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คุณสมบัติการละลายฟอสเฟตและสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ของ Burkholderia  
caribensis RE230 มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว

Phosphate Solubility and Siderophore Synthesis Properties of Burkholderia caribensis 
RE230 Involve in Rice Growth Promoting 
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บทคัดย่อ
การกลายพันธุ์ของไรโซแบคทีเรีย Burkholderia caribensis RE230 Wild type(WT) ท่ีส่งเสริมการเจริญ

เตบิโตของข้าว โดยการถ่าย EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ เข้าสูเ่ซลล์ ด้วยวิธี electroporation คดัเลอืก
แบคทีเรียกลายพันธุ์ ได้จ�ำนวน 106 โคลน ในจ�ำนวนนี้พบเชื้อที่กลายพันธุ์ 8 โคลนที่เกี่ยวข้องกับการละลายฟอสเฟต 
จ�ำนวน 4 โคลน และกับการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ อีก 4 โคลน ทั้ง 8 โคลน ให้ผลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโต
กับข้าวขาวดอกมะลิ 105 ลดลงจากเดิม แสดงว่ากลไกของการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในส่วนการละลาย
ฟอสเฟตและสร้างสารไซเดอโรฟอร์มีความเก่ียวข้องกับการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เมื่อวิเคราะห์ล�ำดับเบส
ของ mutants และเปรียบเทียบกับธนาคารยีน พบยีนต่างๆหลายยีน และที่ส�ำคัญ Mutant 085 ที่กลายพันธุ์ในการ
ละลายฟอสเฟต มี Tn5 transposon เข้าแทรกที่ยีน ATP phosphoribosyltransferase (hisG) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองของยีนต่างๆ ต่อสภาวะอาหารและสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลง เช่นการขาดธาตุอาหาร หรือสภาวะแล้งได้ 

ค�ำส�ำคัญ: ไรโซแบคทีเรีย การละลายฟอสเฟต  การสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์  ทรานโพซอน  การกลายพันธุ์

Abstract
Mutagenesis of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) of rice, Burkholderia caribensis 

RE230 with EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ by electroporation, was investigated. One hundred 
and six of Tn5 transposon mutants were screened. Four of each Tn5 transposon mutants, which abolished 
phosphate solubility or siderophore synthesis properties, were selected and tested for plant growth  
promoting potential on rice (Oryza sativa CV. KDML105) in pot experiment under greenhouse condition. 
All of mutants gave lower the growth promoting potential than wild type. These were indicated that  
phosphate solubilization and siderophore production involved in plant growth promoting of  B. caribensis 
RE230. Transposon tagging sites were characterized by sequencing and comparing with the GenBank.  
Several genes were identified and mutant 085 which deficient on phosphate solubility was tagged on the 
ATP phosphoribosyltransferase (hisG) gene, that involves transcriptional regulation based primarily on 
nutrient and environment conditions such as nutrient deficiency and drought condition, was also identified. 
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ค�ำน�ำ
Burkholderia caribensis RE 230 แบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างท่อนตรง แยกเชื้อได้จากดินรอบราก ที่เก็บจาก

แปลงนาปลกูข้าวขาวดอกมะล ิ105 ตัง้อยู่ท่ีพิกัด N15”40’13”/E103”48’55.3” ต�ำบลหัวโทน  อ�ำเภอสวุรรณภูม ิจงัหวัด 
ร้อยเอ็ด จากการศึกษาพบว่ามีคุณสมบัติเป็นไรโซแบคทีเรีย ที่ไปส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวได้อย่างมีนัยส�ำคัญ 
สามารถละลายฟอสเฟต (phosphate solubilization) และสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ (siderophore synthesis) ที่ช่วย
จับอนุมูลธาตุเหล็กในดินที่มีอยู่อย่างจ�ำกัด ท�ำให้ต้นข้าวได้รับธาตุเหล็กและ ยังจับอนุมูลธาตุโลหะอื่นๆ เช่น ทองแดง 
และสังกะสีไปใช้ในการเจริญเติบโตได้ (วราภรณ์, 2560) เพ่ือให้เข้าใจถึงกลไกท่ีเก่ียวข้องกับการส่งเสริมการเจริญ
เติบโตของเชื้อนี้ จึงท�ำการกลายพันธุ์เชื้อ B. caribensis RE230 ด้วย EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ 
คดัเลอืกเชือ้ทีก่ลายพันธ์ุ ท่ีมกีารละลายฟอสเฟต และการสงัเคราะห์สารไซเดอโรฟอร์ในระดบัท่ีลดลง หรอืตรวจไม่พบ
การสังเคราะห์บนอาหารทดสอบ และศึกษาล�ำดับเบสของยีนดังกล่าว โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank 
(Hoffman and Jendrisak, 1999) เพ่ือระบชุนดิของยีน และวเิคราะห์ความเชือ่มโยงของกลไกทีเ่ก่ียวข้องกับคณุสมบติั
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช

อุปกรณ์และวิธีการ
การกลายพันธุ์เชื้อด้วย EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™

การเตรียม competent cells โดยใช้วิธีจาก Instruction Manual of Gene Pulser XcellTM  
Electroporation System, (Bio-Rad Laboratories, USA) และดัดแปลงจากของ Mack and Titball ( 1996)   
น�ำ competent cells ที่ได้ มาชักน�ำการกลายพันธุ์ด้วยระบบ EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™  
(Epicentre®, illumina® company, USA) ตามวิธีการท่ีผู้ผลิตแนะน�ำ โดยเติมส่วนของ Transposon ท่ียีน  
kanamycin resistance (Kanr ; KAN-2) และที่ปลายสองข้างมีล�ำดับเบสสั้นๆ จ�ำนวน 19 bp ที่ให้ transposase มา
จับ (19 bp mosaic end (ME) Tn5 transposase recognition sequences) กับเอนไซม์ Tn5 transposase ท�ำให้จับ
ตัวเป็น Transposome (EZ-Tn5 Transposome™) ซึ่งสามารถเข้าไปแทรกบนโครโมโซมของแบคทีเรียโดยสุ่ม ถ่าย
ยีนเข้าสู่ B. caribensis RE230 โดย electroporation ด้วยเครื่อง Gene Pulser XcellTM Electroporation System 
น�ำไปเลีย้งคดัเลอืกบนอาหารแขง็ Luria-Bertani medium (LB) ท่ี เติม kanamycin ความเข้มข้น 50 ppm บ่มท่ีอณุหภูมิ 
30 oC เป็นเวลา 3 วัน B. caribensis RE230 mutant จะเจริญได้บนอาหารแข็ง LB ที่เติม kanamycin ความเข้มข้น 
50 ppm ได้น�ำ mutant ไปคัดเลือกทดสอบคุณสมบัติที่ต้องการต่อไป (Figure 1)

