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บทคดัย่อ

	 สภาวะกดดนัจากส่ิงแวดลอ้มท�าให้พืชเกิดความเครียดอนัเน่ืองมาจากการสะสมเอทิลีนในพืช	

ท่ีมีผลเหน่ียวน�าให้เกิดการแก่ของพืช	 ซ่ึงส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตพืชด้วย		

ในการสังเคราะห์เอทิลีนเกิดข้ึนโดยผ่านสารตวักลางคือ	1-aminocyclopropane-1-carboxylate	(ACC)		

แต่มีแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช	(plant	growth	promoting	bacteria,	PGPB)	ช่วยพืชได	้

โดยการผลิตเอนไซม	์ACC	deaminase	มาเปล่ียน	ACC	ใหเ้ป็นสารอ่ืนแทนการสร้างเอทิลีนจึงมีผลช่วย	

ลดความเครียดในพืชได	้ดงันั้น	ในงานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค	์เพื่อคดัเลือกและจ�าแนกชนิดของแบคทีเรีย

ท่ีผลิต	ACC	deaminase	โดยคดัเลือกขั้นตน้บนอาหารแขง็ท่ีเติม	ACC	พบว่า	มีแบคทีเรีย	22	ไอโซเลท		

จากจ�านวน	100	ไอโซเลท	ท่ีเกิดสีรอบโคโลนีบนอาหารท่ีมี	bromthymol	blue	และ	phenol	red	เป็น	

อินดิเคเตอร์	และไดแ้บคทีเรียท่ีมีกิจกรรมของ	ACC	deaminase	สูงในอาหารเหลว	Tryptic	soy	broth		

(TSB)	ท่ีเติม	ACC	ไดแ้ก่	แบคทีเรีย	S70,	PVKRL2,	S143,	S149,	RLPVK1	และ	S216	เท่ากบั	0.030,	0.022,	

0.016,	0.012,	0.012	และ	0.011	Unit/ml	ตามล�าดบั	ซ่ึงแบคทีเรีย	S70	ผลิตเอนไซมส์มัพนัธ์กบัการเจริญ	

โดยมีกิจกรรมของเอนไซม	์สูงสุดเท่ากบั	0.040	Unit/ml	ท่ีระยะเวลา	48	ชัว่โมง	ผลการจ�าแนกชนิดของ

แบคทีเรีย	S70	เป็นแบคทีเรียแกรมบวก	รูปร่างท่อนยาว	สร้างเอนไซมค์ะตาเลสและออกซิเดส	และหมกั

น�้าตาลซูโครส	มอลโตส	กลูโคส	และแมนนิทอลได	้และแบคทีเรียน้ีมีล�าดบัเบสของยนีส่วน	16S	rRNA	

เป็นแบคทีเรีย	Bacillus endophyticus	ท่ีระดบัความเหมือน	100	เปอร์เซ็นต	์โดยแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได	้
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ในการทดลองน้ี	น่าจะมีศกัยภาพในการน�าไปใชป้ระโยชนเ์พื่อช่วยลดผลกระทบจากสภาวะเครียดในพืช

อนัเกิดจากภาวะอากาศเปล่ียนแปลง	รวมทั้งน�าไปประยกุตใ์ชใ้นระบบเกษตรอินทรียไ์ดต่้อไปในอนาคต

ค�าส�าคัญ:	ACC	deaminase,	แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตพืช,	สภาวะเครียดในพืช,	ภาวะอากาศ	

	 								เปล่ียนแปลง

ABSTRACT

	 Stressful	environmental	conditions	can	lead	to	plant	stress	from	ethylene	accumulation	and		

then	induce	plant	senescence	that	affects	growth	and	yield	of	plants.	Ethylene	was	synthesized	by	using	

1-aminocyclopropane-1-carboxylate	(ACC)	as	the	intermediate	precursor.	However,	plant	growth	

promoting	bacteria	(PGPB)	facilitated	plant	growth	by	ACC	deaminase	production	to	change	ACC		

into	other	substances	instead	of	ethylene	for	stress	reduction	in	plants.	The	purpose	of	this	research	is	to	

screen	and	identify	ACC	deaminase	producing	bacteria.	Primary	screening	was	done	on	solid	medium	

containing	ACC.	It	was	found	that	22	bacteria	of	100	isolates	produce	a	halo	zone	on	solid	medium		

adding	bromthymol	blue	and	phenol	red	as	pH	indicators.	High	ACC	deaminase	activity	bacteria	were	S70,	

PVKRL2,	S143,	S149,	RLPVK1	and	S216	at	0.030,	0.022,	0.016,	0.012,	0.012	and	0.011	Unit/ml,	

respectively.	The	result	showed	that	isolate	S70	showed	ACC	deaminase	activity	correlated	with	growth	

and	had	maximum	ACC	deaminase	at	0.040	Unit/ml	for	48	hours.	The	identification	of	bacterial	S70		

was	examined.	It	was	found	that	bacterial	S70	was	Gram	positive,	rod	shape,	catalase	and	oxidase	positive,		

and	fermented	sucrose,	maltose,	glucose	and	mannitol.	The	sequencing	of	the	16S	rRNA	gene	of	bacteria	

S70	was	Bacillus endophyticus	with	a	sequence	similarity	of	100	%.	The	potential	of	selected	bacteria		

are	likely	to	reduce	the	effects	of	stress	condition	from	climate	change	and	its	application	to	organic	

farming	systems	can	be	explored	in	future.

