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การตรึงไนโตรเจนภายใตส้ภาวะพึ่งพาอาศยัระหวา่งจุลินทรียแ์ละรากพืชเป็นความสามารถ

ของเช้ือแบรด้ีไรโซเบียม/ไรโซเบียมโดยการสร้างปมท่ีรากและ/หรือล าตน้ของพืชตระกูลถัว่ การ
ตรึงไนโตรเจนดงักล่าวเป็นการเตรียมแหล่งไนโตรเจนให้กบัถัว่และพืชอาศยั โดยเช้ือแบรด้ีไร
โซเบียม/ไรโซเบียมท าการตรึงไนโตรเจนท่ีอยู่ในอากาศด้วยเอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase 
enzyme) ส่งให้พืชอาศยัในรูปของแอมโมเนีย (NH3) นอกจากน้ี เช้ือแบรด้ีไรโซเบียม/ไรโซเบียม
บางสายพนัธ์ุยงัสามารถสร้างเอนไซม ์Aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminase ท่ี
สามารยอ่ยสาร ACC ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ในการผลิตเอทิลีนให้เป็นแอมโมเนียและแอลฟา-คีโตบูทีเรต 
(α-ketobutyrate) เอทิลีนจดัเป็นฮอร์โมนพืชชั้นสูงและมีบทบาทส าคญัอยา่งมากต่อการมีชีวิตรอด
ของพืชเม่ือพืชตอ้งเผชิญกบัส่ิงแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต อยา่งไรก็ตาม ฮอร์โมนเอ
ทิลีนท าใหเ้กิดผลดา้นลบต่อพืชไดเ้ม่ือถูกผลิตในปริมาณท่ีสูง แต่ปริมาณท่ีสูงของการผลิตฮอร์โมน
ดงักล่าวสามารถท าให้ลดลงไดโ้ดยการควบคุมสาร ACC ดว้ยกิจกรรมเอนไซม ์ACC deaminase ท่ี
มีอยูใ่นแบคทีเรีย ดงันั้น เพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพของกิจกรรมเอนไซม ์ACC deaminase ท่ีมีอยูใ่น
เช้ือแบรด้ีไรโซเบียม SUTN9-2 ไดด้ าเนินการสองวิธี คือ พนัธุวิศวกรรม และ Adaptive Laboratory 
Evolution (ALE) การถ่ายทอด plasmid ท่ีมียีน acdR และ acdS จากเช้ือแบรด้ีไรโซเบียม SUTN9-2 
เขา้ไปในเช้ือ Wild type ท าให้ได้สายพนัธ์ุปรับปรุงช่ือ SUTN9-2:pMG103::acdRS ในขณะท่ีการ
ปรับปรุงกิจกรรมเอนไซม์ดว้ยวิธี ALE ด าเนินการบนหลกัการของการปรับตวั และเจริญเติบโต
อยา่งต่อเน่ืองในสภาวะแวดลอ้มท่ีความเขม้ขน้ของACC สูง (3 mM ACC)  ท าให้ไดส้ายพนัธ์ุปรัป
ปรุงช่ือ SUTN9-2 (ACCDadap) การปรับปรุงกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ได้ 8.9 เท่ าในเ ช้ือสายพันธ์ุ  SUTN9-
2:pMG103::acdRS และ 1.4 เท่า ในเช้ือสายพนัธ์ุ SUTN9-2 (ACCDadap) เม่ือเทียบกับเช้ือ Wild 
type อิทธิพลของการเพิ่มประสิทธิภาพให้กบักิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase ของเช้ือ SUTN9-
2:pMG103::acdRS และ SUTN9-2 (ACCDadap)ได้ท าการทดสอบกบัถัว่เขียว (Vigna radiata (L.) 
R.Wilczek SUT1) พบว่า การเพิ่มประสิทธิภาพเอนไซม์ ACC deaminase สามารถส่งเสริมการเขา้
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สร้างปมในช่วง 12 ว ันแรกหลังจากการปลูกเช้ือ โดยเฉพาะการใช้เ ช้ือสายพันธ์ุ SUTN9-
2:pMG103::acdRS และสายพนัธ์ุดงักล่าวยงัช่วยให้การตรึงไนโตรเจนในถัว่เขียวสามารถด าเนินอยู่
ไดม้ากกวา่สายพนัธ์ุอ่ืน ภายใตส้ภาวะขาดน ้ า และช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของถัว่เขียวหลงัจาก
การรดน ้ากลบั (Rehydration) นอกจากน้ี สายพนัธ์ุ SUTN9-2 (ACCDadap) พบวา่ มีการเปล่ียนแปลง
ของนิวคลีโอไทด์บางต าแหน่งท่ีมีผลท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างในส่วนท่ีคาดวา่เป็น
บริเวณท่ีใช้จบัสารตั้งตน้ (ACC binding site) การกลายพนัธ์ุหรือการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนน้ี อาจ
เป็นสาเหตุน าไปสู่การเพิ่มข้ึนของค่ากิจกรรมเอนไซม ์ACC deaminase ในเช้ือสายพนัธ์ุ SUTN9-2 
(ACCDadap) นอกจากน้ี  การปรับปรุงกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase ของเ ช้ือ SUTN9-
2:pMG103::acdRS สามารถส่งเสริมปฏิสัมพนัธ์แบบพึ่งพา (Symbiosis) และเพิ่มความทนทานต่อ
การขาดน ้ า รวมทั้งยงัส่งเสริมการฟ้ืนตวัจากการขาดน ้ าให้กบัถัว่เขียวไดดี้กวา่สายพนัธ์ุท่ีมีกิจกรรม
เอนไซม์ ACC deaminase ท่ีต ่ากว่า และยงัสามารถลดการสังเคราะห์เอทิลีนในขา้ว (Oryza sativa 
L.) ซ่ึงน าไปสู่การลดความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์ และปริมาณคลอโรฟิลล์ เม่ือตน้ขา้วได้รับ
ความเครียดจากการขาดน ้ า ในขณะเดียวกนั การปลูกเช้ือท่ีมีกิจกรรมเอนไซม ์ACC deaminase ทั้ง
สายพนัธ์ุ Wild type และสายพนัธ์ุท่ีปรับปรุงกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase ไดเ้พิ่มปริมาณน ้ า
ภายในใบ (Relative water content (RWC)) และอตัราการรอดชีวิตของขา้ว รวมทั้งอตัราการฟ้ืนตวั
ของตน้ขา้วให้เพิ่มสูงข้ึน เม่ือเผชิญกบัสภาวะขาดน ้ า ในขณะเดียวกนั ภายใตก้ารปลูกในสภาพ
แปลงและขาดน ้ า การปลูกเช้ือ SUTN9-2 (ACCDadap) สามารถปรับปรุงผลผลิตขา้วไดม้ากกว่า 
เช้ือ Wild type และไม่ไดป้ลูกเช้ือ ดงันั้น ความทนทานต่อความเครียดท่ีเกิดจากการขาดน ้ าในตน้
ขา้วและถัว่เขียว สามารถบรรเทาไดด้ว้ยการลดการสังเคราะห์เอทิลีนผ่านกิจกรรมเอนไซม์ ACC 
deaminase ของเช้ือ SUTN9-2 โดยเฉพาะสายพนัธ์ุท่ีไดรั้บการปรับปรุงประสิทธิภาพของเอนไซม์ 
ACC deaminase นอกจากน้ี แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUTN9-2 (ACCDadap) มีศกัยภาพในการน าไปใช้
เป็นหัวเช้ือชีวภาพท่ีปลูกขา้วในสภาวะแปลงนา เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโต ผลผลิต และความ
ทนทานต่อความการขาดน ้าใหก้บัพืชอีกดว้ย 
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Symbiotic nitrogen-fixation is an ability of Bradyrhizobium/Rhizobium by 

