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บทคัดย่อ 

หัวเชื้อไรโซเบียมถูกน ามาใช้กับการปลูกพืชตระกูลถั่วเพ่ือท าหน้าที่ในการตรึงไนโตรเจนจาก

อากาศมาเปลี่ยนให้อยู่ในรูปที่พืชใช้ได้ ทั้งนี้นอกจากความสามารถในการตรึงไนโตรเจนแล้ว เชื้อไร

โซเบียมบางสายพันธุ์ยังมีกิจกรรมของเอนไซม์ 1-minocyclopropane-1-carboxylate (ACC)- 

deaminase เพ่ือช่วยในการส่งเสริมการเจริญให้กับพืชภายใต้สภาวะเครียดแบบต่าง ๆ แต่อย่างไรก็

ตามระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ในเชื้อกลุ่มไรโซเบียมมีไม่สูงมากนักเมื่อเทียบกับเชื้อ

ในกลุ่ม Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) ดังนั้นการใช้เทคนิค metabolic 

evolution ซึ่งเป็นการปรับปรุงเชื้อให้มีประสิทธิภาพมากขึ้นโดยอาศัยการปรับตัว และการคัดเลือกทาง

ธรรมชาติเพ่ือให้ได้เชื้อที่มีลักษณะหรือคุณสมบัติตามต้องการโดยไม่อาศัยการตัดต่อพันธุกรรม โดยใน

โครงการวิจัยนี้ได้น าเชื้อ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 ซึ่งเป็นเชื้อที่เข้าสร้างปมและตรึงไนโตรเจน

ได้ดีกับถ่ัวเศรษฐกิจหลายชนิด โดยได้พัฒนาให้เชื้อเกิดการปรับตัวเพ่ือให้ทนต่อ ACC และยังสามารถใช้ 

ACC เป็นแหล่งของไนโตรเจนได้ โดยเมื่อตรวจสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ของเชื้อ 

SUTN9-2 ดั้งเดิม พบว่ามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์อยู่ที่ 2.92 ± 0.16 µmole of alpa-

ketobutyrate/h/mg of protein และเมื่อเชื้อดังกล่าวผ่านกระบวนการเพ่ิมระดับกิจกรรมของ

เอนไซม์ ACC  deaminase พบว่ามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นเป็น 3.20 ± 0.78 และ 3.98 ± 

0.04 µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of protein ในสายพันธุ์ SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-

2_3.0 ตามล าดับ ทั้งนี้ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน acdS ซึ่งเป็นยีนที่ใช้ในการ

สังเคราะห์เอนไซม์ ACC deaminase ในแบคทีเรียชนิดนี้ที่เปลี่ยนแปลงไปในเชื้อที่ผ่านการพัฒนาด้วย

เทคนิค metabolic evoluation ทั้ง 2 สายพันธุ์ พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงไป 2 ต าแหน่ง คือ G (ล าดับ

เบสที่ 419) และ C (ล าดับเบสที่ 843) เปลี่ยนไปเป็น A และ T เมื่อเทียบกับเชื้อดั้งเดิม และผลจากการ

เปลี่ยนไปของล าดับนิวคลีโอไทด์ ณ ต าแหน่งที่ 419 ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนไปจาก S หรือ serine 

(Ser/S) ใน SUTN9-2 ดั้งเดิม  ไปเป็น N หรือ Asparagine (Asn/N) ในเชื้อที่ผ่านการพัฒนาด้วย

เทคนิค metabolic evolution ทั้งสองสายพันธุ์ และเมื่อทดสอบความเสถียรของกิจกรรมเอนไซม์นี้ 

พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ที่วัดจากเชื้อ SUTN9-2_2.5 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์

ที่คงที ่เมื่อเลี้ยงติดต่อกัน 3 รุ่น ในขณะที่ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ใน SUTN9-2_3.0 

ไม่มีความเสถียร โดยพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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Abstract 

 Rhizobium inoculant was applied with legumes in order to fix nitrogen from the 

air and turn to be fertilizer for the plant.  Some strains of rhizobium not only contain 

nitrogen fixation ability but also having the activity of 1-aminocyclopropane-1-

carboxylate (ACC) deaminase enzyme to promote plant growth under stress 

conditions.  However, the level of ACC deaminase activity in rhizobia is usually lower 

than that of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR).  To improve the activity of 

this enzyme in rhizobium, the metabolic evolution technique which is the technique 

that can improve the ability of strain through the natural adaptation under the 

selected pressure was interested to be used to improve the ACC deaminase activity of 

rhizobial strain without genetic engineering method.  Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 was 

used as a model in this study since this strain could symbiosis well with several 

economic legumes.  The results showed that the metabolic evoluted strains could 

adapt itself tolerate to high concentration of ACC and used it as N-source.  The ACC 

deaminase activity of SUTN9-2 wild-type was 2.92 ± 0.16 µmole of alpa-

ketobutyrate/h/mg of protein, while the enzyme activity of metabolic evoluted strains, 