Figure 1 EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™protocol for bacterial gene mutation (Epicentre® ,USA)
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การตรวจสอบคุณสมบัติของไรโซแบคทีเรียสายพันธุ์กลายในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
การละลายฟอสเฟต ตรวจสอบด้วยอาหาร National Botanical Research Institute’s phosphate growth 

medium (NBRIP) (Nautiyal, 1999) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30 oC เป็นเวลา 5-7 วัน จ�ำนวน 3 ซ�้ำ เชื้อที่ละลายฟอสเฟต
ได้จะเกิดวงใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย (Nautiyal, 1999) บันทึกผลขนาดวงใส (halo size) รอบโคโลนีของแบคทีเรีย 
วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม R โดยการตรวจสอบค่าเฉลีย่แบบดนัแคน (Duncan’s New Multiple Range Test, DMRT)

ตรวจการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ ทดสอบบนอาหาร chrome azurol S (CAS) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30 oC เป็น
เวลา 24-48 ชม. จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ถ้าเชือ้ผลติไซเดอโรฟอร์ สีอาหารจะเปล่ียนจากสีน�ำ้เงนิเป็นสส้ีมรอบโคโลนี (Alexander 
and Zuberer, 1991) บนัทกึผลขนาดวงสส้ีม (orange halo size) รอบโคโลนขีองแบคทีเรยี วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 
R โดยการตรวจสอบค่าเฉลี่ยแบบดันแคน (Duncan’s New Multiple Range Test, DMRT) 
การทดสอบประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในระดับโรงเรือน

เตรียม B. caribensis RE230 mutant เพาะเลี้ยงใน LB ที่เติม kanamycin ความเข้มข้น 50 ppm และอาหาร 
LB ส�ำหรับ B. caribensis RE230 WT บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 oC เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา  
24 - 48 ชม. น�ำมาปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเชื้อที่ความเร็วรอบ 5,000 x g อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที ล้างเซลล์ด้วย 
0.85% NaCl จ�ำนวน 2 ครั้ง ละลายด้วย 0.85% NaCl ปรับความเข้มข้นของเซลล์ให้มีค่าการดูดกลืนแสง 0.3  
ที่ความยาวคลื่น 600 nm (Mack and Titball, 1996)

เตรียมเมล็ดข้าวส�ำหรับการทดสอบ น�ำเมล็ดข้าวเปลือกขาวดอกมะลิ 105 จ�ำนวน 50 เมล็ด ใส่บีกเกอร์ เติม
น�้ำกลั่นให้ท่วม น�ำไปแช่ในอ่างน�้ำควบคุมอุณหภูมิ แบบน�้ำวน อุณหภูมิ 57 oC เป็นเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น จาก
นั้นย้ายไปแช่ด้วย 70% ethanol เป็นเวลา 1 นาที และสารละลาย 1% sodium hypochlorite เป็นเวลา 10 นาที จึง
น�ำมาล้างด้วยน�้ำกลั่นอีก 5 ครั้ง (Patten and Glick, 2002) น�ำเมล็ดข้าวที่ได้เก็บใส่ภาชนะที่ฆ่าเชื้อ

เตมิสารละลายเชือ้ B. caribensis RE230 ทีเ่ตรยีมไว้ปรมิาณ 13 ml ลงในขวดแก้วทีม่เีมลด็ข้าว บ่มทีอ่ณุหภมูิ
ห้อง เป็นเวลา 36 ชม. ส�ำหรับกรรมวิธีควบคุมแบบลบ (negative control) ใช้แช่ใน 0.85% NaCl 13 ml จากนั้นย้าย
เมล็ดข้าว วางบนกระดาษเพาะเมล็ดที่ชื้น ในจานแก้วเพาะเชื้อ  บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชม. จะเห็นตุ่มสีขาว
ของรากงอกจากเมลด็ ย้ายไปปลกูลงดนิ  800 g ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้โดยการนึง่ด้วยไอน�ำ้ (autoclave) ในกระถางพลาสตกิ
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 12 ซม. ความสูง 10.5 ซม. จ�ำนวน 5 เมล็ดต่อกระถาง จ�ำนวน 3 ซ�้ำ วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มโดยสมบูรณ์ (completely randomized design) ให้น�้ำด้วยน�้ำกลั่นพอชุ่มเป็นเวลา 7 วัน จึงเติมน�้ำกลั่นให้ท่วม
เหนือผิวดินประมาณ 1 ซม. เป็นเวลา 15 วัน (Ng et al., 2012) จากนั้นเก็บต้น ใบ และรากข้าว อบแห้ง วิเคราะห์
เปรียบเทียบน�้ำหนักแห้งและความยาวของต้น ใบ และราก ด้วยโปรแกรม R โดยตรวจสอบค่าเฉลี่ยแบบดันแคน
การตรวจสอบยีน kanamycin resistance (KAN-2)

เพาะเลี้ยง B. caribensis RE230 mutant ในอาหาร LB ที่เติม kanamycin ความเข้มข้น 50 ppm น�ำเซลล์
ที่ได้มาสกัด genomic DNA ด้วย PrestoTM Mini gDNA Bacteria kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan)  ตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ (restriction enzyme) Pst I (บนส่วน Tn5 Transposon) และ EcoR I (ส่วนของโครโมโซม) น�ำ 
DNA มาท�ำให้บริสุทธ์ิด้วย phenol/chloroform (1:1) ตกตะกอนด้วย absolute ethanol ล้างตะกอนด้วย 70 %  
ethanol และละลายด้วยน�้ำกลั่น น�ำชิ้น DNA ที่ตัดแล้ว (linear DNA) มาเชื่อมต่อเป็น DNA วงกลม (circular DNA) 
ด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase (Martin and Mohn, 1999; Fernandes et al. 2001; Rouws et al. 2008) ตรวจสอบ
ยีน kanamycin resistance (KAN-2) ของ genomic DNA และ DNA วงกลม โดยเทคนิค PCR ด้วย primer KAN-2 
forward และ KAN-2 reverse ตามวิธีการของผู้ผลิตแนะน�ำ โดยผลผลิตยีน KAN-2 มีขนาดประมาณ 400 คู่เบส (bp) 
เพื่อยืนยันว่าเป็นโคลนที่กลายพันธุ์ (mutant)
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การวิเคราะห์ล�ำดับเบสของยีนที่ถูกแทรกด้วย EZ-Tn5TM transposome
วิเคราะห์ล�ำดับเบสของยีนซึ่งถูกแทรกด้วย EZ-Tn5TM transposome โดยเทคนิค inverse polymerase 

chain reaction  (IPCR) ด้วยคู่ไพร์เมอร์ KAN-2 FP-1 forward และ KAN-2 RP-1 reverse ด้วยปฏิกิริยา PCR ตาม
วิธีการของผู้ผลิตแนะน�ำ น�ำผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ที่ได้มาท�ำให้บริสุทธิ์ด้วย ชุด GenepHlowTM Gel/PCR Kit 
(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) โดยผลผลิตของปฏิกิริยา PCR จะมีขนาดมากกว่า 123 bp