forming nodules in host legume roots and/or stem, which provide a nitrogen source as 

the ammonia (NH3) form to the host plant from nitrogen-fixation process. Moreover, 

some bacterial strains in Bradyrhizobium/Rhizobium also produce 1-aminocyclopropane-1-

carboxylic acid (ACC) deaminase enzyme, which can degrade the ethylene precursor, 

ACC, converts to ammonia and α-ketobutyrate. Ethylene is a higher plant hormone and 

plays a vital role in plant survival when plants encounter unfavorable conditions. 

However, the hormone can present negative effects when it is produced in high 

concentration.  Nevertheless, the significant amount of ethylene production can be 

decreased by controlling its substrate (ACC) by ACC deaminase activity contain in 

bacteria. Therefore, to improve the efficiency of ACC deaminase activity contained in 

Bradyrhizobium sp. SUTN9-2, two methods for improving, genetic engineering and 

adaptive laboratory evolution (ALE) based methods, were used. The transfer of a plasmid 

containing acdR and acdS into SUTN9-2 was genetic engineering improvement, while the 

ALE method was performed based on accumulation of an adaptive bacterial population 

that continuously grew in a specified growth condition for a long period of time. The 

improved strains succeeded in increasing ACC deaminase enzyme activity as 8.9–fold 
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in SUTN9-2:pMG103::acdRS and 1.4–fold in SUTN9-2 (ACCDadap) when compared 

with the wild type strain. The influences of the higher activity were observed in the host 

plant (Vigna radiata (L.) R.Wilczek SUT1). Both improved strains could enhance 

nodulation in the early stage of plant growth. Additionally, SUTN9-2:pMG103::acdRS 

could also maintain nitrogen fixation in water deficit conditions as well as promote 

plant biomass after rehydration. Moreover, the changes of nucleotide and amino acid 

in AcdS protein in SUTN9-2 (ACCDadap) were investigated. Some nucleotides were 

predicted to be located in the ACC binding site which was mutated. This mutation may 

lead to increasing ACC deaminase activity, which enhanced symbiotic interaction and 

drought tolerance, as well as have better recovery after rehydration than lower ACC 

deaminase activity. Moreover, these bacterial strains also reduce ethylene synthesis, 

lead to decreasing membrane destruction and chlorophyll contents in rice (Oryza sativa 

L.) when confronted with a water deficit situation. Meanwhile, the leaf relative water 

content (RWC), survival and recovery rates were improved as well as crop yield in field 

conditions. Therefore, drought stress tolerance in rice and mung bean plants could be 

improved by a controlling the ethylene synthesis via the ACC deaminase improvement 

in SUTN9-2. Moreover, the SUTN9-2 (ACCDadap) strain can be used as a bio-

inoculant in field conditions to enhance growth, rice yield, and drought tolerance. 
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