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ABSTRACT 

The purpose of this research is to study the effect of 2,4-D and paraquat on growth and N2 - 

fixation of 8 heterocystous cyanobacteria strains isolated from paddy soil at central Thailand 

(Trichormus sp. NPT4, Nostoc sp. RBR3, Anabaena sp. NPT5, Nostoc sp. KRI8, Anabaena siamensis 

NPT2, Calothrix sp. KRI1, Nostoc sp. RBR6 and Trichormus sp. KRI12) . Various cyanobacteria was 

cultured in BG11 medium with 3, 6 and 12 mg L-1 of 2,4-D. The results found that the specific growth 

rates and N2 – fixation of almost cyanobacteria were increased at 3 and 6 mg L-1 2,4-D concentration, 

while, those at the 12 mg L-1 2,4-D were decreased as compared with that of control. NPT2 had the 

highest specific growth rates when cultured at 3, 6 mg L-1 2,4-D and control. (0.193, 0.187 and 0.180 

respectively)  than other strains. The N2 - fixation of NPT5 and KRI8 at 6 mg L-1 2,4-D (402.30 and 

394.23 µmol N L-1 hr-1 respectively) were higher than other strains. The effect of paraquat at various 

concentration (0.75, 1.50 and 3 mg L-1)  on 8 strains of cyanobacteria were also determined in BG11 

liquid medium. The result showed that the paraquat concentrations had severe effect on growth and N2 

- fixation of various cyanobacteria and the tolerance of cyanobacterial strains were obvious. The 

survival of two cyanobacterial strains, NPT5 and RBR6 were found at 0.75 mg L-1 of paraquat 

concentration. However, NPT5 and RBR6 in that concentration had slow specific growth rates as 

compared to that of control. At higher concentration of paraquat (1.5 mg L-1), only one cyanobacterial 

strain, NPT5, had a minimal growth where N2-fixing rate in all concentration of paraquat was not found. 
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บทคดัย่อ 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ เพื่อศึกษาผลของ 2,4-D และพาราควอตต่อการเจริญเติบโตและตรึง

ไนโตรเจนของไซยาโนแบคทเีรยีทีแ่ยกเชือ้บรสิทุธิไ์ดจ้ากดนินาในภาคกลาง 8 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ Trichormus sp. 

NPT4, Nostoc sp. RBR3, Anabaena sp. NPT5, Nostoc sp. KRI8, Anabaena siamensis NPT2, Calothrix 

sp. KRI1, Nostoc sp. RBR6 และ Trichormus sp. KRI12 เมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 ที่ผสม 2,4-D 

ในอตัรา 3, 6 และ 12 mg L-1 พบว่าอตัราการเจรญิและการตรงึไนโตรเจนของไซยาโนแบคทเีรยีสว่นใหญ่เพิม่ขึน้

เมือ่เจรญิใน 2,4-D ทีค่วามเขม้ขน้ 3 และ 6 mg L-1 ขณะทีค่วามเขม้ขน้ 12 mg L-1 ไซยาโนแบคทเีรยีมอีตัราการ

เจรญิและการตรงึไนโตรเจนลดลงเมื่อเทยีบกบัตํารบัควบคมุ โดยพบว่าสายพนัธุ์ NPT2 มอีตัราการเจรญิสงูกว่า

สายพนัธุ์อื่นๆ ทัง้ในระดบัความเขม้ขน้ 3, 6 mg L-1 และตํารบัควบคุม (0.193, 0.187 และ 0.180 ตามลําดบั) 

ส่วนการตรึงไนโตรเจนพบว่าสายพันธุ์  NPT5 และ KRI8 ที่เจรญิใน 2, 4-D ความเข้มขน้ 6 mg L-1 มีการตรึง

ไนโตรเจนสงูทีส่ดุ (402.30 และ 394.23 µmol N L-1 hr-1 ตามลาํดบั) การศกึษาไซยาโนแบคทเีรยีทัง้ 8 สายพนัธุ ์

ในอาหารเหลว BG11 ทีผ่สมพาราควอตในอตัรา 0.75, 1.5 และ 3 mg L-1 พบว่า ความเขม้ขน้ 0.75 mg L-1 สาย

พนัธุ์ทีส่ามารถเจรญิต่อไปได้มเีพยีง NPT5 และ RBR6 โดยมอีตัราการเจรญิเพยีงเล็กน้อยเมื่อเทยีบกบัตํารบั

ควบคุม และตัง้แต่ความเขม้ขน้ที ่1.5 mg L-1 ขึน้ไป เหลอืเพยีง NPT5 ทีส่ามารถเจรญิต่อไปได้อย่างชา้ๆ โดย