Key words:	ACC	deaminase,	plant	growth-promoting	bacteria,	plant	stress,	climate	change

บทน�า
	 การท�าเกษตรกรรมอาจพบปัญหาจาก	

ส่ิงแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมอันมีสาเหตุมาจาก	

ส่ิงมีชีวิต	(โรคพืช	และศตัรูพืช)	และส่ิงไม่มีชีวิต	

(ความแห้งแลง้	น�้ าท่วม	ความเคม็	อุณหภูมิ	แสง)	

แล้วก่อให้เกิดความเครียดท่ีส่งผลกระทบต่อ	

พืชได	้โดยทัว่ไปเม่ือพืชอยูใ่นสภาวะเครียดพืชจะ

สังเคราะห์เอทิลีนเพื่อตอบสนองต่อความเครียด

หากพืชมีการสะสมเอทิลีนปริมาณมากจะส่งผล

ต่อการเจริญเติบโตและการพฒันาของพืช	(Dubois	

et al.,	2018)	รวมทั้ง	เอทิลีนยงัท�าใหเ้กิดการแก่ของ

พืชได	้นอกจากน้ี	หากปริมาณออกซินในพืชสูง	
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ยงักระตุน้ใหพ้ชืสร้างเอทิลีนไดอี้กดว้ย	(Pierik	et al.,	

2006)	โดยในการสังเคราะห์เอทิลีนจะเร่ิมจาก	

เมไทโอนีนเปล่ียนไปเป็น	S-adenosylmethionine	

(SAM)	แลว้เปล่ียนต่อไปเป็น	ACC	ไดเ้ป็นเอทิลีน	

แบคทีเรียท่ีมีบทบาทช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต

ของพืชท่ีเป็นกลุ่ม	PGPB	เช่น	แบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซม์	ACC	deaminase	มีบทบาทช่วยให้พืช

ทนทานต่อสภาวะเครียดต่างๆ	ไดโ้ดยแบคทีเรีย

ขา้งตน้จะใช	้ACC	เป็นแหล่งไนโตรเจนแลว้สลาย

ให้เป็นแอมโมเนียและ	alpha-ketobutyrate	 จึง

ท�าใหร้ะดบั	ACC	ลดลงส่งผลใหร้ะดบัของเอทิลีน

ในพืชลดลงดว้ย	ดงันั้น	จึงมีผลช่วยลดความเครียด

ในพืชได	้(Cheng	et al.,	2007)	โดย	Bal	et al. (2013)	

รายงานว่า	แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากบริเวณรอบราก

พชืผลิต	ACC	deaminase	ได	้603.94	ถึง	1350.02		

nmol	α-ketobutyrate	mg-1		h-1	และ	ผลิต	IAA	ได	้

10.54	ถึง	37.65	μM	ml-1	และผลการจ�าแนกชนิด

ของแบคทีเรียโดย	16S	rRNA	พบวา่	เป็น	Bacillus,	

Microbacterium,	Methylophaga,	Agromyces	และ	

Paenibacillus	 และยงัมีรายงานว่า	 แบคทีเรีย	

Bacillus endophyticus	 ท่ีแยกไดจ้ากดินรอบราก

สมุนไพรช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได	้

เช่น	ละลายฟอสเฟต	ผลิต	IAA	ไซเดอร์โรฟอร์		

รวมทั้งยงัผลิตเอนไซมต่์างๆ	เช่น	ACC	deaminase,	

cellulase,	lipase,	protease,	chitinase	และสารตา้น

เช้ือรา	(Ramanuj	and	Shelat,	2018)	ซ่ึงแบคทีเรีย

เอนโดไฟท	์Bacillus	sp.	ยงัมีบทบาทช่วยควบคุม

โรคไหม้ในข้าว	 และช่วยเพ่ิมน�้ าหนักสดและ	

น�้าหนกัแหง้ของขา้วไดอี้กดว้ย	(Ahmed	et al.,	2015)	

โดยมีรายงานการใชแ้บคทีเรีย	PGPR	ช่วยส่งเสริม

การเจริญเติบโตของพชืในสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่างๆ	

ซ่ึง	Ahmad	et al.	(2018)	พบวา่	Bacillus subtilis	และ	

Paenibacillus	sp.	เป็นแบคทีเรียท่ีละลายฟอสเฟต

ช่วยให้ตน้ฝ้ายเจริญเติบโตได้ดีในสภาวะท่ีเป็น

ด่างจดั	ส่วน	แบคทีเรีย	Pseudomonas fluorescens	

REN1	ท่ีผลิต	ACC	deaminase	และผลิต	IAA	ช่วย

เพิม่การยดืยาวของราก	และเพิม่การแตกรากของขา้ว

เม่ืออยูใ่นสภาวะน�้าท่วมขงัไดดี้	(Etesami	et al.,	2014)	

และยงัมีรายงานว่า	สภาวะแวดลอ้มไม่เหมาะสม	

ท่ีเกิดจากภาวะอากาศเปล่ียนแปลงก็ส่งผลท�าให้

ผลผลิตขา้วขาวดอกมะลิ	105	สุพรรณบุรี	ชยันาท	

กข	6	และขา้วเหนียวสนัป่าตอง	ลดลงดว้ย	(Kawasaki	

and	Herath,	2011)	