SUTN9-2_2.5 and SUTN9-2_3.0 increased into 3.20 ± 0.78 and 3.98 ± 0.04 µmole of 

alpa-ketobutyrate/h/mg of protein, respectively.  The nucleotide sequence of acdS 

which involved in biosynthesis of ACC deaminase enzyme in these bradyrhizobia was 

determined.  The result showed that both metabolic evoluted strains had 2 positions 

of nucleotide change, at position 419 changed from G to A, and at position 843 

changed from C to T.  Base changes resulted in changing amino acid in one position 

from serine (S) to asparagene (N) in both metabolic evoluted strains.  The stability of 

enzyme activity was also investigated and it was found that the enzyme activity of 

metabolic evoluted strain SUTN9-2_2.5 was stable after 3 consecutive generations of 

growth, while the enzyme activity significantly decreased in strain SUTN9-2_3.0.  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำกำรวิจัย 

เชื้อไรโซเบียมบางสายพันธุ์ยังมีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase เพ่ือช่วยในการลด

ความเครียดให้แก่พืชเมื่อต้องเจริญภายใต้สภาวะเครียดจากสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ เช่น การปลูกถั่วใน

สภาวะดินเปรี้ยว ดินเค็ม ขาดน้้า หรือสภาวะน้้าท่วมขัง เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามระดับกิจกรรมของ

เอนไซม์ ACC deaminase ในเชื้อกลุ่มไรโซเบียมมีไม่สูงมากนักเมื่อเทียบกับเชื้อในกลุ่ม Plant Growth 

Promoting Rhizobacteria (PGPR) ดังนั้นหากสามารถเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC 

deaminase ในเชื้อไรโซเบียมได้ก็จะท้าให้มีประโยชน์และมีประสิทธิภาพมากขึ้น การเพ่ิมกิจกรรมของ

เอนไซม์ในเชื้อไรโซเบียมสามารถท้าได้โดยเทคนิคทางด้าน genetic engineering ซึ่งในขณะนี้ยังไม่เป็น

ที่ยอมรับในการน้า genetically modified organism (GMO) ไปใช้ในระบบการเกษตร ดังนั้นแนวทาง

ที่จะหลีกเลี่ยงการใช้ GMO ได้คือ การใช้เทคนิค metabolic evolution ซึ่งเป็นการปรับปรุงเชื้อให้มี

ประสิทธิภาพมากขึ้นโดยอาศัยการปรับตัว และการคัดเลือกทางธรรมชาติเพ่ือให้ได้เชื้อที่มีลักษณะหรือ

คุณสมบัติตามต้องการโดยไม่อาศัยการตัดต่อพันธุกรรม ดังนั้นจึงสามารถน้าเชื้อที่ผ่านการพัฒนาหรือ

ปรับปรุงคุณสมบัติโดยใช้เทคนิคนี้ไปใช้ในสภาพไร่ได้จริง อันจะเป็นแนวทางการพัฒนาหัวเชื้อไรโซเบียม

ให้มีคุณสมบัติที่ดีข้ึนและน้าไปใช้ได้จริงต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือให้ได้เชื้อไรโซเบียมที่มีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC- deaminase เพ่ิมขึ้นโดยใช้

เทคนิค metabolic evolution 

2. เพ่ือให้ทราบระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC- deaminase ในเชื้อไรโซเบียมที่ผ่านการ

พัฒนาโดยใช้เทคนิค metabolic evolution 

3. เพ่ือให้ทราบข้อมูลทางพันธุกรรม และความเสถียร (genetic stability) ของยีนที่ใช้ใน

การสร้างเอนไซม์ ACC deaminase ที่เปลี่ยนแปลงไปของเชื้อไรโซเบียมที่ผ่านการปรับปรุงโดยใช้

เทคนิค metabolic evolution 
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1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

ด้าเนินการปรับปรุงเชื้อไรโซเบียมต้นแบบให้มีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase 

เพ่ิมขึ้นโดยใช้เทคนิค metabolic evolution แล้วตรวจสอบระดับกิจกรรมของเอนไซม์ที่เปลี่ยนไป

เปรียบเทียบกับเชื้อดั้งเดิม จากนั้นท้าการคัดแยกยีนที่ใช้ในการสร้างเอนไซม์ ACC deaminase จากเชื้อ

ที่ผ่านการปรับปรุงโดยใช้เทคนิค metabolic evolution แล้วตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในระดับ

พันธุกรรมของยีนเปรียบเทียบกับเชื้อดั้งเดิม 

 

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. ได้เชื้อ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 ที่มีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase เพ่ิม
มากขึ้นโดยใช้เทคนิค metabolic evolution 

2. ไดท้ราบข้อมูลการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ ACC deaminase ในเชื้อ
ไรโซเบียมทีผ่่านการปรับปรุงโดยใช้เทคนิค metabolic evolution 

3.  เกษตรกร สามารถน้าเชื้อที่พัฒนาได้แล้วไปใช้ได้ต่อไปในสภาพไร่ 
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บทที่ 2 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

2.1 กำรเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase โดยเทคนิค metabolic evolution 
1. น้าเชื้อ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 มาตรวจสอบความสามารถในการเจริญในอาหาร

เหลว (minimal medium + 10% HM ที่มีสาร ACC เป็นองค์ประกอบในปริมาณต่าง ๆ (1, 2, 3, 4, 5 
มิลลิโมลาร์) เพ่ือตรวจสอบปริมาณของสาร ACC ที่มากท่ีสุดที่เชื้อไรโซเบียมชนิดนี้สามารถเจริญได้โดย
ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ แล้วตรวจสอบอัตราการเจริญของเชื้อ (growth rate) 

