
 
บทท่ี 2 

 
การตรวจเอกสาร 

  
 ปทุมมา (Curcuma  alismatifolia Gagnep. )  จัดเปนพืชในวงศ Zingiberaceae  ซ่ึงเปนพืช
วงศเดียวกับขิงและขา อยูในสกุล Curcuma ซ่ึงมีถ่ินกําเนิดสวนใหญอยูในแถบอินโดจีน เชน 
ประเทศพมา  กัมพูชา และไทย  สําหรับในประเทศไทยจะพบพืชสกุล Curcuma ในทุกภาคของ
ประเทศ โดยเฉพาะในเขตภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  พบความหลากหลายทางสาย
พันธุมากท่ีสุด ต้ังแตริมฝงทะเลไปจนถึงพื้นท่ีท่ีมีความสูงจากระดับน้ําทะเล 900 เมตร แหลงท่ีพบ
มากเชนเขตวนอุทยานแหงชาติทุงแสลงหลวงและเทือกเขาตะนาวศรี บริเวณน้ําตกสามหล่ันสระบุรี 
ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบมากต้ังแตปราจีนบุรีไปจนถึงเขตชัยภูมิ (โสภิตา, 
2548)  
  
2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปทุมมา 
 
 ปทุมมาเปนไมหัวลมลุก อายุหลายป มีลําตนแทจริงอยูใตดิน เรียกวาเหงา (rhizome)รูปราง
ลักษณะคอนขางกลม มีขอและปลองชัดเจนอัดกันแนนเรียกวา stubbed rhizome สวนเหนือดินเปน
ลําตนเทียม (pseudostem) เกิดจากการอัดตัวกันแนนของกาบใบ ใบเปนใบเดี่ยวรูปหอกหรือรูปไข  
กาบใบสีเขียวโคนสีแดง แผนใบเรียบไมมีขน รากมี 2 แบบคือ แบบแรกเกิดข้ึนในระยะแรกของการ
เจริญเติบโตมีลักษณะเปนรากฝอย (fibrous  roots)  ตอมาหลังการเจริญเติบโตไปไดระยะหนึ่งจึง
สรางรากแบบท่ี 2 ซ่ึงเปนรากคํ้าจุน (contractile root) ข้ึนเพื่อทําหนาท่ีคํ้ายันตนและดูดอาหารเม่ือ
ใกลระยะพักตัวบริเวณปลายรากคํ้ายันมีการขยายขนาดพองออกเปนตุมเพื่อสะสมอาหาร (โสระยา, 
2547) ชอดอกเปนแบบชอเชิงลดแนน (compact spike) เกิดข้ึนท่ีบริเวณปลายยอดของลําตนเทียม 
ประกอบดวยใบประดับ (bract)  2 แบบ คือ 1) ใบประดับสวนบน มีสีชมพู เรียกวา coma bract ซ่ึงมี
ความยาวมากกวาใบประดับสวนลาง  2) ใบประดับสวนลางมีสีเขียว หนาเปนมัน ดอกจริงไมมีกาน
ดอก ประกอบดวยกลีบเล้ียง 3 กลีบ เช่ือมกันเปนรูปกรวยหรือหลอด  กลีบดอก 3 กลีบ ดอกบานจาก
โคนข้ึนมาถึงปลายชอ  ดอกเปนดอกสมบูรณเพศ เกิดข้ึนบริเวณซอกใบประดับในแตละใบประดับมี
ดอกจริงประมาณ 4-6 ดอก ดอกยอยในชอเดียวกันบานหางกัน 4 วัน เกสรตัวผูประกอบดวยกาน
เกสรตัวผูเปนแผนเช่ือมติดกับกลีบดอก ปลายกานชูมีอับละอองเกสร 2 พูโดยมีฐานอับละอองเกสร
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เช่ือมติดกันเปนหลอดลอมกานชูเกสรตัวเมีย  ยอดเกสรตัวเมียเปนแบบปลายปดคลายปากแตรชูอยู
เหนืออับละอองเกสร รังไขมีขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตรภายหลังการปฏิสนธิแลวรังไขซ่ึงมีไข
ออนอยูขยายขนาดข้ึนโดยเร่ิมตนนั้นผลมีรูปหนาตัดเปนเหล่ียม 3 เหล่ียม เนื่องจากรังไขเกิดจากผนัง
รังไข 3 อันเช่ือมติดกัน เม่ือผลพัฒนาเต็มท่ีลักษณะเปน 3 พูอยางชัดเจน ภายในแตละพูเปนท่ีอยูของ
เมล็ดท่ีมีรูปรางคลายหยดน้ํา ยาว 0.5 เซนติเมตร (จีรวัฒน, 2535 ; สุรวิช, 2539) 
 
