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บทคัดย่อ

	 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการประยุกต์ใช้คลื่นความถ่ีสูงเพ่ือชักนำาให้เกิดการเจริญเติบโตและการอยู่ร่วมกัน

ระหว่างไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้กับผักสลัดกรีนโอ๊ค	 โดยนำารากกรีนโอ๊คอายุ	 1	 สัปดาห์	 มาผ่าน

คลื่นเสียงความถี่สูงเป็นเวลา	20,	30,	60,	300	และ	600	วินาที	แล้วนำาไปเลี้ยงต่อในอาหาร	BG-11N0	ที่มีและไม่มี 

ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์	Nostoc	sp.	TUBT05	เป็นเวลา	1	สัปดาห์	สุ่มกรีนโอ๊คมาศึกษาการเจริญของ	Nostoc sp.  

TUBT05	 บริเวณผิวและภายในเนื้อเย่ือรากภายใต้กล้องจุลทรรศน์	 พร้อมทั้งวิเคราะห์หาปริมาณคลอโรฟิลล์เอของ	

Nostoc	sp.	TUBT05	พบว่ารากกรีนโอ๊คในทุกทรีตเมนต์ที่ผ่านคลื่นความถี่สูงและเลี้ยงใน	BG-11N0 + Nostoc sp. 

TUBT05	 ปรากฏเส้นสายของ	 Nostoc	 sp.	 TUBT05	 เกาะบริเวณผิวชั้นนอกและภายในเนื้อเยื่อราก	 และมีปริมาณ 

คลอโรฟิลล์เอมากกว่าทรีตเมนต์ที่ไม่ได้ผ่านคลื่นความถี่สูง	 จากนั้นนำากรีนโอ๊คจากทุกทรีตเมนต์ปลูกลงดิน	 เมื่อครบ	 15	

และ	28	วัน	ศึกษาการเจริญเติบโตของกรีนโอ๊คโดยชั่งน้ำาหนักสดและแห้งของใบและราก	และวัดความกว้างและความ

ยาวใบ	 พบว่าการเจริญเติบโตของใบและรากกรีนโอ๊คที่ปลูกเป็นเวลา	 15	 และ	 28	 วัน	 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัย

สำาคัญทางสถิติ	(p	<	0.05)	โดยกรีนโอ๊คในทรีตเมนต์ที่รากได้ผ่านคลื่นความถี่สูงเป็นระยะเวลา	300	วินาที	และเลี้ยงต่อ

ใน	BG-11N0 + Nostoc	sp.	TUBT05	มีน้ำาหนักสดและแห้งใบสูงสุดที่	15	วัน	เท่ากับ	7.77	±	0.07	และ	0.20	±  
0.01	กรัม	มีน้ำาหนักสดและแห้งรากสูงสุดเท่ากับ	1.30	±	0.06	และ	0.07	±	0.00	กรัม	และความกว้างใบสูงสุดเท่ากับ	
4.66	±	0.07	เซนติเมตร	และที่เวลา	28	วัน	มีน้ำาหนักสดและแห้งใบสูงสุดเท่ากับ	12.80	±	0.14	และ	0.70	±	0.00	กรัม	 
มีน้ำาหนักสดและแห้งรากสูงสุดเท่ากับ	1.90	±	0.03	และ	0.11	±	0.00	กรัม	และความกว้างใบสูงสุดเท่ากับ	6.21	± 
0.07	 เซนติเมตร	 ตามลำาดับ	 การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการใช้คลื่นความถ่ีสูงสามารถชักนำาให้เกิดการเจริญเติบโต

และการอยู่ร่วมกันระหว่างไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้กับกรีนโอ๊คได้	 และส่งผลให้กรีนโอ๊คมีการเจริญ

เติบโตเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำาคัญ
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 This research studied the application of ultrasonication to induce growth and co-cultivate N2-fixing 
cyanobacterium (Nostoc sp. TUBT05) and green oak (Lactuca sativa var. crispa L.). The roots of one-week 
seedlings were sonicated for 20, 30, 60, 300 and 600 seconds and transferred to BG-11N0 medium with and 
without Nostoc sp. TUBT05. After one week, the roots of green oaks from each treatment were examined 
under a light microscope. The colonization of Nostoc sp. TUBT05 filaments on the root surface and tissues 
was observed and cyanobacterial chlorophyll a content was measured. The results showed that there were 
Nostoc sp. TUBT05 filaments colonized on the epidermal root surface and penetrated into cortex tissue 
with high quantity of cyanobacterial chlorophyll a content in treatment with sonicated root and soaked in  
BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05. All remaining seedlings were planted and cultured for 15 and 28 days.  
Green oak growth was measured from fresh and dry weight of leaves and roots and also the width and length 
of the leaves. There were significant differences between the green oak growth at 15 and 28 days among 
the treatments (p < 0.05). Roots sonicated for 300 s and soaked in BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05 (T11) 
at 15 days showed the highest growth of leaves in terms of both the fresh and dry weights (7.77 ± 0.07 and 
0.20 ± 0.01 g), root fresh and dry weights (1.30 ± 0.06 and 0.07 ± 0.00  g), and leaf width (4.66 ± 0.07 cm). 
The leaves at 28 days from T11 showed the highest growth in terms of the fresh and dry weights (12.80 ± 
0.14 and 0.70 ± 0.00 g), root fresh and dry weights (1.90 ± 0.03 and 0.11 ± 0.00 g), and leaf width (6.21 ±  
0.07 cm). This study indicated that the application of ultrasonication on root significantly increased the 
growth of green oak and could induce an effective symbiosis between Nostoc sp. TUBT05 and green oak. 
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Abstract

Induction of the Growth of Green Oak (Lactuca sativa var. crispa L.) 
Using N2 Fixing Cyanobacteria via Ultrasonic Treatment

* Corresponding Author : supenyac@tu.ac.th, chittapun@gmail.com
1 Undergraduate student, Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology.
2 Lecturer, Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology.
3 Assistant Professor, Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology.