2. ท้าการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase โดยใช้เทคนิค metabolic 
evolution โดยเลี้ยงเซลล์ในอาหาร minimal medium + 10% HM ที่มีสาร ACC เป็นองค์ประกอบ
ในระดับความเข้มข้นที่เชื้อยังคงเจริญได้ จากนั้นเมื่อเชื้อเจริญเข้าสู่ระยะ mid log phase ให้น้าเชื้อที่
ได้มาเป็น starter เพ่ือท้าการปลูกเชื้อต่อไปในอาหาร minimal medium ที่มีการลดปริมาณส่วนผสม
ของอาหาร YEM ลงตามล้าดับ จนกระทั่งได้เชื้อที่สามารถเจริญได้ใน minimal medium ที่มี ACC ใน
ระดับความเข้มข้นเท่าเดิมเป็นองค์ประกอบโดยมีการเติม 10% HM ที่ใช้ Yeast Extract เป็นมี
ส่วนประกอบเพียง  50% จากนั้นท้าการเพ่ิมระดับความเข้มข้นของสาร ACC ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ตามล้าดับ จนได้เชื้อที่สามารถเจริญได้ในอาหารที่มีปริมาณ ACC สูงได้ต่อไป ทั้งนี้จะท้าการเก็บเชื้อไร
โซเบียมในแต่ละระดับของการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ ACC ไว้ใน -80°C เพ่ือน้าเชื้อในแต่ละ
ระดับมาตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ที่เปลี่ยนแปลงไปโดยเปรียบเทียบกับเชื้อ
ดั้งเดิม (wild-type) (Jantama et al., 2008) ในขั้นตอนต่อไป 
 
2.2 กำรตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase 

น้าเชื้อ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 ที่ได้ผ่านการพัฒนาโดยใช้เทคนิค metabolic 

evolution ในแต่ละระดับของการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ ACC มาตรวจสอบกิจกรรมของ

เอนไซม์ ACC deaminase โดยเปรียบเทียบกับเชื้อ Sinorhizobium sp. BL3 ตามวิธีการตรวจสอบ

กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase โดยใช้ spectrophotometer ตามวิธีการของ Tittabutr et 

al. (2008) 

2.3 กำรศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงของยีน และควำมเสถียรของเอนไซม์ ACC deaminase ในเชื้อไร
โซเบียมที่ผ่ำนกำรพัฒนำด้วยเทคนิค metabolic evolution 

1. ท้าการคัดแยกยีนที่ใช้ในการสร้างเอนไซม์ ACC deaminase หรือ ยีน acdRS ออกจากเชื้อ
ไรโซเบียมที่มีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase เพ่ิมขึ้นจากการปรับปรุงโดยใช้เทคนิค 
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metabolic evolution ทั้งนีค้ัดแยกยีนออกมาด้วยเทคนิค PCR-cloning โดยใช้ primers ที่จ้าเพาะกับ
ยีน acdRS ของเชื้อ Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 แล้วเชื่อมต่อเข้ากับ pGT19-T vector 

2. ตรวจสอบล้าดับเบส (DNA sequencing) ของยีนที่คัดแยกได้เปรียบเทียบกับยีนของเชื้อ
ดั้งเดิมเพ่ือให้ทราบข้อมูลทางพันธุกรรมของยีนที่ใช้ในการสร้างเอนไซม์ ACC deaminase ที่
เปลี่ยนแปลงไปของเชื้อไรโซเบียมที่ผ่านการปรับปรุงโดยใช้เทคนิค metabolic evolution 

3. ตรวจสอบความเสถียรทางพันธุกรรม (genetic stability) ของเชื้อไรโซเบียมที่ผ่านการ
ปรับปรุงโดยใช้เทคนิค metabolic evolution โดยท้าการเลี้ยงเชื้อไรโซเบียมนี้ในอาหาร HM ที่ไม่มี
การเติมสาร ACC โดยท้าการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 180 
rpm ท้าเช่นนี้ต่อเนื่องกัน 3 generation แล้วตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ของ
เชื้อที่เปลี่ยนแปลงไปในแต่ละ generation 
 

2.4 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 

 ผลการทดลองจ้านวน 5 ซ้้า ที่ได้จากแต่ละการทดลอง ได้น้ามาวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช้

โปรแกรม SPSS version 17 Windows (SPSS Inc., Chicago, IL) โดยวิเคราะห์ Anova และ 

Duncan’s multiple range test (Duncan 1955) 
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บทที่ 3 

ผลกำรวิเครำะห์และอภิปรำยผลกำรทดลอง 

 

3.1 กำรเพิ่มระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase โดยใช้เทคนิค metabolic evolution 

 เมื่อน้าเชื้อไรโซเบียมที่ผ่านการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase มาเลี้ยงใน

อาหารที่มี ACC ที่มีความเข้มข้นต่างๆ กัน พบว่าไรโซเบียมที่ผ่านการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์โดย

ใช้เทคนิค metabolic evolution สามารถเจริญได้ในอาหารที่มี ACC และเจริญได้ดีกว่า SUTN9-2 

ดั้งเดิม (รูปที่ 1) อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของ ACC ที่เพ่ิมขึ้นมีผลต่อการเจริญของเชื้อเมื่อเทียบกับ

อาหารที่ไม่มี ACC ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ACC มีผลต่อการเจริญของเชื้อในด้านของความเป็นพิษต่อเซลล์ 

