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การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อใช้เชื้อจุลินทรีย์ Bacillus subtilis สายพันธุ์ CaSUT007 ที่มีคุณสมบัต ิ
phosphorus solubilizing ในการกระตุ้นการเจรญิเตบิโตและชกัน าความต้านทานต่อโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั 
จากคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพละลายหินฟอสเฟต  และยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย  X. 
axonopodis pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหม้มนัส าปะหลงั พบว่าเชือ้ไอโซเลต CaSUT007 มบีรเิวณยบัยัง้
เชือ้สาเหตุโรคเท่ากบั 8.0±0.058 มม. และประสทิธภิาพการละลายฟอสเฟตเฉลีย่สงูสดุ 209.91 ไมโครกรมัต่อ
มล. และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคใบไหม้ของมันส าปะหลังในสภาพเรือนทดลองในมัน
ส าปะหลงัพนัธุร์ะยอง 72 วางแผนการทดลองแบบ randomized complete block design (RCBD) พบว่า การ
แช่ท่อนพนัธุ์หรอืฉีดพ่นเชื้อไอโซเลต CaSUT007 สามารถควบคุมโรคใบไหม้ของมนัส าปะหลงัได้อย่างมี
ประสทิธภิาพ โดยโดยมรีะดบัความรุนแรงของโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั เท่ากบั 1 เทยีบเท่ากบัการใชส้ารเคมี
คอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์จากนัน้เกบ็ตวัอย่างเพื่อศกึษาเกีย่วกบักลไกความต้านทาน พบว่ามกีารสะสมของสาร
ในกระบวนการชีว เคมีที่ เกี่ ย วข้องกับกลไกการส่ง เสริมการเจริญ เติบ โตโดยใช้ เทคนิ ค  FTIR 
microspectroscopy พบกลุ่มไขมนัชนิด C-H stretching (~3,000- 2,800 cm-1) กลุ่มไขมนัชนิด C=O ester 
(~1,740 cm-1) และก ลุ่ม  amide I (~1,700- 1,600 cm-1) ก ลุ่มคาร์โบไฮเดรตชนิด  C-H bonding, C-O 
stretching และ polysaccharide (~1,450-1350 cm-1, ~1,246 cm-1 และ ~1,200-900 cm-1 ) เพิม่สูงขึน้ ซึ่ง
สารเหล่านี้มคีวามส าคญัในการส่งสญัญาณการท างานของเอนไซม ์ทัง้ยงัช่วยใหผ้นังเซลลพ์ชืมคีวามแขง็แรง
เพื่อปกป้องตนเองใหต้า้นทานจากการเขา้ท าลายของเชือ้สาเหตุโรคพชื จากผลการศกึษาครัง้แสดงใหเ้หน็ว่า 
การใชเ้ชือ้ไอโซเลต CaSUT007 สามารถช่วยส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต และกระตุ้นใหม้นัส าปะหลงัตา้นทานโรค
ใบไหมท้ีเ่กดิจากเชือ้แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis ได ้
  
ค าหลกั : มนัส าปะหลงั, Bacillus subtilis, การเจรญิเตบิโต, FTIR – microspectroscopy, caโรคใบไหมม้นั
ส าปะหลงั 
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Abstract 
 
The objective of this study was to investigate the phosphorus solubilizing PGPR, Bacillus subtilis strain 
CaSUT007 and its role on growth promotion and induced resistance against leaf blight disease in 
cassava. Therefore, this rhizobacteria was isolated and screened for antagonistic bacteria (BCA) that 
has high inhibiting activity to X. axonopodis pv. manihotis, the causal agent cassava bacterial leaf 
blight disease and then screen for phosphate solubilizing bacteria (PSB) that high  phosphate 
solubilizing activity, and then determine for the effects of rhizobacteria on the bacterial leaf blight 
disease control and its mode of action under the green house condition. The results showed that 12 
isolates were obtained. Among of there, isolates CaSUT007 exhibited high antagonistic activity of X. 
axonopodis pv. manihotis at 8.0±0.058 mm and showed high phosphate solubilizing activity at 
concentration from 209.91 µg/ml. Bacterial leaf blight disease control was done by cassava stake 
treating and spraying of CaSUT007 using the Randomized Complete Block Design (RCBD). Our 
result was found that cassava treated by CaSUT007 gave the significantly lowest averaged disease 
score at level 1. Analysis of biochemical composition changes in cassava tissue using FTIR 
microspectroscopy, cassava treated by CaSUT007 gave the higher increase significantly of C-H 
stretching (~3,000- 2,800 cm-1), C=O ester (~1,740 cm-1), amide I (~1,700- 1,600 cm-1), C-H 
bonding, C-O stretching, polysaccharide (~1,450-1350 cm-1, ~1,246 cm-1 และ ~1,200-900 cm-1 ), the 
accumulation of these biochemical composition involve in plant defense mechanism. This result 
indicated that increase content of plant biochemical composition in treated plant when compared with 
healthy plant, suggesting that strain CaSUT007 might be inhibited X. axonopodis pv. manihotis 
infection process might activate or suppress these elements accumulation for signaling transduction, 
defense enzyme activities and cell wall construction in plant defense mechanism process. Results of 
this study initial indicated that the strain CaSUT007 could be used to reduce bacterial leaf blight 
disease severity in cassava plant.  
 
Key words : cassava, Bacillus subtilis, growth promotion, FTIR – microspectroscopy, cassava 
bacterial leaf blight 
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บทสรปุผูบ้ริหาร 
การปลกูมนัส าปะหลงัมกัประสบปัญหาเรื่องโรคและแมลงเป็นส าคญั ซึง่โรคมนัส าปะหลงัทีส่ าคญัโรค

หนึ่งคือโรคใบไหม้ (cassava leaf blight) มีรายงานความเสียหายในแหล่งปลูกมันส าปะหลังของโลก 
(Fokunang  et al., 2001; Owolade et al., 2005) ส าหรบัในประเทศไทย พบว่ามนัส าปะหลงัเกอืบทุกพนัธุ์
เป็นโรคใบไหม ้ความรุนแรงของขึน้อยู่กบัพนัธุแ์ละอายุมนัส าปะหลงัและสภาพแวดลอ้ม ลกัษณะอาการส่วน
ใหญ่ทีพ่บ คอื มอีาการไหมท้ี่ขอบใบและปลายใบ ขยายตวัเขา้สู่กลางใบ ในที่สุดตวัใบจะไหม้หมด และหลุด
ร่วง โดยพนัธุม์นัส าปะหลงัทีอ่่อนแอต่อโรคอาจเสยีหายมากกว่า 75 เปอรเ์ซน็ต์ นอกจากนี้ เชือ้ราสาเหตุโรค
ดงักล่าวสามารถตดิไปกบัท่อนพนัธุไ์ด ้ซึง่เมื่อน าท่อนพนัธุท์ีเ่ป็นใบไหม ้เหล่านัน้ไปขยายพนัธุ ์ความสามารถ
ในการแตกหน่อของท่อนพนัธุ์จะลดลง โดยจะแตกหน่อใหม่เพยีง 40-60 เปอรเ์ซน็ต์ และระยะเวลาการแตก
หน่อจะชา้กว่าท่อนพนัธุม์นัส าปะหลงัปกต ิ7-8 วนั 