2.2 การเจริญเติบโต 
 
 ปทุมมาเปนไมหัวหลายฤดูท่ีมีชวงการเจริญเติบโตนาน 7-8 เดือน เร่ิมจากเดือนมีนาคมถึง
เดือนกันยายนในแตละป และออกดอกในชวงฤดูฝน ชวงเวลาในการออกดอก 2-3 เดือน โดยท่ีตน
ปทุมมาเร่ิมมีการกําเนิดชอดอกเม่ือตนมีอายุเฉล่ีย 70 วันหลังปลูกและแทงชอดอกใน 91 วันหลัง
ปลูก  ชอดอกท่ียืดตัวแลวบานดอกยอยดอกแรกภายใน 105 วันหลังปลูก (จีรวัฒน, 2535) หลังดอก
บานแลวสวนของลําตนท่ีอยูใตดินเร่ิมมีการสะสมอาหาร สวนโคนของลําตนเร่ิมบวมพอง  รากคํ้า
ยันเร่ิมมีการสะสมอาหารทําใหบริเวณปลายรากพองออกเปนตุม ขณะเดียวกันปทุมมายังมีการ
เจริญเติบโต แตกหนอเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ประมาณ 2-5 หนอ ตอมาเม่ือเขาสูฤดูหนาวพืชจึงเร่ิมพักตัว 
เม่ือสวนของพืชแหงเหี่ยวแลวจึงทําการเก็บเกี่ยวหัวพันธุ (โสระยา, 2547) 
 
2.3 การปลูกและการดูแลรักษา 
 
 ปทุมมาเปนไมดอกประเภทหัวท่ีมีการพักตัวในชวงอากาศแลงและชวงวันส้ัน โดยอุณหภูมิ
มีผลรวมในการชักนําการพักตัว ปกติการพักตัวเร่ิมข้ึนในสัปดาหสุดทายของเดือนกันยายน และเร่ิม
การเจริญเติบโตอีกคร้ังสัปดาหสุดทายของเดือนมีนาคม ดังนั้นการปลูกปทุมมาจึงสามารถกระทําได
เม่ือส้ินสุดระยะพักตัวและมีน้ําเพียงพอเทานั้น ซ่ึงโดยท่ัวไปการปลูกปทุมมาสามารถปลูกได 3 ชวง 
คือ ปลูกกอนฤดู (กุมภาพันธุ ถึง มีนาคม) ปลูกฤดูปกติ (เมษายน ถึง พฤษภาคม) และปลูกหลังฤดู
(ชวงปลายเดือนมิถุนายน ถึง กรกฏาคม) วัสดุปลูกใชทรายผสมแกลบดิบและถานแกลบ อัตราสวน 
1:1:1 หรือ ดินผสม ทราย อัตราสวน 1:1 สําหรับการใหปุยเร่ิมเม่ือใบคูแรกกาง โดยใหปุยเคมีท่ีมี
ไนโตรเจนสูง และเม่ือออกดอกใหปุยสูตร 13-13-21 อัตรา  15 กรัมตอกอ เดือนละครั้ง และเม่ือพืช
เร่ิมลงหัวจึงใหปุยท่ีมี ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมสูง (กรมวิชาการเกษตร,2545) 
 ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย (2540) ไดศึกษาปริมาณธาตุอาหารสะสมในหัวปทุมมาพันธุ 
Chiangmai  Pink หลังการเก็บเกี่ยว โดยสุมเลือกหัวพันธุท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 เซนติเมตร มา
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วิเคราะหปริมาณธาตุไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมในสวนหัวและตุมราก แลวนํา
ปริมาณธาตุอาหารตางๆเหลานี้ มาประเมินความตองการไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม
พบวา การปลูกปทุมมาใหไดหัวพันธุท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 เซนติเมตร พรอมตุมราก 4 ตุม 
ปทุมมามีความตองการธาตุไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ประมาณ 2.56  0.77 และ 6.47 
กรัม ตามลําดับ โสภิตา (2548) รายงานการศึกษาผลของไนโตรเจนและโพแทสเซียมตอการเจริญ 
เติบโตของปทุมมา โดยใหสารละลายธาตุอาหารที่ประกอบดวยความเขมขนของไนโตรเจน 3 ระดบั
คือ 50  100  และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับโพแทสเซียม 3 ระดับคือ 50  100  และ 200 มิลลิกรัม
ตอลิตร พบวา ไนโตรเจนท่ีระดับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหปทุมมามีการเจริญเติบโต คุณภาพ
ดอก และจํานวนหัวใหมมากท่ีสุด และการใหโพแทสเซียม 200 มิลลิกรัมตอลิตร มีจํานวนตุมราก
มากท่ีสุด   นอกจากนี้ทิราภรณ (2549) รายงานการศึกษาผลของออกซิน (IAA) ตอการเจริญเติบโต
ของปทุมมา พบวาการให IAA ไมมีผลตอการเจริญเติบโต คุณภาพดอก ปริมาณและคุณภาพหัว
พันธุ แตการเพิ่มระดับ IAA มีผลทําใหความเขมขนของฟอสฟอรัสในอวัยวะสวนใตดินลดลง 
ขณะท่ีการให IAA มีผลทําใหความเขมขนของโพแทสเซียมในอวัยวะสวนใตดินสูงข้ึน 
  
