
 
บทท่ี 2 

 
การตรวจเอกสาร 

  
 ปทุมมา (Curcuma  alismatifolia Gagnep. )  จัดเปนพืชในวงศ Zingiberaceae  ซ่ึงเปนพืช
วงศเดียวกับขิงและขา อยูในสกุล Curcuma ซ่ึงมีถ่ินกําเนิดสวนใหญอยูในแถบอินโดจีน เชน 
ประเทศพมา  กัมพูชา และไทย  สําหรับในประเทศไทยจะพบพืชสกุล Curcuma ในทุกภาคของ
ประเทศ โดยเฉพาะในเขตภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  พบความหลากหลายทางสาย
พันธุมากท่ีสุด ต้ังแตริมฝงทะเลไปจนถึงพื้นท่ีท่ีมีความสูงจากระดับน้ําทะเล 900 เมตร แหลงท่ีพบ
มากเชนเขตวนอุทยานแหงชาติทุงแสลงหลวงและเทือกเขาตะนาวศรี บริเวณน้ําตกสามหล่ันสระบุรี 
ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบมากต้ังแตปราจีนบุรีไปจนถึงเขตชัยภูมิ (โสภิตา, 
2548)  
  
2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปทุมมา 
 
 ปทุมมาเปนไมหัวลมลุก อายุหลายป มีลําตนแทจริงอยูใตดิน เรียกวาเหงา (rhizome)รูปราง
ลักษณะคอนขางกลม มีขอและปลองชัดเจนอัดกันแนนเรียกวา stubbed rhizome สวนเหนือดินเปน
ลําตนเทียม (pseudostem) เกิดจากการอัดตัวกันแนนของกาบใบ ใบเปนใบเดี่ยวรูปหอกหรือรูปไข  
กาบใบสีเขียวโคนสีแดง แผนใบเรียบไมมีขน รากมี 2 แบบคือ แบบแรกเกิดข้ึนในระยะแรกของการ
เจริญเติบโตมีลักษณะเปนรากฝอย (fibrous  roots)  ตอมาหลังการเจริญเติบโตไปไดระยะหนึ่งจึง
สรางรากแบบท่ี 2 ซ่ึงเปนรากคํ้าจุน (contractile root) ข้ึนเพื่อทําหนาท่ีคํ้ายันตนและดูดอาหารเม่ือ
ใกลระยะพักตัวบริเวณปลายรากคํ้ายันมีการขยายขนาดพองออกเปนตุมเพื่อสะสมอาหาร (โสระยา, 
2547) ชอดอกเปนแบบชอเชิงลดแนน (compact spike) เกิดข้ึนท่ีบริเวณปลายยอดของลําตนเทียม 
ประกอบดวยใบประดับ (bract)  2 แบบ คือ 1) ใบประดับสวนบน มีสีชมพู เรียกวา coma bract ซ่ึงมี
ความยาวมากกวาใบประดับสวนลาง  2) ใบประดับสวนลางมีสีเขียว หนาเปนมัน ดอกจริงไมมีกาน
ดอก ประกอบดวยกลีบเล้ียง 3 กลีบ เช่ือมกันเปนรูปกรวยหรือหลอด  กลีบดอก 3 กลีบ ดอกบานจาก
โคนข้ึนมาถึงปลายชอ  ดอกเปนดอกสมบูรณเพศ เกิดข้ึนบริเวณซอกใบประดับในแตละใบประดับมี
ดอกจริงประมาณ 4-6 ดอก ดอกยอยในชอเดียวกันบานหางกัน 4 วัน เกสรตัวผูประกอบดวยกาน
เกสรตัวผูเปนแผนเช่ือมติดกับกลีบดอก ปลายกานชูมีอับละอองเกสร 2 พูโดยมีฐานอับละอองเกสร
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เช่ือมติดกันเปนหลอดลอมกานชูเกสรตัวเมีย  ยอดเกสรตัวเมียเปนแบบปลายปดคลายปากแตรชูอยู
เหนืออับละอองเกสร รังไขมีขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตรภายหลังการปฏิสนธิแลวรังไขซ่ึงมีไข
ออนอยูขยายขนาดข้ึนโดยเร่ิมตนนั้นผลมีรูปหนาตัดเปนเหล่ียม 3 เหล่ียม เนื่องจากรังไขเกิดจากผนัง
รังไข 3 อันเช่ือมติดกัน เม่ือผลพัฒนาเต็มท่ีลักษณะเปน 3 พูอยางชัดเจน ภายในแตละพูเปนท่ีอยูของ
เมล็ดท่ีมีรูปรางคลายหยดน้ํา ยาว 0.5 เซนติเมตร (จีรวัฒน, 2535 ; สุรวิช, 2539) 
 