ดังนั้นการที่เชื้อจะสามารถเจริญได้เชื้อดังกล่าวจ้าเป็นต้องมีระบบการก้าจัด คือมีความสามารถในการ

ย่อยสลายสารดังกล่าวให้อยู่ในรูปที่ ไม่เป็นพิษ หรือเชื้อดังกล่าวอาจมีระบบป้องกันสารพิษที่เชื้อ

พัฒนาขึ้นเพ่ือให้เซลล์ทนต่อสารดังกล่าวได้ ดังนั้นรูปที่ 2 ได้แสดงให้เห็นว่าเชื้อที่ผ่านกระบวนการเพ่ิม

ระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase โดยใช้เทคนิค metabolic evolution มีการปรับตัวโดย

การพัฒนากลไกบางอย่างที่จะท้าให้เซลล์ทนต่อความเป็นพิษของ ACC ได้ ในรูปที่ 2 นี้จะเห็นว่า 

SUTN9-2 สายพันธุ์ดั้งเดิม มีจ้านวนของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกันระหว่างอาหาร 

HM (100% Yeast Extract) ซึ่งเป็นจ้านวนเซลล์ก่อนเลี้ยงในอาหารที่มี ACC กับ HM (50% Yeast 

extract) ที่ปรับความเข้มข้นของสาร ACC ให้เป็น 2.5, 3.0 และ 3.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 10 วัน 

กราฟดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า สายพันธุ์ไรโซเบียมที่ผ่านกระบวนการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์มี

จ้านวนเซลล์ไม่แตกต่างกันทั้งที่เลี้ยงในอาหาร HM (50% Yeast extract) ที่เติม ACC 2.5 และ 3.0 

มิลลิโมลาร์ กับอาหาร HM (100% Yeast Extract) อย่างไรก็ตามอาหาร HM (50% Yeast extract) ที่

เติม ACC 3.5 มิลลิโมลาร์ มีผลท้าให้จ้านวนของเซลล์ลดลงจากเดิมที่มีจ้านวนเซลล์อยู่ที่ประมาฌ 108 

ถึง 109 ทั้งในเชื้อดั้งเดิม และเชื้อที่ผ่านกระบวนการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์ เหลืออยู่ที่ประมาณ 

106 CFU/ml หลังเลี้ยงในอาหารที่มี ACC เป็นเวลา 10 วัน ดังนั้นจะเห็นว่า เทคนิค metabolic 

evolution มีผลท้าให้เชื้อเกิดการปรับตัวเพ่ือให้ทนต่อ ACC และยังสามารถใช้ ACC เป็นแหล่งของ

ไนโตรเจนได้ เพราะมีการเจริญของเชื้อที่ความเข้มข้นของ ACC ต่้า ๆ ในอาหารที่ลดปริมาณของ yeast 

extract ลง 50% เมื่อเทียบกับเชื้อดั้งเดิม ดังนั้นมีความเป็นไปได้ที่เทคนิค metabolic evolution 

นอกจากจะมีผลท้าให้เชื้อเกิดการปรับตัวเพ่ือให้ทนต่อ ACC แล้วยังอาจปรับปรุงกิจกรรมของเอนไซม์ 
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ACC deaminase ให้เพ่ิมข้ึน ดังนั้นจึงจ้าเป็นต้องท้าการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ดังกล่าวในเชื้อที่

พัฒนาแล้วนี้ต่อไปเปรียบเทียบกับเชื้อดั้งเดิม 

 

 
 

 
รูปที่ 1 แสดงผลของความเข้มข้นของ ACC (2.5, 3.0, 3.5 มิลลิโมลาร์ ) ที่มีต่อการเจริญของแบคทีเรีย
เปรียบเทียบกันระหว่าง SUTN9-2 ดั้งเดิม และ SUTN9-2 ที่พัฒนาด้วยเทคนิค metabolic evolution 
(SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0) 

B

. 

B. 

D. 
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รูปที่ 2 แสดงผลของจ้านวนเซลล์แบคทีเรีย SUTN9-2 ดั้งเดิม และ SUTN9-2 ที่พัฒนาด้วยเทคนิค 

metabolic evolution (SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0) ก่อนเลี้ยงในอาหารที่มี ACC ความ

เข้มข้น 2.5, 3.0 และ 3.5 มิลลิโมลาร์ เปรียบเทียบกับหลังการเลี้ยงในอาหารที่มี ACC ที่ระยะเวลา 10 

วัน 

 

3.2 กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ในเชื้อไรโซเบียมที่ผ่ำนกำรพัฒนำโดยใช้เทคนิค 

metabolic evolution 

      เทคนิค metabolic evolution นอกจากจะมีผลท้าให้เชื้อเกิดการปรับตัวเพ่ือให้ทนต่อ ACC 

แล้วยังมีผลในการปรับปรุงกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ให้เพ่ิมข้ึน ตารางที่ 1 ได้แสดงค่า

กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ที่เปรียบเทียบกันระหว่างเชื้อดั้งเดิม (SUTN9-2 wild type) 

และ สายพันธุ์ที่ผ่านกระบวนการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase  พบว่าสายพันธุ์ 

SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase เพ่ิมขึ้น โดยจากเดิม

อยู่ที่ประมาณ 2.92 ± 0.16 µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of protein เพ่ิมขึ้นเป็น 3.20 ± 