	 แบคทีเรียละลายฟอสเฟตและผลิต	IAA		

จัดเป็นแบคทีเรียกลุ่ม	 PGPB	 ท่ีมีบทบาทใน	

การช่วยพืชในดา้นต่างๆ	(Ma	et al.,	2011)	ซ่ึงผูว้จิยั

มีแบคทีเรียทั้งสองชนิดขา้งตน้ท่ีมีผูค้ดัเลือกไวแ้ลว้

อยูใ่น	stock	culture	ของหอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยา	

คณะวิทยาศาสตร์	มหาวิทยาลยัแม่โจ	้และผูว้ิจยั

เห็นวา่	แบคทีเรีย	PGPB	โดย	1	เช้ือ	อาจมีคุณลกัษณะ	

ท่ีดีมากกว่า	1	ลกัษณะ	ซ่ึงเป็นบทบาทท่ีจะช่วย	

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพชืได	้ดงันั้น	งานวจิยัน้ี

ผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะน�าแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ

ในการละลายฟอสเฟต	หรือผลิต	IAA	มาคดัเลือก

หาเช้ือท่ีสามารถผลิตเอนไซม์	ACC	deaminase	

เพื่อใหไ้ดเ้ช้ือท่ีมีลกัษณะท่ีดีมากกวา่	1	ลกัษณะอยู่

ในเช้ือเดียวกนั	และยงัจ�าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ี

ผลิตเอนไซม	์ACC	deaminase	ไดสู้ง	ส�าหรับน�าไป

ประยกุตเ์พื่อช่วยใหพ้ืชอินทรียท์นทานต่อสภาวะ

ท่ีไม่เหมาะสมต่างๆ	ไดต่้อไป

	

วธีิด�าเนินการวจิยั
การคดัเลือกแบคทเีรียทีม่กีจิกรรม ACC deaminase 

ขั้นต้น 

	 น�าแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากขา้ว

มะลิแดงอินทรีย	์น�้ าหมกัชีวภาพ	และแบคทีเรีย

เอนโดไฟทจ์ากขา้วมะลิแดงอินทรีย	์ซ่ึงเป็นเช้ือท่ี

สามารถละลายฟอสเฟต	 หรือผลิต	 IAA	 ได	้	
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ท่ีมีผูค้ดัเลือกไวข้องห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา	

มหาวทิยาลยัแม่โจ	้จ�านวน	100	ไอโซเลท	มาคดัเลือก

หาเช้ือท่ีมีกิจกรรมเอนไซม์	 ACC	 deaminase		

ขั้นตน้	โดยท�า	point	inoculation	ลงบนอาหารแขง็	

Nitrogen	free	agar	 (NFA)	 ท่ีเติม	ACC	และมี	

bromthymol	blue	และ	phenol	red	อินดิเคเตอร์ท่ี	

บ่งบอกการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง	คือ

ผลบวกบนอาหารท่ีมี	bromthymol	blue	จะมีสี	

รอบโคโลนีเป็นสีฟ้า	ส่วนอาหารท่ีมี	phenol	red		

ผลบวกจะมีสีรอบโคโลนีเป็นสีแดง	จากนั้นบ่มเช้ือ

ไวท่ี้อุณหภูมิ	37	องศาเซลเซียส	ระยะเวลา	24	

ชั่วโมง	เลือกเช้ือท่ีมีสีรอบโคโลนีทุกไอโซเลท	

ไวศึ้กษาต่อไป

การทดสอบการผลติ ACC deaminase ในอาหารเหลว

	 เตรียมเช้ือเร่ิมตน้ในอาหารเหลว	Tryptic	soy	

broth	(TSB)	ระยะเวลา	24	ชัว่โมง	ปรับค่าความขุ่น

ของเช้ือเร่ิมตน้ให้เท่ากบัค่าความขุ่น	McFarland	

No.	1.0	แลว้เพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร	TSB	ท่ีมี	ACC	

3	mM	ปริมาณ	5	มิลลิลิตร	ในหลอดทดลอง	บ่มบน

เคร่ืองเขยา่	120	รอบต่อนาที	ท่ีอุณหภูมิหอ้ง	ระยะ

เวลา	24	ชัว่โมง	จากนั้นเก็บตวัอยา่งไปป่ันเหวี่ยง

แลว้เก็บเซลล์แบคทีเรียไปสกดัเอนไซม์โดยเติม	

Tris-HCl	0.1	M	(pH	7.6)	1	มิลลิลิตร	ผสมแลว้	

ป่ันเหวี่ยงแลว้เก็บเซลลน์�ามาใส่	Tris-HCl	0.1M	

(pH	8.5)	แล้วเติมโทลูอีน	และเก็บตัวอย่างไป

วิเคราะห์กิจกรรม	ACC	deaminase	ตามวิธีท่ี

ดัดแปลงจาก	Penrose	and	Glick	 (2003)	และ

วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน	(Lowry	et al.,	1951)	1	หน่วย

ของเอนไซมคื์อ	ปริมาณ	α-ketobutyrate	ท่ีเกิดข้ึน	
1	μmol	ในเวลา	1	นาที	ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ	

