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Abstract 

Salicylic acid (SA), a plant hormone, was investigated for its role in stress responses of tangerine fruit, 
including synthesis of some proteins in cell wall differentiation processes, carbohydrate and amino acid synthetic 
pathways. Tangerine fruit was collected from a commercial orchard in Songkhla province, Thailand. Exogenous 
SA at 250 μmol/L was dropped onto the two-wounded sites of the tangerine peel. The treated fruits were 
incubated at 25°C for 72 hours. Crude proteins were extracted from the treated flavedo tissues by 0.5% sodium 
dodecyl sulfate, then the crude proteins were precipitated by 0.15% deoxycholate and 72% trichloroacetic acid 
and further separated using SDS-PAGE. The whole proteins in the peel tissues were analyzed by the shotgun 
proteomics method. A separating gel was cut into 1x1 mm2 pieces and digested with trypsin. The obtained 
peptides were then identified by LC-MS. The results showed that 4 out of 74 proteins were present in the SA-
treated flavedo compared with the control (ethanol). Polyamine oxidase was identified to be involved in cell wall 
differentiation processes. Sucrose synthase 4 and phosphoglycerate dehydrogenase-like protein were associated 
with carbohydrate synthesis whereas B-type asparagine synthetase chloroplast precursor was involved in amino 
acid synthesis. This evidence suggests that exogenous SA plays an important role in promoting biological 
process in terms of protein accumulation in response to stress in tangerine fruit tissues.  
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บทคัดยอ 

กรดซาลิไซลิกเปนฮอรโมนพืชชนิดหนึ่งที่เก่ียวของกับการสรางโปรตีนในกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล การ
สังเคราะหคารโบไฮเดรตและกรดอะมิโนที่ตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม ใชผลสมเขียวหวานตัวอยางที่ไดมาจากสวนที่
ปลูกในจังหวัดสงขลา หยดสารละลายกรดซาลิไซลิก 250 ไมโครโมลตอลิตร บนแผลของผิวเปลือกสมที่เจาะรูก่ึงกลางระหวาง
จุกสมและกนสมสองจุดตอผล บมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  สกัดโปรตีนจากเนื้อเย่ือเปลือกสมโดยสารละลาย
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0.5% ตกตะกอนโปรตีนดวยสารละลายดีออกซีคอเลต 0.15% และไทรคลอโรอะซีเทต 72% แยกโปรตีน
ดวยเทคนิค SDS-PAGE ระบุชนิดโปรตีนดวยวิธีช็อตกันโปรติโอมิกส โดยตัดชิ้นเจลใหมีขนาด 1x1 มม2 ยอยดวยเอนไซม                
ทริพซิน นําสายเพปไทดที่ไดเขาคร่ืองลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสสเปกโทรเมตรี ผลการวิเคราะหพบวามีโปรตีนจํานวน 74 ชนิด 
ที่เกิดขึ้นเฉพาะในชุดการทดลองที่ใชกรดซาลิไซลิก เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยโปรตีน 4 ชนิด เก่ียวของกับการ
ตอบสนองของพืชในสภาวะเครียด คือ (1) ซูโครสซินเทส 4 และ (2) ฟอสโฟกลีเซอเรต ดีไฮโดรจีเนส-ไลค โปรตีน เก่ียวของกับ
กระบวนการสังเคราะหคารโบไฮเดรต (3) บีไทป แอสพาราจีน ซีนทีเทส คลอโรพลาสต พรีเคอเซอร สัมพันธกับกระบวนการ
สังเคราะหกรดอะมิโน และ (4) พอลิเอมีน ออกซิเดส เก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล จึงสรุปไดวา                   
กรดซาลิไซลิกมีบทบาทสําคัญในกระบวนการทางชีวภาพของการสรางโปรตีนในผลสมเขียวหวานภายใตสภาวะเครียด 
คําสําคัญ: กรดซาลิไซลิก, การตอบสนองสภาวะเครียด, สม 
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คํานํา 
สมเขียวหวาน (Citrus reticulata Blanco) เปนสมชนิดหนึ่งที่ไดรับความนิยมอยางสูงในประเทศไทย อีกทั้งยังมี