ส่งผลผลิต PCR วิเคราะห์ล�ำดับเบส โดยใช้บริการจากบริษัท First Base Laboratories, Sdn Bhd  
(Malaysia) น�ำล�ำดับเบสของสายดีเอ็นเอที่ได้ มาท�ำการเชื่อมต่อเข้าด้วยกัน โดยโปรแกรม Seqman ของ DNA Star 
software และ โปรแกรม Contig Express project ของ Vector NTI software แล้วน�ำข้อมูลล�ำดับเบสของยีนที่ได้ 
เปรยีบเทยีบกบัฐานข้อมลูของ GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือระบุ
ชนิดของยีนและวิเคราะห์ความเก่ียวข้องกับความสามารถในการละลายฟอสเฟต และการสังเคราะห์ไซเดอร์โรฟอร์ 
ของ B. caribensis RE230 mutant

ผลการทดลองและวิจารณ์
การสร้างสายพันธุ์กลายด้วยวิธี electroporation 

โดยการถ่าย EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ เข้าสู่เซลล์ B. caribensis RE230 ด้วยวิธี  
electroporation เพ่ือศึกษากลไกของยีนที่เก่ียวข้องกับการละลายฟอสเฟตและสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ คัดเลือก  
B. caribensis RE230 mutant ได้ จ�ำนวน 106 โคลน ซึ่งมีจ�ำนวนต�่ำกว่าจากการศึกษาของ Fernandes et al. (2001) 
และ Rouws et al. (2008)  โดย Fernandes et al. (2001) ศึกษาการกลายพันธุ์ของ Rhodococcus rhodochrous 
CW25 โดยการถ่าย Tn5 transposon ด้วย Transposome (Epicentre Technologies) ระบบเดียวกัน คัดเลือกโคลน
ท่ีมี Tn5 transposon ได้ท้ังหมด 1,500 โคลน พบโคลนที่มีการกลายพันธุ์เก่ียวกับความต้องการสารอาหาร  
(auxotrophic mutant) จ�ำนวน 20 โคลน และ Rouws et al. (2008) ศึกษาการกลายพันธุ์ของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 จากอ้อย โดยวิธีการเดียวกัน พบแบคทีเรียจ�ำนวน 1 โคลนที่มีการกลาย
พันธุ์ในส่วนของยีน flgA-homologous จากจ�ำนวน 31 โคลนที่กลายพันธุ์ ซึ่งคาดว่าจ�ำนวน mutant จากการศึกษานี้ 
ใน B. caribensis RE230 ที่มีต�่ำ อาจเนื่องจากเตรียมเชื้อเป็น competent cells จากเชื้อที่อยู่ในระยะช่วงท้ายของ  
log phase ซึ่งการเตรียมเซลล์ท่ีเป็น electrocompetent cell ควรอยู่ในช่วงต้นถึงช่วงกลาง ของ log phase  
(Dower et al., 1988) ประกอบกับ B. caribensis เป็นแบคทีเรียที่สร้าง extracellular polysaccharide จ�ำนวนมาก 
จึงส่งผลให้มีประสิทธิภาพการถ่ายดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ได้ลดลง
การตรวจสอบคุณสมบัติการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของไรโซแบคทีเรียกลายพันธุ์

การละลายฟอสเฟตตรวจสอบด้วยอาหาร NBRIP พบว่า B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพใน
การละลายฟอสเฟตได้ต�ำ่กว่า B. caribensis RE230 WTและพบความแตกต่างทางสถิติอย่างมนัียส�ำคัญ 
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ผลการทดลองและวิจารณ ์
การสร้างสายพันธุ์กลายด้วยวิธี electroporation  

โดยการถ่าย EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ เข้าสู่เซลล์ B. caribensis RE230 ด้วยวิธี 
electroporation เพื่อศึกษากลไกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการละลายฟอสเฟตและสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ คัดเลือก B. caribensis 
RE230 mutant ได้ จ านวน 106 โคลน ซึ่งมีจ านวนต่ ากว่าจากการศึกษาของ Fernandes et al. (2001) และ Rouws et al. 
(2008)  โดย Fernandes et al. (2001) ศึกษาการกลายพันธุ์ของ Rhodococcus rhodochrous CW25 โดยการถ่าย Tn5 
transposon ด้วย Transposome (Epicentre Technologies) ระบบเดียวกัน คัดเลือกโคลนที่มี Tn5 transposon ได้ทั้งหมด 
1,500 โคลน พบโคลนที่มีการกลายพันธุ์เกี่ยวกับความต้องการสารอาหาร (auxotrophic mutant) จ านวน 20 โคลน และ 
Rouws et al. (2008) ศึกษาการกลายพันธุ์ของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 จากอ้อย 
โดยวิธีการเดียวกัน พบแบคทีเรียจ านวน 1 โคลนที่มีการกลายพันธุ์ในส่วนของยีน flgA-homologous จากจ านวน 31 โคลนที่
กลายพันธุ์ ซึ่งคาดว่าจ านวน mutant จากการศึกษานี้ ใน B. caribensis RE230 ที่มีต่ า อาจเนื่องจากเตรียมเชื้อเป็น 
competent cells จากเชื้อที่อยู่ในระยะช่วงท้ายของ log phase ซึ่งการเตรียมเซลล์ที่เป็น electrocompetent cell ควรอยู่
ในช่วงต้นถึงช่วงกลาง ของ log phase (Dower et al., 1988) ประกอบกับ B. caribensis เป็นแบคทีเรียที่สร้าง extracellular 
polysaccharide จ านวนมาก จึงส่งผลให้มีประสิทธิภาพการถ่ายดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ได้ลดลง 
การตรวจสอบคุณสมบัติการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของไรโซแบคทีเรียกลายพันธุ์ 