เลือกเช้ือท่ีมีกิจกรรมของ	ACC	deaminase	สูงสุด

ไวศึ้กษาต่อไป

การศึกษาความสัมพนัธ์ของการเจริญกบัการผลติ 

ACC deaminase 

 น�าแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรม	ACC	deaminase	

สูงสุด	มาเพาะเล้ียงในอาหาร	TSB	ท่ีเติม	ACC	

ปริมาณอาหาร	5	มิลลิลิตร	ในหลอดทดลอง	บ่มบน

เคร่ืองเขย่า	 120	 รอบต่อนาที	 ท่ีอุณหภูมิห้อง		

เกบ็ตวัอยา่งทุก	12	ชัว่โมง	ถึง	60	ชัว่โมง	วดัการเจริญ

ดว้ยเคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน	600	nm	

และวเิคราะห์กิจกรรม	ACC	deaminase

การศึกษาคุณลกัษณะของแบคทเีรีย 

	 ศึกษาคุณลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง

ของแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรมของ	ACC	deaminase	สูง	

โดยดูลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็	Nutrient	agar	

(NA)	และศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของ

แบคทีเรียโดยการยอ้มสีแบบแกรม	แล้วดูด้วย

กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ	และบนัทึก

การติดสีแกรม	รูปร่างและการจดัเรียงตวัของเซลล์

แบคทีเรีย	และลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี	

ไดแ้ก่	การผลิตเอนไซมค์ะตาเลส	ออกซิเดส	และ

การใชน้�้ าตาลชนิดต่าง	ๆ	เช่น	ฟรุคโตส	ซูโครส	

มอลโตส	กลูโคส	กาแลคโตส	ไซลิทอล	แลคโตส	

และแมนนิทอล

การจ�าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการหาล�าดับ

เบสของ 16S rRNA

 น�าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดม้าสกดัดีเอ็นเอ

ดว้ยชุดสกดัส�าเร็จรูป	(Geneaid,	Taiwan)	และเพิ่ม

ปริมาณยีน	16S	rRNA	โดยใช	้universal	primer	

(Biobasic.,	 Inc.	Canada)	 คือ	27F	 ซ่ึงมีล�าดับ	

นิวคลีโอไทดคื์อ	5’-AGA	GTT	TGA	TCC	TGG	

CTC	AG-3’	และ	1522R	มีล�าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น	

5’-AAG	GAG	GTG	ATC	CAR	CCG	CA	-3’	โดย
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ใชโ้ปรแกรมการเพิ่มปริมาณ	16S	rRNA	ดงัน้ีคือ	

ใชอุ้ณหภูมิและระยะเวลาส�าหรับ	denaturation,	

annealing	และ	extension	ท่ีอุณหภูมิ	95,	55	และ		

72	องศาเซลเซียส	ระยะเวลา	1,	1	และ	1	นาที		

ตามล�าดบั	จ�านวน	30	รอบ	แลว้น�าไปหาล�าดบัเบส

ของยีน	16S	rRNA	โดย	First	base	laboratories	

ประเทศมาเลเซีย	แลว้น�าล�าดบัเบสท่ีไดไ้ปเทียบ

ความคล้ายกับฐานข้อมูลใน	GenBank	โดยใช้

โปรแกรม	BLAST	ของ	The	national	center	for	

biotechnology	information	(NCBI)	(www.ncbi.

nlm.nih.gov/BLAST)	เพือ่จ�าแนกชนิดของแบคทีเรีย

ผลการวจิยัและวจิารณ์ผล
ผลการคัดเลือกแบคทีเ รียที่มีกิจกรรม ACC 

deaminase ขั้นต้น 

	 ผลการคดัเลือกขั้นตน้บนอาหารแขง็	NFA	

พบวา่	มีแบคทีเรีย	22	ไอโซเลท	จาก	100	ไอโซเลท	

ท่ี เ กิด สี ฟ้ารอบโคโลนี เ ช้ือบนอาหาร ท่ี เ ติม	

bromthymol	 blue	 และเกิดสีแดงรอบโคโลนี	

บนอาหารท่ีมี	phenol	red	เป็นอินดิเคเตอร์	ซ่ึง	Patil	

et	al. (2016)	อธิบายว่า	การท่ีเกิดสีรอบโคโลนี	

บนอาหารแขง็ท่ีมี	bromthymol	blue	และ	phenol	

red	เน่ืองจากแบคทีเรียใช	้ACC	เป็นแหล่งไนโตรเจน

แลว้เกิดแอมโมเนีย	และ	α–ketobutyrate	จึงเกิด

การเปล่ียนสีรอบโคโลนีของเช้ือข้ึน

ผลการทดสอบการผลิต ACC deaminase ใน

อาหารเหลว

	 จากผลการวิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์ใน

อาหารเหลว	พบว่า	มีแบคทีเรีย	6	ไอโซเลทคือ	

แบคทีเรีย	S70,	PVKRL2,	S143,	S149,	RLPVK1	

และ	S216	มีค่ากิจกรรม	(enzyme	activity	(Unit/ml)	

ของ	ACC	deaminase	สูงเท่ากบั	0.030,	0.022,	

0.016,	0.012,	0.012	และ	0.011	Unit/ml	ตามล�าดบั	

และมีกิจกรรมจ�าเพาะ	(specific	activity	(Unit/

μgProtein)	ของ	ACC	deaminase	เท่ากบั	2.340x10-4,	

5.890×10-5	,7.320×10-55.630×10-5,	4.290×10-5	

และ	 4.120×10-5	Unit/μgProtein	 ตามล�าดับ		

(ตารางท่ี	1)	ซ่ึงแบคทีเรีย	S70,	S143	และ	S149		

เป็นแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากขา้วมะลิ

แดงอินทรีย	์ส่วน	PVKRL2	และ	RLPVK1	เป็น

แบคทีเรียเอนโดไฟทจ์ากใบขา้วมะลิแดงอินทรีย	์

และแบคทีเรียทั้ง	6	ไอโซเลท	เป็นแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถละลายฟอสเฟตได	้จากผลการทดลอง	