จากปัญหาดงักล่าว การใชส้ารเคมใีนการป้องกนัก าจดั สง่ผลใหอ้าจจะเกดิการตา้นทานของเชือ้สาเหตุ
โรค อกีทัง้ยงัเกดิการสะสมของสารเคมทีีเ่ป็นอนัตรายต่อเกษตรกร อย่างไรกต็ามยงัมกีารป้องกนัก าจดัโดยวธิี
อื่นทีร่่วมกนัหรอืทดแทนการใชส้ารเคมไีด ้ เช่น  การเขตกรรม  การควบคุมโดยชวีวธิ ี (biological control) และ
วธิผีสมผสาน (integrated pests management: IPM) เป็นต้น  ซึง่วธิกีารหนึ่งทีน่ิยมศกึษาวจิยัและเริม่น ามาใช้
ในปัจจุบนั คอืการกชกัน าใหพ้ชืเกดิความต้านทาน (induced resistance) เป็นวธิกีารหนึ่งทีช่่วยใหพ้ชืสามารถ
สรา้งระบบภูมคิุ้มกนัตนเองให้มคีวามต้านทานต่อการเขา้ท าลายของเชื้อสาเหตุโรค ซึ่งตวักระตุ้น (elicitor) ที่
สามารถกระตุ้นให้เกิดระบบดังกล่าวได้ อาทิ จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ เชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ และสารเคมี
สงัเคราะห์  ซึ่ง elicitors เหล่านี้จะสามารถกระตุ้นความต้านทานของพืชให้มีการกระจายแบบทัว่ทัง้ต้น  
(induced systemic resistance) อย่างไรกต็ามบทบาทของกลไกการส่งเสรมิการเจรญิเติบโตและการกระตุ้น
ความต้านทานในมนัส าปะหลงัที่ถูกชกัน าเพื่อให้ต่อต้านต่อการเขา้ท าลายของเชื้อสาเหตุโรคใบไม้ ยงัไม่มี
การศกึษาและยงัไม่ทราบว่าเกดิจากกระบวนการใด ดงันัน้การทดลองครัง้นี้จะน าไปสู่ความเขา้ใจเบื้องต้น
เกีย่วกบักลไกทีเ่กดิขึน้ เพื่อน าขอ้มูลเหล่านี้มาเป็นแนวทางในการพฒันาวธิกีารเพื่อป้องกนั ควบคุมโรค และ
เพิม่ผลผลติของมนัส าปะหลงัทีห่ลกีเลีย่งการใชส้ารเคมต่ีอไปในอนาคต 

ปัจจุบนัมกีารใชป้ระโยชน์จากจุลนิทรยีห์ลากหลายชนิด ทีม่คีุณสมบตัใินการกระตุ้นการเจรญิเตบิโต
และชกัน าให้พืชเกิดความต้านทานต่อโรคพืช ซึ่งจุลนิทรยี์ดินในกลุ่ม Bacillus มีคุณสมบตัิสามารถละลาย
ไอออนฟอสเฟตจากสารประกอบอนินทรยีฟ์อสฟอรสั อย่างไรกต็ามมรีายงานว่า โดยจุลนิทรยีใ์นกลุ่ม Bacillus 
สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืช  จึงช่วยให้พืชเจริญเติบโตดี (growth promotion) 
แขง็แรง และตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเชือ้สาเหตุโรคพชื (induced resistance) 
 
วตัถปุระสงค ์

1.1 ศกึษาประสทิธภิาพของเชื้อแบคทเีรยี PGPR, Bacillus subtilis สายพนัธุ์ CaSUT007 ในการ

สง่เสรมิการเจรญิเตบิโตและกระตุน้ใหม้นัส าปะหลงัเกดิความตา้นทานต่อโรคใบไหม้ 

1.2 ศึกษากลไกของมนัส าปะหลงัเมื่อถูกกระตุ้นด้วยเชื้อแบคทีเรีย PGPR, Bacillus subtilis สาย

พนัธุ ์CaSUT007  
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ระเบียบและวิธีวิจยั 
3.1 การรวบรวมเช้ือแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

เก็บตัวอย่างดินบริเวณรากมันส าปะหลัง  (rhizosphere) จ านวน 50 ตัวอย่าง จากจังหวัด
นครราชสมีา แล้วเลี้ยงแยกแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  nutrient agar จากนัน้ท าการแยกหาแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟตเบื้องต้นบนอาหารเลีย้งเชื้อ glucose yeast extract agar ที่เทหนา 2 ชัน้ (double-layered) 
โดยมีตะกอน CaHPO4 เป็นส่วนประกอบอยู่ชัน้บนของอาหาร ตามวธิขีอง Katznelson and Boss (1959) 
เลีย้งเชือ้แบคทเีรยีแบบจุด (spot-inoculation) แลว้น าไปบ่มเชือ้ที่อุณหภูมติู้บ่มที่ 30 องศาเซลเซยีส วดัและ
บนัทกึความกว้างของวงใสที่ปรากฏอยู่รอบโคโลนีเชื้อแบคทเีรยีเมื่อบ่มได้ 3 และ 7 วนัโดยให้คะแนนตาม
ความกว้าง ของวงใสดงันี้ระดบัที่ (1) 0 มิลลเิมตร (2) 0-3 มิลลิเมตร (3) 3-6 มิลลิเมตร (4) 6-9 มิลลเิมตร 
และ (5) มากกว่า 9 มลิลเิมตร เก็บรวบรวมเชื้อเดี่ยวที่แสดงความกว้างของวงใสระดบั 6-9 มิลลิเมตรและ
มากกว่า 9 มลิลเิมตร เพื่อการทดลองขัน้ต่อไป 
 
3.2 การรวบรวมและยืนยนัความสามารถในการก่อให้เกิดโรคของเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas 
axonopodis pv. manihotis สาเหตโุรคใบไหม้มนัส าปะหลงั 
 ท าการรวบรวมเชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคใบไหม้มนัส าปะหลงัทีผ่่านการทดสอบสอบโรคและวนิิจฉัย
เชือ้สาเหตุจากหอ้งปฏบิตักิารโรคพชืและชวีโมเลกุลพชื มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสีรุนาร ีโดยท าการคดัเลอืกเชือ้
สาเหตุโรคใบไหม้มนัส าปะหลงัที่เก็บตัวอย่างมาจากจงัหวดันครราชสมีา จ านวน 15 ไอโซเลต มายืนยนั
ความสามารถในการก่อใหเ้กดิโรคก่อนท าการทดลองครัง้นี้ โดยน าโคโลนีเดีย่วไปเลีย้งในอาหารเหลว nutrient 
broth (NB) ปรมิาตร 100 มิลลลิติร บ่มเชื้อเป็นเวลา 72 ชัว่โมง บนเครื่องเขย่าความเรว็ 150 รอบ/นาท ีที่
อุณหภูมหิอ้ง ปรบัค่าความขุน่ของเซลลใ์หม้คีวามเขม้ขน้ของเชือ้เท่ากบั 1x108 cfu/ml โดยวดัค่าการดูดกลนื
แสงดว้ยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหม้คี่า Optical density (O.D.) เท่ากบั 
0.2 จากนัน้ท าการปลูกเชือ้แต่ละไอโซเลตเปรยีบเทยีบกบักรรมวธิคีวบคุมคอืน ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ ลงบนใบมนั
ส าปะหลงัพนัธุอ์่อนแอ ระยอง 72จากนัน้เกบ็ตวัอย่างทดสอบในกล่องชืน้บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized design (CRD) จ านวน 3 ซ ้า และท าการประเมนิความรุนแรงของโรค
หลงัปลูกเชื้อทุกวนั เป็นเวลา 5 วนั โดยวดัจากระดบัความรุนแรงของโรคจากระดบั 0 ถึง 4 โดยที่ระดับ
คะแนน 0 คอืไม่ปรากฏอาการ, คะแนน 1 คอืพื้นทีใ่บที่เป็นแผลน้อยกว่า 25%, คะแนน 2 คอืพื้นที่ใบที่เป็น
แผลระหว่าง 26-50%, คะแนน 3 คอืพืน้ทีใ่บทีเ่ป็นแผลระหว่าง 51-75% และคะแนน 4 คอืพืน้ทีใ่บทีเ่ป็นแผล
มากกว่า 75% เปรยีบเทียบกบัพื้นที่ใบทัง้หมดของใบมนัส าปะหลงั เมื่อสงัเกตเห็นใบมนัส าปะหลงัแสดง
อาการของโรค ท าการแยกเชือ้สาเหตุโรคอกีครัง้ จากใบมนัส าปะหลงั (re - isolation) ทีแ่สดงอาการของโรค
รุ น แ ร ง ที่ สุ ด  แ ล้ ว ท า ก า ร  cross streak บ น อ า ห า ร  NA จ า ก นั ้ น คั ด เลื อ ก โ ค โ ล นี เดี่ ย ว  
(single colony) แล้วน ามาปลูก เชื้อแบคที เรียสาเห ตุ โรคที่ แยกได้ลงบนใบมันส าปะหลังชุดใหม่   
(re - inoculation) อกีครัง้ตามกฎการพิสูจน์โรคของ Koch (Koch’s postulation) จากนัน้น าเชื้อที่แยกได้มา 
streak บนอาหาร nutrient agar (NA) เพื่อเพิม่ปรมิาณเชือ้สายพนัธุบ์รสิทุธิไ์อโซเลตรุนแรงทีส่ดุ (aggressive 
strain) เพื่อท าการเกบ็เชือ้และศกึษาในขัน้ตอนต่อไป (วลิาวรรณ์ เชือ้บุญและคณะ, 2549) 
 