การละลายฟอสเฟตตรวจสอบด้วยอาหาร NBRIP พบว่า B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพในการ
ละลายฟอสเฟตได้ต่ ากว่า B. caribensis RE230 WTและพบความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (P  0.05) มีจ านวน 66 
โคลน โดย B. caribensis RE230 mutants ที่ละลายฟอสเฟตน้อยที่สุด จ านวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน Mutant 082 มีขนาดวงใส 
รอบโคโลนี 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 085 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 088 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. 
และ โคลน Mutant 097 มีขนาดวงใส 4.17±0.29 มม. (Table 1) 

การสังเคราะห์สารไซเดอโรฟอร์ตรวจสอบด้วยอาหารแข็งสูตร CAS บันทึกผลขนาดวงสีส้ม รอบโคโลนีของแบคทีเรีย 
พบว่า    B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ได้น้อยกว่า B. caribensis RE230 WT 
และมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ มีจ านวน 29 โคลน โดยไรโซแบคทีเรียกลายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการสร้าง
สารไซเดอโรฟอร์น้อยที่สุด จ านวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน Mutant 008 มีขนาดวงสีส้ม รอบโคโลนี 0.80±0.10 ซม. โคลน  Mutant 
049 มีขนาดวงสีส้ม 1.33±0.25 ซม. โคลน Mutant 066 มีขนาดวงสีส้ม 0.65±0.56 ซม. และโคลน Mutant 076  มีขนาดวงสีส้ม 
1.41±0.42 ซม. (Table 1) 

 
Table 1 Burkholderia caribensis RE230 mutants evaluation on phosphate solubility (NBRIP medium) and 

siderophore production (CAS medium) properties.  

Clone NBRIP medium  CAS medium 
Halo size (mm) Orange halo size (cm) 

Wild type (RE230) 6.37±0.19 2.11±0.22 
Mutant 008 6.33±0.29 0.80±0.10 
Mutant 049 6.25±0.25 1.33±0.25 
Mutant 066 6.00±0.00 0.65±0.56 
Mutant 076 6.00±0.00 1.41±0.42 
Mutant 082 4.33±0.29 2.10±0.22 
Mutant 085 4.33±0.29 2.26±0.38 
Mutant 088 4.33±0.29 1.78±0.32 
Mutant 097 4.17±0.29  1.91±0.25 
The experiment was done with 3 replicates per treatment.  

 
 

มีจ�ำนวน 66 โคลน โดย B. caribensis RE230 mutants ที่ละลายฟอสเฟตน้อยที่สุด จ�ำนวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน 
Mutant 082 มีขนาดวงใส รอบโคโลนี 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 085 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 
088 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. และ โคลน Mutant 097 มีขนาดวงใส 4.17±0.29 มม. (Table 1)

การสังเคราะห์สารไซเดอโรฟอร์ตรวจสอบด้วยอาหารแข็งสูตร CAS บันทึกผลขนาดวงสีส้ม รอบโคโลนี 
ของแบคทีเรีย พบว่า B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ได้น้อยกว่า  
B. caribensis RE230 WT และมคีวามแตกต่างทางสถิตอิย่างมนียัส�ำคญั มจี�ำนวน 29 โคลน โดยไรโซแบคทีเรยีกลาย
พันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์น้อยที่สุด จ�ำนวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน Mutant 008 มีขนาดวงสีส้ม 
รอบโคโลนี 0.80±0.10 ซม. โคลน  Mutant 049 มีขนาดวงสีส้ม 1.33±0.25 ซม. โคลน Mutant 066 มีขนาดวงสีส้ม 
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0.65±0.56 ซม. และโคลน Mutant 076  มีขนาดวงสีส้ม 1.41±0.42 ซม. (Table 1)

Table 1 Burkholderia caribensis RE230 mutants evaluation on phosphate solubility (NBRIP medium) and  
              siderophore production (CAS medium) properties. 

Clone
NBRIP medium CAS medium

Halo size (mm) Orange halo size (cm)

Wild type (RE230) 6.37±0.19 2.11±0.22

Mutant 008 6.33±0.29 0.80±0.10

Mutant 049 6.25±0.25 1.33±0.25

Mutant 066 6.00±0.00 0.65±0.56

Mutant 076 6.00±0.00 1.41±0.42

Mutant 082 4.33±0.29 2.10±0.22

Mutant 085 4.33±0.29 2.26±0.38

Mutant 088 4.33±0.29 1.78±0.32

Mutant 097 4.17±0.29 1.91±0.25
The experiment was done with 3 replicates per treatment. 

การทดสอบประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว
คัดเลือก B. caribensis RE230 mutants ที่มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตต�่ำท่ีสุด จ�ำนวน 4 โคลน 

ได้แก่ โคลน Mutant 082, 085, 088 และ 097 และ B. caribensis RE230 mutants ท่ีมีการสังเคราะห์สารไซเดอโร
ฟอร์น้อยที่สุด จ�ำนวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน  Mutant 008, 049, 066 และ 076  น�ำไปทดสอบในข้าวพันธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 พบว่า   B. caribensis RE230 mutants จ�ำนวน 3 โคลน ท�ำให้มีน�้ำหนักแห้งของต้นและใบ น้อยกว่าชุด
ควบคุมแบบบวก B. caribensis RE230 WT ได้แก่ Mutant 082 (3.35%)  Mutant 008 (5.52%) และ Mutant 049 
(10.69%) และมีน�้ำหนักแห้งของรากท่ีลดลง 5 โคลนดังน้ี Mutant 049 (1.38%)  Mutant 088 (3.28%)  Mutant 082 
(3.97%)  Mutant 008 (5.17%) และ Mutant 066 (10.17%) แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติจากชุดควบคุม  
(Table 2) โดยโคลนที่ท�ำให้ผลรวมทั้งน�้ำหนักแห้งของต้นและใบ และของรากข้าว ต�่ำกว่าชุดควบคุมแบบบวก จ�ำนวน 
3 โคลนคือ Mutant 008 และ 049 ท่ีการกลายพันธุ์ในการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ และ Mutant 082 ท่ีกลายพันธุ์ใน
การละลายฟอสเฟตพบว่า B. caribensis RE230 mutants จ�ำนวน 6 โคลน ท�ำให้ความยาวของต้นและใบลดลงจาก
การทดสอบด้วย Wild type  ได้แก่ Mutant 097 (0.06%)  Mutant 066 (0.25%)  Mutant 085 (0.76%)  Mutant 
008 (1.23)  Mutant 076 (1.91%) และ Mutant 082 (1.92%) ส่วนความยาวของราก พบว่า B. caribensis RE230 
mutants จ�ำนวน 4 โคลนท�ำให้ความยาวของรากสั้นกว่าชุดควบคุม ได้แก่  Mutant 008 (0.22%)  Mutant 049 
(0.39%)  Mutant 066 (3.16%) และ Mutant 088 (5.77%) แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ (Table 3) โดย Mutants 008 
และ 066  ท�ำให้ความยาวของต้น ใบ และของราก สั้นกว่าชุดควบคุม ท้ัง 2 โคลนเป็นการกลายพันธุ์ท่ีการสังเคราะห์
ไซเดอโรฟอร์ แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ อาจเน่ืองจากการตรวจผลในขณะที่ข้าวมีอายุเพียง 15 วัน ซึ่งอยู ่
ในช่วงที่ข้าวเริ่มต้นการเจริญเติบโต
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Table 2  Effects of Burkholderia caribensis RE230 mutants on shoot and root dry weight of inoculated rice  
               plants, 15 days after planting.