2.2 การเจริญเติบโต 
 
 ปทุมมาเปนไมหัวหลายฤดูท่ีมีชวงการเจริญเติบโตนาน 7-8 เดือน เร่ิมจากเดือนมีนาคมถึง
เดือนกันยายนในแตละป และออกดอกในชวงฤดูฝน ชวงเวลาในการออกดอก 2-3 เดือน โดยท่ีตน
ปทุมมาเร่ิมมีการกําเนิดชอดอกเม่ือตนมีอายุเฉล่ีย 70 วันหลังปลูกและแทงชอดอกใน 91 วันหลัง
ปลูก  ชอดอกท่ียืดตัวแลวบานดอกยอยดอกแรกภายใน 105 วันหลังปลูก (จีรวัฒน, 2535) หลังดอก
บานแลวสวนของลําตนท่ีอยูใตดินเร่ิมมีการสะสมอาหาร สวนโคนของลําตนเร่ิมบวมพอง  รากคํ้า
ยันเร่ิมมีการสะสมอาหารทําใหบริเวณปลายรากพองออกเปนตุม ขณะเดียวกันปทุมมายังมีการ
เจริญเติบโต แตกหนอเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ประมาณ 2-5 หนอ ตอมาเม่ือเขาสูฤดูหนาวพืชจึงเร่ิมพักตัว 
เม่ือสวนของพืชแหงเหี่ยวแลวจึงทําการเก็บเกี่ยวหัวพันธุ (โสระยา, 2547) 
 
2.3 การปลูกและการดูแลรักษา 
 
 ปทุมมาเปนไมดอกประเภทหัวท่ีมีการพักตัวในชวงอากาศแลงและชวงวันส้ัน โดยอุณหภูมิ
มีผลรวมในการชักนําการพักตัว ปกติการพักตัวเร่ิมข้ึนในสัปดาหสุดทายของเดือนกันยายน และเร่ิม
การเจริญเติบโตอีกคร้ังสัปดาหสุดทายของเดือนมีนาคม ดังนั้นการปลูกปทุมมาจึงสามารถกระทําได
เม่ือส้ินสุดระยะพักตัวและมีน้ําเพียงพอเทานั้น ซ่ึงโดยท่ัวไปการปลูกปทุมมาสามารถปลูกได 3 ชวง 
คือ ปลูกกอนฤดู (กุมภาพันธุ ถึง มีนาคม) ปลูกฤดูปกติ (เมษายน ถึง พฤษภาคม) และปลูกหลังฤดู
(ชวงปลายเดือนมิถุนายน ถึง กรกฏาคม) วัสดุปลูกใชทรายผสมแกลบดิบและถานแกลบ อัตราสวน 
1:1:1 หรือ ดินผสม ทราย อัตราสวน 1:1 สําหรับการใหปุยเร่ิมเม่ือใบคูแรกกาง โดยใหปุยเคมีท่ีมี
ไนโตรเจนสูง และเม่ือออกดอกใหปุยสูตร 13-13-21 อัตรา  15 กรัมตอกอ เดือนละครั้ง และเม่ือพืช
เร่ิมลงหัวจึงใหปุยท่ีมี ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมสูง (กรมวิชาการเกษตร,2545) 
 ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย (2540) ไดศึกษาปริมาณธาตุอาหารสะสมในหัวปทุมมาพันธุ 
Chiangmai  Pink หลังการเก็บเกี่ยว โดยสุมเลือกหัวพันธุท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 เซนติเมตร มา
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วิเคราะหปริมาณธาตุไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมในสวนหัวและตุมราก แลวนํา
ปริมาณธาตุอาหารตางๆเหลานี้ มาประเมินความตองการไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม
พบวา การปลูกปทุมมาใหไดหัวพันธุท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 เซนติเมตร พรอมตุมราก 4 ตุม 
ปทุมมามีความตองการธาตุไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ประมาณ 2.56  0.77 และ 6.47 
กรัม ตามลําดับ โสภิตา (2548) รายงานการศึกษาผลของไนโตรเจนและโพแทสเซียมตอการเจริญ 
เติบโตของปทุมมา โดยใหสารละลายธาตุอาหารที่ประกอบดวยความเขมขนของไนโตรเจน 3 ระดบั
คือ 50  100  และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับโพแทสเซียม 3 ระดับคือ 50  100  และ 200 มิลลิกรัม
ตอลิตร พบวา ไนโตรเจนท่ีระดับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหปทุมมามีการเจริญเติบโต คุณภาพ
ดอก และจํานวนหัวใหมมากท่ีสุด และการใหโพแทสเซียม 200 มิลลิกรัมตอลิตร มีจํานวนตุมราก
มากท่ีสุด   นอกจากนี้ทิราภรณ (2549) รายงานการศึกษาผลของออกซิน (IAA) ตอการเจริญเติบโต
ของปทุมมา พบวาการให IAA ไมมีผลตอการเจริญเติบโต คุณภาพดอก ปริมาณและคุณภาพหัว
พันธุ แตการเพิ่มระดับ IAA มีผลทําใหความเขมขนของฟอสฟอรัสในอวัยวะสวนใตดินลดลง 
ขณะท่ีการให IAA มีผลทําใหความเขมขนของโพแทสเซียมในอวัยวะสวนใตดินสูงข้ึน 
  