3.3 การคดัเลือกจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพละลายหินฟอสเฟต และยบัยัง้การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. manihotis สาเหตโุรคใบไหม้มนัส าปะหลงั  
 3.3.1 การคดัเลือกจลิุนทรียท่ี์มีประสิทธิภาพละลายหินฟอสเฟต  
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น าจุลนิทรยีจ์ากขอ้ที่ 3.1 ทีแ่สดงความกวา้งของวงใสระดบั 6-9 มลิลเิมตรและมากกว่า 9 มลิลเิมตร 
มาคดัเลอืกให้ได้จุลนิทรยีท์ีม่ปีระสทิธภิาพละลายหนิฟอสเฟต ในสภาพห้องปฏบิตักิารดงันี้ เพาะจุลนิทรยี์ที่
สามารถละลายตะกอน CaHPO4 ลงใน อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Pikovskaya ที่มีหินฟอสเฟตอัตรา 0.0000 
0.2500 0.5000 0.7500 และ 1.0000 กรมั ต่ออาหาร 100 มลิลลิติร pH 6.5 จากนัน้เลีย้งเชือ้แบคทเีรยี โดย
ก าหนดให้ปริมาณเซลล์มีชีวิต เท่ากับ 1 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  ตรวจวิเคราะห์
ฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาโดยวิธีของ  Watanabe and Olsen (1965) ซึ่งเป็นวิธีวิเคราะห์หาปริมาณ
ฟอสฟอรสัทีล่ะลายน ้าไดโ้ดยการท าใหเ้กดิสดีว้ยกรดแอสคอบกิทีร่ะยะเวลาบ่ม 3, 7 และ 14 วนั เปรยีบเทยีบ
ผลการทดลองระหว่างอาหารที่เลีย้งและไม่เลี้ยงเชื้อแบคทเีรยี  จากนัน้เกบ็เชื้อที่คดัเลอืกแลว้ในอาหารเลี้ยง
เชือ้แขง็เอยีงเพื่อการทดลองต่อไป 
 3.3.2 การคดัเลือกจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพยบัยัง้การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. manihotis สาเหตโุรคใบไหม้มนัส าปะหลงั 

รวบรวมเชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ตระกลู Bacillus จากการทดลอง 3.3.1 วางแผนการทดลองแบบ 
completely randomized design (CRD) จ านวน 4 ซ ้า ซ ้าละ 3 petri dish จากนัน้น าเชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรค
ใบไหม้มันส าปะหลังไอโซเลตรุนแรงที่ผ่านการทดสอบความสามารถในการก่อโรคจากข้อ 3.2 และเชื้อ
แบคทเีรยีที่มปีระโยชน์ดงักล่าว มาเลีย้งแยกกนัแต่ละไอโซเลตในอาหารเหลว nutrient broth (NB) ปรมิาตร 
20 มลิลลิติร บนเครื่องเขย่า 150 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรบัค่าความขุ่นของเซลลท์ี่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตรด้วยเครื่อง spectrophotometer ให้มีค่า O.D. เท่ากับ 0.2 ที่มีความเข้มข้นเซลล์ประมาณ 
1x108 cfu/ml จากนัน้ใช้ micropipette ดูดสารแขวนลอย (suspension) เชื้อแบคทีเรยีสาเหตุโรคใบไหม้มนั
ส าปะหลงัไอโซเลตรุนแรงที่เตรยีมไวป้รมิาตร 1 มลิลลิติรผสมลงในขวดที่บรรจุอาหาร NA ที่หลอมอุณหภูมิ
ประมาณ 45 องศาเซลเซยีสปรมิาตร 20 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัและเทลงในจานอาหารเลีย้งเชือ้ทีผ่่านการฆา่
เชือ้แลว้ รอใหอ้าหารแขง็ตวั (pour plate method) จากนัน้วางกระดาษกรองกรองเบอร ์1 (paper disc: ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร) ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ NA แล้วใช้ micropipette ดูดสารแขวนลอย 
(suspension) ของแบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. ทีเ่ตรยีมไวข้า้งต้นปรมิาตร 10 ไมโครลติรหยดลงบน
กระดาษกรองเบอร ์1 ทีอ่บฆา่เชือ้ แลว้บ่มเชือ้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการตรวจสอบบรเิวณ
ใส (clear inhibition zone) รอบแผ่นกระดาษหลงัปลูกเชือ้ (วลิาวรรณ์ เชือ้บุญและคณะ, 2549) เปรยีบเทยีบ
ความกว้างของบริเวณยับยัง้ดังสมการข้างล่างเพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ มีประโยชน์ไอโซเลตที่มี
ประสทิธภิาพสงูสดุในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั เพื่อศกึษาในสภาพเรอืนทดลอง
ต่อไป  

 
บริเวณยบัยัง้ (มิลลิเมตร) =   ความกวา้งบรเิวณยบัยัง้ทัง้หมด - ความกวา้งของโคโลน ี

                     2 
 
3.4 ศึกษากลไกการกระตุ้นความต้านทานต่อโรคใบไหม้ของมนัส าปะหลงัด้วยเช้ือ PGPR B. subtilis 
สายพนัธุ ์CaSUT007 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD  จ านวน 4 ซ ้า ซ ้าละ 10 ต้น  ดงันี้ ทรีตเมนต์ที่ 1 แช่ท่อนพนัธุ์ก่อน
ปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยเชือ้แบคทเีรยี PGPR B. subtilis สายพนัธุ ์CaSUT007ความเขม้ขน้ 
1× 108 cfu/ml ทรีตเมนต์ที่ 2 แช่ท่อนพนัธุ์ก่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยสารเคมี benomyl 
ทรีตเมนต์ที่ 3 แช่ท่อนพนัธุ์ก่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยสาร salicylic acid ความเข้มข้น 
2 .5  mM ทร ีต เมนต ์ที ่ 4 ฉ ีดพ ่น เมื ่ออายุ 4 สปัดาห ์ด ้วย เชื้อแบคทีเรีย PGPR B. subtilis สายพันธุ ์
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CaSUT007 ความเข้มข้น 1× 108 cfu/ml ทร ีตเมนต์ที ่ 5 ฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห ์ด ้วยด้วยสารเคมี 
benomyl ทรีตเมนต์ที่ 6 ฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยสาร salicylic acid ความเข้มข้น 2.5 mM ทรีต
เมนต์ที ่7 ฉีดพ่นดว้ยน ้า เป็นชุดควบคุม 
 หลงัจากฉีดพ่นด้วยสารกระตุ้น (elicitors) เมื่ออายุ 4 สปัดาห์ จากนัน้ท าการปลูกเชื้อสาเหตุ
โรคใบไหม้มนัส าปะหลงั ในรปูของสารแขวนลอยสปอรค์วามเขม้ขน้ 1× 106 spore/ml บนใบ ณ 3 ช่วงเวลา 
คือ 0, 7 และ 14 วนั หลงัจากกระตุ้น elicitors ชนิดต่างๆ  จากนัน้ประเมนิคะแนนการเกดิโรค (disease 
scores) โดยให้คะแนนระดบัการเกิดโรคเป็น 5 อนัดบั คอื 0= ใบพชืไม่แสดงอาการ, 1= เกดิแผลน้องกว่า
25%ของพืน้ทีใ่บ, 1= เกดิแผล 25-50% ของพืน้ทีใ่บ, 3= เกดิแผลมากกว่า 50-75%ของพืน้ทีใ่บ, 4=  เกดิแผล
มากกว่า 75% ของจ านวนแผลจากทรตีเมนตท์ี ่7 น าผลการทดลองทีไ่ดม้าวเิคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์
ทางสถติ ิSPSS for Windows V.14.0 และเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ระหว่างทรตีเมนต์โดยวธิกีารของ Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT) 
 