173วารสารวิจัยและพัฒนา มจธ. ปีที่ 39 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2559

1. บทนำ�
	 ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารหลักท่ีมีความจำาเป็นต่อ

การเจริญเติบโตของพืช	 และมีอยู่มากในอากาศถึง	 78	

เปอร์เซ็นต์	 โดยพืชบางชนิดที่มีการอยู่ร่วมกันแบบพึ่งพา

อาศัยกับแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจนได้	 เช่น	 พืชตระกูล

ถ่ัวและไรโซเบียม	 หรือ	 แหนแดงและไซยาโนแบคทีเรีย	 

ไรโซเบียมและไซยาโนแบคทเีรยีจะทำาหนา้ท่ีตรึงไนโตรเจน

จากอากาศ	 และเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของแอมโนเนียมหรือ

ไนเตรตซ่ึงพืชสามารถนำาไปใช้ในการเจริญเติบโตได้	 [1]	 

ซ่ึงเป็นวิวัฒนาการท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติและใช้ระยะ

เวลานาน	 ปัจจุบันมีเทคนิคในการทำาให้พืชสามารถตรึง 

ไนโตรเจนได้เองเช่น	การตัดต่อยีน	nif	เข้าสู่จีโนมพืช	การ 

กระตุ้นให้แบคทีเรียในพืชดำาเนินกิจกรรมตรึงไนโตรเจน

เพิม่ข้ึน	การหาแบคทีเรยีและพชืท่ีอยู่รว่มกันชนดิใหม	่และ

การชักนำาให้เกิดการอยู่รว่มกันแบบพึง่พาอาศยัระหว่างพชื

และแบคทีเรียชนิดตรึงไนโตรเจนได้	เป็นต้น	[1]

	 เทคนิคที่ใช้ในการชักนำาให้เกิดการอยู่ร่วมกันระหว่าง

พืชและแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจนนั้น	 ได้แก่	 เทคนิคการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ	เช่น	นำาใบอ่อนของสตรอเบอร์รี่ไปเลี้ยง

พร้อมกับแบคทีเรีย	 Azomonas insignis	 จากนั้นนำาไป

ชักนำาให้เกิดแคลลัส	นำาแคลลัสไปเพิ่มปริมาณ	และชักนำา

ให้สร้างเนื้อเย่ือต่อไป	 พบว่าแบคทีเรียสามารถเข้าไปอยู่

ในเนื้อเย่ือต้นสตรอเบอร์รี่ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ	

และแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ในเนื้อเย่ือนี้สามารถดำาเนิน

กิจกรรมตรึงไนโตรเจนได้	 [2]	 และการใช้คลื่นความถ่ีสูง	

โดยนำารากต้นออ่นข้าวสาลไีปผา่นคลืน่ความถ่ีสงูและนำาไป

เลี้ยงในอาหาร	BG-11N0	ที่มีไซยาโนแบคทีเรีย	Nostoc 

muscorum	พร้อมทั้งเติม	2,4	dichlorophenoxyacetic	 

acid	 พบว่าไซยาโนแบคทีเรียสามารถแทรกเข้าไปใน

รากของต้นข้าวสาลีและเกิดเป็นปมเทียม	 และไซยาโน-

แบคทีเรียเหล่านี้สามารถดำาเนินกิจกรรมตรึงไนโตรเจน

ได้	 นอกจากนี้ยังพบว่ายอดและรากข้าวสาลีในทรีตเมนต์

ที่ผ่านคลื่นความถ่ีสูงร่วมกับไซยาโนแบคทีเรียมีการเจริญ

เติบโตมากกว่าในทรีตเมนต์ที่ผ่านคลื่นความถ่ีสูงเพียง

อย่างเดียว	[3]	จะเห็นได้ว่าการชักนำาให้เกิดการอยู่ร่วมกัน

ระหว่างพืชและแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจนนั้นสามารถเกิด

ข้ึนได้	 ใช้ระยะเวลาสั้นเมื่อเทียบกับการเกิดวิวัฒนาการ	

และยังช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้อีกด้วย	

อย่างไรก็ตามงานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการชักนำาให้เกิดการ

อยู่ร่วมกันระหว่างพืชและแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนยังมี

อยู่น้อย	 ประกอบกับการทดลองศึกษาผลที่เกิดข้ึนต่อพืช

จนถึงระยะเก็บเกี่ยวนั้นมีอยู่น้อยมาก	ฉะนั้นงานวิจัยชิ้นนี้ 

จึงสนใจทดลองประยุกต์ใช้คลื่นความถ่ีสูงร่วมกับไซยาโน-

แบคทีเรียสายพันธุ์	Nostoc	sp.	TUBT05	ต่อการเจริญ

เติบโตของผักสลัดกรีนโอ๊ค	 ท้ังนี้เพื่อศึกษาถึงความเป็นไป

ได้ในการประยุกต์ใช้เทคนิคนี้ร่วมกับไซยาโนแบคทีเรียท่ี

สามารถตรึงไนโตรเจนได้กับพืชกลุ่มอื่น	 และเป็นแนวทาง

ในการเพิ่มทางเลือกให้กับเกษตรกรให้หันมาเลือกใช้คลื่น

ความถ่ีสูงชักนำาให้เกิดการอยู่ร่วมกันแบบพึ่งพาอาศัยของ

พืชและแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจนได้	 เพื่อช่วยส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของพืช	แทนการใช้ปุ๋ยเคมี

2. อุปกรณ์และวิธีก�รทดลอง
 2.1  ส�ยพันธุ์ไซย�โนแบคทีเรีย

	 	 	 ไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยนี้	คือ	สายพันธุ์		

Nostoc	sp.	TUBT05	คัดแยกได้จากพื้นที่เกษตรอินทรีย์	

อำาเภอสนามชัยเขต	จังหวัดฉะเชิงเทรา	 โดย	Chittapun	

and	Charoenrat	[4]	เพาะเลี้ยง	Nostoc	sp.	TUBT05	
ในอาหารเหลว	 BG-11N0	 บนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ	