2.4 จุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช 
 
 การตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพ (Biological Nitrogen Fixing หรือ BNF) หมายถึง 
กระบวนการผลิตไนโตรเจนท่ีเกิดจากปฏิกิริยาการรวมตัวกันระหวางไฮโดรเจนเพื่อใหเกิด
สารประกอบแอมโมเนียโดยเอนไซมจากจุลินทรีย และพลังงานในรูปของ ATP ท่ีมีอยูในส่ิงมีชีวิต
เหลานั้นในสภาวะอุณหภูมิและความดันปกติ จุลินทรียตรึงไนโตรเจนมีหลายชนิดดวยกันคือ 
แบคทีเรีย สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน และแอคติโนมัยซีท ซ่ึงสามารถแบงเปนกลุมได 3 กลุม ไดแก 
พวกท่ีอยูอยางอิสระ (Free living) กลุมท่ีอยูแบบพึ่งพาอาศัยซ่ึงกันและกัน (Symbiosis) และกลุมท่ี
อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช หรือท่ีเรียกวา เอนโดไฟท (Endophyte) (สมพร, 2541) 
 โดยท่ัวไปแลวเอนโดไฟท (Endophyte) หมายถึง ส่ิงมีชีวิตบางจําพวกท่ีอาศัยอยูภายใน
เนื้อเยื่อ หรือส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช  อยางไรก็ตามคําจํากัดความท่ีใชในปจจุบัน
หมายถึง ทุกๆส่ิงมีชีวิตท่ีใชชีวิตท้ังหมดหรือบางชวงอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืช ท่ีอาจเปนอันตรายหรือ
เกื้อกูลประโยชนใหกับพืชอาศัย ซึ่งเอนโดไฟทมีทั้งกลุมที่เปนเชื้อราและแบคทีเรีย สวน
Diazotrophs หมายถึง จุลินทรียท่ีสามารถเปล่ียน di-nitrogen (N2) จากบรรยากาศไปเปนแอมโมเนีย
(NH3) ดวย electron reduction และ protonation ของกาซ N2 ซ่ึงเปนผลจากกิจกรรมของ nitrogenase 
enzyme complex ท่ีอยูภายในของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน ดังนั้น Diazotrophic endophyte คือ
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แบคทีเรียท่ีใชชีวิตท้ังหมดหรือบางชวงอยูในเน้ือเยื่อพืชแลวสามารถตรึงไนโตรเจนและเปน
ประโยชนแกพืชนั้นได โดยไมทําอันตรายหรือกอใหเกิดโรคแกพืชดังกลาว นอกจากนี้แลวยัง
สามารถแบงแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนตามความสัมพันธระหวางแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนและพืช  
ไดแก กลุม associative หมายถึงแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีใชชีวิตสวนมากอาศัยอยูท่ีบริเวณผิวนอก
ของเซลล และบางคร้ังจะอาศัยอยูบริเวณชองวางระหวางเซลล สวน symbiotic หมายถึงแบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนท่ีใชชีวิตสวนมากอยูภายในเซลลของพืช  (หนึ่ง, มปป.) 
 
 2.4.1 ประโยชนท่ีไดรับจากจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช 
  1. สรางสาร metabolite ที่มีประโยชนตอการเจริญเติบโตและสรีระวิทยาของพืช 
Faentes, et al. ในป 1993 ไดทําการศึกษา ออย 13 สายพันธุในแมกซิโกพบวาเช้ือ Acetobacter 
diazotrophicus 18 ไอโซเลทท่ีแยกไดสามารถผลิตสาร indole acetic acid (IAA) ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
จากการวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLCในปริมาณ 0.14-2.42 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงไอเอเอ เปนสาร 
ควบคุมการเจริญเติบโตท่ีสําคัญมากชนิดหนึ่งตอการเจริญเติบโตของพืช นอกจากนี้ยังมีรายงานการ
ผลิตสารควบคุมการเจริญเติบโตอ่ืนๆ เชน เอทธิลีน ออกซิน และ ไซโตไคนิน จุลินทรียกลุมนี้ไดแก 
จุลินทรียบางสายพันธุในสกุล Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus, Azotobacter และ 
Azospirillum (Hallman, et  al., 1997 อางโดย เฉลิม, 2548) 
  2. ชวยตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาเปล่ียนเปนสารประกอบไนโตรเจนใหพืชนํา 
ไปใช มีรายงานการศึกษาจุลินทรียกลุมนี้กันมากในพืชเศรษฐกิจเชน ออย ขาว ขาวโพด และสับประ
รด พบวามีจุลินทรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนไดในสกุล  Azotobacter, Azoarcus, Azospirillum และ 
Herbaspirillum (Boddy, et al., 1995; Reinhold-Hurek and Hurek, 1998; Olivares, 1996) 
  3. ลดการใชปุยไนโตรเจนกับพืชบางชนิด สงผลใหลดตนทุนการผลิต ลดการใช
พลังงานปโตรเลียมลง และเปนไปตามแนวทางท่ีสอดคลองกับธรรมชาติ  Boddey, et al. (1995) 
รายงานการทดลองท่ีบราซิลไววา ออยสามารถใหผลผลิตไดในปริมาณท่ีสูงถึงแมจะใหปุย
ไนโตรเจนในปริมาณท่ีตํ่า โดยออยสวนใหญไดรับไนโตรเจนจากจุลินทรียตรึงไนโตรเจนมากกวา 
60 เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ยังใชพลังงานจากเอทธานอลท่ีผลิตมาจากออยมาเปนเช้ือเพลิงใน
เคร่ืองยนตรถในประเทศกวา 80 เปอรเซ็นต (Dobereiner,1997) 
 

2.4.2 กลไกการเขาสูรากและลําตนพืช    
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนเอนโดไฟทมีกลไกการเขาสูพืชมีลักษณะคลายคลึงกับเช้ือท่ีทําให