3.5 ศึกษาการเปล่ียนแปลงด้านชีวเคมีของตวัอย่างมนัส าปะหลงัด้วยเทคนิค FTIR 
microspectroscopy รว่มกบัการท า multivariate data analysis  แบบ principle component analysis 
และ Hierarchical Cluster Analysis (HCA)  
 3.5.1 การวิเคราะหต์วัอยา่งโดยใช้เครือ่ง FTIR spectroscope 

 น าตวัอย่างเนื้อเยื่อพชืทีเ่ตรยีมจากการท า cryosection ใหไ้ด้ขนาดประมาณ 10 m วางลงบน IR 
Slide  จากนัน้น าไปท าใหต้วัอย่างแหง้ใน vaccum desicator เป็นเวลา 2 วนั ก่อนน าไปวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค 
FTIR microspectroscopy ตวัอย่างจะท าการวเิคราะหท์ีส่ถาบนัวจิยัแสงซนิโครตรอน (องคก์ารมหาชน)  โดย
ใช้ เครื่อ ง IR spectrometer (Tensor 27, Bruker optic) ที่ ที่ มีระบบตรวจวัดแบบ  Mercury Cadmium 
Telluride  (MCT) สามารถวดัการดดูกลนืแสงอนิฟราเรดไดต้ัง้แต่ช่วง 700-4000 cm-1 การวดัสเปคตรมัจะวดั
แบบสะท้อนกลับและแบบส่องผ่าน วัดที่ค่า  resolution  6 cm-1, scan 64  โดยใช้โปรแกรม OPUS 6.6  
(Bruker optic, German) (Manrique and Lajolo, 2004; Kenneth and Lawrence, 2005; Dokken and 
Davis, 2007) 

3.5.2 การท า  Data pretreatment และการวิเคราะห์ทางสถิ ติ โดยวิธี  Multivariate data 
analysis  

สเปคตรมัทีไ่ดจ้ะน ามาผ่านกระบวนการ Pretreatment  โดยการท า second derivative และ vector 
normalize แบบ S-Golay 3 polynomial ที่ 9 pt จากนัน้จะน ามาวเิคราะห์ทางสถิติโดยการท า Multivariate 
data analysis แบบ  Principle component analysis (PCA), โดย ใช้ โป รแก รม  The Unscrambler 9.7, 
CAMO   

3.5.3 การวิเคราะหท์างสถิติโดยวิธี Hierachical Cluster Analysis (HCA) 
 ส าหรบัการวเิคราะห์ตวัอย่างเน้ือเยื่อจะท าการวเิคราะหด์้วยโปรแกรม Cytospec ซึง่เป็นโปรแกรม
เฉพาะส าหรบังานทางด้าน IR Imaging analysis โดยสามารถท าการ Pretreatment ข้อมูลของตัวอย่าง
เนื้ อเยื่อ เพื่ อลดปัญหาจากการเกิด  artifact ต่างๆเช่น mie scattering, dispersion artifacts, slopping 
baselines, poor quality spectra หลงัจากนัน้ขอ้มูลทีไ่ดจ้ะน ามาผ่านกระบวนการ Pretreatment โดยการท า 
second derivative และ vector normalize จากนัน้วิเคราะห์ HCA แบบ Ward Algorithm ซึ่งผลที่ได้จะให้
ขอ้มลูในลกัษณะของความแตกต่างจากสารชวีโมเลกุลของตวัอย่างเนื้อเยื่อ ทีอ่าศยัหลกัการความแตกต่างของ
ลกัษณะค่าการดูดกลืนแสง และพื้นที่ใต้กราฟในการจดัจ าแนกความแตกต่างของสเปคตรมั  โดยจะแสดง
ลกัษณะขอ้มลูในแบบ color coded ทีแ่ตกต่างกนั 
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ผลการทดลอง 
3.1  การรวบรวมเช้ือแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

จากการเกบ็ตวัอย่างดนิบรเิวณรากมนัส าปะหลงั (rhizosphere) จ านวน 50 ตวัอย่าง จากจงัหวดั
นครราชสมีา แลว้เลีย้งแยกแบคทเีรยีบนอาหารเลีย้งเชือ้ nutrient agar เพื่อแยกหาแบคทเีรยีละลายฟอสเฟต 
พบว่าสามารถแยกเชือ้แบคทเีรยีไดท้ัง้หมด 177 ไอโซเลต และพบว่าโคโลนีเชือ้แบคทีเรยีเมื่อบ่มได ้3 และ 7 
วนั จ านวน 12 ไอโซเลต มีขนาดของความกว้างของวงใส โดยให้คะแนนตามความกว้างของวงใส ( clear 
zone) ระดบั 6-9 มลิลเิมตรและมากกว่า 9 มิลลิเมตร ดงัแสดงในตารางที่ 1 เก็บรวบรวมเชื้อเดี่ยวที่แสดง
ความกวา้งของวงใส เพื่อการทดลองขัน้ต่อไป 
 
ตารางที ่1 ขนาดของความกวา้งของวงใสของเชือ้แบคทเีรยีละลายฟอสเฟตทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างดนิบรเิวณ 

  รากมนัส าปะหลงั 
แบคทเีรยีไอโซเลต ขนาดความกวา้งวงใส 

(มม.) 
แบคทเีรยีไอโซเลต ขนาดความกวา้งของวงใส

(มม.) 
CaSUT002           8.1 CaSUT0057           8.4 
CaSUT007           9.2 CaSUT069           6.6 
CaSUT008           8.7 CaSUT075           7.8 
CaSUT034           6.5 CaSUT097           7.2 
CaSUT038           7.3 CaSUT101           8.3 
CaSUT044           6.8 CaSUT168           9.1 

 
3.2 การรวบรวมและยืนยนัความสามารถในการก่อให้เกิดโรคของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. 
manihotis สาเหตโุรคใบไหม้มนัส าปะหลงั 
 น าเชือ้แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั ทีผ่่านการทดสอบโรค
และวินิจฉัยเชื้อสาเหตุจากห้องปฏิบัติการโรคพืชและชีวโมเลกุลพืช มหาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยเชื้อ
แบคทเีรยีดงักล่าว แยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัทีแ่สดงอาการใบไหม ้แผลสีเ่หลีย่มฉ ่าน ้า ซึง่เกบ็รวบรวมตวัอย่าง
โรคมาจากพืน้ทีป่ลูกในจงัหวดันครราชสมีา จ านวน 15 ไอโซเลตซึง่มลีกัษณะของโคโลนี สเีหลอืงเหลอืงอ่อน 
ขอบเรยีบ นูน ผวิมนั ลกัษณะกลม เป็นเมอืกเยิม้ (ภาพที ่4.1) มายนืยนัความสามารถในการก่อใหเ้กดิโรคอกี
ครัง้ก่อนการท าการทดลองครัง้นี้ พบว่าเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลตสามารถก่อให้เกิดอาการใบไหม้แผล
สีเ่หลีย่มฉ ่าน ้าบนใบมนัส าปะหลงัพนัธุอ์่อนแอ ระยอง 72ได ้โดยพบอาการฉ ่าน ้าหลงัจากปลกูเชือ้ประมาณ 18 
ชัว่โมง จากนัน้เกดิแผลไหม้ขนาดเลก็บรเิวณแผล (ภาพที่ 1) เมื่อประเมนิความรุนแรงของอาการเน่าเละที่
ปรากฏบนใบมนัส าปะหลงั หลงัท าการปลูกเชื้อ 1, 2 และ 3 วนั พบว่าแบคทีเรยีแต่ละไอโซเลตก่อให้เกิด
ความรุนแรงของลกัษณะอาการใบไหมแ้ตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญั โดยไอโซเลต Xam11  มคีวามสามารถใน
การก่อใหเ้กดิโรครุนแรงทีสุ่ด สามารถสงัเกตเหน็ลกัษณะอาการของโรคตัง้แต่วนัแรกหลงัการปลกูเชือ้ โดยมี
คะแนนการเกดิโรคเน่าเละสงูสุดคอื 4.15 คะแนน (ตารางที ่2) ดงันัน้จากการทดลองจงึไดท้ าการคดัเลอืกเชือ้
แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis ไอโซเลต Xam11 ทีม่คีวามรุนแรงสงูสดุเป็นตวัแทนในการศกึษาขัน้
ต่อไป 
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ตารางท่ี 2 ผลการยืนยันความสามารถในการก่อโรคของเชื้อแบคทีเรยี  X. axonopodis pv. manihotis  
สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั  