พบวา่	แบคทีเรีย	S70	มีกิจกรรมจ�าเพาะของ	ACC	

deaminase	 สูงสุดเท่ากับ	2.340×10-4	Unit/μg	

Protein	ซ่ึง	Castillo	et al.	(2015)	แยกเช้ือไดจ้าก	

ดินรอบราก	แบคทีเรียท่ีอาศยัตามผวิ	และแบคทีเรีย

เอนโดไฟทจ์ากขา้ว	ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีมีคุณสมบติัช่วย

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในดา้นต่างๆ	ซ่ึง

ไดอ้ธิบายว่า	บริเวณรอบรากพืชมีการปล่อยสาร

อาหารต่างๆ	แก่แบคทีเรีย	 ได้แก่	กรดอะมิโน	

(histidine,	proline,	valine,	alanine	และ	glycine)	

และน�้ าตาล	 (glucose,	 arabinose,	 mannose,	

galactose)	และสารอ่ืนๆ	เช่น	glucuronic	acid	จึง

เหน่ียวน�าใหแ้บคทีเรียมารวมอยูบ่ริเวณรอบรากพชื	

รวมทั้ง	ส่งเสริมใหเ้อนโดไฟทเ์ขา้สู่พืชไดอี้กดว้ย	

(Jiménez et al.,	2003)	นอกจากน้ี	ประกายดาว	(2557)	

รายงานวา่	แบคทีเรีย	S70	สามารถละลายฟอสเฟตได	้

จะเห็นไดว้า่	ในการทดลองน้ี	คดัเลือกไดแ้บคทีเรีย	

S70	ท่ีมีคุณลกัษณะท่ีดีในการส่งเสริมการเจริญ

เติบโตของพืช	2	ลกัษณะอยู่ในเช้ือเดียวกันคือ	

สามารถละลายฟอสเฟตได้ซ่ึงท่ีช่วยให้พืชได้

ประโยชน์จากฟอสเฟต	และยงัมีกิจกรรมของ	

ACC	deaminase	ท่ีจะช่วยใหพ้ืชทนทานต่อสภาพ

แวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมได	้ท�าให้ไดแ้บคทีเรียท่ีมี
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ประโยชน์ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช

ไดม้ากยิง่ข้ึน	ซ่ึง	Baig	et al.	(2012)	พบวา่	Bacillus	sp.	

ท่ีมีคุณลกัษณะ	2	ลกัษณะคือ	มีกิจกรรมของ	ACC	

deaminase	และละลายฟอสเฟต	จะมีประสิทธิภาพ

ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดดี้กว่า

เช้ือมีคุณลกัษณะอย่างเดียว	โดยแบคทีเรียท่ีผลิต	

ACC	deaminase	จะมีบทบาทช่วยให้พืชทนทาน

ต่อสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม	เช่น	ทนน�้ าท่วม	

ทนแลง้	ทนความเคม็	ทนต่อเช้ือก่อโรค	รวมทั้งทน

ต่อส่ิงปนเป้ือนในดินไดดี้	(Glick,	2014)

	

ตารางที ่1	 ผลการคดัเลือกขั้นตน้ของแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรม	ACC	deaminase	บนอาหารแข็ง		NFA		

และกิจกรรมของเอนไซม	์	และกิจกรรมจ�าเพาะของ	ACC	deaminase	ในอาหารเหลว	TSB	

ระยะเวลา	24	ชัว่โมง
Bacterial 

code

Sources NFA

+bromthymol 

blue

NFA

+phenol 

red

Enzyme activity 

(Unit/ml)

Specific activity

(Unit/µg 

Protein)

S59 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + + 1.130×10-3 4.040×10-6

S60 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + + 4.694×10-3 1.660×10-5

S70 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + + 0.030 2.340×10-4

S91 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + + 2.066×10-3 1.380×10-5

S129 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + - 1.690×10-3 5.110×10-6

S143 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + - 0.016 7.320×10-5

S149 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 - + 0.012 5.630×10-5

S213 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + + 2.630×10-3 9.130×10-6

S216 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + - 0.011 4.120×10-5

S230 Soil	from	rhizosphere	of	organic	rice		 + - 9.014×10-3 2.970×10-5

BF12 Biofertilizer + + 4.319×10-3 1.350×10-5

BF27 Biofertilizer + - 0 0

BF41 Biofertilizer + + 3.192×10-3 8.310×10-6

PVKRL1 Endophyte	from	organic	rice	leaves	(1	year) + + 1.127×10-3 5.870×10-6

PVKRL2 Endophyte	from	organic	rice	leaves	(1	year) + + 0.022 5.890×10-5

PCARL5 Endophyte	from	organic	rice	leaves	(1	year) + + 0 0

RLPVK1 Endophyte	from	organic	rice	leaves	(10	years) + - 0.012 4.290×10-5

RRTSA3 Endophyte	from	organic	rice	roots	(10	years) + + 4.880×10-3 1.910×10-5

RRPCA4 Endophyte	from	organic	rice	roots	(10	years) + - 2.817×10-3 1.040×10-5

RRTSA5 Endophyte	from	organic	rice	roots	(10	years) + + 2.629×10-3 7.140×10-6

RSTSA1 Endophyte	from	organic	rice	stems	(10	years) + - 3.944×10-3 1.370×10-5

W-RS Surface	sterile	water + + 9.389×10-4 2.930×10-6

หมายเหตุ 		+	คือเกิดสีรอบโคโลนี			-	คือไม่เกิดสีรอบโคโลนี
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ผลการศึกษาความสัมพนัธ์ของการเจริญกบัการผลติ 