บทบาทสําคัญในการสรางมูลคาทางเศรษฐกิจ (วิภาดา และ ตระกูล, 2546) การเพาะปลูกสมเขียวหวานจึงเปนที่นิยม                   
อยางแพรหลายในหมูเกษตรกรไทย หากแตมีเช้ือโรค เชน เช้ือราเขียว (Penicillium digitatum) ซึ่งกอใหเกิดโรคเนาราเขียว  
เปนตน สามารถกอตัวขึ้นไดระหวางการเก็บรักษาหลังการเก็บเก่ียว สงผลใหเกิดความเสียหายตอระบบเศรษฐกิจ (Marcet-
Houben et al., 2012) การควบคุมคุณภาพของผลิตผลจึงเกิดขึ้น เพื่อใหไดมาซ่ึงผลสมเขียวหวานคุณภาพดีสําหรับการเตรียม
ความพรอมกอนออกสูทองตลาด โดยวิธีการที่ใชในการควบคุมโรคพืชนั้นมีหลากหลายวิธี เชน การใชความรอน การเก็บรักษา
ในสภาวะเย็น (Perotti et al., 2015) หรือ การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี เปนตน 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี คือ การใชส่ิงมีชีวิตหรือเช้ือจุลินทรียมายับย้ังหรือทําลายเช้ือโรค เพื่อไมใหสรางความ
เสียหายตอพืช เช้ือจุลินทรียเหลานี้เรียกวา เช้ือจุลินทรียปฏิปกษ เช้ือจุลินทรียปฏิปกษมีกลไกการยับย้ังหรือควบคุมเชื้อที่เปน
สาเหตุของโรคพืชอยู 4 รูปแบบคือ (1) การทําลายชีวิต (antibiosis) (2) การแขงขัน (competition) (3) การเปนปรสิต 
(parasitism) และ (4) การชักนําใหตานทานตอโรค (induced host resistance) (นิพนธ, 2553) นอกจากนี้ การใชฮอรโมนพืช
จากภายนอกเปนอีกหนึ่งวิธีที่เกษตรกรนิยมใช เพื่อชักนําการตานทานโรคพืชที่มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการที่เรียกวา 
induced systemic resistance (ISR) และ systemic acquired resistance (SAR) ซึ่งมีกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) เปน
ตัวกลางในการเหน่ียวนํากลไก SAR ของพืช (Vallad and Goodman, 2004) 

กรดซาลิไซลิกเปนฮอรโมนพืชชนิดหนึ่ง ซึ่งจัดอยูในกลุม phenylpropanoid มีบทบาทที่สําคัญในการควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืช การเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยา และเมทาบอลิซึมในพืชทั้งกอนและหลังการเก็บเก่ียว (สุรัสวดี, 2555) 
รวมถึงการตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม ปจจุบันเกษตรกรจึงนําเอากรดซาลิไซลิกจากภายนอกมาประยุกตใชใน
เทคโนโลยีการจัดการหลังการเก็บเก่ียวเพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของจุลินทรียในผลสม งานวิจัยคร้ังนี้มุงศึกษาผลของกรด 
ซาลิไซลิกจากภายนอกท่ีมีตอการสรางโปรตีนบางชนิดในผลสมเขียวหวานภายใตสภาวะเครียด 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1 การเตรียมผลสม 
ใชผลสมเขียวหวาน ที่มีขนาด สีของผลที่ใกลเคียงกัน ไมเปนแผลและรอยตําหนิมาใชในการทดลอง นํามาลางดวย