0.78 และ 3.98 ± 0.04 µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of protein ตามล้าดับ ค่ากิจกรรม

ของเอนไซม์ท่ีเพ่ิมขึ้นในเชื้อ SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0 มีความเป็นไปได้ที่อาจเกิดการเปลี่ยน

ของล้าดับเบสซึ่งส่งผลต่อการสร้างโปรตีนในส่วนที่อาจจะเป็น active site ของเอนไซม์ซ่ึงอาจส่งผลท้า

ให้เอนไซม์สามารถเข้าจับกับสารตั้งต้นได้ดีขึ้น และส่งผลต่อการท้าปฏิกิริยากันระหว่างเอนไซม์และสาร

SUTN9-2_2.5 SUTN9-2_3.0  
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ตั้งต้นที่ดีข้ึน ดังนั้นการตรวจสอบล้าดับเบสของยีนที่เก่ียวข้องต่อการแสดงออกของเอนไซม์ ACC 

deaminase จึงเป็นสิ่งที่ส้าคัญและด้าเนินการต่อดังที่ได้แสดงผลในการทดลองต่อจากนี้ 

 

ตำรำงที่ 1 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase เปรียบเทียบกันระหว่างเชื้อดั้งเดิมกับสาย

พันธุ์ที่ผ่านกระบวนการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase โดยใช้เทคนิค metabolic 

evolution (SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0) 

 

Sample codes ACC –deaminase activity 
 (µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of 

protein) 
SUTN9-2 wild type 2.92 ± 0.16c 

SUTN9-2_2.5 3.20 ± 0.78bc 
SUTN9-2_3.0 3.98 ± 0.04ba 

Sinorhizobium sp. BL3 4.77 ± 0.48a 
             There is a significant difference at a P value of 0.05  
 

3.3 ข้อมูลทำงพันธุกรรม และควำมเสถียร (genetic stability) ของกำรสร้ำงเอนไซม์ ACC- 

deaminase 

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน acdS ซึ่งเป็นยีนที่ เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เอนไซม์ ACC 
deaminase ในเชื้อที่ผ่านการพัฒนาด้วยเทคนิค metabolic evolution ทั้งสองสายพันธุ์ (SUTN9-
2_2.5 และ SUTN9-2_3.0) ถูกวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนนี้ในเชื้อ 
SUTN9-2 ดั้งเดิม (ตารางที่ 2) พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์มีการเปลี่ยนแปลงไป 2 ต้าแหน่ง คือ G (ล้าดับ
เบสที่ 419) และ C (ล้าดับเบสที่ 843) เปลี่ยนไปเป็น A และ T ทั้งในเชื้อ SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-
2_3.0 อย่างไรก็ตาม ผลจากการเปลี่ยนไปของล้าดับนิวคลีโอไทด์ G ที่ต้าแหน่ง 419 ท้าให้กรดอะมิโน
เปลี่ยนไป ซึ่งใน SUTN9-2 ดั้งเดิม จะเป็นกรดอะมิโน serine (Ser/S) ไปเป็น asparagine (Asn/N) ทั้ง
ใน SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0 (ตารางที่ 3)  

ทั้งนี้ผลจากการท้า Alignment ล้าดับกรดอะมิโนของเชื้อ SUTN9-2 ดั้งเดิม กับ SUTN9-
2_2.5 และ SUTN9-2_3.0 เปรียบเทียบกับเชื้อ Salmonella saturnus (yACCD) และ 
Pseudomonas putida UW4 (bACCD) แสดงให้เห็นว่าต้าแหน่งกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไปนั้นอยู่ในส่วน
ที่เป็น conserve region ในกลุ่มเชื้อและยีนดังกล่าว (ภาพที่ 3) โดย Min Yao และคณะได้รายงานในปี 
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2000 ไว้ว่า ต้าแหน่งของกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไปอยู่ในส่วนที่เป็น small domain (residues 58-169) 
ของเอนไซม์ ACC deaminase ซึ่งเป็นเหตุผลที่ท้าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase เพ่ิมขึ้น
จากเชื้อดั้งเดิม แต่อย่างไรก็ตามส่วนที่เป็น acdR ไม่พบการเปลี่ยนของล้าดับนิวคลีโอไทด์ ดังนั้นการ
เพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ด้วยเทคนิค metabolic evolution ท้าให้เชื้อทนต่อสาร 
ACC และอาจเพ่ิมประสิทธิภาพในการท้าปฏิกิริยากับสาร ACC ให้ดีขึ้น ด้วยการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอ
ไทด์บางต้าแหน่งที่มีผลท้าให้ล้าดับกรดอะมิโนเปลี่ยนไป ผลจากการเปลี่ยนไปของกรดอะมิโนมีผลต่อ 
conformation ของเอนไซม์ ACC deaminase รวมทั้งอาจส่งผลกระทบต่อ active site ของเอนไซม์
ด้วยเช่นกัน 

นอกจากนี้เพ่ือทดสอบความเสถียร (genetic stability) ของการสร้างเอนไซม์ ACC 

deaminase ในเชื้อ SUTN9-2 ที่ผ่านการพัฒนาด้วยเทคนิค metabolic evolution (SUTN9-2_2.5 

และ SUTN9-2_3.0) จึงน้าเชื้อทั้งสองสายพันธุ์นี้มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อปกติที่ไม่มีสาร ACC เป็น