ACC deaminase 

	 ในการทดลองน้ี	แบคทีเรีย	S70	ผลิต	ACC	

deaminase	สมัพนัธ์กบัการเจริญคือ	มีการเจริญสูง

กส็ามารถผลิตเอนไซมไ์ดสู้งดว้ย	ซ่ึงเช้ือน้ีสามารถ

ผลิตเอนไซมไ์ดสู้งสุดท่ีเวลา	48	ชัว่โมง	(ภาพท่ี	1)	

แต่จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่	แบคทีเรียมีการ

เจริญลดลงและผลิตเอนไซมล์ดลงอยา่งรวดเร็วท่ี

ระยะเวลา	60	ชัว่โมง	อาจเป็นผลมาจากสารอาหาร

ในอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมหมด	หรือ	ACC	 ซ่ึงเป็น

แหล่งไนโตรเจนมีปริมาณน้อยลงในช่วงทา้ยๆ	

ของการเจริญของแบคทีเรียซ่ึง	Penrose	and	Glick	

(2008)	อธิบายว่า	แบคทีเรียมีการน�า	ACC	ไปใช้

เป็นแหล่งไนโตรเจนโดยการน�าเขา้สู่เซลล์เพื่อ

สลายโดยเอนไซม	์ACC	deaminase	จึงมีผลท�าให	้

ACC	มีปริมาณลดลง	นอกจากน้ี	ยงัอาจมีปัจจยัอ่ืนๆ	

ท่ีเก่ียวขอ้งอีก	โดย	Hontzeasa	et al.	(2004)	อธิบาย

วา่	แบคทีเรียรีคอมบิแนนท	์Pseudomonas putida	

UW4	ผลิต	ACC	deaminase	ท่ีมีความจ�าเพาะสูงต่อ

สับสเตรทคือ	ACC	ซ่ึงเอนไซม์น้ีจะมีกิจกรรม

สูงสุดท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั	8.0	และจะมี

กิจกรรมลดลงอยา่งรวดเร็ว	หรือไม่มีกิจกรรมของ

เอนไซม์เลยเม่ือค่าความเป็นกรด-ด่างต�่ากว่า	8.0	

และจะไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์น้ีเลยเม่ือค่า

ความเป็นกรด-ด่าง	สูงกวา่	10.0	จากผลการทดลองน้ี	

จะเห็นวา่	แบคทีเรีย	S70	ผลิต	ACC	deaminase	ได้

ไม่สูงมากนักอาจเป็นผลเน่ืองมาจากยงัไม่ไดห้า	

สภาวะท่ีเหมาะสมส�าหรับการเจริญและการผลิต

เอนไซม	์เน่ืองจากมีปัจจยัอ่ืนๆ	ท่ีเก่ียวขอ้งในการ

ช่วยใหผ้ลิตเอนไซมไ์ดป้ริมาณสูงข้ึน	เช่น	อุณหภูมิ	

ความเป็นกรด-ด่าง	ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน

และคาร์บอน	ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้	และอ่ืนๆ	นอกจากน้ี	

ยงัอาจเป็นผลมาจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้ในการ

ทดสอบการผลิต	ACC	deaminase	ในการทดลองน้ี

คืออาหาร	tryptic	soy	broth	(TSB)	ท่ีมี	tryptone		

และ	 soybean	meal	 เป็นส่วนประกอบอยู่ด้วย		

ซ่ึงอาจมีเปบไทดแ์ละกรดอะมิโนเป็นส่วนประกอบ	

(Liu	et al.,	2017)	โดยเช้ืออาจใชอ้งคป์ระกอบขา้งตน้

เป็นแหล่งไนโตรเจนแทน	ACC	ได	้แต่อยา่งไรกต็าม	

Khan	et al.	(2016)	กท็ดสอบการผลิต	ACC	deaminase	

ของแบคทีเรียเอนโดไฟท	์Bacillus	subtilis	LK14	

ท่ีแยกไดจ้ากพืชในกลุ่มมะรุม	Moringa	peregrine	

โดยใชอ้าหาร	TSB	เช่นเดียวกนั	ซ่ึงก็พบว่า	เช้ือ

สามารถผลิต	ACC	deaminase	ได	้448.3	±	2.91	nM	

α-ketobutyrate	mg-	1	h-	1	ซ่ึง	Jacobson	et al.	(1994)	

อภิปรายวา่	ACC	deaminase	จะถูกสร้างข้ึนและมี

กิจกรรมของเอนไซมน้ี์เม่ือมีการมี	ACC	มาเหน่ียว

น�าให้เกิดการสร้างเอนไซม์ข้ึนมาได	้นอกจากน้ี	

Shrivastava	and	Kumar	(2013)	พบว่า	แบคทีเรีย	

Klebsiella	sp.	ECI-10A	ซ่ึงแยกไดจ้ากรอบรากพืช

ผลิต	ACC	deaminase	ไดสู้งสุด	539.1	nmol	α-keto	
butyrate/	mg	protein/	h	ในอาหารท่ีมี	ACC	5	mM	ท่ี