Treatment
Shoot dry weight (mg/pot) Root dry weight (mg/pot)

Mean±SD % Increase Mean±SD % Increase

Positive control (B. caribensis RE230) 56.73±10.00 a       - 38.67±3.14 ab      -

Negative control (0.85% NaCl) 48.93±3.19 a -13.75 32.47±3.83 b -16.03

Mutant 008 53.60±15.76 a -5.52 36.67±1.81 ab -5.17

Mutant 049 50.67±6.91 a -10.69 38.13±0.58 ab -1.38

Mutant 066 57.80±8.70 a 1.88 34.73±2.76 ab -10.17

Mutant 076 62.40±6.16 a 9.99 42.80±1.74 a 10.69

Mutant 082 54.73±12.09 a -3.53 37.13±3.16 ab -3.97

Mutant 085 63.13±5.95 a 11.28 39.13±2.66 ab 1.21

Mutant 088 62.40±3.60 a 9.99 37.40±2.46 ab -3.28

Mutant 097 64.40±7.03 a 13.51 38.67±11.23 ab 0
Means with the same letter are not significantly different by DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test) at 

  4 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
การสร้างสายพันธุ์กลายด้วยวิธี electroporation  

โดยการถ่าย EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ เข้าสู่เซลล์ B. caribensis RE230 ด้วยวิธี 
electroporation เพื่อศึกษากลไกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการละลายฟอสเฟตและสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ คัดเลือก B. caribensis 
RE230 mutant ได้ จ านวน 106 โคลน ซึ่งมีจ านวนต่ ากว่าจากการศึกษาของ Fernandes et al. (2001) และ Rouws et al. 
(2008)  โดย Fernandes et al. (2001) ศึกษาการกลายพันธุ์ของ Rhodococcus rhodochrous CW25 โดยการถ่าย Tn5 
transposon ด้วย Transposome (Epicentre Technologies) ระบบเดียวกัน คัดเลือกโคลนที่มี Tn5 transposon ได้ทั้งหมด 
1,500 โคลน พบโคลนที่มีการกลายพันธุ์เกี่ยวกับความต้องการสารอาหาร (auxotrophic mutant) จ านวน 20 โคลน และ 
Rouws et al. (2008) ศึกษาการกลายพันธุ์ของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 จากอ้อย 
โดยวิธีการเดียวกัน พบแบคทีเรียจ านวน 1 โคลนที่มีการกลายพันธุ์ในส่วนของยีน flgA-homologous จากจ านวน 31 โคลนที่
กลายพันธุ์ ซึ่งคาดว่าจ านวน mutant จากการศึกษานี้ ใน B. caribensis RE230 ที่มีต่ า อาจเนื่องจากเตรียมเชื้อเป็น 
competent cells จากเชื้อที่อยู่ในระยะช่วงท้ายของ log phase ซึ่งการเตรียมเซลล์ที่เป็น electrocompetent cell ควรอยู่
ในช่วงต้นถึงช่วงกลาง ของ log phase (Dower et al., 1988) ประกอบกับ B. caribensis เป็นแบคทีเรียที่สร้าง extracellular 
polysaccharide จ านวนมาก จึงส่งผลให้มีประสิทธิภาพการถ่ายดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ได้ลดลง 
การตรวจสอบคุณสมบัติการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของไรโซแบคทีเรียกลายพันธุ์ 

การละลายฟอสเฟตตรวจสอบด้วยอาหาร NBRIP พบว่า B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพในการ
ละลายฟอสเฟตได้ต่ ากว่า B. caribensis RE230 WTและพบความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (P  0.05) มีจ านวน 66 
โคลน โดย B. caribensis RE230 mutants ที่ละลายฟอสเฟตน้อยที่สุด จ านวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน Mutant 082 มีขนาดวงใส 
รอบโคโลนี 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 085 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 088 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. 
และ โคลน Mutant 097 มีขนาดวงใส 4.17±0.29 มม. (Table 1) 

การสังเคราะห์สารไซเดอโรฟอร์ตรวจสอบด้วยอาหารแข็งสูตร CAS บันทึกผลขนาดวงสีส้ม รอบโคโลนีของแบคทีเรีย 
พบว่า    B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ได้น้อยกว่า B. caribensis RE230 WT 
และมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ มีจ านวน 29 โคลน โดยไรโซแบคทีเรียกลายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการสร้าง
สารไซเดอโรฟอร์น้อยที่สุด จ านวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน Mutant 008 มีขนาดวงสีส้ม รอบโคโลนี 0.80±0.10 ซม. โคลน  Mutant 
049 มีขนาดวงสีส้ม 1.33±0.25 ซม. โคลน Mutant 066 มีขนาดวงสีส้ม 0.65±0.56 ซม. และโคลน Mutant 076  มีขนาดวงสีส้ม 
1.41±0.42 ซม. (Table 1) 

 
Table 1 Burkholderia caribensis RE230 mutants evaluation on phosphate solubility (NBRIP medium) and 

siderophore production (CAS medium) properties.  

Clone NBRIP medium  CAS medium 
Halo size (mm) Orange halo size (cm) 

Wild type (RE230) 6.37±0.19 2.11±0.22 
Mutant 008 6.33±0.29 0.80±0.10 
Mutant 049 6.25±0.25 1.33±0.25 
Mutant 066 6.00±0.00 0.65±0.56 
Mutant 076 6.00±0.00 1.41±0.42 
Mutant 082 4.33±0.29 2.10±0.22 
Mutant 085 4.33±0.29 2.26±0.38 
Mutant 088 4.33±0.29 1.78±0.32 
Mutant 097 4.17±0.29  1.91±0.25 
The experiment was done with 3 replicates per treatment.  