2.4 จุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช 
 
 การตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพ (Biological Nitrogen Fixing หรือ BNF) หมายถึง 
กระบวนการผลิตไนโตรเจนท่ีเกิดจากปฏิกิริยาการรวมตัวกันระหวางไฮโดรเจนเพื่อใหเกิด
สารประกอบแอมโมเนียโดยเอนไซมจากจุลินทรีย และพลังงานในรูปของ ATP ท่ีมีอยูในส่ิงมีชีวิต
เหลานั้นในสภาวะอุณหภูมิและความดันปกติ จุลินทรียตรึงไนโตรเจนมีหลายชนิดดวยกันคือ 
แบคทีเรีย สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน และแอคติโนมัยซีท ซ่ึงสามารถแบงเปนกลุมได 3 กลุม ไดแก 
พวกท่ีอยูอยางอิสระ (Free living) กลุมท่ีอยูแบบพึ่งพาอาศัยซ่ึงกันและกัน (Symbiosis) และกลุมท่ี
อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช หรือท่ีเรียกวา เอนโดไฟท (Endophyte) (สมพร, 2541) 
 โดยท่ัวไปแลวเอนโดไฟท (Endophyte) หมายถึง ส่ิงมีชีวิตบางจําพวกท่ีอาศัยอยูภายใน
เนื้อเยื่อ หรือส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช  อยางไรก็ตามคําจํากัดความท่ีใชในปจจุบัน
หมายถึง ทุกๆส่ิงมีชีวิตท่ีใชชีวิตท้ังหมดหรือบางชวงอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืช ท่ีอาจเปนอันตรายหรือ
เกื้อกูลประโยชนใหกับพืชอาศัย ซึ่งเอนโดไฟทมีทั้งกลุมที่เปนเชื้อราและแบคทีเรีย สวน
Diazotrophs หมายถึง จุลินทรียท่ีสามารถเปล่ียน di-nitrogen (N2) จากบรรยากาศไปเปนแอมโมเนีย
(NH3) ดวย electron reduction และ protonation ของกาซ N2 ซ่ึงเปนผลจากกิจกรรมของ nitrogenase 
enzyme complex ท่ีอยูภายในของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน ดังนั้น Diazotrophic endophyte คือ
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แบคทีเรียท่ีใชชีวิตท้ังหมดหรือบางชวงอยูในเน้ือเยื่อพืชแลวสามารถตรึงไนโตรเจนและเปน
ประโยชนแกพืชนั้นได โดยไมทําอันตรายหรือกอใหเกิดโรคแกพืชดังกลาว นอกจากนี้แลวยัง
สามารถแบงแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนตามความสัมพันธระหวางแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนและพืช  
ไดแก กลุม associative หมายถึงแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีใชชีวิตสวนมากอาศัยอยูท่ีบริเวณผิวนอก
ของเซลล และบางคร้ังจะอาศัยอยูบริเวณชองวางระหวางเซลล สวน symbiotic หมายถึงแบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนท่ีใชชีวิตสวนมากอยูภายในเซลลของพืช  (หนึ่ง, มปป.) 
 
 2.4.1 ประโยชนท่ีไดรับจากจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช 
  1. สรางสาร metabolite ที่มีประโยชนตอการเจริญเติบโตและสรีระวิทยาของพืช 
Faentes, et al. ในป 1993 ไดทําการศึกษา ออย 13 สายพันธุในแมกซิโกพบวาเช้ือ Acetobacter 
diazotrophicus 18 ไอโซเลทท่ีแยกไดสามารถผลิตสาร indole acetic acid (IAA) ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
จากการวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLCในปริมาณ 0.14-2.42 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงไอเอเอ เปนสาร 
ควบคุมการเจริญเติบโตท่ีสําคัญมากชนิดหนึ่งตอการเจริญเติบโตของพืช นอกจากนี้ยังมีรายงานการ
ผลิตสารควบคุมการเจริญเติบโตอ่ืนๆ เชน เอทธิลีน ออกซิน และ ไซโตไคนิน จุลินทรียกลุมนี้ไดแก 
จุลินทรียบางสายพันธุในสกุล Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus, Azotobacter และ 
Azospirillum (Hallman, et  al., 1997 อางโดย เฉลิม, 2548) 
  2. ชวยตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาเปล่ียนเปนสารประกอบไนโตรเจนใหพืชนํา 
ไปใช มีรายงานการศึกษาจุลินทรียกลุมนี้กันมากในพืชเศรษฐกิจเชน ออย ขาว ขาวโพด และสับประ
รด พบวามีจุลินทรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนไดในสกุล  Azotobacter, Azoarcus, Azospirillum และ 
Herbaspirillum (Boddy, et al., 1995; Reinhold-Hurek and Hurek, 1998; Olivares, 1996) 
  3. ลดการใชปุยไนโตรเจนกับพืชบางชนิด สงผลใหลดตนทุนการผลิต ลดการใช
พลังงานปโตรเลียมลง และเปนไปตามแนวทางท่ีสอดคลองกับธรรมชาติ  Boddey, et al. (1995) 
รายงานการทดลองท่ีบราซิลไววา ออยสามารถใหผลผลิตไดในปริมาณท่ีสูงถึงแมจะใหปุย
ไนโตรเจนในปริมาณท่ีตํ่า โดยออยสวนใหญไดรับไนโตรเจนจากจุลินทรียตรึงไนโตรเจนมากกวา 
60 เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ยังใชพลังงานจากเอทธานอลท่ีผลิตมาจากออยมาเปนเช้ือเพลิงใน
เคร่ืองยนตรถในประเทศกวา 80 เปอรเซ็นต (Dobereiner,1997) 
 

2.4.2 กลไกการเขาสูรากและลําตนพืช    
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนเอนโดไฟทมีกลไกการเขาสูพืชมีลักษณะคลายคลึงกับเช้ือท่ีทําให