120	 รอบต่อนาที	 อุณหภูมิ	 25	 องศาเซลเซียส	 ให้แสง	

12	ชั่วโมง	 เก็บเกี่ยวเซลล์	Nostoc	sp.	TUBT05	โดย

นำาไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว	3,000	รอบต่อนาที	เป็นเวลา	

10	นาที	เทส่วนใสทิ้งเก็บเฉพาะตะกอนเซลล์	จากนั้นนำา

เซลล์ปริมาตร	30	มิลลิลิตร	มาทำาให้เป็นท่อนสั้นๆ	โดยใช้	 
tissue	 grinder	 และปรับปริมาตรโดย	 BG-11N0	 ให้

มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ	 3,600	 มิลลิลิตร	 สำาหรับการ

ทดลองต่อไป

 2.2  ผลของก�รใชค้ลืน่คว�มถีส่งูตอ่ก�รเจรญิของผัก

สลัดกรีนโอ๊ค

	 	 	 ศึกษาผลของคลื่นความถ่ีสูงต่อการเจริญของผัก

สลดักรนีโอค๊	เพือ่หาระยะเวลาในการผา่นคลืน่ความถ่ีสงูที่

เหมาะสมเพือ่ใช้ในการทดลองตอ่ไป	โดยเพาะเมลด็กรนีโอค๊ 

บนฟองน้ำาในน้ำากลั่นเป็นระยะเวลา	 1	 สัปดาห์	 จากนั้น 

นำารากกรีนโอ๊คมาผ่านคลื่นความถ่ีสูงที่ความถ่ีเท่ากับ	

50/60	 เฮิรตซ์	 (ultrasonic	 cleaner,	 Model-575HT)	
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เป็นระยะเวลา	 30,	 60	 และ	 300	 นาที	 และหลังจาก

ผ่านคลื่นความถ่ีสูงนำาไปเลี้ยงต่อในสารละลายมาตรฐาน 

ไฮโดรพอนิกส์	(ธาตุอาหาร	A,	B)	[5]	หรือ	BG-11N0	ที่มี	

Nostoc	sp.	TUBT05	รวมทั้งสิ้น	8	ทรีตเมนต์	(ตาราง 

ที่	1)	จากนั้น	1	สัปดาห์ย้ายลงเลี้ยงในระบบไฮโดรพอนิกส์	

เป็นระยะเวลา	 3	 สัปดาห์	 แล้วจึงเก็บผลน้ำาหนักสดและ

แห้งของใบและราก	และความกว้างและยาวของใบ			

1

ทรีตเมนต
ระยะเวลาที่ผาน

คลื่นความถี่สูง (วินาที)

หลังผานคลื่นความถี่สูงนำรากไปเลี้ยงใน
สารละลายธาตุอาหาร

A, B
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

BG-11N0 + Nostoc
sp.TUBT05 ปริมาตร 100

มิลลิลิตร
 0 

2 0 
3 30 
4 60 
5 300 
6 30 
7 60 
8 300 

หมายเหตุ ธาตุอาหาร A, B คือสารละลายธาตุอาหารที่ใชในการปลูกผักกาดหอมในระบบไฮโดรพอนิกส 

- 
- 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

ต�ร�งที่ 1	ทรีตเมนต์ต่างๆ	ที่ใช้ทดสอบผลของคลื่นความถี่สูงต่อการเจริญของผักสลัดกรีนโอ๊ค  

 2.3  ผลของคล่ืนคว�มถี่สูงร่วมกับไซย�โนแบคทีเรีย

ที่ส�ม�รถตรึงไนโตรเจนได้ต่อก�รเจริญของผักสลัดกรีน

โอ๊ค

	 	 	ศึกษาผลของคลื่นความถ่ีสูงร่วมกับไซยาโน-

แบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ต่อการเจริญของผัก

สลัดกรีนโอ๊ค	 โดยเพาะเมล็ดกรีนโอ๊คบนฟองน้ำาในน้ำากลั่น

เป็นเวลา	 1	 สัปดาห์	 จากนั้นนำารากกรีนโอ๊คมาผ่านคลื่น

ความถี่สูงเป็นเวลานาน	20,	30,	60,	300	และ	600	นาที	

หลงัจากผา่นคลืน่ความถ่ีสงูนำาไปแช่ในอาหาร	BG-11N0	ที่

มแีละไมม่	ีNostoc	sp.	TUBT05	รวมท้ังสิน้	13	ทรตีเมนต	์ 

(ตารางที่	2)	เพาะเลี้ยงในอุณหภูมิห้อง	แสงส่องถึง	และ

เขย่าทุกวัน	เป็นเวลา	1	สัปดาห์	สุ่มตัวอย่างรากกรีนโอ๊ค

จำานวน	2	ราก	จากทุกทรีตเมนต์	มาศึกษาการเจริญของ
เส้นสายไซยาโนแบคทีเรียที่บริเวณผิวและภายในเนื้อเย่ือ

รากกรีนโอค๊ภายใต้กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใช้แสง	(Olympus	

CX31)	ที่กำาลังขยาย	400	เท่า	และสุ่มตัวอย่างรากกรีน

โอค๊จำานวน	3	รากจากทกุทรีตเมนตม์าวเิคราะห์หาปรมิาณ

คลอโรฟิลล์เอของไซยาโนแบคทีเรียท่ีเจริญบริเวณผิวและ

ภายในเนื้อเยื่อของราก	กรีนโอ๊คตามวิธีของ	Mac	Kinney	

(1941)	จากนัน้นำากรนีโอค๊จากทกุทรตีเมนต์ไปปลกูลงดินท่ี

ผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมู	ิ110	องศาเซลเซียส	เปน็เวลา	

