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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.  
Keywords: salicylic acid, stress response, tangerine  

 
บทคัดยอ 

กรดซาลิไซลิกเปนฮอรโมนพืชชนิดหนึ่งที่เก่ียวของกับการสรางโปรตีนในกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล การ
สังเคราะหคารโบไฮเดรตและกรดอะมิโนที่ตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม ใชผลสมเขียวหวานตัวอยางที่ไดมาจากสวนที่
ปลูกในจังหวัดสงขลา หยดสารละลายกรดซาลิไซลิก 250 ไมโครโมลตอลิตร บนแผลของผิวเปลือกสมที่เจาะรูก่ึงกลางระหวาง
จุกสมและกนสมสองจุดตอผล บมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  สกัดโปรตีนจากเนื้อเย่ือเปลือกสมโดยสารละลาย
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0.5% ตกตะกอนโปรตีนดวยสารละลายดีออกซีคอเลต 0.15% และไทรคลอโรอะซีเทต 72% แยกโปรตีน
ดวยเทคนิค SDS-PAGE ระบุชนิดโปรตีนดวยวิธีช็อตกันโปรติโอมิกส โดยตัดชิ้นเจลใหมีขนาด 1x1 มม2 ยอยดวยเอนไซม                
ทริพซิน นําสายเพปไทดที่ไดเขาคร่ืองลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสสเปกโทรเมตรี ผลการวิเคราะหพบวามีโปรตีนจํานวน 74 ชนิด 
ที่เกิดขึ้นเฉพาะในชุดการทดลองที่ใชกรดซาลิไซลิก เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยโปรตีน 4 ชนิด เก่ียวของกับการ
ตอบสนองของพืชในสภาวะเครียด คือ (1) ซูโครสซินเทส 4 และ (2) ฟอสโฟกลีเซอเรต ดีไฮโดรจีเนส-ไลค โปรตีน เก่ียวของกับ
กระบวนการสังเคราะหคารโบไฮเดรต (3) บีไทป แอสพาราจีน ซีนทีเทส คลอโรพลาสต พรีเคอเซอร สัมพันธกับกระบวนการ
สังเคราะหกรดอะมิโน และ (4) พอลิเอมีน ออกซิเดส เก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล จึงสรุปไดวา                   
กรดซาลิไซลิกมีบทบาทสําคัญในกระบวนการทางชีวภาพของการสรางโปรตีนในผลสมเขียวหวานภายใตสภาวะเครียด 
คําสําคัญ: กรดซาลิไซลิก, การตอบสนองสภาวะเครียด, สม 
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คํานํา 
สมเขียวหวาน (Citrus reticulata Blanco) เปนสมชนิดหนึ่งที่ไดรับความนิยมอยางสูงในประเทศไทย อีกทั้งยังมี

บทบาทสําคัญในการสรางมูลคาทางเศรษฐกิจ (วิภาดา และ ตระกูล, 2546) การเพาะปลูกสมเขียวหวานจึงเปนที่นิยม                   
อยางแพรหลายในหมูเกษตรกรไทย หากแตมีเช้ือโรค เชน เช้ือราเขียว (Penicillium digitatum) ซึ่งกอใหเกิดโรคเนาราเขียว  
เปนตน สามารถกอตัวขึ้นไดระหวางการเก็บรักษาหลังการเก็บเก่ียว สงผลใหเกิดความเสียหายตอระบบเศรษฐกิจ (Marcet-
Houben et al., 2012) การควบคุมคุณภาพของผลิตผลจึงเกิดขึ้น เพื่อใหไดมาซ่ึงผลสมเขียวหวานคุณภาพดีสําหรับการเตรียม
ความพรอมกอนออกสูทองตลาด โดยวิธีการที่ใชในการควบคุมโรคพืชนั้นมีหลากหลายวิธี เชน การใชความรอน การเก็บรักษา
ในสภาวะเย็น (Perotti et al., 2015) หรือ การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี เปนตน 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี คือ การใชส่ิงมีชีวิตหรือเช้ือจุลินทรียมายับย้ังหรือทําลายเช้ือโรค เพื่อไมใหสรางความ
เสียหายตอพืช เช้ือจุลินทรียเหลานี้เรียกวา เช้ือจุลินทรียปฏิปกษ เช้ือจุลินทรียปฏิปกษมีกลไกการยับย้ังหรือควบคุมเชื้อที่เปน
สาเหตุของโรคพืชอยู 4 รูปแบบคือ (1) การทําลายชีวิต (antibiosis) (2) การแขงขัน (competition) (3) การเปนปรสิต 
(parasitism) และ (4) การชักนําใหตานทานตอโรค (induced host resistance) (นิพนธ, 2553) นอกจากนี้ การใชฮอรโมนพืช
จากภายนอกเปนอีกหนึ่งวิธีที่เกษตรกรนิยมใช เพื่อชักนําการตานทานโรคพืชที่มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการที่เรียกวา 
induced systemic resistance (ISR) และ systemic acquired resistance (SAR) ซึ่งมีกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) เปน
ตัวกลางในการเหน่ียวนํากลไก SAR ของพืช (Vallad and Goodman, 2004) 