เกิดโรค  Hurek (2003) ไดอธิบายตัวอยางการเขาสูรากพืชของ Azoarcus sp. BH 72 ท่ีเขาสูรากของ
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หญา kallar โดยเร่ิมเพิ่มจํานวนท่ีบริเวณเยื่อเซลลดานนอกท่ีเอ็กโซเดอรมิส และ สเคอเรนไคมา  
และในชวงเวลาประมาณ 2-3 สัปดาหพบประชากรแบคทีเรียท้ังภายในและภายนอกเซลลของ 
คอรเท็กซ จากน้ันจึงเคล่ือนตัวเขาไปในสวนของเซลลพาเรนไคมา และทอลําเลียงน้ํา ซ่ึงกระจาย
ไปสูบริเวณลําตนผานทางทอลําเลียงเชนกัน 
 

2.4.3 การจําแนกเช้ือแบคทีเรียโดยเทคนิคดานชีวโมเลกุล 
การจําแนกชนิดของแบคทีเรียมีหลายวิธี เชน การตรวจสอบดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

โคโลนี  การตรวจสอบดวยวิธีทางชีวเคมี  และการตรวจสอบดีเอ็นเอ  ซ่ึงดีเอ็นเอเปนสารพันธุกรรม
ท่ีเก็บรักษาขอความทางพันธุกรรมของเซลล ดีเอ็นเออยูในนิวเคลียสและไมโตรคอนเดีย เปน
โมเลกุลท่ีมีขนาดใหญมาก ดีเอ็นเอของแบคทีเรียมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1 ลานดาลตัน ดีเอ็นเอ 
ของคน สัตว หรือพืช มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1000 ลานดาลตัน ดีเอ็นเอในเซลลเนื้อเยื่อตางๆ
ของสิ่งมีชีวิตชนิดใดชนิดหนึ่งมีปริมาณเทากันและคงที่เสมอไมวามีการเปลี่ยนแปลงของ
ส่ิงแวดลอม อาหาร อายุ หรือสภาพของเซลล ในสัตวหรือพืชตางชนิดกันมีปริมาณของดีเอ็นเอ
ตางกัน (อุไรวรรณ, 2545) และการตรวจสอบดีเอ็นเอนั้นมีหลายวิธี วิธีท่ีนิยมมี 2 แบบ คือ เทคนิค 
RFLP และเทคนิคพีซีอาร เทคนิคพีซีอารเปนเทคนิคที่ไดรับความนิยมอยางมากในปจจุบัน 
เนื่องจากมีความสะดวกหลายประการในการตรวจวิเคราะหข้ันตอนตางๆ เชน การใชดีเอ็นเอตน 
แบบปริมาณเพียงเล็กนอยตรวจสอบดีเอ็นเอที่เส่ือมสภาพได เนื่องจากสวนท่ีใชเพิ่มขยายอยูในชวง 
100-2000 เบส เทานั้นซ่ึงเปนประสิทธิภาพสูงสุดของเทคนิคนี้ โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะกับช้ินสวน
ดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบน้ันๆการตรวจสอบวิเคราะหดีเอ็นเอของแบคทีเรีย สําหรับการจําแนก
ชนิดของแบคทีเรียนั้น นิยมตรวจสอบที่ยีน16S rRNA ซึ่ง เปน  mRNA ที่มี เพียงชุด เดียว
ในยีโนมของแบคทีเรีย พบในแบคทีเรียทุกชนิดมีขนาดประมาณ 1500 เบสหรือมากกวา การตรวจ 
สอบยีนนี้มี 2 วิธีคือ PCR-RFLP และการหาลําดับเบส โดยการโคลนยีนดวยไพรเมอรจําเพาะใหได
ช้ินดีเอ็นเอขนาด 1500 เบส แลวนําช้ินดีเอ็นเอที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะตรวจสอบช้ินท่ีตัด
ดวยวิธี Electrophoresis และโปรแกรมตรวจวิเคราะห หรือการนําช้ินสวนยีนท่ีโคลนไดไปหาลําดับ
เบสแลวตรวจวิเคราะหลําดับเบสเทียบกับฐานขอมูลของยีนโดยใชโปรแกรมสําหรับการตรวจ
วิเคราะห เชน GCG Wisconsin Package, Gene Explorer หรือโปรแกรมที่ใหบริการผานทาง
อินเตอรเน็ต เปนตน ก็สามารถจําแนกไดวาแบคทีเรียท่ีเราตองการตรวจสอบเปนชนิดใด  อยางไรก็
ตามในแงการปฏิบัติท้ังกระบวนการตองใชวิธีการดั้งเดิม เชน สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และการทดสอบ
กับส่ิงมีชีวิต (Bioassay) ประกอบเพ่ือเปนการคัดกรอง ในข้ันตน และลดจํานวนซํ้าของตัวอยางท่ี
ตรวจวิเคราะหลงไป (บุญเรือน, มปป.) 