น้ําประปา แชในโซเดียมไฮโปคลอไรต 1% นาน 5 นาที ผ่ึงใหแหง ณ อุณหภูมิหอง เช็ดดวยเอทานอล 70% แลวเจาะรูทําแผล
บนผิวของผลสม 2 แผลตอผล ณ จุดก่ึงกลางระหวางจุกสมและกนสม ดวยเข็มปราศจากเช้ือ โดยแผล 1 จุดมีขนาด 0.5 
เซนติเมตร 5 รู ลึก 3 มิลลิเมตร 
2 ชุดการทดลอง 

แบงออกเปน 2 ชุดการทดลอง คือ ใสกรดซาลิไซลิก และชุดควบคุม โดยใชความเขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร และ
สารละลายเอทานอล 80% ตามลําดับ หยดลงบนแผลของผลสม 20 ไมโครลิตรตอแผล บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
เก็บเนื้อเย่ือเปลือกสมบริเวณรอบๆ แผลของผลสมในรัศมี 1 เซนติเมตร บดใหเปนผงโดยใชไนโตรเจนเหลว เก็บไว -80 องศา
เซลเซียส 
3 การสกัดโปรตีนจากเนื้อเย่ือเปลือกสม 

ดวยสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0.5% ตกตะกอนโปรตีนดวยสารละลายดีออกซีคอเลต 0.15% และไตรคลอ-
โรอะซีเทต 72% ทิ้งขามคืนไวที่ -20 องศาเซลเซียส เก็บสวนที่เปนตะกอนไว จากนั้นเติมอะซีโตนที่เย็นจัด ปนเหวี่ยงที่ 12,000 
rpm เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนที่เปนตะกอนไว แลวละลายตะกอนท่ีไดดวยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0.5% ในแตละ                        
ชุดการทดลอง ปรับความเขมขนใหเปน 50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร แลวนําไปแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE 
4 การวิเคราะหเพ่ือระบุชนิดโปรตีน 

ดวยวิธีช็อตกันโปรติโอมิกส (shotgun proteomics) โดยการตัดชิ้นเจลใหมีขนาด 1x1 มม2 ยอยโปรตีนในชิ้นเจลใหได
สายเพปไทดดวยเทคนิค in-gel digestion ดวยเอนไซมทริพซิน แยกสายเพปไทดออกจากชิ้นเจลดวยแอซีโตไนไทรล จากนั้นนํา
ตัวอยางที่ไดมาวิเคราะหชนิดโปรตีนดวยเคร่ืองลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสสเปกโทรเมตรี 
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ผล 
พบวาสารละลายกรดซาลิไซลิกจากภายนอกท่ีมีความเขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร ที่ใชหยดลงในแผลของเปลือก

สม สามารถเหน่ียวนําใหเกิดโปรตีนจํานวน 1,089 ชนิด สวนสารละลายเอทานอล 80% ที่ใชในชุดควบคุม พบโปรตีนจํานวน 
1,025 ชนิด โดยทั้ง 2 ชุดการทดลองมีโปรตีนที่เปนชนิดเดียวกันจํานวน 1,015 ชนิด โปรตีนจํานวน 74 ชนิดเกิดขึ้นเฉพาะจาก
การเหน่ียวนําโดยใชกรดซาลิไซลิกจากภายนอกเทานั้น (Figure 1) ทั้งนี้ มีโปรตีนจํานวน 4 ชนิด จาก 74 ชนิด ที่เกิดขึ้นในชุด
การทดลองกรดซาลิไซลิกเก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล การสังเคราะหคารโบไฮเดรตและกรดอะมิโนที่
ตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม (Table 1) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 (A) Venn diagram representing a number of proteins in the salicylic acid treated citrus flavedo (gray 

colour), control (80% ethanol: black colour), and both treatments (gray-black colour). (B) A number of 
proteins in each treatment. (C) The same proteins (dark grey bar) and the total different proteins (light 
grey bar) in both treatments. 

 
Table 1  Identification of citrus proteins related to cell wall differentiation processes, carbohydrate and amino 

acid     synthetic pathways by exogenous salicylic acid induction. 
 