เกิดโรค  Hurek (2003) ไดอธิบายตัวอยางการเขาสูรากพืชของ Azoarcus sp. BH 72 ท่ีเขาสูรากของ
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หญา kallar โดยเร่ิมเพิ่มจํานวนท่ีบริเวณเยื่อเซลลดานนอกท่ีเอ็กโซเดอรมิส และ สเคอเรนไคมา  
และในชวงเวลาประมาณ 2-3 สัปดาหพบประชากรแบคทีเรียท้ังภายในและภายนอกเซลลของ 
คอรเท็กซ จากน้ันจึงเคล่ือนตัวเขาไปในสวนของเซลลพาเรนไคมา และทอลําเลียงน้ํา ซ่ึงกระจาย
ไปสูบริเวณลําตนผานทางทอลําเลียงเชนกัน 
 

2.4.3 การจําแนกเช้ือแบคทีเรียโดยเทคนิคดานชีวโมเลกุล 
การจําแนกชนิดของแบคทีเรียมีหลายวิธี เชน การตรวจสอบดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

โคโลนี  การตรวจสอบดวยวิธีทางชีวเคมี  และการตรวจสอบดีเอ็นเอ  ซ่ึงดีเอ็นเอเปนสารพันธุกรรม
ท่ีเก็บรักษาขอความทางพันธุกรรมของเซลล ดีเอ็นเออยูในนิวเคลียสและไมโตรคอนเดีย เปน
โมเลกุลท่ีมีขนาดใหญมาก ดีเอ็นเอของแบคทีเรียมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1 ลานดาลตัน ดีเอ็นเอ 
ของคน สัตว หรือพืช มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1000 ลานดาลตัน ดีเอ็นเอในเซลลเนื้อเยื่อตางๆ
ของสิ่งมีชีวิตชนิดใดชนิดหนึ่งมีปริมาณเทากันและคงที่เสมอไมวามีการเปลี่ยนแปลงของ
ส่ิงแวดลอม อาหาร อายุ หรือสภาพของเซลล ในสัตวหรือพืชตางชนิดกันมีปริมาณของดีเอ็นเอ
ตางกัน (อุไรวรรณ, 2545) และการตรวจสอบดีเอ็นเอนั้นมีหลายวิธี วิธีท่ีนิยมมี 2 แบบ คือ เทคนิค 
RFLP และเทคนิคพีซีอาร เทคนิคพีซีอารเปนเทคนิคที่ไดรับความนิยมอยางมากในปจจุบัน 
เนื่องจากมีความสะดวกหลายประการในการตรวจวิเคราะหข้ันตอนตางๆ เชน การใชดีเอ็นเอตน 
แบบปริมาณเพียงเล็กนอยตรวจสอบดีเอ็นเอที่เส่ือมสภาพได เนื่องจากสวนท่ีใชเพิ่มขยายอยูในชวง 
100-2000 เบส เทานั้นซ่ึงเปนประสิทธิภาพสูงสุดของเทคนิคนี้ โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะกับช้ินสวน
ดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบน้ันๆการตรวจสอบวิเคราะหดีเอ็นเอของแบคทีเรีย สําหรับการจําแนก
ชนิดของแบคทีเรียนั้น นิยมตรวจสอบที่ยีน16S rRNA ซึ่ง เปน  mRNA ที่มี เพียงชุด เดียว
ในยีโนมของแบคทีเรีย พบในแบคทีเรียทุกชนิดมีขนาดประมาณ 1500 เบสหรือมากกวา การตรวจ 
สอบยีนนี้มี 2 วิธีคือ PCR-RFLP และการหาลําดับเบส โดยการโคลนยีนดวยไพรเมอรจําเพาะใหได
ช้ินดีเอ็นเอขนาด 1500 เบส แลวนําช้ินดีเอ็นเอที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะตรวจสอบช้ินท่ีตัด
ดวยวิธี Electrophoresis และโปรแกรมตรวจวิเคราะห หรือการนําช้ินสวนยีนท่ีโคลนไดไปหาลําดับ
เบสแลวตรวจวิเคราะหลําดับเบสเทียบกับฐานขอมูลของยีนโดยใชโปรแกรมสําหรับการตรวจ
วิเคราะห เชน GCG Wisconsin Package, Gene Explorer หรือโปรแกรมที่ใหบริการผานทาง
อินเตอรเน็ต เปนตน ก็สามารถจําแนกไดวาแบคทีเรียท่ีเราตองการตรวจสอบเปนชนิดใด  อยางไรก็
ตามในแงการปฏิบัติท้ังกระบวนการตองใชวิธีการดั้งเดิม เชน สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และการทดสอบ
กับส่ิงมีชีวิต (Bioassay) ประกอบเพ่ือเปนการคัดกรอง ในข้ันตน และลดจํานวนซํ้าของตัวอยางท่ี
ตรวจวิเคราะหลงไป (บุญเรือน, มปป.) 