 8

2.4.4  การตรวจวิเคราะหยีน 16S rRNA ดวยเทคนิคชีวโมเลกุลรวมกับการใชฐานขอมูลทาง
ชีวภาพ 

ribosomal RNAs เปนดีเอ็นเอเคร่ืองหมายท่ีดีในการใชศึกษาวิวัฒนาการและความสัมพันธ
ระหวางส่ิงมีชีวิตเพราะเปนโมเลกุลยุคโบราณ มีหนาท่ีท่ีแนนอนในส่ิงมีชีวิตโดยการผลิตโปรตีน
ชนิดเดิมเสมอเพื่อความอยูรอดของส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ มีการกระจายตัวของโมเลกุลนี้อยางกวางขวาง 
พบไดท่ัวไปและมีการอนุรักษปานกลาง นิยมใชในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย ซ่ึงความสัมพันธ
ระหวางแบคทีเรียข้ึนอยูกับความคลายกัน (similarity) ของลําดับเบสของ 16S rRNA genes  
(อุไรวรรณ, 2545 ) 
 
2.5 การศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนในพืชบางชนิด 
 
 การศึกษาการตรึงไนโตรเจนของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชอาศัย เร่ิมจาก
การศึกษาในพืชตระกูลถ่ัว โดยเปนการศึกษาความสัมพันธระหวางเช้ือไรโซเบียมกับพืชตระกูลถ่ัว 
และการสรางปมของเช้ือ ซ่ึงเปนความสัมพันธแบบพึ่งพาอาศัยตางฝายตางไดรับประโยชน  เช้ือไร
โซเบียมอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของพืชบริเวณปมราก ซ่ึงเปนท่ีทราบกันดีและมีการศึกษากันอยาง
แพรหลาย แตการศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีไมใชพืชตระกูลถ่ัวยังมีขอมูลการศึกษาไมมากนัก  
เร่ิมจาก ป ค.ศ. 1958 Dobereiner ไดรายงานถึงจุลินทรียตรึงไนโตรเจนบริเวณรากออย พบวามีเชื้อ
ตระกูล Beijerinkia อยูเปนจํานวนมากและพบจุลินทรียตรึงไนโตรเจนอีกหลายชนิด แตไมพบวามี
ชนิดใดที่สามารถตรึงไนโตรเจนไดปริมาณท่ีเพียงพอตอความตองการของพืช จนกระท่ัง 20 ปผาน
มา การศึกษาจุลินทรียตรึงไนโตรเจนไดรับความสนใจมากข้ึนทําใหมีการคนพบจุลินทรียข้ึนมาอีก
หลายกลุมซ่ึงสวนใหญเปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Genera Azospirillum, Herbaspirillum, 
Acetobacter และ Burkholderia  ซ่ึงจุลินทรียกลุมนี้แยกออกมาจากตนพืชท่ีไมใชพืชตระกูลถ่ัวหลาย
ชนิด เชน ออย ขาว ขาวโพด  ขาวฟาง และหญา Kallar ซ่ึงเปนพืชทนเค็ม (Balndi, 1997; Kirchhof, 
1997 และ Waber, 1999) ดังตัวอยางการศึกษาในบางพืช เชน 