ทกุตาํรบัทีเ่ลีย้งในพาราควอตไมพ่บการตรงึไนโตรเจนในทกุสายพนัธุ ์

คาํสาํคญั: การตรงึไนโตรเจน ไซยาโนแบคทเีรยี 2,4-D พาราควอต สารกาํจดัวชัพชื 

คาํนํา 

ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) เป็น

จุ ลิน ท รีย์ที่ เป็ น  prokaryote จัด อยู่ ใน  Division 

Cyanophyta (Oren, 2004) มีทัง้ชนิดที่ เป็นเซลล์

เดี่ ย ว  (non filamentous form) เ ป็ น ก ลุ่ ม ก้ อ น 

(colonial form) แล ะเป็ น เส้น สาย  (filamentous 

form) ไซยาโนแบคทเีรยีบางชนิดมคีณุสมบตัใินการ

ตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้ โดยเฉพาะกลุ่มที่

สามารถสรา้งเฮเทอโรซสีต์ซึง่เป็นเซลลพ์เิศษทีส่รา้ง

ขึ้นสําหรับตรึงไนโตรเจน เช่น  Anabaena sp., 

Nostoc sp., Tolypothrix sp., Calothrix sp. แ ล ะ 

Cylindrospermum sp. (Singleton and Sainbury, 

1987) ในประเทศไทยมกีารผลติไซยาโนแบคทเีรยี

เหล่านี้ เป็นปุ๋ ยชีวภาพในนาข้าวเพื่อใช้เป็นแหล่ง

ของไนโตรเจน (สถาบนัวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี

แห่งประเทศไทย, 2554) แต่เนื่องจากสารกําจัด

วชัพชืทีป่นเป้ือนในดนิและน้ําส่งผลกระทบต่อไซยา

โนแบคทเีรยีทัง้ในดา้นความหลากหลายทางชวีภาพ 

(biodiversity) แล ะคว าม อยู่ รอ ด ข องไซ ย า โน

แบคทีเรีย เช่น ส่งผลยับยัง้การเจริญเติบโตและ

สร้างออร์กาเนลต่างๆ (Irisarri et al., 2001; Kaur 

et al., 2002) ยบัยัง้การสงัเคราะห์แสงและกจิกรรม

ข อ ง เอ น ไ ซ ม์ ไ น โ ต ร จี เ น ส  (Leganes and 

Fernandez, 1992) ยบัยัง้การสงัเคราะหก์รดอะมโิน 

(Steinrucken and Arnheim, 1980) ก่อให้เกิดการ

กลายพันธุ์  (Singh et al., 1979) หรือแม้แต่การ

กําจดัออกไปจากระบบนิเวศ (Khan and Vaishya, 

1995) จากการทดสอบไซยาโนแบคทเีรยีที่แยกได้

จากดนินากบัสารกาํจดัวชัพชื 4 ชนิด ไดแ้ก ่arozin, 

alachlor, butachlor และ 2,4-D ที่ความเข้มข้น 0-

100 mg L-1 พบว่า Anabaena variabilis มีความ

ทนทานต่อสารเคมดีงักล่าวไดม้ากทีส่ดุเมือ่พจิารณา

จากการสงัเคราะห์แสงและตรงึไนโตรเจน กล่าวคอื 

มแีนวโน้มที่จะผลติเป็นปุ๋ ยชวีภาพทีม่ศีกัยภาพสูง

ได้  (Singh and Datta, 2005)  ส่ ว น  Aslim and 

Ozturk (2009) ไดท้ดสอบความเป็นพษิของสารเคมี

ทางการเกษตร 3 ชนิด ไดแ้ก่ 2,4-D, triflulalin และ 

linuron ต่อไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. 

H6, Chroococcus sp. S27, Microsystis sp. S17 
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และ Synechococcus sp. S24 โดยใชค้า่ EC50 (50 

% Effective Concentration)  เ ป็ น ดั ช นี ใ น ก า ร

เปรียบเทียบ  พบว่าไซยาโนแบคทีเรียดังกล่าว

ทนทานต่อ 2,4-D, triflulalin และ linuron โดยมคี่า 

EC50 อยู่ระหว่าง 122-747, 136-882 และ 0.002-

0.714 mg L-1 ตามลําดับ  ซึ่ง Synechocystis sp. 