 8

2.4.4  การตรวจวิเคราะหยีน 16S rRNA ดวยเทคนิคชีวโมเลกุลรวมกับการใชฐานขอมูลทาง
ชีวภาพ 

ribosomal RNAs เปนดีเอ็นเอเคร่ืองหมายท่ีดีในการใชศึกษาวิวัฒนาการและความสัมพันธ
ระหวางส่ิงมีชีวิตเพราะเปนโมเลกุลยุคโบราณ มีหนาท่ีท่ีแนนอนในส่ิงมีชีวิตโดยการผลิตโปรตีน
ชนิดเดิมเสมอเพื่อความอยูรอดของส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ มีการกระจายตัวของโมเลกุลนี้อยางกวางขวาง 
พบไดท่ัวไปและมีการอนุรักษปานกลาง นิยมใชในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย ซ่ึงความสัมพันธ
ระหวางแบคทีเรียข้ึนอยูกับความคลายกัน (similarity) ของลําดับเบสของ 16S rRNA genes  
(อุไรวรรณ, 2545 ) 
 
2.5 การศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนในพืชบางชนิด 
 
 การศึกษาการตรึงไนโตรเจนของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชอาศัย เร่ิมจาก
การศึกษาในพืชตระกูลถ่ัว โดยเปนการศึกษาความสัมพันธระหวางเช้ือไรโซเบียมกับพืชตระกูลถ่ัว 
และการสรางปมของเช้ือ ซ่ึงเปนความสัมพันธแบบพึ่งพาอาศัยตางฝายตางไดรับประโยชน  เช้ือไร
โซเบียมอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของพืชบริเวณปมราก ซ่ึงเปนท่ีทราบกันดีและมีการศึกษากันอยาง
แพรหลาย แตการศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีไมใชพืชตระกูลถ่ัวยังมีขอมูลการศึกษาไมมากนัก  
เร่ิมจาก ป ค.ศ. 1958 Dobereiner ไดรายงานถึงจุลินทรียตรึงไนโตรเจนบริเวณรากออย พบวามีเชื้อ
ตระกูล Beijerinkia อยูเปนจํานวนมากและพบจุลินทรียตรึงไนโตรเจนอีกหลายชนิด แตไมพบวามี
ชนิดใดที่สามารถตรึงไนโตรเจนไดปริมาณท่ีเพียงพอตอความตองการของพืช จนกระท่ัง 20 ปผาน
มา การศึกษาจุลินทรียตรึงไนโตรเจนไดรับความสนใจมากข้ึนทําใหมีการคนพบจุลินทรียข้ึนมาอีก
หลายกลุมซ่ึงสวนใหญเปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Genera Azospirillum, Herbaspirillum, 
Acetobacter และ Burkholderia  ซ่ึงจุลินทรียกลุมนี้แยกออกมาจากตนพืชท่ีไมใชพืชตระกูลถ่ัวหลาย
ชนิด เชน ออย ขาว ขาวโพด  ขาวฟาง และหญา Kallar ซ่ึงเปนพืชทนเค็ม (Balndi, 1997; Kirchhof, 
1997 และ Waber, 1999) ดังตัวอยางการศึกษาในบางพืช เชน 