15	นาที	จำานวน	2	ครั้ง	ปลูกกรีนโอ๊คในกระถางพลาสติก

แบบยาวขนาด	19	×	65	×	12	เซนติเมตร	ทรีตเมนต์ 
ละ	 2	 ซ้ำา	 ซ้ำาละ	 3	 ต้น	 รดน้ำาเช้าเย็นทุกวัน	 เมื่อครบ

กำาหนด	15	และ	28	วัน	ตามลำาดบั	เก็บกรนีโอค๊เพือ่ศกึษา

การเจริญเติบโต	 โดยวัดความกว้างและความยาวใบ	 ช่ัง 

น้ำาหนักสดของใบและราก	 หลังจากนั้นนำาไปอบแห้งท่ี

อุณหภูมิ	60	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	48	ชั่วโมง	เพื่อหา

น้ำาหนักแห้งของใบและราก	บันทึกข้อมูล
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ต�ร�งที่ 2	ทรีตเมนต์ต่างๆ	ที่ใช้ทดสอบผลของคลื่นความถี่สูงร่วมกับไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ 

	 	 	 	 ต่อการเจริญของผักสลัดกรีนโอ๊ค	ก่อนปลูกลงดิน

- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 
- - 

มุคบวค  0 
1 0 
2 0 
3 20 
4 30 
5 60 
6 300 
7 600 
8 20 
9 30 
10 60 
11 300 
12 600 

ทรีต
เมนต

ระยะเวลาที่ผาน
คลื่นความถี่สูง

(วินาที)

หลังผานคลื่นความถี่สูงนำรากมาเลี้ยงตอใน
น้ำกลั่น
(100

มิลลิลิตร)

BG-11N0

(100
มิลลิลิตร)

BG-11N0 + Nostoc sp.
TUBT05 

(100 มิลลิลิตร)

 2.4  ก�รวิเคร�ะห์ข้อมูล

	 	 	เปรียบเทียบความแตกต่างของน้ำาหนักสดและ

แห้ง	 และความกว้างและความยาวใบระหว่างทรีตเมนต์

โดยใช้สถิติ	One-way	ANOVA	และ	Turkey’s	test	ที่

ระดับความเชื่อมั่น	95	เปอร์เซ็นต์

3. ผลก�รทดลอง
 3.1  ผลของคล่ืนคว�มถี่สูงต่อก�รเจริญของผักสลัด

กรีนโอ๊ค

	 	 	พบว่ากรีนโอ๊คที่รากผ่านคลื่นความถ่ีสูงมีน้ำาหนัก

สดใบและราก	 น้ำาหนักแห้งใบและราก	 และความกว้าง

และความยาวใบมากกว่าในทรีตเมนต์ที่ไม่ได้ผ่านคลื่น

ความถ่ีสงู	(ตารางที	่3	และ	4)	โดยกรนีโอค๊ทีร่ากผา่นคลืน่

ความถ่ีสูงเป็นระยะเวลา	 300	 วินาทีและเลี้ยงต่อในธาตุ

อาหาร	A	และ	B	มีน้ำาหนักสดของใบและราก	(18.36	±  
2.46	และ	2.82	±	0.26	กรัม)	น้ำาหนักแห้งของใบและ
ราก	(1.18	±	0.14	และ	0.34	±	0.02	กรัม)	และความ
กว้างและความยาวใบ	(4.19	±	0.53	และ	7.40	±	0.93	
เซนติเมตร)	มากที่สุด	ส่วนกรีนโอ๊คที่รากผ่านคลื่นความถี่

สูงเป็นระยะเวลา	30	วินาที	และเลี้ยงต่อใน	BG-11N0 + 

Nostoc	sp.	TUBT05	มกีารเจริญเตบิโตมากทีส่ดุ	โดยมนี้ำา

หนักสดของใบและรากเท่ากับ	4.82	±	1.00	และ	0.72	±  
0.22	กรมั	น้ำาหนกัแห้งของใบและรากเทา่กับ	0.38	±	0.21	
และ	0.07	±	0.02	กรัม	และความกว้างและความยาวใบ
เท่ากับ	3.57	±	0.81	และ	7.00	±	1.31	เซนติเมตร	ตาม
ลำาดับ	 จากการทดลองข้างต้นนี้จึงกำาหนดระยะเวลาที่ราก

ผ่านคลื่นความถี่สูงอยู่ในช่วงระหว่าง	 20	 -	 600	 วินาที	

เพื่อใช้สำาหรับการทดลองขั้นต่อไป
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ต�ร�งท่ี 3	 ค่าเฉลี่ยน้ำาหนักสดและแห้งของใบและรากของกรีนโอ๊คท่ีผ่านคลื่นความถ่ีสูงท่ีระยะเวลานานต่างกัน	 และ 

	 	 	 	 เลี้ยงต่อในอาหารที่แตกต่างกันเป็นระยะเวลา	 1	สัปดาห์	 แล้วจึงนำาไปปลูกในระบบไฮโดรพอนิกส์	 จนอายุ 

	 	 	 	 ครบ	42	วัน

ใบ ราก ใบ ราก 

1 : ธาตุอาหาร A,B 10.67±0.88b 1.87±0.06b 0.74±0.21ab 0.23±0.04a

2 : BG-11N  + Nostoc 1.46±1.12c 0.06±±0.05c 0.10±0.07c 0.02±0.01b

3 : 30  ทีานิว + ธาตุอาหาร A,B 14.88±0.68ab 2.02±±0.01ab 0.99±0.07a 0.26±0.02a

4 : 60  าทีนิว + ธาตุอาหาร A,B 15.87±2.85ab 2.29±0.47ab 1.01±0.21a 0.28±0.09a

5 : 300 าทีนิว + ธาตุอาหาร  A,B 18.36±±2.46a 2.82±±0.26a 1.18±0.14a 0.34± ±0.02a

6 : 30 าทีนิว + BG-11N  + Nostoc 4.82±1.00c 0.72±0.22c 0.38±0.21bc 0.07±0.02b

7 : 60 าทีนิว + BG-11N + Nostoc 2.49±0.90c 0.44±0.50c 0.29±0.06bc 0.03±0.01b

8 : 300 าทีนิว + BG-11N  + Nostoc 2.20±0.65c 0.13±0.06c 0.16±0.04c 0.01±0.00b

p value 0.000 0.000 0.000 0.000

0

0

0

0

ทรีตเมนต
น้ำหนักสด (กรัม) น้ำหนักแหง (กรัม)