H6 มคีวามทนทานต่อสารเคมดีงักล่าวมากกว่าสาย

พนัธุ์อื่นๆ ซึ่งจะเห็นได้ว่าไซยาโนแบคทเีรยีแต่ละ

ชนิดมีความสามารถในการทนทานต่อสารเคมี

แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดและปริมาณของสาร 

(พงศ์เทพ และ นวรตัน์, 2531) ดังนัน้จุดประสงค์

ของการวจิยัครัง้นี้จงึมุ่งเน้นศกึษาอทิธิพลของสาร 

2,4-D และพาราควอตต่อการเจรญิเติบโตและตรงึ

ไนโตรเจนของไซยาโนแบคทเีรยี เพื่อเป็นแนวทาง

ในการตดัสนิใจและทราบถงึผลกระทบทีเ่กดิขึน้ เมื่อ

เลือกใช้สารกําจัดวัชพืชดังกล่าวร่วมกับไซยาโน

แบคทเีรยีเพือ่เป็นแหล่งของไนโตรเจนใหแ้กพ่ชื 

อปุกรณ์และวิธีการ 

 1. แผนการทดลอง 

ทาํการทดลองจาํนวน 3 ซํ้า โดยสาร 2,4-D 

ไดจ้ากสารผลติภณัฑ ์(KEYSTONE®) ซึง่มสีารออก

ฤ ท ธิ  ์คื อ  2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 84% 

WP ทําการเจือจางด้วยน้ําให้ได้สารออกฤทธิท์ี่

ความเขม้ขน้ 3 ระดบั คอื 3, 6 และ 12 mg L-1 สว่น

ส า ร พ า ร า ค ว อ ต นั ้ น ไ ด้ จ า ก ผ ลิ ต ภั ณ ฑ ์

(GRAMOXONE®) ซึ่ งมีสารออกฤทธิ  ์คือ  1,1’-

dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride 27.6% WP 

เจือจางด้วยน้ําให้ได้สารออกฤทธิข์องพาราควอต 

ใน 3 ระดบัความเขม้ขน้ คอื 0.75, 1.50 และ 3.00 

mg L-1 แลว้นําสารกาํจดัวชัพชืความเขม้ขน้ต่างๆ นี้

ใส่ลงในอาหารเพื่อเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรยี 8 สาย

พันธุ์ ที่แยกได้จากดินนา ได้แก่ Trichormus sp. 

NPT4, Nostoc sp. RBR3, Anabaena sp. NPT5, 

Nostoc sp. KRI8, Anabaena siamensis NPT2, 

Calothrix sp. KRI1, Nostoc sp. RBR6 แ ล ะ 

Trichormus sp. KRI12 

2. แหล่งท่ีมาของไซยาโนแบคทีเรีย 

เกบ็ตวัอย่างไซยาโนแบคทเีรยีโดยสุ่มเกบ็

ตัวอย่างดินนาใน จ .นครปฐม จ.ราชบุรี และจ.

กาญจนบุร ีเกบ็ทีผ่วิดนิ ความลกึ 5-10 เซนตเิมตร 

และตวัอย่างน้ํา 10 มลิลลิติร นําตวัอย่างดนิและน้ํา

มาแยกไซยาโนแบคทเีรยีสายพนัธุ์เดี่ยว (unialgal) 

ด้วยวิธี dilution plating (ธงชัย และคณะ, 2551) 

คดัเลอืกเฉพาะไซยาโนแบคทเีรยีชนิดทีเ่ป็นเสน้สาย

แ ล ะมี ก า รส ร้า ง เฮ เท อ โรซี ส ต์  (heterocytous 

cyanobacteria) จําแนกสายพันธุ์ของไซยาโน -

แบคทีเรยีตามลักษณะทางสณัฐานวิทยา ตามวิธี

ของ Komarek  et al. (2003)  

3. การเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียและการ

ใส่สารกาํจดัวชัพืช 

 เลี้ยงไซยาโนแบคทีเรยีแต่ละสายพนัธุ์ใน

อาหารเหลว  BG11 ที่ป ราศจากสารประกอบ

ไนโตรเจน ปริมาณ 70 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่

ขนาด 125 มลิลลิติร ทีป่ราศจากเชือ้โดยผา่นการนึ่ง

ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว นาน 30 นาท ีใสส่ารกาํจดัวชัพชืในระดบั

ความเขม้ขน้ต่างๆ ลงในอาหารภายในตู้ปลอดเชื้อ 

ชัง่กล้าเชื้อและใส่ลงในอาหารในอตัรา 300 mg L-1 

โด ย ใช้ เค รื่ อ งชั ่ง ดิ จิ ต อ ล ค ว า ม ล ะ เอี ย ด สู ง 

(METTLER TOLEDO AB204) ที่เช็ดฆ่าเชื้อด้วย

แอลกอฮอล์  75 % (ชัง่โดยเทคนิคปลอดเชื้อ ) 

จากนัน้บ่มเชื้อไว้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง (28°C ± 2°C) บน

เครื่องเขย่าแบบแกว่งความเรว็ 100 รอบ/นาท ีให้

แสงสว่าง 50 µmol quanta m-2 s-1 เป็นเวลา 16 

ชัว่โมง/วนั (Andersen et al., 2005) 

4. การติดตามการเจริญของเช้ือ 

บนัทกึขอ้มูลทีร่ะยะเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 

สัป ด าห์  ห ลังก าร เลี้ ย ง เชื้ อ ล งใน อาห าร  ซึ่ ง

ประกอบดว้ย 
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4.1 ชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรีย  

นําไซยาโนแบคทเีรยีทีเ่พาะเลีย้งมาจาํนวน 

10 มิลลิลิตร กรองผ่านกระดาษกรอง Whatman 

GF/C นํ าไป อบ ให้แห้ งที่  80 °C เป็ น เวลา 24 

ชัว่โมง หาผลต่างระหว่างน้ําหนักกระดาษก่อนและ

หลงัการกรอง  (มารษิา, 2547) 

4.2 อัตราการเจริญ  (specific growth 

rate, µ)  

เลอืกชวีมวลของไซยาโนแบคทเีรยีในช่วง 

exponential growth phase มาคาํนวณหาอตัราการ

เจริญของไซยาโนแบคทีเรียในแต่ละตํารับการ

ทดลองตามสมการ (Vonshak, 1986) 

µ = (InX 2 - InX1) / t2 – t1 

เมือ่       X 1 = ชวีมวลของไซยาโนแบคทเีรยีจดุ

แรกทีเ่ลอืกของการเจรญิเตบิโต exponential 

phase (mg L-1) 