 
 

 
The experiment was done with 3 replications per treatment, 5 plants per replication.

Table 3 Effects of Burkholderia caribensis RE230 mutants on shoot and root length of inoculated rice  
              plants, 15 days after planting.

Treatment
Shoot length (cm) Root length (cm)

Mean±SD % Increase Mean±SD % Increase

Positive control (B. caribensis RE230) 36.47±0.96 a          - 14.40±0.51 ab       -

Negative control (0.85% NaCl) 34.80±2.28 a -4.56 13.11±1.55 b -8.96

Mutant 008 36.02±0.40 a -1.23 14.37±1.33 ab -0.22

Mutant 049 36.72±0.30 a 0.71 14.34±1.07 ab -0.39

Mutant 066 36.37±2.84 a -0.25 13.95±1.22 ab -3.16

Mutant 076 35.77±2.37 a -1.91 15.56±0.77 a 8.04

Mutant 082 35.76±0.46 a -1.92 14.94±0.43 ab 3.74

Mutant 085 36.19±1.64 a -0.76 14.49±0.51 ab 0.65

Mutant 088 37.14±1.29 a 1.86 13.57±0.43 ab -5.77

Mutant 097 36.44±2.23 a -0.06 15.63±2.07 a 8.52
Means with the same letter are not significantly different by DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test) at 
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ผลการทดลองและวิจารณ ์
การสร้างสายพันธุ์กลายด้วยวิธี electroporation  

โดยการถ่าย EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ เข้าสู่เซลล์ B. caribensis RE230 ด้วยวิธี 
electroporation เพื่อศึกษากลไกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการละลายฟอสเฟตและสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ คัดเลือก B. caribensis 
RE230 mutant ได้ จ านวน 106 โคลน ซึ่งมีจ านวนต่ ากว่าจากการศึกษาของ Fernandes et al. (2001) และ Rouws et al. 
(2008)  โดย Fernandes et al. (2001) ศึกษาการกลายพันธุ์ของ Rhodococcus rhodochrous CW25 โดยการถ่าย Tn5 
transposon ด้วย Transposome (Epicentre Technologies) ระบบเดียวกัน คัดเลือกโคลนที่มี Tn5 transposon ได้ทั้งหมด 
1,500 โคลน พบโคลนที่มีการกลายพันธุ์เกี่ยวกับความต้องการสารอาหาร (auxotrophic mutant) จ านวน 20 โคลน และ 
Rouws et al. (2008) ศึกษาการกลายพันธุ์ของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 จากอ้อย 
โดยวิธีการเดียวกัน พบแบคทีเรียจ านวน 1 โคลนที่มีการกลายพันธุ์ในส่วนของยีน flgA-homologous จากจ านวน 31 โคลนที่
กลายพันธุ์ ซึ่งคาดว่าจ านวน mutant จากการศึกษานี้ ใน B. caribensis RE230 ที่มีต่ า อาจเนื่องจากเตรียมเชื้อเป็น 
competent cells จากเชื้อที่อยู่ในระยะช่วงท้ายของ log phase ซึ่งการเตรียมเซลล์ที่เป็น electrocompetent cell ควรอยู่
ในช่วงต้นถึงช่วงกลาง ของ log phase (Dower et al., 1988) ประกอบกับ B. caribensis เป็นแบคทีเรียที่สร้าง extracellular 
polysaccharide จ านวนมาก จึงส่งผลให้มีประสิทธิภาพการถ่ายดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ได้ลดลง 
การตรวจสอบคุณสมบัติการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของไรโซแบคทีเรียกลายพันธุ์ 

การละลายฟอสเฟตตรวจสอบด้วยอาหาร NBRIP พบว่า B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพในการ
ละลายฟอสเฟตได้ต่ ากว่า B. caribensis RE230 WTและพบความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (P  0.05) มีจ านวน 66 
โคลน โดย B. caribensis RE230 mutants ที่ละลายฟอสเฟตน้อยที่สุด จ านวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน Mutant 082 มีขนาดวงใส 
รอบโคโลนี 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 085 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. โคลน Mutant 088 มีขนาดวงใส 4.33±0.29 มม. 
และ โคลน Mutant 097 มีขนาดวงใส 4.17±0.29 มม. (Table 1) 

การสังเคราะห์สารไซเดอโรฟอร์ตรวจสอบด้วยอาหารแข็งสูตร CAS บันทึกผลขนาดวงสีส้ม รอบโคโลนีของแบคทีเรีย 
พบว่า    B. caribensis RE230 mutants มีประสิทธิภาพในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ได้น้อยกว่า B. caribensis RE230 WT 
และมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ มีจ านวน 29 โคลน โดยไรโซแบคทีเรียกลายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการสร้าง
สารไซเดอโรฟอร์น้อยที่สุด จ านวน 4 โคลน ได้แก่ โคลน Mutant 008 มีขนาดวงสีส้ม รอบโคโลนี 0.80±0.10 ซม. โคลน  Mutant 
049 มีขนาดวงสีส้ม 1.33±0.25 ซม. โคลน Mutant 066 มีขนาดวงสีส้ม 0.65±0.56 ซม. และโคลน Mutant 076  มีขนาดวงสีส้ม 
1.41±0.42 ซม. (Table 1) 

 
Table 1 Burkholderia caribensis RE230 mutants evaluation on phosphate solubility (NBRIP medium) and 

siderophore production (CAS medium) properties.  

Clone NBRIP medium  CAS medium 
Halo size (mm) Orange halo size (cm) 

Wild type (RE230) 6.37±0.19 2.11±0.22 
Mutant 008 6.33±0.29 0.80±0.10 
Mutant 049 6.25±0.25 1.33±0.25 
Mutant 066 6.00±0.00 0.65±0.56 
Mutant 076 6.00±0.00 1.41±0.42 
Mutant 082 4.33±0.29 2.10±0.22 
Mutant 085 4.33±0.29 2.26±0.38 
Mutant 088 4.33±0.29 1.78±0.32 
Mutant 097 4.17±0.29  1.91±0.25 
The experiment was done with 3 replicates per treatment.  

