งมีค่าอตัรา 
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การอยู่รอดของตน้กล้าออ้ยสูงถึง 96.7% เม่ือเทียบกบัระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อออ้ยปกติท่ีมีค่า 
92.9% โดยมีการปนเป้ือนของจุลินทรียเ์พียง 3.5% ขณะท่ีระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อออ้ยแบบปกติ
มีการปนเป้ือน 7.1% จากการค านวณตน้ทุนการผลิตตน้กล้าออ้ยจ านวน 10,000 ตน้ พบว่า ระบบ
การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อแบบเปิดสามารถผลิตกลา้ออ้ยไดใ้นราคาเพียง 0.6 หยวนต่อตน้ เม่ือเทียบกบั
การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แบบปกติท่ีมีตน้ทุนถึง 1 หยวนต่อตน้ ท าใหส้ามารถลดค่าใชจ่้ายไดถึ้ง 40% 
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The main objective of this research was to develop a low-cost open tissue culture 

technology for sugarcane micropropagation using a combination of broad-spectrum 

antimicrobial compounds, sugar-free medium and CO2 gas fertilizer. After extensive 

screening of sugarcane “Qiantang No.5” on a basal MS medium, six common microbes 

were found causing contamination in the tissue culture media, i.e. Mucor sp, Alternaria 

sp, Penicillium sp, Aspergillus flavus, Rhizopus sp and Bacillus sp. Formulations of 

various antimicrobial compounds to inhibit these microbes were screened for open 

tissue culturing of sugarcane. Qianxing No.1 comprising of 40 mg/L nicotine, 80 µl/L 

garlic extract (57.1% w/v conc), 48 mg/L active carbendazim and 14.5 mg/L NaOCl 

(Yi Peilong) was selected because of its best inhibiting microbial contamination and 

less toxic to the explants. The non-autoclaved MS medium was mixed with 5 ml/L 200X 

Qianxing No.1 (0.5% v/v) and 2.5 mg/L 6-BA gave only 6.67% microbial contamination 

with 80% survival rate of the explants after 15 days of induction phase compared to 

43.33% contamination and 56.67% survival rate obtained from the autoclaved MS 

medium. The tissue transplanting process using the medium supplemented with 

Qianxing No.1 was carried out under an open condition outside an aseptic chamber. 

The technique was subsequently developed by supplying CO2 gas fertilizer into tissue 
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culture vessels to increase plantlet photosynthetic capacity and to allow the use of sugar-

free medium to lower the chance of microbial contamination during open tissue culture. 

On day 20 of the multiplication phase, the non-autoclaved MS medium supplemented 

with 1 mg/L 6-BA, 0.5 mg/L Kinetin and 5ml/L 200X Qianxing No.1, enriched with         

1 g CO2 gas fertilizer (2,144 ul/L CO2 gas) in 250 ml specially designed culture bottles 

could improve propagation efficiency from 3.12 to 3.15, and decrease the contamination 

from 7% to 3.5% comparing with the conventional operation. On day 25 of the rooting 

phase with similar setting using the non-autoclaved MS medium supplemented with 3 

mg/L NAA and 4 g/L agar, the net photosynthetic capacity and plantlet (fresh) weight 

were much higher than those of the conventional method. This developed open tissue 

culture method also showed better plantlet survival rate of 96.7%, with 3.5% 

contamination compared with 92.9% and 7.1%, respectively, obtained from the 

conventional method. The cost of plantlet production using the developed open tissue 

culture technology was also decreased to RMB￥0.6 per plantlet compared with that of 

RMB￥1.0 per plantlet for the production of 10,000 sugarcane plantlets. 
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