X 2 = ชวีมวลของไซยาโนแบคทเีรยีที่

ระยะเวลา t (mg L-1) 

t1    = ระยะเวลาศกึษาเริม่ตน้ (สปัดาห)์ 

t2    = ระยะเวลาศกึษาทีเ่วลา t 

(สปัดาห)์ 

4.3 กิจกรรมของเอนไซม์ไนโตรจีเนส 

ด้วยวิธีอะเซทิลีนรีดกัชนั  

 นําตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียในระยะ 

exponential phase ตวัอย่างละ 10 มลิลิลิตร ใส่ใน

ขวดขนาด 25 มลิลิลิตร ปิดด้วยจุกยาง ดึงอากาศ

ภายในขวดออก 10% ฉีดแก๊สอะเซทิลีนลงไป

ปรมิาณเท่ากบัทีด่งึอากาศออก นําไปวางบนเครื่อง

เขย่าที่มีความเร็ว 136 รอบต่อนาที บ่มตัวอย่าง

ภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ ที่มีความเข้มแสง 50 

µmole quanta m-2  s-1 เป็น เวลา 2 ชัว่ โมง นํ า

ตัวอย่างแก๊สที่ได้ในแต่ละขวดไปวิเคราะห์หา

ปรมิาณเอทลินี (µmole) ด้วยเทคนิค GC-MS โดย

เปรยีบเทยีบปรมิาณกบัปรมิาณสารมาตรฐาน เพื่อ

คํานวณหาปริมาณไนโตรเจนที่ตรึงได้  (µmole) 

ดงันี้ (Hardy et al., 1973) 

 

µmole N = (µmole C2H4 x MWN2) / c 

เมือ่      µmole N      = จาํนวนไมโครโมลไนโตรเจนทีต่รงึได ้ 

µmole C2H4  = จาํนวนไมโครโมลเอทลีนีทีว่ดัไดจ้ากเครือ่งแก๊สโครมาโทกราฟี 

MWN2         = มวลโมเลกลุของแก๊สไนโตรเจน (28) 

c                 = ค่าทีใ่ชใ้นการเปลีย่นจาํนวนโมลของเอทลีนีทีเ่กดิขึน้จากกจิกรรมของเอนไซม์

ไนโตรจเีนสไปเป็นจาํนวนโมลของไนโตรเจนทีต่รงึไดต้ามทฤษฎ ี(3) 

5. การวิเคราะหข้์อมลูทางสถิติ 

วิเคราะห์ข้อมูล ต่างๆในทางสถิติด้วย

โป รแกรม  SPSS Statistics 17.0 เป รียบ เทียบ

ค่ า เฉ ลี่ ย ร ะห ว่ า งตํ า รับ วิธี  Duncan's Multiple 

Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 % 

(p = 0.05) 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. การศึกษาผลของ 2,4-D ต่ออตัราการเจริญ

และการตรึงไนโตรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 

ผลของ 2,4-D ต่ออตัราการเจริญของไซยาโน

แบคทีเรีย  

จากการศกึษาผลของ 2,4-D ต่ออตัราการ

เจรญิของไซยาโนแบคทเีรยีพบว่า 2, 4-D ที่ระดบั

ความเข้มข้น 3, 6 และ 12 mg L-1 ทําให้ไซยาโน

แบคทเีรยีแต่ละสายพนัธุ์มอีตัราการเจรญิแตกต่าง

กนัอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ(p = 0.000) กล่าวคอื 

2,4-D ความเข้มข้น 3 และ 6 mg L-1 ทําให้อตัรา

การเจรญิของไซยา-โนแบคทีเรยีส่วนใหญ่เพิม่ขึ้น 

โดย ที่ ค ว าม เข้ม ข้น  6 mg L-1 ทํ า ให้ ไซ ย าโน



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่4 ฉบบัที ่2 2558  33 

แบคทเีรยีมแีนวโน้มของอตัราการเจรญิเพิ่มขึ้นสูง

กว่า 3 mg L-1 (Figure 1) ขณะที่ความเขม้ขน้ของ 

2,4-D ทีร่ะดบั 12 mg L-1 ไซยาโนแบคทเีรยีทกุสาย

พันธุ์มีอัตราการเจริญลดลงเมื่อเทียบกับตํารับ

ควบคมุ (ไมใ่ส ่2, 4-D) 

ไซยาโนแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มีอตัรา

การเจรญิแตกต่างกนัอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติที่

ระดับความเข้มข้นของ 2,4-D ต่างๆ กัน  (p = 

0.000) โดยพบว่าสายพนัธุ ์NPT2 มอีตัราการเจรญิ

สงูกว่าสายพนัธุ์อื่นๆ ทัง้ในระดบัความเขม้ขน้ 3, 6 

mg L-1 และตํารับควบคุม ซึ่ งมีอัตราการเจริญ 

0.193, 0.187 แ ล ะ  0.180 ต า ม ลํ า ดั บ  เ มื่ อ

เปรยีบเทียบความเขม้ขน้ของ 2, 4-D ทัง้ 3 ระดับ 

พบว่า ที่ความเข้มข้น 3 mg L-1 ทําให้ไซยาโน

แบคทเีรยีสายพนัธุ์ดงักล่าวมอีตัราการเจรญิสงูทีสุ่ด 

ขณะทีส่ายพนัธุ์ RBR6 เมื่อเจรญิในตํารบัควบคุมมี

อัตราการเจริญเพียง 0.133 แต่มีอัตราการเจริญ

เพิม่ขึน้เป็น 0.185 เมื่อเจรญิใน 2, 4-D ระดบัความ

เขม้ขน้ 6 mg L-1 ซึ่งพบว่าความเขม้ขน้ดงักล่าวทํา

ใหม้กีารเพิม่ขึน้ของอตัราการเจรญิสงูทีส่ดุเมือ่เทยีบ

กบัสายพนัธุ์อื่นๆ ส่วนสายพนัธุ์ NPT5 แม้ว่าจะมี

อัตราการเจริญลดลงเมื่อเจริญใน 2, 4-D ความ

เข้มข้น 3, 6 และ 12 mg L-1 แต่ยังคงมีอัตราการ

เจรญิ 0.102 ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 12 mg L-1 ซึ่งสูง

กว่าสายพนัธุอ์ ืน่ๆ ทีร่ะดบัความเขม้ขน้เดยีวกนั 

 

 

1/ NPT5 = Anabaena sp.; RBR3, RBR6, KRI8 = Nostoc sp.; NPT4, KRI12 = Trichormus sp.; KRI1 = Calothrix 

sp.; NPT2 = Anabaena siamensis.  

Figure 1 The effect of 2,4-D levels on the cyanobacterial specific growth rates (µ, week-1) in liquid 

medium. 

ผลของ 2,4-D ต่อการตรึงไนโตรเจนของไซยา

โนแบคทีเรีย 

จากผลการศกึษาพบว่า ระดบัความเขม้ขน้

ของ 2,4-D ที่แตกต่างกนั มผีลทําใหค้วามสามารถ

ในการตรงึไนโตรเจนของไซยาโนแบคทีเรยีแต่ละ

สายพนัธุ์แตกต่างกนัอยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(p = 

0.000) (Figure 2) โดยไซยาโนแบคทเีรยีส่วนใหญ่

มีการตรึงไนโตรเจนเพิ่มขึ้นเมื่อเจริญใน 2,4-D 

ระดบัความเขม้ขน้ 3 mg L-1 และเพิม่ขึน้สูงทีร่ะดบั

ความเข้มข้น 6 mg L-1 แต่เมื่อความเข้มข้นของ 

2,4-D เพิ่ ม ขึ้ น เป็ น  12 mg L-1 พ บ ว่ าไซ ยาโน

แบคทีเรยีทุกสายพันธุ์มีการตรงึไนโตรเจนลดลง

เชน่เดยีวกบัอตัราการเจรญิ (Figure 1) 
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1/ NPT5 = Anabaena sp.; RBR3, RBR6, KRI8 = Nostoc sp.; NPT4, KRI12 = Trichormus sp.; KRI1 = Calothrix 

sp.; NPT2 = Anabaena siamensis.  

Figure 2 The effect of 2,4-D levels on the cyanobacterial N2 - fixation (µmole N L-1 culture h-1) in liquid 

medium. 