ไอโซเลต 
การเกิดโรคใบไหม ้

   คะแนนการ 
เกิดโรค2/ 

ระยะเวลาท่ีโรคแสดงอาการหลงัจาก
ปลูกเช้ือสาเหตโุรค (วนั) 

ไอโซเลต Xam1   3.85a1/ 1 
ไอโซเลต Xam2 3.33c 1 
ไอโซเลต Xam3 1.33e 3 
ไอโซเลต Xam4 
ไอโซเลต Xam5 
ไอโซเลต Xam6 
ไอโซเลต Xam7 
ไอโซเลต Xam8 
ไอโซเลต Xam9 
ไอโซเลต Xam10 
ไอโซเลต Xam11 
ไอโซเลต Xam12 
ไอโซเลต Xam13 
ไอโซเลต Xam14 
ไอโซเลต Xam15 
Control (น ้ากลัน่ฆา่เชือ้) 

1.31e 
1.33e 
2.04d 
1.32e 
2.05d 
3.68b 
1.36e 
4.15a 
3.39c 
3.47c 
3.25c 
3.33c 

0 

3 
3 
2 
3 
2 
1 
3 
1 
1 
1 
1 
1 
- 

                 F-test **                            
                 CV (%)                           12.11                            

1/  ค่าเฉลีย่ทีต่ามดว้ยอกัษรเหมอืนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มคีวามแตกต่างทางสถติ ิทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95% 
P≤0.05 โดยวธิ ีDMRT 
2/ ระดบัคะแนนการเกดิโรค ระดบัคะแนน 0 คอืไม่ปรากฏอาการ, คะแนน 1 คอืพื้นที่ใบที่เป็นแผลน้อยกว่า 

25%, คะแนน        2 คอืพืน้ทีใ่บทีเ่ป็นแผลระหว่าง 26-50%, คะแนน 3 คอืพืน้ทีใ่บทีเ่ป็นแผลระหว่าง 51-
75% และคะแนน 4 คอืพืน้ทีใ่บทีเ่ป็นแผลมากกว่า 75% เมื่อเปรยีบเทยีบกบัพืน้ทีใ่บทัง้หมด 
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ภาพท่ี 1 แสดงลกัษณะโคโลนีของเชือ้ X. axonopodis pv. manihotis  สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั  

บนอาหาร nutrient agar (NA) โดยมลีกัษณะของโคโลนี สเีหลอืงเหลอืงอ่อน ขอบเรยีบ นูน ผวิมนั 
ลกัษณะกลม เป็นเมอืกเยิม้ 
  

 

 
ภาพท่ี 2 แสดงผลการทดสอบการก่อโรคของเชือ้แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis  สาเหตุโรคใบ 

   ไหมม้นัส าปะหลงั บนมนัส าปะหลงัพนัธุอ์่อนแอ ระยอง 72 
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3.3 การคดัเลือกจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพละลายหินฟอสเฟต และยบัยัง้การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. manihotis สาเหตโุรคใบไหม้มนัส าปะหลงั  
 3.3.1 การคดัเลือกจลิุนทรียท่ี์มีประสิทธิภาพละลายหินฟอสเฟต  

น าจุลนิทรยีจ์ากขอ้ที่ 3.1 ทีแ่สดงความกวา้งของวงใสระดบั 6-9 มลิลเิมตรและมากกว่า 9 มลิลเิมตร 
มาคดัเลือกให้ได้จุลินทรยี์ที่มีประสทิธิภาพละลายหินฟอสเฟต ในสภาพห้องปฏิบัติการ พบว่ามีปริมาณ
ฟอสเฟตที่ละลายอยู่ในสารกรอง (culture filtrate) ภายหลงัการเลีย้งเชื้อแบคทีเรยีแต่ละไอโซเลตในอาหาร
ทดสอบ เป็นเวลา 7 วนั พบแบคทเีรยีไอโซเลต CaSUT007 สามารถละลายฟอสเฟตไดส้งูที่สุด โดยปรมิาณ
ฟอสฟอรัสที่ละลายน ้ า คือ 209.91 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ  ไอโซเลต CaSUT008 และ 
CaSUT168  ซึง่พบปรมิาณฟอสฟอรสัทีล่ะลายน ้า คอื 194.78 และ 191.26 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
ซึง่สงูกว่าแบคทเีรยีไอโซเลตอื่นๆ อย่างอย่างม ีนยัส าคญัทางสถติ ิ(ตารางที ่3)  

 
ตารางท่ี 3 ปรมิาณฟอสเฟตทีล่ะลายอยู่ในสารกรอง (culture filtrate) ภายหลงัการเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีแต่ละ 

   ไอโซเลตในอาหารทดสอบ เป็นเวลา 7 วนั 
แบคทีเรียไอโซเลต ปริมาณฟอสเฟตท่ีละลายใน culture filtrate (ug P mL-1) * 
CaSUT002 110.21e 
CaSUT007 209.91a 
CaSUT008 194.78a 
CaSUT034 124.32d 
CaSUT038 132.65c 
CaSUT044 117.21d 
CaSUT0057 129.36cd 
CaSUT069 154.75b 
CaSUT075 116.30d 
CaSUT097 182.10ab 
CaSUT101 157.85b 
CaSUT168 191.26a 
                 F-test **                            
                 CV (%)                           14.10                            

* ปรมิาณฟอสเฟตทีล่ะลายไดข้องเชือ้แบคทเีรยีแต่ละไอโซเลต ซึง่ลบออกจากปรมิาณฟอสเฟตที่
ละลายในชุด ควบคุมทีไ่มม่กีารเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีใดๆ มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 109.2 mg P L-1  
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3.3.2 การคดัเลือกจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพยบัยัง้การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. 
manihotis สาเหตโุรคใบไหม้มนัส าปะหลงั 

ผลของการคดัเลอืกประสทิธภิาพเชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. ทัง้หมด 12 ไอโซเลต ใน
การยบัยัง้การเจรญิของเชื้อแบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหม้มนัส าปะหลงั ไอโซ
เลต Xam11 ดว้ยวธิ ีpaper disc diffusion พบว่า หลงัการบ่มเชือ้ร่วมกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เชือ้แบคทเีรยีที่
มปีระโยชน์ Bacillus sp. ทัง้หมด 12 ไอโซเลต มีประสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อแบคทีเรยี X. 
axonopodis pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั ไอโซเลต Xam11 ได ้เชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ 
Bacillus sp. ไอโซเลต CaSUT007 มบีรเิวณยบัยัง้เฉลีย่สงูสดุเท่ากบั 8.0±0.058 มลิลเิมตร (ตารางที ่4)  
 ดงันัน้จงึท าการคดัเลอืกเชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. ไอโซเลต CaSUT007 ที่มคีวามกวา้ง
บรเิวณยบัยัง้และมคีวามสามารถละลายหนิฟอสเฟตเฉลีย่สงูสดุ เป็นตวัแทนในการศกึษาขัน้ต่อไป 
 