อุณภูมิ	30	องศาเซลเซียส	ท่ีระยะเวลา	24	ชัว่โมง	

อยา่งไรก็ตาม	ผลจากการทดลองน้ีอาจจะทดสอบ

การผลิต	ACC	deaminase	 ในอาหารเล้ียงเช้ือ	

ชนิดต่างๆ	รวมทั้งหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้

แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมน้ี์ไดสู้งสุดต่อไป

ผลการศึกษาคุณลกัษณะของแบคทเีรีย 

	 แบคทีเรีย	S70	 มีลกัษณะโคโลนี	 สีครีม		

รูปร่างกลม	ขอบหยกั	ผวิหนา้นูน	มนัวาว	เป็นเมือก	

เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อนขนาดใหญ่	ต่อเป็นสายยาว	

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก	และแบคทีเรียน้ีผลิตได้

ทั้งเอนไซมค์ะตาเลสและ	ออกซิเดส	และสามารถหมกั

น�้ าตาลซูโครส	มอลโตส	กลูโคส	และแมนนิทอล	

แต่ไม่สามารถหมกัน�้ าตาลฟรุคโตส	กาแลคโตส	

ไซลิทอล	และแลคโตสได	้ผลการทดลองแสดงใน

ตารางท่ี	2
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ภาพที ่1	 ผลความสมัพนัธ์การเจริญ		(	 	)		และการผลิต	ACC	deaminase		(	 	)		ท่ีระยะเวลาต่าง	ๆ 	ของ

แบคทีเรีย	S70	ในอาหาร	TSB

ตารางที ่2	 ลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมีของแบคทีเรีย	S70
Physiological and biochemical characteristics

Catalase Oxidase Fructose Sucrose Maltose Glucose Galactose Xylitol Lactose Mannitol
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การจ�าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการหาล�าดับ

เบสของ 16S rRNA

	 ผลการวิเคราะห์ล�าดบัเบสบนยนีส่วน	16S	

rRNA	ของแบคทีเรีย	S70	แลว้น�าไปเทียบกบัฐาน

ขอ้มูลใน	GenBank	ไดผ้ลการเทียบล�าดบัเบสของ

แบคทีเรีย	S70	ตรงกบัล�าดบัเบสของเป็น	Bacillus 

endophyticus	strain	MR104	ท่ี	Accession	number	

MG271914.1	ท่ีระดบัความเหมือน	100	เปอร์เซ็นต	์

ซ่ึงแบคทีเรีย	Bacillus endophyticus	 แยกได	้

คร้ังแรกจากเน้ือเยือ่ของตน้ฝ้าย	(Reva	et al.,	2002)	

และ	B.	endophyticus	ท่ีคดัเลือกไดใ้นการทดลองน้ี

อาจเป็นเอนโดไฟทท่ี์เขา้ไปอาศยัในเน้ือเยือ่ของพชื

ได	้โดย	Chi	et al.	(2005)	ไดท้ดสอบการเคล่ือนยา้ย

ของเอนโดไฟทจ์ากรากสู่ใบของขา้ว	ซ่ึงการเขา้สู่

พืชเร่ิมจากแบคทีเรียมารวมกลุ่มกนัท่ีบริเวณผิว

ของรากพืชแลว้แทรกตวัเขา้สู่รากพืชแลว้เคล่ือนท่ี

ข้ึนไปผ่านล�าตน้ของพืชและเขา้สู่ใบจากนั้นจึง

เพิ่มจ�านวนมากข้ึนไดแ้ละยงัพบว่า	เอนโดไฟทมี์

ผลท�าใหไ้ดม้วลของรากและล�าตน้ของขา้วเพิ่มข้ึน	

ช่วยเพิม่อตัราการสงัเคราะห์แสง	เพิม่อตัราการหายใจ	
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เพิ่มประสิทธิภาพการใช้น�้ า	และเพิ่มพ้ืนท่ีใบธง

ของขา้ว	และท�าใหมี้การสะสมฮอร์โมนพืชคือ	IAA	

และ	gibberellin	 ท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต

ของพืชใหเ้พิ่มมากข้ึนอีกดว้ย	ซ่ึงแบคทีเรีย	S70	ท่ี

คดัเลือกไดใ้นการทดลองน้ีอาจจะเป็นแบคทีเรีย

เอนโดไฟทท่ี์น่าจะช่วยพืชไดด้ว้ยเช่นเดียวกนั	ซ่ึง	

Leena	et al.	(2017)	รายงานวา่	B.	endophyticus	เป็น

เช้ือท่ีทนต่ออุณภูมิไดก้วา้ง	15-45	องศาเซลเซียส	

pH	5.0-9.0	และรอดชีวติไดใ้นเกลือโซเดียมคลอไรด	์

16	เปอร์เซ็นต	์และยงัมีรายงานการผลิตสารออกฤทธ์ิ

ทางชีวภาพและการน�าไปใชป้ระโยชนใ์นดา้นต่างๆ	

ของแบคทีเรีย	Bacillus	sp.	โดย	Sicuia	et al.	(2015)	

พบวา่	เช้ือกลุ่ม	Bacillus	sp.	สามารถผลิตเอนไซม์

ต่างๆ	เช่น	chitinase,	cellulase,	protease,	lipase,	

amylase	และ	decarboxylase	ท่ียอ่ยผนงัเซลลข์อง

เช้ือก่อโรคพืชได	้และยงัมีการประยกุตใ์ชเ้อนไซม	์

protease	จาก	B.	endophyticus มาย่อยขนไก่เพ่ือ

เป็นการใชป้ระโยชนจ์ากของเหลือทิง้	และยงัช่วยลด

ปัญหาส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย	(Thazeem	et al.	2016)	

ซ่ึงแบคทีเรีย	S70	ท่ีคดัเลือกไดใ้นการทดลองน้ี

อาจจะน�าไปประยุกต์ใช้ร่วมกับแบคทีเรียอ่ืนๆ	

เพือ่ช่วยเพิม่ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญ

เติบโตของพชืเม่ืออยูใ่นภาวะเครียด	โดย	Vurukonda	

et al.	(2016)	ใชแ้บคทีเรียท่ีแยกดินรอบรากพืชร่วม

กบัพวกเอนโดไฟทท่ี์สามารถผลิต	ACC	deaminase	

ฮอร์โมนพืช	สารระเหย	และโพลีแซคคาไรด์ได	้

เพื่อมาช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช	เม่ืออยู่

ในภาวะเครียดจากความแหง้แลง้	และ	Belimov	et al.	