เมื่อเปรียบเทียบการตรึงไนโตรเจนของ  

ไซยาโนแบคทเีรยีแต่ละสายพนัธุ์ ทีเ่จรญิใน 2,4-D 

ความเขม้ขน้ 6 mg L-1 ซึง่เป็นระดบัความเขม้ขน้ที่

ไซยาโนแบคทเีรยีมกีารตรงึไนโตรเจนสงูกว่าความ

เขม้ข้นอื่นๆ พบว่า สายพนัธุ์ NPT5 และ KRI8 มี

การตรงึไนโตรเจนสงูทีสุ่ด โดยมปีรมิาณไนโตรเจน

ที่ ต รึ ง ได้  402.30 แ ล ะ  394.23 µmol N L-1 hr-1 

ตามลําดับ  รองลงมาคือ สายพันธุ์  NPT4 และ 

NPT2 ( 389.46 แ ล ะ  386.01 µmol N L-1 hr-1 

ตามลําดบั) ส่วน 2,4-D ที่ความเขม้ขน้ 12 mg L-1 

แมว้่าทุกสายพนัธุ์จะมกีารตรงึไนโตรเจนลดลง แต่

พบว่าสายพนัธุ์ NPT4 มกีารตรงึไนโตรเจนสงูทีสุ่ด

เมือ่เทยีบกบัสายพนัธุอ์ ื่นๆ โดยมปีรมิาณไนโตรเจน

ที่ตรงึได้ 170.57 µmol N L-1 hr-1 รองลงมาคอืสาย

พั น ธุ์  KRI1, NPT5 แ ล ะ  KRI8 (150.68, 142.84 

และ 142.51 µmol N L-1 hr-1 ตามลําดับ) ขณะที่

สายพนัธุอ์ ืน่ๆ อยูใ่นช่วง 88.35-130.62 µmol N L-1 

hr-1 

 จากการศกึษาอทิธพิลของ 2,4-D ต่ออตัรา

การเจรญิและตรงึไนโตรเจนของไซยาโนแบคทเีรยี

พบว่าสาร 2,4-D ทุกความเขม้ขน้ส่งผลให้ลกัษณะ

ทางสณัฐานวทิยาของไซยาโนแบคทเีรยีไมแ่ตกต่าง

กบัตํารบัควบคุม (Figure 4a) โดยอตัราการเจรญิ

ของไซยาโนแบคทีเรียส่วนใหญ่สอดคล้องกับ

ปริมาณไนโตรเจนที่ตรึงได้หรือแปรผันตามกัน 

(Figure 1 and 2) เนื่องจากเมื่อเซลล์ปกติเพิ่มขึ้น 

จะสามารถส่งคาร์บอนที่ตรงึได้จากการสงัเคราะห์

แสงให้เฮเทอโรซีสต์ได้มากขึ้น ทําให้เกดิการตรงึ

ไนโตรเจนได้มาก ในทางกลับกันสารประกอบ

ไนโตรเจนทีต่รงึไดจ้ากเฮเทอโรซสีต์กส็ามารถส่งให้

เซลล์ปกติเพื่อใช้ในกระบวนการทางชวีเคมต่ีางๆ 

ได้ (Lopez-Igual et al., 2010) ส่วนที่ความเขม้ข้น 

6 mg L-1 ทํ า ให้ อัต ร าก าร เจ ริญ แ ล ะป ริม าณ

ไน โตรเจนที่ ต รึงได้ เพิ่ ม ขึ้น  (Figure 1 and 2) 

เป็นไปได้ว่าที่ความเข้มขน้ของสารตํ่า 2,4-D อาจ

เป็นสารกระตุ้นการเจริญ เติบ โตของพืชหรือ

จุ ลิ น ท รี ย์ ไ ด้  ( plant/microorganisms growth 

promoting)  ซึ่ ง จ ะ ไ ป ก ร ะ ตุ้ น ก ร ะ บ ว น ก า ร 

metabolism ต่ า ง ๆ  ใ น ก ร ณี ที่ ค ล้ า ย กั น นี้ 

Senthilkumar (2006) พบว่าการใส่ Azorhizobium 

caulinodans ORS571 และ Methylobacterium sp. 

NPFM-SB3 รว่มกบั 2,4-D ความเขม้ขน้ 1.5 mg L-

1 กระตุน้ใหเ้กดิโครงสรา้งคลา้ยปม (ORS571=4.66 

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450

NPT4 RBR3 NPT5 KRI8 NPT2 KRI1 RBR6 KRI12N
2

-f
ix

at
io

n
(µ

m
ol

e 
N

 L
-1

 c
ul

tu
re

 h
-1

)

strains

control 3 6 12

2,4-D levels (mg L-1) 

 



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่4 ฉบบัที ่2 2558  35 

และ  NPFM. SB3=4.00 ป ม /ต้น ) และการตรึง

ไ น โ ต ร เ จ น  ( ORS571=34.79 แ ล ะ  NPFM. 