ต�ร�งท่ี 4	 ค่าเฉลี่ยความกว้างความยาวใบของกรีนโอ๊คที่ผ่านคลื่นความถ่ีสูงที่ระยะเวลานาน 

	 	 	 	 ตา่งกันและเลีย้งตอ่ในอาหารทีแ่ตกตา่งกันเป็นระยะเวลา	1	สปัดาห์	แลว้จงึนำาไปปลกู 

	 	 	 	 ในระบบไฮโดรพอนิกส์จนอายุครบ	42	วัน

 
ทรีตเมนต

ความกวางใบ ความยาวใบ
)รตมเตินซเ(  )รตมเตินซเ(  

1 : ธาตุอาหาร A,B 3.32±0.12ab 6.05±0.45ab

2 : BG-11N  + Nostoc 2.19±.06b 4.71±1.77b

3 : 30  ทีานวิ + ธาตุอาหาร A,B 3.65±0.01a 7.17±0.73a

4 : 60  ทีานวิ + ธาตุอาหาร A,B 3.87±±0.48a 22±0.21a

5 : 300 ทีานวิ + ธาตุอาหาร  A,B 4.19±±0.53a 7.40±0.93a

6 : 30 ทีานวิ + BG-11N  + Nostoc 3.57±0.81a 7.00±1.31a

7 : 60 ทีานวิ + BG-11N  + Nostoc 3.29±0.39ab 6.47±1.06ab

8 : 300 ทีานิว + BG-11N  + Nostoc 3.29±0.72ab 6.32±0.26ab

p value 0.001 0.001

0

0

0

0
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 3.2  ผลของคล่ืนคว�มถีส่งูรว่มกบัไซย�โนแบคทเีรยีที่

ส�ม�รถตรงึไนโตรเจนไดต้อ่ก�รเจรญิของผักสลดักรนีโอ๊ค

   3.2.1 ก�รเจริญของไซย�โนแบคทีเรียที่บริเวณ

ผิวและภ�ยในเนื้อเยื่อร�กกรีนโอ๊คภ�ยใต้กล้องจุลทรรศน์

แบบใช้แสง

	 	 	พบว่ารากกรีนโอ๊คในทรีตเมนต์ที่ผ่านคลื่นความถ่ี

สงูเป็นระยะเวลาตา่งกันและเลีย้งต่อในอาหาร	BG-11N0 +  

Nostoc	sp.	TUBT05	ปรากฏเส้นสายของ	Nostoc sp. 

TUBT05	เกาะบริเวณผิวชั้นนอกของราก	โดยปริมาณเส้น

สายของ	Nostoc	sp.	TUBT05	ที่เกาะแปรผันตามระยะ
เวลาที่ให้รากผ่านคลื่นความถี่สูง	 โดยทรีตเมนต์ที่รากผ่าน

คลื่นความถี่สูงที่เวลา	 20	 และ	 30	 วินาที	 พบการเกาะ

ของเส้นสาย	Nostoc	sp.	TUBT05	น้อยที่สุด	(รูปที่	1ก	

และ	1ข)	ทรีตเมนต์ที่รากผ่านคลื่นความถี่สูงเป็นเวลา	60	 

และ	300	วินาที	พบการเกาะของเส้นสาย	Nostoc sp. 
TUBT05	 เป็นกลุ่มก้อนที่ผิวช้ันนอกของราก	 (รูปท่ี	 1ค	

และ	 1ง)	 และทรีตเมนต์ที่รากผ่านคลื่นความถ่ีสูงเป็น

ระยะเวลานานที่สุด	คือ	600	วินาทีนั้น	พบเนื้อเยื่อผิวราก 

ถูกทำาลายเพียงเล็กน้อย	 (รูปที่	 1จ)	 และมีเส้นสายของ	

Nostoc	 sp.	 TUBT05	 กระจายตัวเกาะอยู่รอบๆ	 ผิว 

ช้ันนอกและแทรกในเนื้อเย่ือช้ันคอร์เท็กซ์ของรากจำานวน

มาก	(รูปที่	1ฉ)

รูปท่ี 1  Nostoc	 sp.	 TUBT05	 ที่เจริญบนรากกรีนโอ๊คท่ีผ่านคลื่นความถ่ีสูงเป็นระยะเวลา	 20	 

	 	 	(ก),	30	(ข),	60	(ค),	300	(ง)	และ	600	(จ	และ	ฉ)	วินาที	(scale	bar	=	20	ไมโครเมตร)
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   3.2.2 ปรมิ�ณคลอโรฟลิล์เอของไซย�โนแบคทเีรยี

ที่เจริญบริเวณผิวและภ�ยในเนื้อเยื่อร�กกรีนโอ๊ค

	 	 	พบว่ากรีนโอ๊คในทรีตเมนต์ท่ีรากผ่านคลื่นความถ่ี

สูงมีปริมาณคลอโรฟิลล์เอมากกว่าในทรีตเมนต์ที่ไม่ได้ผ่าน

คลืน่ความถ่ีสงู	และกรนีโอค๊ในทรตีเมนตท่ี์ผา่นคลืน่ความถ่ี

สูงและเลี้ยงต่อใน	BG-11N0 + Nostoc	sp.	TUBT05				

มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอของไซยาโนแบคทีเรียมากกว่าเมื่อ

เทียบกับทรีตเมนต์ที่เลี้ยงใน	 BG-11N0	 โดยทรีตเมนต์ที่

ที่มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอของไซยาโนแบคทีเรียสูงสุดได้แก่	 