ตารางท่ี 4 ประสทิธภิาพของเชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. ในการยบัยัง้การเจรญิของ 

   เชือ้ X. axonopodis pv. manihotis  สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั ไอโซเลต Xam11 ดว้ยวธิ ี        
   Paper  disc diffusion 

แบคทีเรียไอโซเลต บริเวณยบัยัง้ (mm.)1/ 
CaSUT002 7.5±0.032 
CaSUT007 8.0±0.058 
CaSUT008 6.0±0.080 
CaSUT034 7.0±0.061 
CaSUT038 8.0±0.006 
CaSUT044 7.5±0.032 
CaSUT0057 7.0±0.058 
CaSUT069 6.0±0.080 
CaSUT075 7.0±0.061 
CaSUT097 8.0±0.006 
CaSUT101 7.5±0.032 
CaSUT168 7.0±0.058 

1/ บรเิวณยบัยัง้ (มลิลเิมตร) = (ความกวา้งบรเิวณยบัยัง้ทัง้หมด-ความกวา้งของโคโลนี)/2 
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3.4 ศึกษาประสิทธิภาพการกระตุ้นความต้านทานต่อโรคใบไหม้ของมนัส าปะหลงัด้วยเช้ือ PGPR B. 
subtilis สายพนัธุ ์CaSUT007 
 จากการน าเชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. ไอโซเลต ซึง่มคีวามสามารถในการยบัยัง้การเจรญิ
ของเชือ้แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis  สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงัและมคีวามสามารถละลาย
หนิฟอสเฟตเฉลีย่สงูสดุ มาทดสอบประสทิธภิาพการควบคุมโรคใบไหมข้องมนัส าปะหลงัในระดบัเรอืนทดลอง 
พบว่ากรรมวิธีที่ 1 ที่มีแช่ท่อนพันธุ์ก่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยเชื้อแบคทีเรีย PGPR B. 
subtilis สายพนัธุ ์CaSUT007ความเขม้ขน้ 1× 108 cfu/ml และกรรมวธิทีี ่4 แช่ท่อนพนัธุก์่อนปลกูและฉีดพ่น
เมื่ออายุ 4 สปัดาหด์ว้ยเชือ้แบคทเีรยี PGPR B. subtilis สายพนัธุ ์CaSUT007ความเขม้ขน้ 1× 108 cfu/ml มี
การแช่ท่อนพันธุ์ก่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยเชื้อแบคทีเรีย PGPR B. subtilis สายพันธุ ์
CaSUT007ความเขม้ขน้ 1× 108 cfu/ml พบว่าสามารถควบคุมการเกดิโรคใบไหมข้องมนัส าปะหลงัของได้มี
ประสทิธภิาพสงูทีส่ดุ โดยมรีะดบัความรุนแรงของโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั เท่ากบั 1 ทัง้สองกรรมวธิ ี(ตารางที ่
5) ซึง่มปีระสทิธภิาพไม่แตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติกิบักรรมวธิทีี ่2 ทีม่กีารควบคุมโรคดว้ยแช่ท่อน
พนัธุก์่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหด์ว้ยสารเคมคีอปเปอรอ์อกซคีลอไรด ์และกรรมวธิทีี ่3 ทีม่กีารแช่
ท่อนพนัธุก์่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหส์าร salicylic acid ความเขม้ขน้ 2.5 mM โดยมรีะดบัความ
รุนแรงของโรคใบไหม้มันส าปะหลัง เท่ากับ 1 ทัง้สองกรรมวิธี ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ
กรรมวธิทีี่ใช้น ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ พบว่าไม่สามารถควบคุมการเกดิโรคใบไหม้มนัส าปะหลงัได ้ซึง่มีระดบัความ
รุนแรงของโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั เท่ากบั 4 (ตารางที ่5) 
 
ตารางท่ี 5 ระดบัความรุนแรงโรคใบไหมข้องมนัส าปะหลงัเมื่อกระตุน้ความตา้นทานดว้ยเชือ้ PGPR B.  

   subtilis สายพนัธุ ์CaSUT007 
กรรมวิธี ระดบัความรนุแรงโรคใบ

ไหม้ของมนัส าปะหลงั 
(disease score) 

กรรมวธิทีี ่1 : แชท่่อนพนัธุก์่อนปลกูและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหด์ว้ยเชือ้แบคทเีรยี 
PGPR B. subtilis สายพนัธุ ์CaSUT007ความเขม้ขน้ 1× 108 cfu/ml 

1 

กรรมวธิทีี ่2 : แชท่่อนพนัธุก์่อนปลกูและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหด์ว้ยสารเคมคีอปเปอร์
ออกซคีลอไรด ์

1 

กรรมวธิทีี ่3 : แชท่่อนพนัธุก์่อนปลกูและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหด์ว้ยสาร salicylic 
acid ความเขม้ขน้ 2.5 mM 

1 

กรรมวธิทีี่ 4 : ฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยเชือ้แบคทเีรยี PGPR B. subtilis สาย
พนัธุ ์CaSUT007 ความเขม้ขน้ 1× 108 cfu/ml 

1 

กรรมวธิทีี ่5 : ฉีดพ่นเมื่ออาย ุ4 สปัดาหด์ว้ยดว้ยสารเคมคีอปเปอรอ์อกซคีลอไรด์ 2 
กรรมวธิทีี ่6 : ฉีดพ่นเมื่ออาย ุ4 สปัดาหด์ว้ยสาร salicylic acid ความเขม้ขน้ 2.5 mM 1 
กรรมวธิทีี ่7 : ฉีดพ่นดว้ยน ้า 4 
หมายเหตุ: เกณฑป์ระเมนิคะแนนการเกดิโรค (disease scores) โดยใหค้ะแนนระดบัการเกดิโรคเป็น 5 
อนัดบั คอื 0= ใบพชืไม่แสดงอาการ, 1= เกดิแผลน้องกว่า25%ของพืน้ทีใ่บ, 2= เกดิแผล 25-50% ของพืน้ที่
ใบ, 3= เกดิแผลมากกว่า 50-75%ของพืน้ทีใ่บ, 4=  เกดิแผลมากกว่า 75% ของจ านวนแผลจากรรมวธิทีี ่7  
 



15 
 

 
 

3.5 ศึกษาการเปล่ียนแปลงดา้นชีวเคมีของตวัอย่างมนัส าปะหลงัด้วยเทคนิค FTIR spectroscopy 
รว่มกบัการท า multivariate data analysis  แบบ principle component analysis และ Hierarchical 
Cluster Analysis (HCA)  

น าตวัอย่างเนื้อเยื่อพชืทีเ่ตรยีมจากการท า cryosection ใหไ้ดข้นาดประมาณ 10 ไมโครเมตร วางลง
บน IR Slide  จากนัน้น าไปท าใหต้วัอย่างแหง้ใน vaccum desicator เป็นเวลา 2 วนั ก่อนน าไปวเิคราะหด์ว้ย
เทคนิค FTIR microspectroscopy ดงัแสดงรายละเอยีดขา้งล่าง 

 
Plant tissue were harvested 

placed in saline-buffered 10% formalin solution for 12 h (formaline 1) 

placed in saline-buffered 10% formalin solution for 12 h (formaline 2)

dehydrated in 100% ethanol for 12 h (EtOH 1)

dehydrated in 100% ethanol for 12 h (EtOH 2)

placed in Collodion solution solution (Fluka)for 24 h

Tissues were embedded in paraffin wax 

left for 3 days in molten paraffin to allow full infiltration of the biological 

tissue

 
 