องค์ประกอบ โดยท้าการเลี้ยงเชื้อต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 3 รุ่น (generation) แล้วน้ามาตรวจสอบ

กิจกรรมของเอนไซม์ ผลที่ได้ดังแสดงในตารางที่ 4 จากผลการทดลองพบว่าค่าของกิจกรรมของเอนไซม์ 

ACC deaminase ที่วัดจากเชื้อ SUTN9-2_2.5 มีความคงที่ของค่ากิจกรรมของเอนไซม์ เมื่อเลี้ยง

ติดต่อกัน 3 รุ่น เห็นได้จากค่าของกิจกรรมที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ คือ 2.99 ± 0.18 

µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of protein ในเชื้อ SUTN9-2_2.5  และ 2.83 ± 0.22 

µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of protein ในรุ่นที่ 3 แต่อย่างไรก็ตาม ค่าของกิจกรรมของ

เอนไซม์ ACC deaminase ใน SUTN9-2_3.0 ไม่คงที่ โดยพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลงอย่างมี

นัยส้าคัญทางสถิติจาก 4.28 ± 0.33 µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of protein เป็น 3.43 ± 

0.22 µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of protein ใน SUTN9-2_3.0 รุ่นที่ 3 ดังนั้นเชื้อ 

SUTN9-2_2.5 มีความเสถียรของยีนที่ใช้ในการสร้างเอนไซม์ ACC deaminase มากกว่า เชื้อ SUTN9-

2_3.0   
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ตำรำงที่ 2 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน acdS ใน SUTN9-2 ดั้งเดิม และท่ีพัฒนาด้วยเทคนิค metabolic 

evolution 
SUTN9-2 wild-type SUTN9-2 metabolic evoluted strains  

(SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0) 
5’ 
CTAAAATTCCAGTGGCGCGTTGTCGACGACTTCCTTCATCACGAAGAAGGTCCGGGTCTGGCGCACG 
CCGGGGAGCGCGATCAGCTGCTCGCCGTGGATGCGATTGAAATCCTCCATGTCGCCGACGCGGATCT 
TGAGGAAGTAATCGAAATCGCCGGCGACGAGGTGGCAGTCGAGCACGAATTTCAGCTTTGCAACGGC 
CTGCTCGAAGGTGGCAAAGCTTTCCGGCGTCGAGCGGTCGAGCACGACCCCGACCATCACCAGCGTG 
CCCTTTGCCACCTTCTTCGGCGCGACCATGGCGCGGACATTGGCGATGAAGCCGTCCTCGAACAGGC 
GCTGGGTGCGACGATGGCAGGTGGCGGGGCTGATCGCGACCGTTTCGGCCAGCTCGGCGTTGCTGAG
CCGACCGTTATTCTGAAGCAATCTCAATATCTTGAGGTCGGTGCGGTCGAGCCGGGCAGCCATGAAA 
GAAACTTCCGTAAGAAAATGCTGTTCTGGAAGGAATATTAGCTATCGCCGCAACTTTCGCAAGAAATT 
GCGCAACATGGCCGCAATATTCGAGAGCACATTTTCCCGACGCGATGCTAGGGAGCCGCCAACACCA 
ACGCCAATCGGGATTGACCCATGAAGCTGGACAAATTTCCGCGCTATCCTTTGACCTTCGGCCCGAC 
GCCCATCGAGAAGCTGGAGCGCTTGTCGAAACATCTCGGCGGCCAAGTCGAGGTCTATGCCAAGCGC 
GAGGACTGCAATTCCGGCCTCGCCTATGGCGGCAACAAGCTGCGCAAGCTCGAATACATTATCCCCG 
ATGCGATCGCCTCCAATGCCGATACGCTGGTCTCAATCGGCGGCGTGCAATCGAACCACACCCGCAT 
GATCGCGGCGGTCGCGGCCAAGCTCGGCATGAAATGCCGCCTGGTGCAGGAAGCCTGGGTGCCGCAC
GAGGACGCGGTGTATGACCGCGTCGGCAACATCATGCTCTCGCGCATCATGGGCGCCGACGTGCGCC 
TGGTCGACGACGGCTTCGATATCGGCATCCGCAAGAGCTGGGAGCAGGCGATCGAGGAAGTGAAGGC
GGCGGGCGGCAAGCCTTACGCCATTCCCGCCGGTGCCTCCGTGCATAAGTTCGGCGGCCTCGGCTAT 
GTCGGCTTTGCCGAGGAGGTGCGCAAGCAGGAAGCCGAGCTCGGCTTCAAGTTCGACTACATCGTCG 
TCTGCACCGTCACCGGCTCCACCCATGCCGGCATGCTGGTCGGGTTTGCGGCGGACGGCCGTGCGCG
AAAGGTGATCGGCATCGATGCCTCCTTCACGCCCGCCCAGACCAAGGCCCAGGTGCTCGAAATCGCG 
CAGAACACGGCAAAGCTCGTCGAGCTCGGCAAGGACCTCGTCACTGACGACGTCGTGCTGATCGAGG 
ACTACGCCTATCCCGCCTATGGTGTGCCATCGGAGGAGACCAAGGAGGCGATCCGCCTCACCGCGCG 
CCTCGAAGGCATGATCACCGACCCCGTCTATGAGGGCAAGTCGATGCAGGGCCTGATCGATCTCGCC 
CAGAAGGGCTATTTCGAGGAGGGCGCGAAGATCCTCTACGCCCATCTCGGCGGCGCGCCGGCGCTGA
ACGGATATGCGTATGCGTTCAGGAATGGGTGAGTGAGAGCGTAGCGCTCGCGCGTCATACACTGCTG 
TCGTCCCGGGGCGCGACGAAGTCGCGAGCCCGGGACCCATACGCCGCAGCAATCGTTTTGCGAGGAC
3’ 