 
 

  
The experiment was done with 3 replications per treatment, 5 plants per replication.
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การตรวจสอบยีน kanamycin resistance (KAN -2) 
การตรวจสอบยีน KAN-2 ซึ่งเป็นยีนต้านทานต่อ kanamycin บน EZ-Tn5TM <KAN-2> transposon ที่จะ

ถูกแทรกอยู่ใน genomic DNA ของ B. caribensis  RE230 mutants จ�ำนวน 8 โคลน ได้แก่ Mutant 082  085  088 
และ 097 ซึ่งมีการกลายพันธุ์ในส่วนการละลายฟอสเฟต และ Mutant 008  049  066 และ 076 ที่กลายพันธุ์ในการ
สงัเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ และมผีลให้การเจรญิเตบิโตของข้าวทีล่ดลงดงักล่าวข้างต้นแล้ว บน genomic DNA ทีต่ดัด้วย
เอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ PstI และ EcoRI และจาก DNA ที่เชื่อมเป็นวงกลมด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase (DNA วงกลม)   
ด้วยเทคนิค PCR พบว่า B. caribensis RE230 mutants ทั้ง 8 โคลน มียีน KAN-2 ของ Tn5 transposon ขนาด
ประมาณ 400 คู่เบส แทรกอยู่ (Figure 2)
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Table 3 Effects of Burkholderia caribensis RE230 mutants on shoot and root length of inoculated rice plants, 15 
days after planting 

Treatment Shoot length (cm) Root length (cm) 
Mean±SD % Increase Mean±SD % Increase 

Positive control (B. caribensis RE230)  36.47±0.96 a          - 14.40±0.51 ab       - 
Negative control (0.85% NaCl)  34.80±2.28 a -4.56 13.11±1.55 b -8.96 
Mutant 008 36.02±0.40 a -1.23 14.37±1.33 ab -0.22 
Mutant 049 36.72±0.30 a 0.71 14.34±1.07 ab -0.39 
Mutant 066 36.37±2.84 a -0.25 13.95±1.22 ab -3.16 
Mutant 076 35.77±2.37 a -1.91 15.56±0.77 a 8.04 
Mutant 082 35.76±0.46 a -1.92 14.94±0.43 ab 3.74 
Mutant 085 36.19±1.64 a -0.76 14.49±0.51 ab 0.65 
Mutant 088 37.14±1.29 a 1.86 13.57±0.43 ab -5.77 
Mutant 097 36.44±2.23 a -0.06 15.63±2.07 a 8.52 

Means with the same letter are not significantly different by DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test) at p  0.05 
The experiment was done with 3 replications per treatment, 5 plants per replication. 
 
การตรวจสอบยีน kanamycin resistance (KAN -2)  

การตรวจสอบยีน KAN-2 ซึ่งเป็นยีนต้านทานต่อ kanamycin บน EZ-Tn5TM <KAN-2> transposon ที่จะถูกแทรกอยู่
ใน genomic DNA ของ B. caribensis  RE230 mutants จ านวน 8 โคลน ได้แก่ Mutant 082  085  088 และ 097 ซึ่งมีการ
กลายพันธุ์ในส่วนการละลายฟอสเฟต และ Mutant 008  049  066 และ 076 ที่กลายพันธุ์ในการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ และมี
ผลให้การเจริญเติบโตของข้าวที่ลดลงดังกล่าวข้างต้นแล้ว บน genomic DNA ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ PstI และ EcoRI 
และจาก DNA ที่เชื่อมเป็นวงกลมด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase (DNA วงกลม)   ด้วยเทคนิค PCR พบว่า B. caribensis RE230 
mutants ทั้ง 8 โคลน มียีน KAN-2 ของ Tn5 transposon ขนาดประมาณ 400 คู่เบส แทรกอยู่ (Figure 2) 

  

 
Figure 2  PCR amplification of kanamycin resistance (KAN-2) gene (400 bp) of genomic DNA and circular DNA 

from eight Tn5 transposon mutants of Burkholderia caribensis RE230 
 WT: wild type: NTC: non template control; M: DNA Marker 

5,000 bp 

2,000 bp 
850 bp 
400 bp 
100 bp 

I-------------------Genomic DNA------------------------II------------------------Circular DNA -----------------I 
008   049   066   076    082   085  088  097   WT   008   049  066   076  082  085  088  097   WT  NTC    M 

Figure 2  PCR amplification of kanamycin resistance (KAN-2) gene (400 bp) of genomic DNA and circular  
          DNA from eight Tn5 transposon mutants of Burkholderia caribensis RE230 WT: wild type:  
                NTC: non template control; M: DNA Marker.
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Figure 3 Inverse polymerase chain reaction (IPCR) products of eight Tn5 transposon mutants of Burkholderia 

caribensis RE230 by KAN-2 FP-1 forward and KAN-2 RP-1 reverse primers 
 

Table 4 Characteristics of identity of inserted sequences of the mutants 

Clone 
Inserted 

sequence size 
(bp) 

Identity of inserted  
sequence 

Accession 
number 

Identity 
(%) 

Mutant 008 1,029 50S ribosomal protein L28  (rpmB) and L33 (rpmG),  
L-aspartate oxidase 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 99 

Mutant 049 516 Guanosine-3',5'-bis (diphosphate) 3'-pyrophosphohydrolase 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 98 

 794 30S ribosomal protein S12 and S7 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 99 

Mutant 066 794 30S ribosomal protein S12 and S7 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 99 

Mutant 076 843 Formyltransferase 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 99 

Mutant 082 850 O-succinylhomoserine sulfhydrylase 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 2 

CP013103.1 99 

 794 30S ribosomal protein S12 and S7 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 99 

Mutant 085 265 ATP phosphoribosyltransferase (hisG) 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 99 

Mutant 088 50 Gamma-glutamyl kinase 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 100 

Mutant 097 50 Gamma-glutamyl kinase 
B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1 

CP013102.1 100 

  

10  kb 
3 kb 
2 kb 
1.5 kb 
1.2 kb 1 kb 
0.9 kb 
0.7 kb 
0.4 kb 
0.2 kb 

008 076 085 049 049 049 049 066 082 082 082 088 088 097 097 M 

Figure 3 Inverse polymerase chain reaction (IPCR) products of eight Tn5 transposon mutants of  
                Burkholderia caribensis RE230 by KAN-2 FP-1 forward and KAN-2 RP-1 reverse primers.
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Table 4 Characteristics of identity of inserted sequences of the mutants.