SB3=23.62 C2H4 g
-1 dry root h-1) หลงัหว่านข้าว 

7 วนั ส่วน Mishra และ Pandey (1989) รายงานว่า 

2,4-D ที่ความเข้มข้นตํ่ าจะช่วยกระตุ้นการสร้าง 

growth hormone และเฮเทอโรซีสต์ของไซยาโน

แบคทีเรีย ซึ่งช่วงความเข้มข้นนี้ อาจเป็นความ

เขม้ขน้ที่ไซยาโนแบคทเีรยีสามารถย่อยสลายทาง

ชีวภาพ  (biodegradation) โดยแตกสลายพันธะ

อเีทอร์ด้วยการ hydrolysis จน benzene ring แตก

ออก เป็น dichloromuconic acid และถูกย่อยสลาย

ต่อจนเป็นสารประกอบที่มีอะตอมคาร์บอน 2-3 

อะตอม ซึ่งไซยาโนแบคทีเรียสามารถนําไปใช้

ประโยชน์ได้ (Lee et al., 2003) ในขณะที่ความ

เขม้ขน้ที่สูงขึน้ 12 mg L-1 ส่งผลให้อตัราการเจรญิ

และปรมิาณไนโตรเจนทีต่รงึไดล้ดลง (Figure 1 and 

2) เนื่องจากมีการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ RNA 

polymerase ทําให้มีการสังเคราะห์ RNA มากขึ้น

และกระ ตุ้ น ให้มีก ารป ลดป ล่ อย  H+- ATPase 

ออกมานอกเยื่อหุ้มเซลล์ (plasma membrane) จึง

เกิดการเพิ่มสภาพกรดในผนังเซลล์ (cell wall 

acidification) ทําให้ไม่สามารถควบคุมการแบ่ง

เซลล์และการเจริญเติบโตให้เป็นไปตามปกติได ้

(Weller, 1993) ทัง้นี้ช่วงความเขม้ขน้ของ 2,4-D ที่

เป็นประโยชน์ต่อไซยาโนแบคทเีรยีจะแตกต่างกนั

โดยขึน้อยูก่บัชนิดของไซยาโนแบคทเีรยี  

2 การศึกษาผลของพาราควอตต่ออตัราการ

เจริญและการตรึงไนโตรเจนของไซยาโน

แบคทีเรีย 

ผลของพาราควอตต่ออตัราการเจริญเติบโต

ของไซยาโนแบคทีเรีย  

 จากการศกึษาผลของพาราควอตต่ออตัรา

การเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย พบว่าที่ความ

เขม้ขน้ 0.75 mg L-1 สายพนัธุท์ีส่ามารถเจรญิต่อไป

ได้คือ NPT5 และ RBR6 (Figure 3) โดยมีอัตรา

การเจริญไม่แตกต่างกันทางสถิติ (0.025) เมื่อ

พจิารณาระดบัความเขม้ขน้ดงักล่าวพบว่าทําใหไ้ซ

ยาโนแบคทีเรียทัง้สองสายพันธุ์มีอตัราการเจริญ

เพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับตํารบัควบคุม (0.165 

และ 0.133 ตามลาํดบั) โดยสายพนัธุ ์NPT5 มอีตัรา

การเจรญิลดลงมากกว่าสายพนัธุ ์RBR6 แต่อยา่งไร

ก็ตามที่ความเข้มข้นตัง้แต่ 1.50 mg L-1 ขึ้นไปมี

เพียง NPT5 ที่สามารถเจริญต่อไปได้อย่างช้าๆ 

โดยมีอัตราการเจริญ 0.023 ที่ความเข้มข้น 1.50 

mg L-1 และ  0.013 ที่ความเข้มข้น  3.00 mg L-1 

ตามลาํดบั ขณะทีส่ายพนัธุ ์RBR6 เจรญิไดเ้ฉพาะที่

ความเขม้ขน้ของพาราควอต 0.75 mg L-1 ส่วนสาย

พนัธุอ์ ืน่ๆ ไมพ่บอตัราการเจรญิเตบิโต 

ผลของพาราควอตต่อการตรึงไนโตรเจนของไซ

ยาโนแบคทีเรีย 

 ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ของพาราควอต 0.75, 

1.50, และ 3.00 mg L-1 พบว่าไซยาโนแบคทเีรยีไม่

สามารถตรึงไนโตรเจนได้ มีเพียงตํารบัควบคุม

เท่านัน้ (0 mg L-1) ที่มกีจิกรรมการตรงึไนโตรเจน

ซึ่งไม่แตกต่างจากตํารบัควบคุมของการศกึษาผล

ของ 2,4-D ต่อการตรึงไนโตรเจนของไซยาโน

แบคทเีรยี (Figure 2) 

 จากการศึกษาผลของของพาราควอตที่มี

ต่อการเจรญิเตบิโตและการตรงึไนโตรเจนของไซยา

โน-แบคทีเรียพบว่ามีเพียง NPT5 และ RBR6 ที่

สามารถเจรญิเตบิโตไดอ้ย่างชา้ๆ และไม่มกีจิกรรม

การตรึงไนโตรเจน  เนื่ องจากพาราควอตเป็น

สารประกอบที่มีฤทธิต่์อสภาพรีดอกซ์  (redox 

active compound) ที่มสีมบตัิในการรบัอเิล็กตรอน

ในระบบแสง I (photosystem I) โดยสารพาราควอ

ตจะไปรบกวนการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนใน

กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโน

แบคทเีรยี และเพิม่อนุมลูอสิระซึง่มพีลงังานสงู โดย

ถ่ายทอดอเิล็กตรอนให้กบั O2 ทําให้เกดิปฏิกิรยิา 

autooxidation (Ashton and Crafts, 1981; Ashton 

and Monaco, 1991) เกิด เป็ น  H2O2 (hydrogen 

peroxide),O2
- (superoxide radical),.OH (hydroxyl 

radical) และ 1O2 (singlet oxygen) ซึง่เป็นตวัทาํให้

เกิดพิษ  หรือมีความผิดปกติในกระบวนการ

สงัเคราะห์ด้วยแสง (Hance and Holly, 1990) จึง

เป็นไปได้ว่าไซยาโนแบคทเีรยีเมื่อถูกรบกวนการ
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สงัเคราะหแ์สงจงึขาดแคลนแหล่งคารบ์อนทีจ่ะสง่ให้

เซลล์เฮเทอโรซสีต์ ทาํใหไ้ม่สามารถตรงึไนโตรเจน

ไดซ้ึ่งสอดคลอ้งกบั Padhy (1985)  และ Ahluwalia 

(1988) ที่รายงานว่า สารเคมีกลุ่มพาราควอต พา

ราไธออน และไธโอเบนคาร์ป จะส่งผลยบัยัง้การ

เจรญิเติบโต การสงัเคราะห์ทางชีวเคมต่ีางๆ เช่น 

รงควตัถุ คาร์โบไฮเดรต และโปรตนี รวมไปถงึการ

สร้างเฮเทอโรซีสต์และตรงึไนโตรเจนของไซยาโน

แบคทีเรีย ซึ่งกลไกการออกฤทธิข์องพาราควอต

สอดคล้องกับผลการทดลองที่พบว่า ตํารับที่

ส ามารถ เจริญ ได้ เซลล์ปกติมีลักษ ณ ะซีด ใส 

(chlorosis) เมื่อเทยีบกบัตํารบัควบคุม (Figure 1c) 