5’ 
CTAAAATTCCAGTGGCGCGTTGTCGACGACTTCCTTCATCACGAAGAAGGTCCGGGTCTGGCGCACG
CCGGGGAGCGCGATCAGCTGCTCGCCGTGGATGCGATTGAAATCCTCCATGTCGCCGACGCGGATCT
TGAGGAAGTAATCGAAATCGCCGGCGACGAGGTGGCAGTCGAGCACGAATTTCAGCTTTGCAACGGC
CTGCTCGAAGGTGGCAAAGCTTTCCGGCGTCGAGCGGTCGAGCACGACCCCGACCATCACCAGCGTG
CCCTTTGCCACCTTCTTCGGCGCGACCATGGCGCGGACATTGGCGATGAAGCCGTCCTCGAACAGGC
GCTGGGTGCGACGATGGCAGGTGGCGGGGCTGATCGCGACCGTTTCGGCCAGCTCGGCGTTGCTGAG
CCGACCGTTATTCTGAAGCAATCTCAATATCTTGAGGTCGGTGCGGTCGAGCCGGGCAGCCATGAAA
GAAACTTCCGTAAGAAAATGCTGTTCTGGAAGGAATATTAGCTATCGCCGCAACTTTCGCAAGAAATT
GCGCAACATGGCCGCAATATTCGAGAGCACATTTTCCCGACGCGATGCTAGGGAGCCGCCAACACCA
ACGCCAATCGGGATTGACCCATGAAGCTGGACAAATTTCCGCGCTATCCTTTGACCTTCGGCCCGAC
GCCCATCGAGAAGCTGGAGCGCTTGTCGAAACATCTCGGCGGCCAAGTCGAGGTCTATGCCAAGCGC
GAGGACTGCAATTCCGGCCTCGCCTATGGCGGCAACAAGCTGCGCAAGCTCGAATACATTATCCCCG
ATGCGATCGCCTCCAATGCCGATACGCTGGTCTCAATCGGCGGCGTGCAATCGAACCACACCCGCAT
GATCGCGGCGGTCGCGGCCAAGCTCGGCATGAAATGCCGCCTGGTGCAGGAAGCCTGGGTGCCGCAC
GAGGACGCGGTGTATGACCGCGTCGGCAACATCATGCTCTCGCGCATCATGGGCGCCGACGTGCGCC
TGGTCGACGACGGCTTCGATATCGGCATCCGCAAGAACTGGGAGCAGGCGATCGAGGAAGTGAAGGC
GGCGGGCGGCAAGCCTTACGCCATTCCCGCCGGTGCCTCCGTGCATAAGTTCGGCGGCCTCGGCTAT
GTCGGCTTTGCCGAGGAGGTGCGCAAGCAGGAAGCCGAGCTCGGCTTCAAGTTCGACTACATCGTCG
TCTGCACCGTCACCGGCTCCACCCATGCCGGCATGCTGGTCGGGTTTGCGGCGGACGGCCGTGCGCG
AAAGGTGATCGGCATCGATGCCTCCTTCACGCCCGCCCAGACCAAGGCCCAGGTGCTCGAAATCGCG
CAGAACACGGCAAAGCTCGTCGAGCTCGGCAAGGACCTCGTCACTGACGACGTCGTGCTGATCGAGG
ACTACGCCTATCCCGCCTATGGTGTGCCATCGGAGGAGACCAAGGAGGCGATCCGCCTTACCGCGCG
CCTCGAAGGCATGATCACCGACCCCGTCTATGAGGGCAAGTCGATGCAGGGCCTGATCGATCTCGCC
CAGAAGGGCTATTTCGAGGAGGGCGCGAAGATCCTCTACGCCCATCTCGGCGGCGCGCCGGCGCTGA
ACGGATATGCGTATGCGTTCAGGAATGGGTGAGTGAGAGCGTAGCGCTCGCGCGTCATACACTGCTG
TCGTCCCGGGGCGCGACGAAGTCGCGAGCCCGGGACCCATACGCCGCAGCAATCGTTTTGCGAGGAC
3’ 

หมำยเหตุ ส่วนที่มีพื้นหลังเป็นสีฟ้า คือ acdR; ส่วนที่เป็นสีเทา คือ acdS และอักษรที่เป็นสีแดงและขีดเส้นใต้ คือ นิ
วคลีโอไทด์ที่พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงไปจากยีน acdS ของเชื้อดั้งเดิม (wild-type) คือ ต้าแหน่งท่ี 419 และ 843 
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ตำรำงท่ี 3 ล้าดับกรดอะมิโนของยีน acdS ในเชื้อ SUTN9-2 ดั้งเดิม และท่ีพัฒนาด้วยเทคนิค metabolic 
evolution 

SUTN9-2 wild type SUTN9-2 metabolic evoluted strains  
(SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0) 