จากการศกึษาการสะสมของสารในกระบวนการชวีเคมขีองมนัส าปะหลงัที่เกี่ยวข้องกบักลไกการ
สง่เสรมิการเจรญิเตบิโตโดยใชเ้ทคนิค FTIR microspectroscopy พบว่าเมื่อใชเ้ชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์สาย
พนัธุ ์CaSUT007 ทีแ่ยกไดม้าจากแปลงปลกูมนัส าปะหลงัมศีกัยภาพสงูในการสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของต้น
มนัส าปะหลงัได้ดี ทัง้ในลกัษณะของการส่งเสรมิการงอกของท่อนพนัธุ์ และส่งเสรมิการเจรญิของระบบราก
และล าต้นของกลา้ นอกจากนี้ผลการทดลองพบว่า FT-IR สามารถบ่งชีว้่าปรมิาณกลูโคสและปรมิาณ lipid มี
ปรมิาณที่สูงขึน้ ซึ่งสารชวีเคมีเหล่านี้มคีวามสมัพนัธ์กบัการส่งเสรมิการเจรญิเติบโตและกระบวนการสร้าง
ฮอร์โมนของพืชของมันส าปะหลัง  ดังแสดงในภาพที่ 3 – 4 โดยในกรรมวิธีที่มีการใช้เชื้อแบคทีเรียที่มี
ประโยชน์สายพนัธุ ์CaSUT007 จะมกีารสะสมของสารในกระบวนการชวีเคมขีองมนัส าปะหลงัเพิม่สงูขึน้ เมื่อ
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ใช้น ้ ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อ (ภาพที่ 3) โดยเฉพาะในกลุ่มของไขมัน C-H stretching 
(~3,000- 2,800 cm-1) กลุ่มของไขมนั C=O ester (~1,740 cm-1) กลุ่ม amide I (~1,700- 1,600 cm-1) กลุ่ม
ของคาร์โบไฮเดรต C-H bonding, C-O stretching และ polysaccharide (~1,450-1350 cm-1, ~1,246 cm-1 
และ ~1,200-900 cm-1 ตามล าดบั) (ตารางที ่6) 
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ภาพท่ี 3 แสดงค่าสเปกตรมัของตวัอย่างมนัส าปะหลงักรรมวธิทีีม่กีารใช้เชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์สายพนัธุ์ 
CaSUT007 (treated) จะมีการสะสมของสารในกระบวนการชีวเคมีของมันส าปะหลังเพิ่มสูงขึ้น  เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักรรมวธิทีีใ่ชน้ ้ากลัน่น่ึงฆา่เชือ้ (control) 
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ภาพท่ี 4 แสดง PCA analysis ของตวัอย่างมนัส าปะหลงักรรมวธิทีี่มกีารใช้เชื้อแบคทเีรยีที่มปีระโยชน์สาย
พนัธุ์ CaSUT007 (treated) จะมีการสะสมของสารในกระบวนการชวีเคมีของมนัส าปะหลงัเพิ่มสูงขึน้  เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักรรมวธิทีีใ่ชน้ ้ากลัน่น่ึงฆา่เชือ้ (control) 
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ตารางท่ี 6 แสดงค่า IR spectra ทีม่คีวามเกีย่วขอ้งกบัสาร functional groups ในเนื้อเยื่อพชื 
 

Frequency range 
(cm-1) 

Functional groups 

1730 C=O ester from lignin and hemicellulose/Pectin  
 

1650 Amide I band (C=O Stretch (80%), C-N stretch (10%), N-H 
bending (10%) 

1550 Amide II (N-H bend (60%), C-N stretch (40%) 

1510 C=C aromatic ring from lignin 

1450 Asymmetric CH2 and CH3 bending from lipids, protein, lignin 

1370 Symmetric CH2 and CH3 bending from lipids, protein, lignin 

1246 C-O Stretching from hemicelluloses and lignin  

1200-1000 Mainly C-O-C of polysaccharides; very complex and depends 
uponcontributions from polysaccharides, cellulose, 
hemicellulose, and pectins 

1105 C-O-C glycosidic ether mainly hemicellulose 

1155 C-C ring cellulose 

1022,1047,1080 C-C, C-O Stretching from carbohydrates 
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

จากการเกบ็ตวัอย่างดนิบรเิวณรากมนัส าปะหลงั (rhizosphere) จ านวน 50 ตวัอย่าง จากจงัหวดั
นครราชสมีา แลว้เลีย้งแยกแบคทเีรยีบนอาหารเลีย้งเชือ้ nutrient agar เพื่อแยกหาแบคทเีรยีละลายฟอสเฟต 
พบว่าสามารถแยกเชือ้แบคทเีรยีไดท้ัง้หมด 177 ไอโซเลต และพบว่าโคโลนีเชือ้แบคทเีรยีเมื่อบ่มได้ 3 และ 7 
วนั จ านวน 12 ไอโซเลต มขีนาดของความกวา้งของวงใส โดยใหค้ะแนนตามความกวา้งของวงใส ระดบั 6-9 
มลิลเิมตรและมากกว่า 9 มลิลเิมตร  
 เชื้อแบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั ที่มลีกัษณะของโคโลนี สี
เหลอืงเหลอืงอ่อน ขอบเรยีบ นูน ผวิมนั ลกัษณะกลม เป็นเมอืกเยิม้ พบว่าเชือ้แบคทเีรยีทุกไอโซเลตสามารถ
ก่อใหเ้กดิอาการใบไหมแ้ผลสีเ่หลีย่มฉ ่าน ้าบนใบมนัส าปะหลงัพนัธุอ์่อนแอ ระยอง 72 ได ้โดยพบอาการฉ ่าน ้า
หลงัจากปลูกเชือ้ประมาณ 18 ชัว่โมง จากนัน้เกดิแผลไหมข้นาดเลก็บรเิวณแผล แบคทเีรยีไอโซเลต Xam11  
มคีวามสามารถในการก่อใหเ้กดิโรครุนแรงทีสุ่ด สามารถสงัเกตเหน็ลกัษณะอาการของโรคตัง้แต่วนัแรกหลงั
การปลูกเชื้อ โดยมีคะแนนการเกิดโรคเน่าเละสูงสุดคือ 4.15 คะแนน ดงันัน้จากการทดลองจึงได้ท าการ
คดัเลอืกเชือ้แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis ไอโซเลต Xam11 ทีม่คีวามรุนแรงสงูสุดเป็นตวัแทนใน
การศกึษาขัน้ต่อไป 