โดยสเีขยีวทีห่ายไปจากเซลล์แสดงลกัษณะการถูก

ยับยัง้การสังเคราะห์แสงอย่างชัดเจน ในขณะที่

ตําร ับที่ไม่สามารถเจริญได้มีลักษณะของเหลว

ภายในเซลล์กระจายออก เหลอืเพยีงเฮเทอโรซสีต ์

(Figure 1b) ทัง้นี้การเจริญอย่างช้าๆ ของ NPT5 

และ RBR6 ที่ความเขม้ขน้ 3.00 และ 0.75 mg L-1 

ตามลําดับ สอดคล้องกบั Dragolova et al. (2001) 

ที่พ บ ว่ า  Anabaena variabilis แล ะ Plectonema 

boryanum สามารถเจรญิได้ในพาราควอตที่ความ

เข้มข้นไม่เกิน 5 และ 0.5 mg L-1 ตามลําดับ ซึ่ง

แสดงให้เห็นว่าความรุนแรงของพาราควอตนั ้น

ขึน้อยู่กบัชนิด โครงสรา้ง และลกัษณะทางสณัฐาน

วิทยาของไซยาโนแบคทีเรียด้วย นอกจากนี้ย ัง

พบว่าไซยาโนแบคทเีรยีดงักล่าวการมกีารสรา้งโพ

รลีน (proline) เพิ่มขึ้น โดยมีคุณสมบัติเป็นสาร

ปกป้องสภาพออสโมซสิ (osmoprotectant) ซึ่งช่วย

ในการลดความเป็นพษิของอนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้จาก

พาราควอตอกีดว้ย 

 

 

1/ NPT5 = Anabaena sp.; RBR6 = Nostoc sp.  
 

Figure 3 The effect of paraquat levels on the cyanobacterial specific growth rates (µ, week-1) in liquid 

medium. 
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Figure 4 Micrographs of cyanobacteria under a light compound microscope (1 bar = 6 µm). 

 a : cells and filaments grown under 2,4-D exposure; in significant difference of morphological 

properties of cyanobacteria in all treatments. 

 b : cyanobacterial strains unable to survive exposure to 0.75 mg L-1 paraquat; vegetative cells 

were disintegrated. 

 c : Survived Anabaena sp. NPT5 under exposure to 0.75, 1.50 and 3.00 mg L-1 paraquat while 

Nostoc sp. RBR6 could survive only 0.75 mg L-1. However in all paraquat treatments there were 

chlorosis of cells when compared to those in the control group. 

สรปุผลการทดลอง 

 1) สารกําจดัวชัพชื 2,4-D ความเขม้ขน้ 3 

และ 6 mg L-1 ทําให้อัตราการเจริญและการตรึง

ไนโตรเจนของไซยาโนแบคทเีรยีส่วนใหญ่เพิ่มขึ้น 

ขณะทีร่ะดบั 12 mg L-1 ไซยาโนแบคทเีรยีทกุสาย 

 

 

พันธุ์มีกิจกรรมดังกล่าวลดลงเมื่อเทียบกับตํารับ

ควบคมุ (ไมใ่ส ่2, 4-D)  

2) สายพนัธุ ์NPT2 มอีตัราการเจรญิสงู

กว่าสายพนัธุอ์ ืน่ๆ ทัง้ในระดบัความเขม้ขน้ 3, 6 

mg L-1 และตาํรบัควบคมุ สว่นสายพนัธุ์ NPT5 และ 

Trichormus sp. NPT4 Nostoc sp. RBR3 

 

Anabaena siamensis NPT2 

 

Calothrix sp. KRI1 

 

Trichormus sp. KRI12 

 

Anabaena sp. NPT5  

 
Anabaena sp. NPT5 (3 mg L-1) 

 

Anabaena sp. NPT5 (1.5 mg L-1) 

 

Anabaena sp. NPT5 (0.75 mg L-1) 

 

Nostoc sp. RBR6  

 

Nostoc sp. RBR6 (1.50 mg L-1) 

 

Nostoc sp. RBR6 (0.75 mg L-1) 

 

Nostoc sp. RBR6 (3.00 mg L-1) 

 

a 

a 

a a 

a b 

b b 

b 

b 

a 

a c c c 

c c c 
Anabaena sp. NPT5 (0.75 mg L-1) 

 

Anabaena sp. NPT5 (1.50 mg L-1) 

 

Anabaena sp. NPT5 (3.00 mg L-1) 

 

Nostoc sp. KRI8 
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KRI8 ทีเ่จรญิใน 2, 4-D ความเขม้ขน้ 6 mg L-1 มี

การตรงึไนโตรเจนสงูทีส่ดุ 

3) พาราควอตมีความรุนแรงกว่า 2,4-D  

โดยที่ความเข้มข้นเพียง 0.75 mg L-1 ทําให้ไซยา

โน -แบคทีเรียไม่สามารถเจริญ เติบโตและตรึง

ไนโตรเจนได้ ยกเว้น NPT5 ที่เจริญได้อย่างช้าๆ 

ตั ้งแต่ความเข้มข้น  0.75-3.00 mg L-1 โดยไม่มี

กจิกรรมการตรงึไนโตรเจน 
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