MKLDKFPRYPLTFGPTPIEKLERLSKHLGGQVEVYAKREDCNSGLAYGGNKLRKLEYII
PDAIASNADTLVSIGGVQSNHTRMIAAVAAKLGMKCRLVQEAWVPHEDAVYDRVGN
IMLSRIMGADVRLVDDGFDIGIRKSWEQAIEEVKAAGGKPYAIPAGASVHKFGGLGYV
GFAEEVRKQEAELGFKFDYIVVCTVTGSTHAGMLVGFAADGRARKVIGIDASFTPAQT
KAQVLEIAQNTAKLVELGKDLVTDDVVLIEDYAYPAYGVPSEETKEAIRLTARLEGMIT
DPVYEGKSMQGLIDLAQKGYFEEGAKILYAHLGGAPALNGYAYAFRNG 

MKLDKFPRYPLTFGPTPIEKLERLSKHLGGQVEVYAKREDCNSGLAYGGNKLRKLEY
IIPDAIASNADTLVSIGGVQSNHTRMIAAVAAKLGMKCRLVQEAWVPHEDAVYDRVG
NIMLSRIMGADVRLVDDGFDIGIRKNWEQAIEEVKAAGGKPYAIPAGASVHKFGGLG
YVGFAEEVRKQEAELGFKFDYIVVCTVTGSTHAGMLVGFAADGRARKVIGIDASFTP
AQTKAQVLEIAQNTAKLVELGKDLVTDDVVLIEDYAYPAYGVPSEETKEAIRLTARLE
GMITDPVYEGKSMQGLIDLAQKGYFEEGAKILYAHLGGAPALNGYAYAFRNG 

S คือ serine (Ser/S), N คือ Asparagine (Asn/N)  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมำยเหต ุสัญลักษณ์วงกลมสีแดงแสดงต้าแหน่งของกรดอะมโินที่เปลี่ยนไปของ SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-2_3.0 

รูปที่ 3 แสดงผล Alignment ของกรดอะมิโน ของเอมไซม์ ACC deaminase ของเชื้อ SUTN9-2 

ดั้งเดิม และ SUTN9-2 ที่พัฒนาด้วยเทคนิค metabolic evolution (SUTN9-2_2.5 และ SUTN9-

2_3.0), Pseudomonas putida UW4 และ Hansenula saturnus 
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ตำรำงท่ี 4 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase ของเชื้อที่ผ่านกระบวนการเพ่ิมระดับ

กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase หลังเลี้ยงเชื้อดังกล่าวต่อเนื่องกัน 3 รุ่น 

Sample codes ACC –deaminase activity 
 (µmole of alpa-ketobutyrate/h/mg of 

protein) 
SUTN9-2 wild type 3.30 ± 0.22b 

SUTN9-2_2.5  2.99 ± 0.18c 

SUTN9-2_2.5 generation 3rd  2.83 ± 0.22c 

SUTN9-2_3.0 4.28 ± 0.33a 
SUTN9-2_3.0 generation 3rd  3.43 ± 0.22b 

Sinorhizobium sp. BL3 4.65 ± 0.078a 
               There is a significant difference at a P value of 0.05  
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บทที่ 4 

สรุปผลกำรทดลอง 

 

กระบวนการเพ่ิมระดับกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase โดยใช้เทคนิค metabolic 

evolution มีผลต่อการปรับตัวและช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการท้าปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดยการพัฒนา

กลไกบางอย่างที่จะท้าให้เซลล์ทนต่อความเป็นพิษของ ACC รวมทั้งท้าให้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ยีน acdS ที่

ใช้ในการสังเคราะห์เอนไซม์ ACC deaminase เปลี่ยนแปลงไป 2 ต้าแหน่ง คือ G (ล้าดับเบสที่ 419) 

และ C (ล้าดับเบสที่ 843) ไปเป็น A และ T ในเชื้อ SUTN9-2 ที่ได้จาการพัฒนาด้วยเทคนิคนี้ ซ่ึงอาจ

สง่ผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเอนไซม์ ACC deaminase และส่งผลต่อค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์ ACC deaminase ไปในทางที่ดีข้ึน อย่างไรก็ตามความเสถียรของกิจกรรมของเอนไซม์ข้ึนกับ

เชื้อแต่ละชนิด โดยในการทดลองนี้พบว่าเชื้อ SUTN9-2_2.5 มีความเสถียรของกิจกรรมของเอนไซม์

มากกว่า SUTN9-2_3.0 ดังนั้นการเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม์ในเชื้อไรโซเบียมสามารถท้าได้โดยการใช้

เทคนิค metabolic evolution ซึ่งเป็นการปรับปรุงเชื้อให้มีประสิทธิภาพมากข้ึนโดยอาศัยการปรับตัว 

และการคัดเลือกทางธรรมชาติเพ่ือให้ได้เชื้อที่มีลักษณะหรือคุณสมบัติตามต้องการโดยไม่อาศัยการตัด

ต่อพันธุกรรม ดังนั้นจึงสามารถน้าเชื้อที่ผ่านการพัฒนาหรือปรับปรุงคุณสมบัติดังกล่าวไปใช้ในสภาพไร่

ได้จริง อันจะเป็นแนวทางการพัฒนาหัวเชื้อไรโซเบียมให้มีคุณสมบัติที่ดีขึ้นและน้าไปใช้ได้จริงต่อไป 
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