กรดซาลิไซลิกเปนฮอรโมนพืชชนิดหนึ่ง ซึ่งจัดอยูในกลุม phenylpropanoid มีบทบาทที่สําคัญในการควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืช การเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยา และเมทาบอลิซึมในพืชทั้งกอนและหลังการเก็บเก่ียว (สุรัสวดี, 2555) 
รวมถึงการตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม ปจจุบันเกษตรกรจึงนําเอากรดซาลิไซลิกจากภายนอกมาประยุกตใชใน
เทคโนโลยีการจัดการหลังการเก็บเก่ียวเพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของจุลินทรียในผลสม งานวิจัยคร้ังนี้มุงศึกษาผลของกรด 
ซาลิไซลิกจากภายนอกท่ีมีตอการสรางโปรตีนบางชนิดในผลสมเขียวหวานภายใตสภาวะเครียด 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1 การเตรียมผลสม 
ใชผลสมเขียวหวาน ที่มีขนาด สีของผลที่ใกลเคียงกัน ไมเปนแผลและรอยตําหนิมาใชในการทดลอง นํามาลางดวย

น้ําประปา แชในโซเดียมไฮโปคลอไรต 1% นาน 5 นาที ผ่ึงใหแหง ณ อุณหภูมิหอง เช็ดดวยเอทานอล 70% แลวเจาะรูทําแผล
บนผิวของผลสม 2 แผลตอผล ณ จุดก่ึงกลางระหวางจุกสมและกนสม ดวยเข็มปราศจากเช้ือ โดยแผล 1 จุดมีขนาด 0.5 
เซนติเมตร 5 รู ลึก 3 มิลลิเมตร 
2 ชุดการทดลอง 

แบงออกเปน 2 ชุดการทดลอง คือ ใสกรดซาลิไซลิก และชุดควบคุม โดยใชความเขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร และ
สารละลายเอทานอล 80% ตามลําดับ หยดลงบนแผลของผลสม 20 ไมโครลิตรตอแผล บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
เก็บเนื้อเย่ือเปลือกสมบริเวณรอบๆ แผลของผลสมในรัศมี 1 เซนติเมตร บดใหเปนผงโดยใชไนโตรเจนเหลว เก็บไว -80 องศา
เซลเซียส 
3 การสกัดโปรตีนจากเนื้อเย่ือเปลือกสม 

ดวยสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0.5% ตกตะกอนโปรตีนดวยสารละลายดีออกซีคอเลต 0.15% และไตรคลอ-
โรอะซีเทต 72% ทิ้งขามคืนไวที่ -20 องศาเซลเซียส เก็บสวนที่เปนตะกอนไว จากนั้นเติมอะซีโตนที่เย็นจัด ปนเหวี่ยงที่ 12,000 
rpm เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนที่เปนตะกอนไว แลวละลายตะกอนท่ีไดดวยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0.5% ในแตละ                        
ชุดการทดลอง ปรับความเขมขนใหเปน 50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร แลวนําไปแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE 
4 การวิเคราะหเพ่ือระบุชนิดโปรตีน 

ดวยวิธีช็อตกันโปรติโอมิกส (shotgun proteomics) โดยการตัดชิ้นเจลใหมีขนาด 1x1 มม2 ยอยโปรตีนในชิ้นเจลใหได
สายเพปไทดดวยเทคนิค in-gel digestion ดวยเอนไซมทริพซิน แยกสายเพปไทดออกจากชิ้นเจลดวยแอซีโตไนไทรล จากนั้นนํา
ตัวอยางที่ไดมาวิเคราะหชนิดโปรตีนดวยเคร่ืองลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสสเปกโทรเมตรี 
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ผล 
พบวาสารละลายกรดซาลิไซลิกจากภายนอกท่ีมีความเขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร ที่ใชหยดลงในแผลของเปลือก