(2009)	รายงานการใชแ้บคทีเรียท่ีผลิต	ACC	deaminase	

ท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากพืชเพ่ือช่วยส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของพืช	เม่ือปลูกพืชในสภาพดินแหง้

จากภาวะอากาศเปล่ียนแปลง	นอกจากน้ี	Chauhan	

et al.	(2016)	พบวา่	B.	endophyticus	ผลิตสาร	iturin,	

surfactin	และ	fengycin	ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ัง้การเกิดโรคเน่า

ท่ีเกิดจากเช้ือรา	Fusarium	solani	ของพืชสมุนไพร

ท่ีมีเหง้าได้	และยงัมีรายงานเก่ียวกับแบคทีเรีย		

B . 	 endophyticus 	 สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิ	

ทางชีวภาพท่ีได้มากมาย	ได้แก่	สารตา้นมะเร็ง	

(Venkatachalam	and	Nadumane,	2018)	สารตา้น

เช้ือรา	(Sansinenea	et al.,	2016)	ใชบ้ �าบดัสีในน�้าเสีย	

(Kumari	et al.	2016)	ผลิตแบคเทอริโอซิน	(Zimina	

et	al.,	2016)	ผลิต	polyhydroxyalkanoates	(PHAs)	

ผลิตพลาสติกชีวภาพ	(Negintaji	et al.,	2010)		

และ	Subramanian	et al.	 (2017)	ยงัรายงานว่า		

B.	endophyticus	เป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากระบบทาง

เดินอาหารของไส้เดือนดินสามารถผลิตวิตามินบี	

riboflavin	ใหแ้ก่ไส้เดือนดินเพื่อช่วยการงอกใหม่

ของไสเ้ดือนดิน	Eudrilus eugeniae	ได	้ส่วน	Shan	

(2017)	พบว่า	แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินรอบราก

ถัว่เขียว	ซ่ึงสามารถผลิต	ACC	deamniase	ละลาย

ฟอสเฟต	และผลิต	IAA	ช่วยเพิ่มการงอกของราก	

เพิ่มความยาวของล�าตน้	และเพิ่มน�้ าหนกัสดของ

ถัว่เขียว	และจ�าแนกเช้ือเป็น	Bacillus	 sp.	และ	

Pseudomonas	sp.	นอกจากน้ี	การใชเ้ช้ือขา้งตน้

ร่วมกบัเช้ือ	Mesorhizobium	sp.	มีผลในการส่งเสริม

การเจริญเติบโตไดดี้ในสภาวะขาดน�้าอีกดว้ย	

สรุป
	 การทดลองน้ี	คดัเลือกไดแ้บคทีเรีย	S70	ซ่ึง

เป็นแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากขา้วมะลิ

แดงอินทรีย	์และเป็นเช้ือท่ีมีความสามารถในการ

ละลายฟอสเฟต	แบคทีเรียน้ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวก	

รูปร่างท่อนต่อเป็นสายยาว	และมีล�าดบัเบสของ

ยนีส่วน	16S	rRNA	เหมือนกบั	Bacillus	endophyticus	

ท่ีระดบัความเหมือน	100	เปอร์เซ็นต	์ซ่ึงแบคทีเรีย	

S70	ผลิต	ACC	deaminase	สัมพนัธ์กบัการเจริญ

โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากบั	0.040	

Unit/ml	ท่ีระยะเวลา	48	ชัว่โมง	B.	endophyticus	
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S70	ซ่ึงคดัเลือกไดใ้นการทอลองน้ี	เป็นแบคทีเรีย

ทั้งละลายฟอสเฟตและผลิต	ACC	deaminase	ได้

อยู่ในเช้ือเดียวกนั	 จึงน่าจะเป็นเช้ือท่ีมีศกัยภาพ	

ในการน�าไปประยุกต์ใชเ้พ่ือช่วยเพ่ิมธาตุอาหาร

คือฟอสเฟตท่ีเป็นประโยชน์ให้แก่พืช	 รวมทั้ ง	

จะช่วยให้พืชทนทานต่อความเครียดจากสภาวะ	

ท่ีไม่เหมาะสมต่างๆ	ไดอี้กดว้ย	และน่าจะประยกุต์

ใชใ้นระบบเกษตรอินทรีย	์นอกจากน้ี	อาจจะศึกษา

เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม	์

ใหสู้งข้ึน	รวมทั้งน�าไปทดสอบการผลิตสารออกฤทธ์ิ

ทางชีวภาพอ่ืนๆ	เพื่อน�าไปประยกุตใ์ชป้ระโยชน์

ในทางเทคโนโลยชีีวภาพดา้นอ่ืนๆ	ไดต่้อไป
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