กรีนโอ๊คท่ีรากผ่านคลื่นความถ่ีสูงเป็นระยะเวลานานที่สุด 

คือ	 600	 วินาที	 มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอของไซยาโน-

แบคทีเรียเท่ากับ	0.2894	มิลลิลิตรต่อกรัม	(รูปที่	2)

รูปที่ 2	ปริมาณคลอโรฟิลล์เอของไซยาโนแบคทีเรียบนรากกรีนโอ๊คในแต่ละทรีตเมนต์	(n=3)

0.0053 0.0066 

0.0589 
0.0126 0.0126 0.0136 0.0156 0.0219 

0.0644 0.076 
0.122 

0.166 

0.2894 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

ปร
ิมา

ณค
ลอ

โรฟ
ลล

เอ 
(มิล

ลิก
รัม

/ลิต
ร)

ทรีตเมนต

ควบ
คุม

   3.2.3 ผลของคลื่นคว�มถี่สูงร่วมกับ

	 	 	ไซยาโนแบคทีเรียท่ีมีต่อน้ำาหนักสดและน้ำาหนัก

แห้งของใบและรากผักสลัดกรีนโอ๊ค	 เมื่อเพาะปลูกเป็น

เวลา	15	วัน

	 	 	พบว่ากรีนโอ๊คจากทรีตเมนต์ที่รากผ่านคลื่น

ความถ่ีสูงเป็นเวลา	 300	 วินาที	 และนำามาเลี้ยงต่อใน	

BG-11N0 + Nostoc	 sp.	 TUBT05	มีการเจริญเติบโต

สูงสุด	(ตารางที่	6	ทรีตเมนต์	11)	โดยมีน้ำาหนักสดใบและ

รากสูงสุด	เท่ากับ	7.77	±	0.07	และ	1.30	±	0.06	กรัม	 
มีน้ำาหนักแห้งใบและรากสูงสุดเท่ากับ	0.20	±	0.01	และ	
0.07	 ±	 0.00	 กรัม	 และมีความกว้างใบมากสุดเท่ากับ	 
4.66	±	0.07	เซนติเมตร	และทรีตเมนต์ที่กรีนโอ๊คมีความ
ยาวใบสงูสดุคือทรีตเมนตท่ี์รากกรนีโอค๊ผา่นคลืน่ความถ่ีสงู

เปน็เวลา	300	วินาทแีละนำามาเลีย้งตอ่	BG-11N0	(ตาราง

ที่	5	ทรีตเมนต์	6)	โดยมีความยาวใบสูงสุดเท่ากับ	4.98	±  
0.02	เซนติเมตร
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ต�ร�งท่ี 5	 ค่าเฉลี่ยน้ำาหนักสดและแห้งของใบและราก	 และค่าเฉลี่ยความกว้างความยาวใบของกรีนโอ๊คท่ีผ่านคลื่นความถ่ีสูงที่ 

	 	 	 	 ระยะเวลานานต่างกัน	และเลี้ยงต่อในอาหารที่แตกต่างกันเป็นระยะเวลา	1	สัปดาห์	แล้วจึงนำาไปปลูกลงดินเป็นระยะ 

	 	 	 	 เวลา	15	วัน

ทรีตเมนต

ควบคุม

ใบ
น้ำหนักสด (กรัม)

ราก ใบ
น้ำหนักแหง (กรัม) ความกวางใบ

ราก (เซนติเมตร)
ความยาวใบ
(เซนติเมตร)

3.19±0.29f 0.51±0.03c 0.05±0.03bc 0.01±0.00cd 2.88±0.26d 4.04±0.15ab

1 1.41±0.11g 0.67±0.09bc 0.18±0.00a 0.01±0.00d 3.17±0.03bcd 4.54±0.21ab

2 3.46±0.21ef 0.73±0.01bc 0.04±0.00bc 0.02±0.01bcd 2.92±0.29cd 4.44±0.07ab

3 3.64±0.59ef 0.67±0.04bc 0.04±0.01bc 0.02±0.01bcd 3.32±0.19bcd 4.51±0.38ab

4 3.73±0.05def 0.76±0.01bc 0.04±0.02bc 0.01±0.00bcd 3.79±0.17abc 3.85±0.55b

5 3.65±0.09ef 0.78±0.03bc 0.03±0.00bc 0.02±0.00bcd 4.56±0.15a 4.71±0.20ab

6 3.75±0.02def 0.80±0.02bc 0.02±0.00c 0.03±0.00bcd 4.64±0.17a 4.98±0.02a

7 4.36±0.24cdef 0.81±0.03bc 0.11±0.06abc 0.03±0.00bcd 3.80±0.18abc 4.27±0.17ab

8 5.17±0.09bcde 0.86±0.01bc 0.04±0.01bc 0.03±0.00bc 3.58±0.08bcd 4.74±0.13ab

9 5.38±0.04bcd 0.97±0.02ab 0.10±0.00abc 0.03±0.00bc 3.89±0.06ab 4.70±0.14ab

10 6.17±0.42ab 0.99±0.07ab 0.13±0.01abc 0.04±0.01ab 4.07±0.07ab 4.68±0.06ab

11 7.77±0.07a 1.30±0.06a 0.20±0.01a 0.07±0.00a 4.66±0.07a 4.67±0.16ab

12 6.04±0.06bc 0.78±0.19bc 0.14±0.01ab 0.03±0.01bc 3.95±0.43ab 4.43±0.11ab

p value 0.000

(ควบคุม (น้ำกลั่น), 1: BG-11N0, 2: BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05, 3: อัลตราโซนิค 20 วินาที + BG-11N0, 
4: อัลตราโซนิค 30 วินาที + BG-11N0, 5: อัลตราโซนิค 60 วินาที + BG-11N0, 6: อัลตราโซนิค 300 วินาที + 
BG-11N0, 7: อัลตราโซนิค 600 วินาที + BG-11N0, 8: อัลตราโซนิค 20 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. 
TUBT05, 9: อัลตราโซนิค 30 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05, 10: อัลตราโซนิค 60 วินาที + BG-11N0 
+ Nostoc sp. TUBT05, 11: อัลตราโซนิค 300 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05 และ 12: อัลตราโซนิค 
600 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05)