หญา 
 Reinhold-Hurek, et al. (1998) รายงานการศึกษาความสัมพันธของเชื้อเอนโดไฟทจาก
ตนหญา Kallar ซึ่งเปนพืชทนเค็มในประเทศปากีสถาน พบเชื้อที่มีความใกลเคียงในกลุม beta 
subclass ของ Proteobacteriaโดยมีความสัมพันธใกลเคียงที่สุดกับแบคทีเรียสีมวงไดแก 
Rhodocyclus  purpureus  ผลจากการแยกเช้ือพบวาเช้ือท่ีไดมีความหลากหลายถึงแมจะแยกออกจาก
ตนพืชเดียวกัน โดยท้ังหมดอยูในกลุมของ Azoarcus  5 
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 ออย 
 ในชวง ค.ศ. 1985 Dobereiner ไดกลาวถึงแนวทางการแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีอยูบริเวณราก
พืชวา แมมีผูศึกษาเช้ือบริเวณรากพืชมาเปนจํานวนมากก็ตาม แตการแยกแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจน
ไดนั้นยังคงประสบปญหาอยู  โดยใหขอแนะนําวาอาหารท่ีใชควรเปนอาหารท่ีจุลินทรียตรึง
ไนโตรเจนนั้นตอบสนอง โดยจําลองสภาพแวดลอมภายในตนท่ีจุลินทรียอาศัย ซ่ึงนําไปสูการ
คนพบเช้ือจุลินทรียตรึงไนโตรเจนกวา 10 ชนิด ในป 1986-1987 มีการคัดเลือกแหลงคารบอนท่ีใช
ในอาหารเล้ียงเช้ือและการใชอาหารกึ่งแข็งท่ีปราศจากไนโตรเจนในการเพาะเล้ียง  Calcavante and 
Dobereiner (1988) ทําการสํารวจหาจุลินทรียตรึงไนโตรเจนในรากและลําตนออยในแปลงปลูก 4 
พื้นท่ีในประเทศแมกซิโก พบจุลินทรียตรึงไนโตรเจนประเภท micro-aerobic ซ่ึงพบอยูในบริเวณลํา
ตนและรากเปนจํานวนมาก การแยกเชื้อดําเนินการโดยทําการเล้ียงในอาหารกึ่งแข็งผสมน้ําออยท่ี
ปราศจากไนโตรเจน มีน้ําตาล 10 เปอรเซ็นต pH 4.5  ทําใหพบแบคทีเรียชนิดใหมท่ีมีลักษณะเปน
แทง อาศัยอยูไดในสภาพท่ีมีออกซิเจน เคล่ือนท่ีไดดวย flagella ดานขาง 1-3 อัน และสามารถตรึง
ไนโตรเจนจากอากาศไดในอาหารกึ่งแข็ง แตไมสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศไดในอาหารเหลว 
 ป ค.ศ. 1993 Fuentess Ramirez และคณะศึกษาทอนพันธุของออย 13 สายพันธุเพื่อประเมิน
หาเช้ือ Acetobacter  diazotrophicus ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได พบวาจํานวนเช้ือ
ท่ีแยกไดมีมากหลายระดับ(1.1-67เปอรเซ็นต )  และมีความสอดคลองกับปริมาณปุยไนโตรเจนท่ี
ใหแกออย ปริมาณเช้ือท่ีแยกไดมี 1.1-2.5เปอรเซ็นต จากบริเวณท่ีมีการใหปุยไนโตรเจนสูง(275-300 
กิโลกรัมตอเฮก-แตร) และมีปริมาณสูงสุดท่ี 10-67 เปอรเซ็นต จากบริเวณท่ีไดรับปุยไนโตรเจน 120 
กิโลกรัมตอเฮกแตร  พบเช้ือ Acetobacter diazotrophicus 18 สายพันธุซ่ึงสามารถสราง ไอเอเอ โดย
สรางไดในระดับความเขมขน 0.14-2.42 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    ถัดมาในป 1994 Dong, et al. ทํา
การแยกจุลินทรียภายในชองวางเซลลพาเรนไคมาของออย โดยทําการแยกของเหลวโดยการเหวี่ยง  
ทําใหไดของเหลวท่ีประกอบไปดวยน้ําตาลซูโครส 12 เปอรเซ็นต pH 5.5 และพบแบคทีเรียผลิต
กรด (ประมาณ 104 เซลลตอมิลลิลิตร)  และเม่ือทําการจําแนกโดยอาศัยวิธีการทางชีวเคมี และทาง
สัณฐานวิทยา พบวาเปนเช้ือ Acetobacter diazotrophicus ซ่ึงพบในสวนของชองวางระหวางเซลล 
และเม่ือทําการทดสอบทําใหเห็นวาเช้ือสามารถอาศัยอยูไดในของเหลวในอะโปพลาสต ซ่ึง
ของเหลวดังกลาวเปนแหลงอาหารท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือ  ทําใหทราบวาของเหลวดังกลาว
อาจมีสวนสําคัญตอการเกิดสภาวะพ่ึงพาอาศัยซ่ึงกันและกันระหวางเช้ือกับพืช และในป 1995 
Dong, et al. ทําการศึกษาแบคทีเรียซ่ึงสามารถตรึงไนโตรเจนไดจากการสกัดออกมาจากภายใน
ชองวางระหวางเซลลเนื้อเยื่อออย โดยเปรียบเทียบกับสายพันธุของ Acetobacter diazotrophicus 
(PAL-5) พบวามีความสอดคลองกับลักษณะที่มีการศึกษาทุกประการ ลักษณะท่ีไดศึกษา ไดแก 
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รูปสัณฐาน 37 แบบ การทดสอบดานชีวเคมี องคประกอบของไขมันภายในเซลล และกิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนส  ซ่ึงอาศัยเทคนิค acetylene reduction และ H2 evolution ซ่ึงพบวาการใชเทคนิค 
H2 evolution ไมสามารถนํามาใชไดเนื่องจากเม่ือมีความเขมขนของ acetylene สูงๆทําใหปฏิกิริยาถูก
ยับยั้ งไวไมสามารถวัดออกมาได   ในป เดียวกันนี้ยังมีรายงานการศึกษาเ ช้ือ  Acetobacter  
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans ที่สามารถ
เจริญเติบโตและเปนแหลงใหไนโตรเจนแกออยในปริมาณมาก โดยการจําแนกชนิดเช้ือจุลินทรีย
ออกเปน 8, 2 และ 4 ชนิดตามลําดับ ดวยเทคนิคโมเลกุลและชีวเคมี  การจําแนกทางชีวเคมีไดแก 
การทดสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอนตางกัน   การตานทานยาปฏิชีวนะ   เพื่อทําการ
แบงกลุมของเช้ือระหวาง Acetobacter  diazotrophicus และ Herbaspirillum spp. ออกจากกัน และ
การใชเทคนิค PCR โดยใช dctA ของเชื้อ Rhizobium meliloti เปนไพรเมอเขาคูกับ ดีเอ็นเอ เพื่อ
จําแนกชนิดเช้ือภายในกลุมเดียวกัน (Ureta, 1995) 
 Loriet, et  al. (2004)  ทําการแยกเช้ือและบงช้ีลักษณะเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอาศัย
อยูในเนื้อเยื่อของออยพันธุ ML3-18 ท่ีปลูกในประเทศคิวบา และออยท่ีนํามาใชเปนตัวอยางในการ
แยกเช้ือนั้นปลูกโดยไมใสปุยเคมี  ซ่ึงสามารถแยกเช้ือไดจากสวนของราก และลําตนท่ีผานการฆา
เช้ือบริเวณผิวแลว  พบวาแยกออกมาได 2 ไอโซเลท คือ 9C และ T2 และท้ัง 2 ไอโซเลทตรวจพบวา
มีการเปล่ียนกาซ acetylene และมีการสราง H2 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีแหลงไนโตรเจน จัดกลุมเช้ือ
ท้ัง 2 ไอโซเลทโดยการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา   ชีวเคมี การทดสอบดวยเทคนิค PCR และการ
วิเคราะหลําดับเบสท่ีตําแหนง 16S rDNA พบวาเช้ือไอโซเลทท่ี 9C เปนเช้ือในกลุม Pantoea และเช้ือ
ไอโซเลทท่ี  T2 เปนเช้ือสายพันธุ Gluconacetobacter  diazotrphicus  นอกจากรายงานการศึกษาท่ี
กลาวมา ยังพบวามีการนําเอาจุลินทรียท่ีแยกไดมาปลูกถายใหกับตนออย เชน Oliveria (2002) ได
ทดสอบการปลูกถายเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนใหกับออย พบวาตนออยท่ีมีการปลูกถายเช้ือนั้นมี
จํานวนรากเพ่ิมมากข้ึน และมีน้ําหนักแหงของรากมากกวาตนออยปกติ (ไมปลูกถายเช้ือ)  
นอกจากนี้ยังพบวาหลังจากปลูกถายเช้ือแลวทําการแยกเชื้อออกมาอีกคร้ังพบวามีปริมาณของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูในเน้ือเยื่อพืชเพิ่มข้ึนและสามารถตรึงไนโตรเจนไดประมาณ 30
เปอรเซ็นต ของผลรวมไนโตรเจนท้ังหมด  ในปถัดมา Erineud (2003) ไดศึกษาประสิทธิภาพของ
การปลูกถายเช้ือ Herbaspirillum seropedicae และ Gluconacetobacter ท่ีความเขมขน 108 เซลลตอ
มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับการไมปลูกถายเช้ือและการใสปุยไนโตรเจน 50 กิโลกรัม ท่ีมีตอการ
เจริญเติบโตของออย พบวาในทรีทเมนตหรือตนท่ีปลูกถายเช้ือทําใหมีน้ําหนักแหงของตนสูงกวา
กลุมของตนท่ีไมมีการปลูกถายเชื้อ แตมีปริมาณท่ีตํ่ากวาตนท่ีใหปุยไนโตรเจน  และเม่ือทําการแยก
เช้ือใหมอีกคร้ังพบวาในตนท่ีปลูกถายดวย Herbaspirillum  seropedicae พบจํานวนเช้ือในปริมาณ
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ท่ีสูง  และMunasamy, et al. (2006) ไดศึกษาการปลูกถายเช้ือ Burkholderia  vietnamiensis ท่ีแยกมา
จากสวนของ ราก  ลําตน และใบของตนออย ใหกับตนกลาออยท่ีมีอายุ 95 วันท่ีความเขมขน 106 
เซลลตอมิลลิลิตร รวมกับการใหปุยไนโตรเจนท่ีระดับตางๆทั้งในสภาพแปลงปลูกและการปลูกใน
กระถาง พบวาการปลูกในกระถางนั้นมีการสะสมไนโตรเจน และชีวมวล ในปริมาณท่ีสูงเม่ือปลูก
ถายเช้ือรวมกับการใหปุยไนโตรเจน  และในแปลงปลูกพบวา การสะสมไนโตรเจนท่ีใบและชีวมวล 
สูงเม่ือปลูกถายเช้ือรวมกับการใหปุยไนโตรเจน 140 กิโลกรัมไนโตรเจนตอเฮกแตร และในป
เดียวกันนี้มีการศึกษาการปลูกถายเช้ือจุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูภายในเนื้อเยื่อออยท่ีขยายพันธุใน
สภาพปลอดเช้ือ 2 สายพันธุคือ Nif 8 และ Ni 15 โดยปลูกถายเช้ือ Herbaspirillum sp. B501gfp1  ท่ี
ความเขมขน 108 และ 102  แบคทีเรียเซลลตอมิลลิลิตร พบวาหลังจากปลูกถายเช้ือ 1 วัน เม่ือทําการ
แยกเช้ือ ไมพบประชากรของ Herbaspirillum sp. B501gfp1 เม่ือเวลาผานไป 7 วัน พบวามีประชากร
ของ Herbaspirillum sp. B501gfp1 อยูเล็กนอย  แตพบประชากรสูงสุดเม่ือมีการปลูกถายเช้ือไปแลว 
28 วันโดยเฉพาะในสวนของราก  และเมื่อทําการตรวจสอบการสรางโคโลนี พบวาเชื้อ 
Herbaspirillum sp. B501gfp1 เร่ิมสรางโคโลนีหลังจากปลูกถายเช้ือไปแลว 7 วัน  และพบวามีการ
สรางในบริเวณชองวางระหวางเซลลของรากแขนง และบริเวณเซลลคอเรนไคมา และ พาเรนไคมา 
ในลําตน แตการปลูกถายเช้ือในความเขมขนท่ีตางกันนั้นไมพบความแตกตางของการเจริญเติบโต 
(น้ําหนักแหงไมแตกตางกัน) (Njoloma, 2006) 
 ขาว 
 Elbaltagy, et al. (2001) ไดแยกเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากลําตนของขาวปาและขาว
พันธุการคา ใน modified Rennie medium  ท่ีสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนได 4 สกุล คือ 
Herbaspirillum, Ideonella, Enterobacter และ Azospirillum โดยเลือกศึกษาตัวอยางเชื้อในสกุล 
Herbaspirillum ที่แยกไดจากขาวพันธุปา และติดตามการเขาอาศัยภายในเนื้อเยื่อโดยใช GFP 
(Green Fluorescent protein) และพบวาเช้ือในสกุล Herbaspirillum นั้นอาศัยอยูบริเวณชองวาง
ระหวางเซลลภายในใบของขาวพันธุปา  นอกจากนี้ ยังพบวามีการศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนใน
ขาวไทย โดยทําการแยกและเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีไมมีไนโตรเจน และตรวจสอบประสิทธิภาพการ
ตรึงไนโตรเจนดวยวิธี acetylene reduction assay (ARA) ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เช้ือแบคทีเรียพบวาเช้ือสวนใหญท่ีแยกไดเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนแทง (rod) และยัง
พบวาสามารถสราง ไอเอเอ ซ่ึงชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Teaumroong,  et al., 2001)   