สม สามารถเหน่ียวนําใหเกิดโปรตีนจํานวน 1,089 ชนิด สวนสารละลายเอทานอล 80% ที่ใชในชุดควบคุม พบโปรตีนจํานวน 
1,025 ชนิด โดยทั้ง 2 ชุดการทดลองมีโปรตีนที่เปนชนิดเดียวกันจํานวน 1,015 ชนิด โปรตีนจํานวน 74 ชนิดเกิดขึ้นเฉพาะจาก
การเหน่ียวนําโดยใชกรดซาลิไซลิกจากภายนอกเทานั้น (Figure 1) ทั้งนี้ มีโปรตีนจํานวน 4 ชนิด จาก 74 ชนิด ที่เกิดขึ้นในชุด
การทดลองกรดซาลิไซลิกเก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล การสังเคราะหคารโบไฮเดรตและกรดอะมิโนที่
ตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม (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. 
 

วิจารณผล 
อิทธิพลของกรดซาลิไซลิกจากภายนอกตอการสรางโปรตีนบางชนิดที่ตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม ที่ความ

เขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร ชักนําใหเกิดการเปล่ียนแปลงโปรตีนบางชนิดที่สรางขึ้นจํานวน 1,089 ชนิด และ 1,015 ชนิด ที่
สรางขึ้นเหมือนดังที่พบในชุดควบคุม แตมีโปรตีนจํานวน 74 ชนิด ที่ถูกสรางขึ้นเฉพาะในชุดการทดลองกรดซาลิไซลิกเทานั้น ซึ่ง 
โปรตีน 4 ชนิด ที่สามารถระบุชื่อชนิดและหนาที่ คือ (1) ซูโครสซินเทส 4 (sucrose synthase 4) (2) ฟอสโฟกลีเซอเรต                   
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ดีไฮโดรจีเนส-ไลค โปรตีน (phosphoglycerate dehydrogenase-like protein) เก่ียวของกับกระบวนการสังเคราะห
คารโบไฮเดรต Subbaiah et al. (2007) และ Toujani et al. (2013) รายงานวา โปรตีนทั้งสองชนิดนี้ มีสวนชวยในการเก็บ
สะสมน้ําตาลและการเสริมสรางดานโครงสรางของผนังเซลลและ (3) บีไทป แอสพาราจีน ซีนทีเทส คลอโรพลาสต พรีเคอเซอร 
(B-type asparagine synthetase chloroplast precursor) สัมพันธกับกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน โดยแอสพาราจีนจะ
มีอัตราสวนระหวางไนโตรเจนกับคารบอนที่สูง ซึ่งถือเปนอีกแหลงของคารบอนท่ีสําคัญสําหรับใชในการเจริญเติบโต (Tsai and 
Coruzzi,1991) และ (4) พอลิเอมีน ออกซิเดส (polyamine oxidase) เก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล 
(Angelini et al., 2008) ทั้งนี้ โปรตีนทั้งส่ีชนิดขางตน มีบทบาทสําคัญที่ชวยในการเจริญเติบโตของผลสม สงผลในทิศทางที่ดี
ตอการควบคุมคุณภาพของผลสมเพื่อตานทานความเสียหายที่อาจจะเกิดจากการรุกรานของเช้ือสาเหตุโรคเปนตน 

 
สรุป 

การใชกรดซาลิไซลิกจากภายนอกท่ีมีความเขมขน 250 ไมโครโมลตอลิตร หยดลงบนผิวของเปลือกสมนั้น มีสวนชวย
ในการกระตุนการสังเคราะหโปรตีนที่เก่ียวของกับกระบวนการเปล่ียนแปลงของผนังเซลล การสังเคราะหคารโบไฮเดรตและ
กรดอะมิโนที่ตอบสนองตอสภาวะเครียดของเปลือกผลสม อีกทั้งยังยืนยันไดวา กรดซาลิไซลิกจากภายนอกมีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการทางชีวภาพของการสรางโปรตีนเพื่อตอบสนองตอสภาวะเครียดของผลสม 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) และบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรสําหรับการสนับสนุนทุนวิจัยและทุนสําหรับนักศึกษา รวมทั้งหองปฏิบัติการ ST.416 ภาควิชา
ชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และหองปฏิบัติการวิจัยโปรติโอมิกส ศูนยพันธุวิศกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ที่ใหความอนุเคราะหอุปกรณและ
สถานที่ทําการทดลอง 
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