Clone

Inserted 

sequence 

size (bp)

Identity of inserted 

sequence

Accession 

number

Identity 

(%)

Mutant 008 1,029

50S ribosomal protein L28  (rpmB) and L33 (rpmG), 

L-aspartate oxidase

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 99

Mutant 049 516
Guanosine-3’,5’-bis (diphosphate) 3’-pyrophosphohydrolase

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 98

794
30S ribosomal protein S12 and S7

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 99

Mutant 066 794
30S ribosomal protein S12 and S7

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 99

Mutant 076 843
Formyltransferase

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 99

Mutant 082 850
O-succinylhomoserine sulfhydrylase

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 2

CP013103.1 99

794
30S ribosomal protein S12 and S7

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 99

Mutant 085 265
ATP phosphoribosyltransferase (hisG)

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 99

Mutant 088 50
Gamma-glutamyl kinase

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 100

Mutant 097 50
Gamma-glutamyl kinase

B. caribensis strain MWAP64 chromosome 1

CP013102.1 100

	
การวิเคราะห์ล�ำดับเบสของยีนที่ถูกแทรกด้วย EZ-Tn5™ transposon

จากการพบว่า B. caribensis RE230 mutants ทั้ง 8 โคลน มียีน kanamycin resistance (KAN-2) ของ Tn5 
transposon แทรกอยู่ใน genomic DNA และ DNA วงกลม น�ำมาเพิ่มผลผลิตยีนด้วยเทคนิค inverse polymerase 
chain reaction (IPCR) พบว่ามีผลผลิตจาก IPCR ที่มีขนาดประมาณ 200-2,500 คู่เบส (Figure 3) และส่งวิเคราะห์
หาล�ำดับเบส น�ำผลเปรยีบเทียบกับฐานข้อมลูของ GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi)  พบว่า Mutant 085 ต�ำแหน่งที่แทรกเป็นยีน ATP phosphoribosyltransferase (hisG) ซึ่งเป็นเอนไซม์ตัว
แรกของกระบวนการสังเคราะห์กรดอะมิโน histidine มีความส�ำคัญในการควบคุมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
(Piszkiewicz et al., 1979; Lohkamp et al., 2003) โดยยีน hisG มีความส�ำคัญต่อการตอบสนองของแบคทีเรียต่อ
สภาพแวดล้อมท่ีเปลีย่นแปลงทัง้ภายในเซลล์ (intracellular) และภายนอกเซลล์ (extracellular) ทีแ่ตกต่างกันมากกว่า 
30 ระบบ (Pirrung, 1999) เช่น สภาวะขาดสารอาหาร การเปลี่ยนแปลงความเป็นกรด-ด่าง โดยอาจควบคุมการปลด
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ปล่อยกรดอินทรีย์ gluconic acid ละลายฟอสเฟตที่จะเป็นประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของข้าวได้ (Bhattacharyya 
and Jha, 2012)  พบว่า siderophore mutants ได้แก่ Mutant 008 ให้ผลจ�ำแนกเป็นยีน 50S ribosomal protein L28 
and L33 และ L-aspartate oxidase ที่พบใน B. caribensis strain MWAP64 ซึ่งเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์  
nicotinic acid และ nicotinamide metabolism ที่เป็นโมเลกุลสัญญาณ (Marinoni et al., 2008)  Mutant 049  
มขีนาดผลผลติ PCR  516 คูเ่บส ให้ผลจ�ำแนกเป็นยีน Guanosine-3’,5’-bis (diphosphate) 3’-pyrophosphohydrolase 
(spoT) พบใน B. caribensis strain MWAP64 เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์ ppGpp (guanosine 3’-diphosphate  
5-’ diphosphate) ควบคมุการตอบสนองต่อสภาวะเปลีย่นแปลงสภาพของอาหาร   และขนาด 794 คูเ่บส ของยีน 30S 
ribosomal protein S12 and S7 พบใน B. caribensis strain MWAP64 chromosome โคลน Mutant 066 ยีนทีถู่ก
แทรกมขีนาด 794 คูเ่บส ของยีน 30S ribosomal protein S12 and S7 พบใน B. caribensis strain MWAP64 และ
โคลน Mutant 076 มผีลท�ำให้ความยาวของต้นและใบ น้อยกว่าชดุควบคมุแบบบวก ยีนทีถู่กแทรกมขีนาด 843 คูเ่บส 
คอืยนี Formyltransferase พบใน B. caribensis strain MWAP64 (Table 4)

ในขณะทียั่งไม่พบว่ายีนของโคลน Mutant  066 และ 076  มคีวามเก่ียวข้องโดยตรงกับกลไกของการสงัเคราะห์ 
ไซเดอโรฟอร์ และยีนของโคลน Mutant 082 ไม่พบความเก่ียวข้องโดยตรงกับกลไกของการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชผ่านกระบวนการละลายฟอสเฟต  โคลน Mutant 088 และ 097 มีขนาด 50 คู่เบส ของยีน gamma-glutamyl 
kinase (GK)(Fujita et al., 2003) มีปฏิสัมพันธ์เป็นตัวตรวจจับกับกรดอะมิโน proline และควบคุมการสังเคราะห์ 
proline ซึ่งตอบสนองต่อสภาพเครียดต่างๆ เช่น สภาพแห้ง ความเค็ม เป็นต้น อย่างไรก็ตามการทดลองนี้ยังมีจ�ำนวน
เชือ้ท่ีกลายพันธ์ุไม่มากพอทีจ่ะใช้ในการวเิคราะห์ความเชือ่มโยงการท�ำงานของยีนในการท�ำให้มคีณุสมบตักิารละลาย
ฟอสเฟตและการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ของ B. caribensis RE230

สรุป
การท�ำให้กลายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว Burkholderia caribensis  

RE230 ท่ีมีคุณสมบัติการละลายฟอสเฟต และการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ ด้วย ระบบ EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp 
Transposome™ พบเชื้อที่กลายพันธุ์ (mutants) ต่อคุณสมบัติทั้งสอง อย่างละ 4 โคลน รวม 8 โคลน เมื่อทดสอบ
เปรียบเทียบกับเชื้อดั้งเดิม พบว่าให้ผลในการส่งเสริมการเจริญเติบโตต่อข้าวขาวดอกมะลิ 105 ลดลง แสดงว่า
คุณสมบัติการละลายฟอสเฟตและการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ในแบคทีเรียเก่ียวข้องกับการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของข้าว ผลการวิเคราะห์พบว่าบางยีนเป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อสภาวะการเปลีย่นแปลงของอาหารและ
สภาพแวดล้อม เช่น ยีน  ATP phosphoribosyltransferase (hisG) ยีน  Guanosine-3’,5’-bis (diphosphate)  
3’-pyrophosphohydrolase (spoT) และยีน  gamma-glutamyl kinase (proB)
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