ในป 2000 Baldani, et al. ; Teaumroong, et al. (2001) รายงานการตอบสนองในดานการ
เจริญเติบโตของพืชท่ีไดรับการปลูกถายเช้ือ H. seropediae และ Burkholderia  spp. ในขาว  ขาวฟาง
และขาวโพด ซ่ึงทําใหพืชมีน้ําหนักรากเพ่ิมข้ึนมากกวา 100% และน้ําหนักตนและใบเพ่ิมข้ึน 12-20
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เปอรเซ็นต  ในปถัดมา ไดมีการศึกษาการปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense กับตนขาวสาลี 
พบวาตนขาวสาลีท่ีปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense มีการสะสมของไนโตรเจน ชีวมวล และ
ใหผลผลิตในปริมาณท่ีสูงกวาขาวสาลีท่ีไมมีการปลูกถายเช้ือ  ซ่ึงการเจริญเติบโตท่ีเพิ่มข้ึนนั้นมา
จากการปลูกถายเช้ือ Azospirillum brasilense เพิ่มประสิทธิภาพในการดูดธาตุอาหารของราก 
(Marin, et al., 2002)  
 มันเทศ 
 Asis and Adachi (2003) แยกเช้ือ Pantoea agglomerans ซ่ึงเปนเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
ท่ีอาศัยอยูภายในเน้ือเยื่อพืช และ Enterobacter asburiae เปนเช้ือท่ีไมตรึงไนโตรเจน ซ่ึงเช้ือท้ัง 2 
ชนิดอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของลําตนมันเทศของประเทศญ่ีปุนพันธุ Japanese sweetpotato เม่ือ
นํามาเล้ียงในอาหารกึ่งแข็งสูตร modified Rennie medium และนําไปตรวจสอบการตรึงไนโตรเจน
ดวยเทคนิค acetylene reduction assay (ARA) โดยบมเช้ือไว 5 วันท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียล 
พบวาสามารถแยกเช้ือออกมาได 12 ไอโซเลท  มี 9 ไอโซเลทพบวามีการตรึงไนโตรเจน และ 3 ไอ
โซเลทไมพบการตรึงไนโตรเจน ซ่ึงมีการจําแนกสายพันธโดยใชชุดตรวจสอบ API 20E สามารถ
แบงออกเปนสายพันธุ Pantoea spp. 4 ไอโซเลท และสายพันธุ klebsella spp. 
 กลวยและสับปะรด 
 Cruz, et al. (2001)  ไดรายงานการแยกจุลินทรียตรึงไนโตรเจนไดจากกลวยและสับปะรด 
โดยอาศัยวิธีการวิเคราะหดวย 16S rDNA restriction และ 16S rRNA sequence พบเชื้อ 
Herbaspirillum  seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Burkhoderia brasilensis และ 
Burkhoderia  tropicalis และอ่ืนๆอีก 8 ชนิดซ่ึงมีความใกลเคียงกับเช้ือ genera   alpha และ beta 
proteobacteria  และในป 2003 Martinez, et al. ไดศึกษาจุลินทรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูภายในเนื้อเยื่อ
ของกลวย โดยแยกจากสวนของ ราก  ลําตน และใบ เล้ียงในอาหาร semisolid nitrogen free ทําการ
คัดเลือกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนโดยวิธี acetylene reduction assay (ARA) และจัดกลุมแบคทีเรีย
โดยใชวิธีการทดสอบทางชีวเคมี  alloenyme profies 16S rRNA และ rpoB  partial gene sequences 
พบวามีเช้ือที่แยกไดท้ังหมด 1453 ไอโซเลท จากสวนของพืชท้ังสามสวน พบ 53 ไอโซเลทท่ีมี
ความสามารถตรึงไนโตรเจน และจัดกลุมได 5 กลุมคือ Enterobacter spp., Citrobacter spp.,  
Rhizobium spp. และสองกลุมสุดทายอยูใน Klebsella spp. และเมื่อนําเอากลุมที่แยกออกมาได
กลับไปปลูกถายเช้ือใหกับตนกลวยอีกคร้ังพบวาจุลินทรียกลุมนี้ชวยเพิ่มการเจริญเติบโตใหกับพืช
ซ่ึงพบวามีน้ําหนักสดเพิ่มข้ึนถึง 60 เปอรเซ็นต   
   
  