0.000 0.000 0.000 0.000 0.007
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ต�ร�งที่ 6	 ค่าเฉลี่ยน้ำาหนักสดและแห้งของใบและราก	 และค่าเฉลี่ยความกว้างความยาวใบของกรีนโอ๊คที่ผ่านการโซนิเคทรากที่ 

	 	 	 	 ระยะเวลานานต่างกัน	และเลี้ยงต่อในอาหารที่แตกต่างกันเป็นระยะเวลา	1	สัปดาห์	แล้วจึงนำาไปปลูกลงดินเป็นระยะ 

	 	 	 	 เวลา	28	วัน

ทรีตเมนต

ควบคุม

ใบ
น้ำหนักสด (กรัม)

ราก ใบ
น้ำหนักแหง (กรัม) ความกวางใบ

ราก (เซนติเมตร)
ความยาวใบ
(เซนติเมตร)

7.57±0.06gh 1.03±0.04d 0.46±0.02e 0.07±0.00ef 4.16±0.04c 6.13±0.37f

1 6.03±0.04h 1.01±0.10d 0.32±0.00f 0.05±0.00f 4.41±0.07c 6.65±0.09ef

2 8.32±0.04fg 1.23±0.01bcd 0.47±0.02e 0.07±0.00def 4.47±0.21bc 7.03±0.03def

3 7.66±0.05fgh 1.17±0.05cd 0.46±0.02e 0.07±0.00def 4.47±0.10bc 7.73±0.13cdef

4 8.39±0.11efg 1.26±0.02bcd 0.49±0.00e 0.07±0.00cdef 4.50±0.09bc 7.87±0.50cde

5 8.50±0.08efg 1.27±0.08bcd 0.50±0.00e 0.07±0.00cdef 4.58±0.13bc 4.71±0.20ab

6 8.74±0.00defg 1.31±0.02bcd 0.50±0.00e 0.08±0.00bcde 4.79±0.02bc 7.79±0.09bcde

7 9.35±0.31cdef 1.34±0.01bcd 0.51±0.01de 0.08±0.00bcde 4.79±0.11bc 8.08±0.21abcde

8 10.04±0.14bcde 1.37±0.02bc 0.54±0.01cde 0.08±0.00bcd 5.01±0.10bc 8.31±0.01abcde

9 10.42±0.11bcd 1.48±0.03bc 0.60±0.00bcd 0.08±0.00bcd 5.02±0.01bc 8.52±0.23abcd

10 11.62±0.57ab 1.49±0.10bc 0.61±0.00abc 0.09±0.00bc 5.58±0.03ab 8.73±0.14abc

12 11.04±0.05bc 1.51±0.05b 0.64±0.03ab 0.09±0.00ab 5.27±0.01abc 9.71±0.51a

11 12.80±0.14a 1.90±0.03a 0.70±0.00a 0.11±0.00a 6.21±0.07a 9.57±0.18ab

p value 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000

0.000

(ควบคุม (น้ำกลั่น), 1: BG-11N0, 2: BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05, 3: อัลตราโซนิค 20 วินาที + BG-11N0, 
4: อัลตราโซนิค 30 วินาที + BG-11N0, 5: อัลตราโซนิค 60 วินาที + BG-11N0, 6: อัลตราโซนิค 300 วินาที + 
BG-11N0, 7: อัลตราโซนิค 600 วินาที + BG-11N0, 8: อัลตราโซนิค 20 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. 
TUBT05, 9: อัลตราโซนิค 30 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05, 10: อัลตราโซนิค 60 วินาที + BG-11N0 
+ Nostoc sp. TUBT05, 11: อัลตราโซนิค 300 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05 และ 12: อัลตราโซนิค 
600 วินาที + BG-11N0 + Nostoc sp. TUBT05)
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   3.2.4 ผลของคล่ืนคว�มถี่สูงร่วมกับไซย�โน-

แบคทีเรียที่มีต่อน้ำ�หนักสดและน้ำ�หนักแห้งของใบและร�ก

ผักสลัดกรีนโอ๊คเมื่อเพ�ะปลูกเป็นเวล� 28 วัน

	 	 	พบว่ากรีนโอ๊คจากทรีตเมนต์ที่รากผ่านคลื่น

ความถี่สูงเป็นเวลา	300	วินาทีและนำามาเลี้ยงต่อใน	BG-

11N0 + Nostoc	sp.	TUBT05	มีการเจริญเติบโตสูงสุด		

(ตารางที	่6	ทรตีเมนต์	11)	โดยมนี้ำาหนกัสดใบและรากสงูสดุ	

เท่ากับ	12.80	±	0.14	และ	1.90	±	0.03	กรัม	มีน้ำาหนัก 
แห้งใบและรากสูงสุดเท่ากับ	0.70	±	0.00	และ	0.11	±  
0.00	 กรัม	 และมีความกว้างใบมากสุดเท่ากับ	 6.21	 ±  
0.07	 เซนติเมตร	 และทรีตเมนต์ที่กรีนโอ๊คมีความยาวใบ

สูงสุดคือทรีตเมนต์ที่รากกรีนโอ๊คผ่านคลื่นความถ่ีสูงเป็น

เวลา	600	วินาทีและนำามาเลีย้งตอ่	BG-11N0 + Nostoc sp.  