หญา 
 Reinhold-Hurek, et al. (1998) รายงานการศึกษาความสัมพันธของเชื้อเอนโดไฟทจาก
ตนหญา Kallar ซึ่งเปนพืชทนเค็มในประเทศปากีสถาน พบเชื้อที่มีความใกลเคียงในกลุม beta 
subclass ของ Proteobacteriaโดยมีความสัมพันธใกลเคียงที่สุดกับแบคทีเรียสีมวงไดแก 
Rhodocyclus  purpureus  ผลจากการแยกเช้ือพบวาเช้ือท่ีไดมีความหลากหลายถึงแมจะแยกออกจาก
ตนพืชเดียวกัน โดยท้ังหมดอยูในกลุมของ Azoarcus  5 
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 ออย 
 ในชวง ค.ศ. 1985 Dobereiner ไดกลาวถึงแนวทางการแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีอยูบริเวณราก
พืชวา แมมีผูศึกษาเช้ือบริเวณรากพืชมาเปนจํานวนมากก็ตาม แตการแยกแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจน
ไดนั้นยังคงประสบปญหาอยู  โดยใหขอแนะนําวาอาหารท่ีใชควรเปนอาหารท่ีจุลินทรียตรึง
ไนโตรเจนนั้นตอบสนอง โดยจําลองสภาพแวดลอมภายในตนท่ีจุลินทรียอาศัย ซ่ึงนําไปสูการ
คนพบเช้ือจุลินทรียตรึงไนโตรเจนกวา 10 ชนิด ในป 1986-1987 มีการคัดเลือกแหลงคารบอนท่ีใช
ในอาหารเล้ียงเช้ือและการใชอาหารกึ่งแข็งท่ีปราศจากไนโตรเจนในการเพาะเล้ียง  Calcavante and 
Dobereiner (1988) ทําการสํารวจหาจุลินทรียตรึงไนโตรเจนในรากและลําตนออยในแปลงปลูก 4 
พื้นท่ีในประเทศแมกซิโก พบจุลินทรียตรึงไนโตรเจนประเภท micro-aerobic ซ่ึงพบอยูในบริเวณลํา
ตนและรากเปนจํานวนมาก การแยกเชื้อดําเนินการโดยทําการเล้ียงในอาหารกึ่งแข็งผสมน้ําออยท่ี
ปราศจากไนโตรเจน มีน้ําตาล 10 เปอรเซ็นต pH 4.5  ทําใหพบแบคทีเรียชนิดใหมท่ีมีลักษณะเปน
แทง อาศัยอยูไดในสภาพท่ีมีออกซิเจน เคล่ือนท่ีไดดวย flagella ดานขาง 1-3 อัน และสามารถตรึง
ไนโตรเจนจากอากาศไดในอาหารกึ่งแข็ง แตไมสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศไดในอาหารเหลว 
 ป ค.ศ. 1993 Fuentess Ramirez และคณะศึกษาทอนพันธุของออย 13 สายพันธุเพื่อประเมิน
หาเช้ือ Acetobacter  diazotrophicus ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได พบวาจํานวนเช้ือ
ท่ีแยกไดมีมากหลายระดับ(1.1-67เปอรเซ็นต )  และมีความสอดคลองกับปริมาณปุยไนโตรเจนท่ี
ใหแกออย ปริมาณเช้ือท่ีแยกไดมี 1.1-2.5เปอรเซ็นต จากบริเวณท่ีมีการใหปุยไนโตรเจนสูง(275-300 
กิโลกรัมตอเฮก-แตร) และมีปริมาณสูงสุดท่ี 10-67 เปอรเซ็นต จากบริเวณท่ีไดรับปุยไนโตรเจน 120 
กิโลกรัมตอเฮกแตร  พบเช้ือ Acetobacter diazotrophicus 18 สายพันธุซ่ึงสามารถสราง ไอเอเอ โดย
สรางไดในระดับความเขมขน 0.14-2.42 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    ถัดมาในป 1994 Dong, et al. ทํา
การแยกจุลินทรียภายในชองวางเซลลพาเรนไคมาของออย โดยทําการแยกของเหลวโดยการเหวี่ยง  
ทําใหไดของเหลวท่ีประกอบไปดวยน้ําตาลซูโครส 12 เปอรเซ็นต pH 5.5 และพบแบคทีเรียผลิต
กรด (ประมาณ 104 เซลลตอมิลลิลิตร)  และเม่ือทําการจําแนกโดยอาศัยวิธีการทางชีวเคมี และทาง
สัณฐานวิทยา พบวาเปนเช้ือ Acetobacter diazotrophicus ซ่ึงพบในสวนของชองวางระหวางเซลล 
และเม่ือทําการทดสอบทําใหเห็นวาเช้ือสามารถอาศัยอยูไดในของเหลวในอะโปพลาสต ซ่ึง
ของเหลวดังกลาวเปนแหลงอาหารท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือ  ทําใหทราบวาของเหลวดังกลาว
อาจมีสวนสําคัญตอการเกิดสภาวะพ่ึงพาอาศัยซ่ึงกันและกันระหวางเช้ือกับพืช และในป 1995 
Dong, et al. ทําการศึกษาแบคทีเรียซ่ึงสามารถตรึงไนโตรเจนไดจากการสกัดออกมาจากภายใน
ชองวางระหวางเซลลเนื้อเยื่อออย โดยเปรียบเทียบกับสายพันธุของ Acetobacter diazotrophicus 
(PAL-5) พบวามีความสอดคลองกับลักษณะที่มีการศึกษาทุกประการ ลักษณะท่ีไดศึกษา ไดแก 
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รูปสัณฐาน 37 แบบ การทดสอบดานชีวเคมี องคประกอบของไขมันภายในเซลล และกิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนส  ซ่ึงอาศัยเทคนิค acetylene reduction และ H2 evolution ซ่ึงพบวาการใชเทคนิค 
H2 evolution ไมสามารถนํามาใชไดเนื่องจากเม่ือมีความเขมขนของ acetylene สูงๆทําใหปฏิกิริยาถูก
ยับยั้ งไวไมสามารถวัดออกมาได   ในป เดียวกันนี้ยังมีรายงานการศึกษาเ ช้ือ  Acetobacter  
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans ที่สามารถ
เจริญเติบโตและเปนแหลงใหไนโตรเจนแกออยในปริมาณมาก โดยการจําแนกชนิดเช้ือจุลินทรีย
ออกเปน 8, 2 และ 4 ชนิดตามลําดับ ดวยเทคนิคโมเลกุลและชีวเคมี  การจําแนกทางชีวเคมีไดแก 
การทดสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอนตางกัน   การตานทานยาปฏิชีวนะ   เพื่อทําการ
แบงกลุมของเช้ือระหวาง Acetobacter  diazotrophicus และ Herbaspirillum spp. ออกจากกัน และ
การใชเทคนิค PCR โดยใช dctA ของเชื้อ Rhizobium meliloti เปนไพรเมอเขาคูกับ ดีเอ็นเอ เพื่อ
จําแนกชนิดเช้ือภายในกลุมเดียวกัน (Ureta, 1995) 
 Loriet, et  al. (2004)  ทําการแยกเช้ือและบงช้ีลักษณะเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอาศัย
อยูในเนื้อเยื่อของออยพันธุ ML3-18 ท่ีปลูกในประเทศคิวบา และออยท่ีนํามาใชเปนตัวอยางในการ
แยกเช้ือนั้นปลูกโดยไมใสปุยเคมี  ซ่ึงสามารถแยกเช้ือไดจากสวนของราก และลําตนท่ีผานการฆา
เช้ือบริเวณผิวแลว  พบวาแยกออกมาได 2 ไอโซเลท คือ 9C และ T2 และท้ัง 2 ไอโซเลทตรวจพบวา
มีการเปล่ียนกาซ acetylene และมีการสราง H2 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีแหลงไนโตรเจน จัดกลุมเช้ือ
ท้ัง 2 ไอโซเลทโดยการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา   ชีวเคมี การทดสอบดวยเทคนิค PCR และการ
วิเคราะหลําดับเบสท่ีตําแหนง 16S rDNA พบวาเช้ือไอโซเลทท่ี 9C เปนเช้ือในกลุม Pantoea และเช้ือ
ไอโซเลทท่ี  T2 เปนเช้ือสายพันธุ Gluconacetobacter  diazotrphicus  นอกจากรายงานการศึกษาท่ี
กลาวมา ยังพบวามีการนําเอาจุลินทรียท่ีแยกไดมาปลูกถายใหกับตนออย เชน Oliveria (2002) ได
ทดสอบการปลูกถายเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนใหกับออย พบวาตนออยท่ีมีการปลูกถายเช้ือนั้นมี
จํานวนรากเพ่ิมมากข้ึน และมีน้ําหนักแหงของรากมากกวาตนออยปกติ (ไมปลูกถายเช้ือ)  
นอกจากนี้ยังพบวาหลังจากปลูกถายเช้ือแลวทําการแยกเชื้อออกมาอีกคร้ังพบวามีปริมาณของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูในเน้ือเยื่อพืชเพิ่มข้ึนและสามารถตรึงไนโตรเจนไดประมาณ 30
เปอรเซ็นต ของผลรวมไนโตรเจนท้ังหมด  ในปถัดมา Erineud (2003) ไดศึกษาประสิทธิภาพของ
การปลูกถายเช้ือ Herbaspirillum seropedicae และ Gluconacetobacter ท่ีความเขมขน 108 เซลลตอ
มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับการไมปลูกถายเช้ือและการใสปุยไนโตรเจน 50 กิโลกรัม ท่ีมีตอการ
เจริญเติบโตของออย พบวาในทรีทเมนตหรือตนท่ีปลูกถายเช้ือทําใหมีน้ําหนักแหงของตนสูงกวา
กลุมของตนท่ีไมมีการปลูกถายเชื้อ แตมีปริมาณท่ีตํ่ากวาตนท่ีใหปุยไนโตรเจน  และเม่ือทําการแยก
เช้ือใหมอีกคร้ังพบวาในตนท่ีปลูกถายดวย Herbaspirillum  seropedicae พบจํานวนเช้ือในปริมาณ
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ท่ีสูง  และMunasamy, et al. (2006) ไดศึกษาการปลูกถายเช้ือ Burkholderia  vietnamiensis ท่ีแยกมา
จากสวนของ ราก  ลําตน และใบของตนออย ใหกับตนกลาออยท่ีมีอายุ 95 วันท่ีความเขมขน 106 
เซลลตอมิลลิลิตร รวมกับการใหปุยไนโตรเจนท่ีระดับตางๆทั้งในสภาพแปลงปลูกและการปลูกใน
กระถาง พบวาการปลูกในกระถางนั้นมีการสะสมไนโตรเจน และชีวมวล ในปริมาณท่ีสูงเม่ือปลูก
ถายเช้ือรวมกับการใหปุยไนโตรเจน  และในแปลงปลูกพบวา การสะสมไนโตรเจนท่ีใบและชีวมวล 
สูงเม่ือปลูกถายเช้ือรวมกับการใหปุยไนโตรเจน 140 กิโลกรัมไนโตรเจนตอเฮกแตร และในป
เดียวกันนี้มีการศึกษาการปลูกถายเช้ือจุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูภายในเนื้อเยื่อออยท่ีขยายพันธุใน
สภาพปลอดเช้ือ 2 สายพันธุคือ Nif 8 และ Ni 15 โดยปลูกถายเช้ือ Herbaspirillum sp. B501gfp1  ท่ี
ความเขมขน 108 และ 102  แบคทีเรียเซลลตอมิลลิลิตร พบวาหลังจากปลูกถายเช้ือ 1 วัน เม่ือทําการ
แยกเช้ือ ไมพบประชากรของ Herbaspirillum sp. B501gfp1 เม่ือเวลาผานไป 7 วัน พบวามีประชากร
ของ Herbaspirillum sp. B501gfp1 อยูเล็กนอย  แตพบประชากรสูงสุดเม่ือมีการปลูกถายเช้ือไปแลว 
28 วันโดยเฉพาะในสวนของราก  และเมื่อทําการตรวจสอบการสรางโคโลนี พบวาเชื้อ 
Herbaspirillum sp. B501gfp1 เร่ิมสรางโคโลนีหลังจากปลูกถายเช้ือไปแลว 7 วัน  และพบวามีการ
สรางในบริเวณชองวางระหวางเซลลของรากแขนง และบริเวณเซลลคอเรนไคมา และ พาเรนไคมา 
ในลําตน แตการปลูกถายเช้ือในความเขมขนท่ีตางกันนั้นไมพบความแตกตางของการเจริญเติบโต 
(น้ําหนักแหงไมแตกตางกัน) (Njoloma, 2006) 
 ขาว 
 Elbaltagy, et al. (2001) ไดแยกเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากลําตนของขาวปาและขาว
พันธุการคา ใน modified Rennie medium  ท่ีสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนได 4 สกุล คือ 
Herbaspirillum, Ideonella, Enterobacter และ Azospirillum โดยเลือกศึกษาตัวอยางเชื้อในสกุล 
Herbaspirillum ที่แยกไดจากขาวพันธุปา และติดตามการเขาอาศัยภายในเนื้อเยื่อโดยใช GFP 
(Green Fluorescent protein) และพบวาเช้ือในสกุล Herbaspirillum นั้นอาศัยอยูบริเวณชองวาง
ระหวางเซลลภายในใบของขาวพันธุปา  นอกจากนี้ ยังพบวามีการศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนใน
ขาวไทย โดยทําการแยกและเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีไมมีไนโตรเจน และตรวจสอบประสิทธิภาพการ
ตรึงไนโตรเจนดวยวิธี acetylene reduction assay (ARA) ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เช้ือแบคทีเรียพบวาเช้ือสวนใหญท่ีแยกไดเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนแทง (rod) และยัง
พบวาสามารถสราง ไอเอเอ ซ่ึงชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Teaumroong,  et al., 2001)   