Protein name Protein function Peptide 
Relative molecular 

mass (Da) 
Accession no.* 

Sucrose synthase 4 
Carbohydrate 
synthetic pathway MANAER 707.1867 gi|22331535 

Phosphoglycerate 
dehydrogenase-like 
protein 

Carbohydrate 
synthetic pathway 

KQAIMAIGVDDIPSK 1601.6015 gi|21536501 

B-type asparagine 
synthetase chloroplast 
precursor 

Amino acid synthetic 
pathway 

SGSVGFISGLPDIMR 1551.0089 gi|303274306 

Polyamine oxidase 
Cell wall differentiation 
processes EGYKGIMR 969.9969 gi|22002131 

*Reference: The accession numbers can be obtained from NCBI database. 
 

วิจารณผล 
อิทธิพลของกรดซาลิไซลิกจากภายนอกตอการสรางโปรตีนบางชนิดที่ตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม ที่ความ

เขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร ชักนําใหเกิดการเปล่ียนแปลงโปรตีนบางชนิดที่สรางขึ้นจํานวน 1,089 ชนิด และ 1,015 ชนิด ที่
สรางขึ้นเหมือนดังที่พบในชุดควบคุม แตมีโปรตีนจํานวน 74 ชนิด ที่ถูกสรางขึ้นเฉพาะในชุดการทดลองกรดซาลิไซลิกเทานั้น ซึ่ง 
โปรตีน 4 ชนิด ที่สามารถระบุชื่อชนิดและหนาที่ คือ (1) ซูโครสซินเทส 4 (sucrose synthase 4) (2) ฟอสโฟกลีเซอเรต                   
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ดีไฮโดรจีเนส-ไลค โปรตีน (phosphoglycerate dehydrogenase-like protein) เก่ียวของกับกระบวนการสังเคราะห
คารโบไฮเดรต Subbaiah et al. (2007) และ Toujani et al. (2013) รายงานวา โปรตีนทั้งสองชนิดนี้ มีสวนชวยในการเก็บ
สะสมน้ําตาลและการเสริมสรางดานโครงสรางของผนังเซลลและ (3) บีไทป แอสพาราจีน ซีนทีเทส คลอโรพลาสต พรีเคอเซอร 
(B-type asparagine synthetase chloroplast precursor) สัมพันธกับกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน โดยแอสพาราจีนจะ
มีอัตราสวนระหวางไนโตรเจนกับคารบอนที่สูง ซึ่งถือเปนอีกแหลงของคารบอนท่ีสําคัญสําหรับใชในการเจริญเติบโต (Tsai and 
Coruzzi,1991) และ (4) พอลิเอมีน ออกซิเดส (polyamine oxidase) เก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล 
(Angelini et al., 2008) ทั้งนี้ โปรตีนทั้งส่ีชนิดขางตน มีบทบาทสําคัญที่ชวยในการเจริญเติบโตของผลสม สงผลในทิศทางที่ดี
ตอการควบคุมคุณภาพของผลสมเพื่อตานทานความเสียหายที่อาจจะเกิดจากการรุกรานของเช้ือสาเหตุโรคเปนตน 

 
สรุป 

การใชกรดซาลิไซลิกจากภายนอกท่ีมีความเขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร หยดลงบนผิวของเปลือกสมนั้น มีสวนชวย
ในการกระตุนการสังเคราะหโปรตีนที่เก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล การสังเคราะหคารโบไฮเดรตและ
กรดอะมิโนที่ตอบสนองตอสภาวะเครียดของเปลือกผลสม อีกทั้งยังยืนยันไดวา กรดซาลิไซลิกจากภายนอกมีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการทางชีวภาพของการสรางโปรตีนเพื่อตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) และบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรสําหรับการสนับสนุนทุนวิจัยและทุนสําหรับนักศึกษา รวมทั้งหองปฏิบัติการ ST.416 ภาควิชา
ชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และหองปฏิบัติการวิจัยโปรติโอมิกส ศูนยพันธุวิศกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ที่ใหความอนุเคราะหอุปกรณและ
สถานที่ทําการทดลอง 
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