TUBT05	(ตารางที่	6	ทรีตเมนต์	12)	โดยมีความยาวใบ

สูงสุดเท่ากับ	9.71	±	0.51	เซนติเมตร

4. วิจ�รณ์ผล
	 คลื่นความถ่ีสูงสามารถประยุกต์ใช้ในการชักนำาให้เกิด

การอยู่ร่วมกันระหว่างแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนกับพืชที่

ไม่ใช่ตระกูลถั่ว	โดยนอกจากการชักนำาให้เกิดการอยู่อาศัย

ร่วมกันระหว่าง	Nostoc	sp.	TUBT05	กับกรีนโอ๊คแล้ว	

ยังมรีายงานการใช้คลืน่ความถ่ีสงูในการชักนำาให้	N. mus-

corum	อยู่ร่วมกับต้นอ่อนข้าวสาลี	[3]	และ	Nostoc sp. 
2S9B	 อยู่ร่วมกับข้าวสาลี	 [6]	 แสดงให้เห็นว่านอกจาก

แบคทเีรียในสกุล	Azospirillum, Rhizobia, Acetobacter, 

Herbaspirillum	 และ	 Azoarcus	 แล้ว	 [7]	 ไซยาโน-

แบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ก็มีศักยภาพในการนำา

มาประยุกต์ให้เกิดการอยู่อาศัยร่วมกันระหว่างแบคทีเรีย

ที่ตรึงไนโตรเจนและพืชที่ไม่ใช่ตระกูลถ่ัวได้	 การผ่านคลื่น

ความถ่ีสูงเป็นระยะเวลานานจะทำาให้ผิวด้านนอกของราก

ถูกทำาลายเพียงเล็กน้อยและเปิดออก	 จึงเป็นตำาแหน่งที่ให้ 

ไซยาโนแบคทีเรียยึดเกาะและเจริญเติบโตได้	 โดยการ

เพิ่มระยะเวลาการผ่านคลื่นความถ่ีสูงจะทำาให้ไซยาโน- 

แบคทีเรียยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี	 [6]	 อย่างไรก็ตาม

การทดลองครั้งนี้ไม่ปรากฏลักษณะปมเทียม	 (para-

nodule)	 เกิดข้ึนบนรากกรีนโอ๊ค	 ทั้งนี้	 อาจเนื่องมาจาก

ในระหว่างการทดลองไม่มีการเติมสารใดที่ชักนำาให้เกิด 

ปมเทียม	 ซ่ึงต่างจากการทดลองของ	 Fadl-Allah	 และ

คณะ	[3]	ที่เติม	2,4-D	ในระหว่างการทดลอง	จึงปรากฏ

ปมเทียมเกิดข้ึนบนรากต้นอ่อนข้าวสาลี	 ทั้งนี้เนื่องจาก	

2,4-D	จัดเป็นฮอร์โมนพืชที่ใช้ในการชักนำาให้เกิดปมเทียม

ได้	 [7]	 และการอยู่ร่วมกันของไซยาโนแบคทีเรียในราก 

กรนีโอค๊ช่วยสง่เสรมิการเจริญเตบิโตของกรนีโอค๊	ทัง้นีอ้าจ

เนื่องมาจากไซยาโนแบคทีเรียท่ีเกาะอยู่บริเวณผิวและช้ัน

คอร์เท็กซ์ของรากสามารถตรึงไนโตรเจนและเปลี่ยนให้อยู่

ในรปูทีก่รีนโอค๊สามารถนำาไปใช้ในการเจรญิเตบิโต	รวมทัง้

ไซยาโนแบคทเีรยีสามารถผลติฮอร์โมนกลุม่ออกซินซ่ึงช่วย

ส่งเสริมการการเจริญเติบโตของกรีนโอ๊คได้	 โดยจากการ

ศึกษาเบื้องต้นพบว่า	Nostoc	sp.	TUBT05	สามารถผลิต

กรดอนิโดลแอซีติกไดเ้ท่ากับ	2.21	มลิลกิรมัต่อมลิลลิติรต่อ

กรัมน้ำาหนักแห้ง	

5. สรุป
	 จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า	 การประยุกต์ใช้คลื่น 

ความถ่ีสูงเพื่อชักนำาให้เนื้อเย่ือผิวช้ันนอกของรากผักสลัด 

กรีนโอ๊คถูกทำาลายเพียงเล็กน้อยและเปิดออก	 ทำาให้ไซยา-

โนแบคทีเรีย	Nostoc	sp.	TUBT05	สามารถเจริญเติบโต

และเพิ่มจำานวนบริเวณผิวรากช้ันนอกและเนื้อเย่ือชั้น 

คอร์เท็กซ์	 ส่งผลให้ผักสลัดกรีนโอ๊คมีการเจริญเติบโตดี

อย่างมีนัยสำาคัญ	 โดยการนำารากต้นอ่อนของกรีนโอ๊คมา

ผ่านคลื่นความถ่ีสูงเป็นระยะเวลา	 300	 วินาทีและเลี้ยง

ต่อใน	BG-11N0 + Nostoc	 sp.	 TUBT05	 ก่อนนำาลง

ดินเป็นสภาวะที่ดีที่สุดที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ 

กรีนโอ๊ค	 งานวิจัยนี้สามารถนำาไปใช้ประโยชน์เพื่อเป็น

แนวทางในการเพิ่มผลผลิตด้วยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพ	

เพื่อช่วยลดต้นทุนการผลิตแทนการใช้ปุ๋ยเคมีในการเพาะ

ปลูก	 และเป็นแนวทางในการนำาเทคนิคนี้ไปประยุกต์ใช้ 

กับพืชผักเศรษฐกิจที่ไม่ใช่พืชตระกูลถ่ัวชนิดอื่นในการใช้ 

ไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้เป็นปุ๋ย

ชีวภาพเพื่อเพิ่มผลผลิตสำาหรับการเพาะปลูกในระบบ

เกษตรอินทรีย์ต่อไป				

6. กิตติกรรมประก�ศ
	 งานวิจัยน้ีได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยจากหน่วยวิจัย 

สาหรา่ยและแพลงก์ตอน	คณะวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี	
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เทคโนโลยีชีวภาพ	 คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี	

มหาวทิยาลัยธรรมศาสตร	์และศนูยเ์ครือ่งมือวทิยาศาสตร	์

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี	มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ 

ที่สนับสนุนเครื่องมือในการทำาวิจัยครั้งนี้
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