ในป 2000 Baldani, et al. ; Teaumroong, et al. (2001) รายงานการตอบสนองในดานการ
เจริญเติบโตของพืชท่ีไดรับการปลูกถายเช้ือ H. seropediae และ Burkholderia  spp. ในขาว  ขาวฟาง
และขาวโพด ซ่ึงทําใหพืชมีน้ําหนักรากเพ่ิมข้ึนมากกวา 100% และน้ําหนักตนและใบเพ่ิมข้ึน 12-20
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เปอรเซ็นต  ในปถัดมา ไดมีการศึกษาการปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense กับตนขาวสาลี 
พบวาตนขาวสาลีท่ีปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense มีการสะสมของไนโตรเจน ชีวมวล และ
ใหผลผลิตในปริมาณท่ีสูงกวาขาวสาลีท่ีไมมีการปลูกถายเช้ือ  ซ่ึงการเจริญเติบโตท่ีเพิ่มข้ึนนั้นมา
จากการปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense เพิ่มประสิทธิภาพในการดูดธาตุอาหารของราก 
(Marin, et al., 2002)  
 มันเทศ 
 Asis and Adachi (2003) แยกเช้ือ Pantoea agglomerans ซ่ึงเปนเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
ท่ีอาศัยอยูภายในเน้ือเยื่อพืช และ Enterobacter asburiae เปนเช้ือท่ีไมตรึงไนโตรเจน ซ่ึงเช้ือท้ัง 2 
ชนิดอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของลําตนมันเทศของประเทศญ่ีปุนพันธุ Japanese sweetpotato เม่ือ
นํามาเล้ียงในอาหารกึ่งแข็งสูตร modified Rennie medium และนําไปตรวจสอบการตรึงไนโตรเจน
ดวยเทคนิค acetylene reduction assay (ARA) โดยบมเช้ือไว 5 วันท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียล 
พบวาสามารถแยกเช้ือออกมาได 12 ไอโซเลท  มี 9 ไอโซเลทพบวามีการตรึงไนโตรเจน และ 3 ไอ
โซเลทไมพบการตรึงไนโตรเจน ซ่ึงมีการจําแนกสายพันธโดยใชชุดตรวจสอบ API 20E สามารถ
แบงออกเปนสายพันธุ Pantoea spp. 4 ไอโซเลท และสายพันธุ klebsella spp. 
 กลวยและสับปะรด 
 Cruz, et al. (2001)  ไดรายงานการแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนไดจากกลวยและสับปะรด 
โดยอาศัยวิธีการวิเคราะหดวย 16S rDNA restriction และ 16S rRNA sequence พบเชื้อ 
Herbaspirillum  seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Burkhoderia brasilensis และ 
Burkhoderia  tropicalis และอ่ืนๆอีก 8 ชนิดซ่ึงมีความใกลเคียงกับเช้ือ genera   alpha และ beta 
proteobacteria  และในป 2003 Martinez, et al. ไดศึกษาจุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูภายในเนื้อเยื่อ
ของกลวย โดยแยกจากสวนของ ราก  ลําตน และใบ เล้ียงในอาหาร semisolid nitrogen free ทําการ
คัดเลือกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนโดยวิธี acetylene reduction assay (ARA) และจัดกลุมแบคทีเรีย
โดยใชวิธีการทดสอบทางชีวเคมี  alloenyme profies 16S rRNA และ rpoB  partial gene sequences 
พบวามีเช้ือที่แยกไดท้ังหมด 1453 ไอโซเลท จากสวนของพืชท้ังสามสวน พบ 53 ไอโซเลทท่ีมี
ความสามารถตรึงไนโตรเจน และจัดกลุมได 5 กลุมคือ Enterobacter spp., Citrobacter spp.,  
Rhizobium spp. และสองกลุมสุดทายอยูใน Klebsella spp. และเมื่อนําเอากลุมที่แยกออกมาได
กลับไปปลูกถายเช้ือใหกับตนกลวยอีกคร้ังพบวาจุลินทรียกลุมนี้ชวยเพิ่มการเจริญเติบโตใหกับพืช
ซ่ึงพบวามีน้ําหนักสดเพิ่มข้ึนถึง 60 เปอรเซ็นต   
   
  