และเมื่อท าการคดัเลอืกจุลนิทรยี์ที่มปีระสทิธภิาพละลายหนิฟอสเฟต และยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ
แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั พบแบคทเีรยีไอโซเลต CaSUT007 
สามารถละลายฟอสเฟตไดส้งูทีส่ดุ โดยปรมิาณฟอสฟอรสัทีล่ะลายน ้า คอื 209.91 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ผล
ของการคดัเลอืกประสทิธภิาพเชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. ทัง้หมด 12 ไอโซเลต ในการยบัยัง้การ
เจรญิของเชือ้แบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั ไอโซเลต Xam11 ดว้ย
วิธี paper disc diffusion พบว่า หลังการบ่มเชื้อร่วมกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชน์ 
Bacillus sp. ทัง้หมด 12 ไอโซเลต มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อแบคทเีรยี X. axonopodis 
pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั ไอโซเลต Xam11 ได ้เชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. 
ไอโซเลต CaSUT007 มบีรเิวณยบัยัง้เฉลี่ยสูงสุดเท่ากบั 8.0±0.058 มลิลเิมตร ดงันัน้จงึท าการคดัเลอืกเชื้อ
แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ Bacillus sp. ไอโซเลต CaSUT007 ที่มคีวามกว้างบรเิวณยบัยัง้และมคีวามสามารถ
ละลายหนิฟอสเฟตเฉลี่ยสูงสุดเพื่อใช้ในการศกึษาต่อไป นอกจากนี้ Baker and Cook (1974) รายงานว่ากลไก
ของการเป็นเชื้อจุลนิทรยี์ปฏปัิกษ์มทีัง้การแข่งขนัทางด้านที่อยู่อาศยั แหล่งอาหาร และมกีารผลติสาร secondary 
metabolites ออกมายบัยัง้การเจรญิของเชื้อสาเหตุโรค แสดงว่าเชื้อแบคทเีรยีดงักล่าวมีความสามารถในการเป็น
เชือ้ปฏปัิกษ์ ทัง้นี้ในปี 2008a และ 2008b Buensanteai และคณะ รายงานว่า Bacillus spp. เป็นแบคทเีรยีหนึ่งที่มี
ศกัยภาพในการควบคุมโรคพชืโดยชวีวธิโีดยมกีลไกในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แต่ละชนิดแตกต่างกนัไป และ
สามารถผลิตสารปฏิชีวนะซึ่งมีฤทธิต่์อเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช นอกจากน้ีวิลาวรรณ เชื้อบุญ (2551) ได้
ท าการศกึษาแบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ในการควบคุมโรคเน่าเละกะหล ่าดอกสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี 
Erwinia carotovora ได้อย่างมีประสิทธิภาพ สอดคล้องกับ Asaka และ shoda (1996) Berger และคณะ (1996) 
Cho และคณะ (2003) Araujo และคณะ (2005) และ Liu และคณะ (2006) ที่รายงานว่าแบคทีเรยีที่มีประโยชน์ B. 
subtilis สร้ างสารปฏิ ชี วนะหลายชนิ ด  เช่ น  bacillomycin, iturin, basilysin, fengimysin, mycosubtilin และ 
mycobacillin รวมทัง้สามารถสรา้งเอนไซม์ subtilin และ levansucrase ในการยบัยัง้การเจรญิของราและแบคทเีรยี
สาเหตุโรคพชื จากงานวจิยัของ Buensanteai et al. (2009, 2012) กล่าวว่าเชือ้ในสกุล Bacillus หลายสปีชสี ์
มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคพชืกระตุ้น การเจรญิเตบิโตของพชื และมศีกัยภาพในการน าไปใชใ้น
แปลงปลูกของเกษตรกร ทัง้นี้มรีายงานว่าแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายฟอสเฟตเป็นเชือ้ทีอ่ยู่  
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ในสกุล Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia และ Bacillus ซึง่เชือ้จุลนิทรยีเ์หล่านี้มคีวามสามารถใน
การสง่เสรมิการเจรญิเตบิพชืและชกัน าพชืใหต้า้นทานต่อการเขา้ท าลายของเชือ้สาเหตุโรคพชื (Kloepper and 
Schroth, 1978; Rudriguez and Fraga, 1999; Chen et al., 2006; Arvind et al., 2010; Perez-Garcia et 
al., 2011; Sol et al., 2011) ดังนัน้ในการทดลองครัง้นี้ เชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชน์  Bacillus sp. ไอโซเลต 
CaSUT007 มีบรเิวณยบัยัง้เฉลี่ยสูงสุด อาจเน่ืองมาจากสามารถผลิตสารปฏิชีวนะซึ่งมีฤทธิต่์อเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพชื ซึง่สามารถใชก้ าหนดเป็นโจทยว์จิยัการศกึษากลไกเชงิลกึส าหรบันกัศกึษาบณัฑติศกึษาต่อไป 

จากการน าเชื้อแบคทเีรยีที่มปีระโยชน์ Bacillus sp. ไอโซเลต ซึ่งมคีวามสามารถในการยบัยัง้การ
เจรญิของเชื้อแบคทเีรยี X. axonopodis pv. manihotis  สาเหตุโรคใบไหม้มนัส าปะหลงัและมคีวามสามารถ
ละลายหนิฟอสเฟตเฉลีย่สงูสุด มาทดสอบประสทิธภิาพการควบคุมโรคใบไหมข้องมนัส าปะหลงัในระดบัเรอืน
ทดลอง พบว่ากรรมวธิทีี ่1 ทีม่แีช่ท่อนพนัธุก์่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหด์ว้ยเชือ้แบคทเีรยี PGPR 
B. subtilis สายพนัธุ ์CaSUT007ความเขม้ขน้ 1× 108 cfu/ml และกรรมวธิทีี ่4 แช่ท่อนพนัธุก์่อนปลูกและฉีด
พ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยเชื้อแบคทีเรีย PGPR B. subtilis สายพันธุ์ CaSUT007ความเข้มข้น 1× 108 
cfu/ml มกีารแช่ท่อนพนัธุ์ก่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาห์ด้วยเชื้อแบคทเีรยี PGPR B. subtilis สาย
พนัธุ ์CaSUT007ความเขม้ขน้ 1× 108 cfu/ml พบว่าสามารถควบคุมการเกดิโรคใบไหมข้องมนัส าปะหลงัของ
ไดม้ปีระสทิธภิาพสงูทีส่ดุ โดยมรีะดบัความรุนแรงของโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั เท่ากบั 1 ทัง้สองกรรมวธิ ีซึง่มี
ประสทิธภิาพไม่แตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติกบักรรมวธิทีี่ 2 ที่มกีารควบคุมโรคด้วยแช่ท่อนพนัธุ์
ก่อนปลกูและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหด์ว้ยสารเคมคีอปเปอรอ์อกซคีลอไรด ์และกรรมวธิทีี ่3 ทีม่กีารแช่ท่อน
พนัธุก์่อนปลูกและฉีดพ่นเมื่ออายุ 4 สปัดาหส์าร salicylic acid ความเขม้ขน้ 2.5 mM โดยมรีะดบัความรุนแรง
ของโรคใบไหมม้นัส าปะหลงั เท่ากบั 1 ทัง้สองกรรมวธิ ีซึง่แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติกิบักรรมวธิทีีใ่ช้
น ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ พบว่าไม่สามารถควบคุมการเกดิโรคใบไหมม้นัส าปะหลงัได ้ซึง่มรีะดบัความรุนแรงของโรค
ใบไหมม้นัส าปะหลงั เท่ากบั 4 และจากการศกึษาการสะสมของสารในกระบวนการชวีเคมขีองมนัส าปะหลงัที่
เกี่ยวข้องกบักลไกการส่งเสรมิการเจริญเติบโตโดยใช้เทคนิค FTIR microspectroscopy พบว่าเมื่อใช้เชื้อ
แบคทเีรยีที่มีประโยชน์สายพนัธุ์ CaSUT007 ที่แยกได้มาจากแปลงปลูกมนัส าปะหลงัมีศกัยภาพสงูในการ
ส่งเสรมิการเจรญิเติบโตของต้นมนัส าปะหลงัได้ดี ทัง้ในลกัษณะของการส่งเสรมิการงอกของท่อนพนัธุ์ และ
ส่งเสรมิการเจรญิของระบบรากและล าต้นของกล้า นอกจากนี้ผลการทดลองพบว่า FT-IR สามารถบ่งชี้ว่า
ปรมิาณกลูโคสและปรมิาณ lipid มปีรมิาณที่สูงขึน้ ซึ่งสารชวีเคมเีหล่านี้มคีวามสมัพนัธก์บัการส่งเสรมิการ
เจรญิเตบิโตและกระบวนการสรา้งฮอรโ์มนของพชืของมนัส าปะหลงั ดงัแสดงในภาพที ่3 – 4 โดยในกรรมวธิทีี่
มกีารใชเ้ชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์สายพนัธุ ์CaSUT007 จะมกีารสะสมของสารในกระบวนการชวีเคมขีองมนั
ส าปะหลงัเพิ่มสูงขึ้น เมื่อเปรยีบเทยีบกบักรรมวิธทีี่ใช้น ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อ (ภาพที่ 3) โดยเฉพาะในกลุ่มของ
ไขมัน  C-H stretching (~3,000- 2,800 cm-1) ก ลุ่มของไขมัน  C=O ester (~1,740 cm-1) ก ลุ่ม amide I 
(~1,700- 1,600 cm-1) กลุ่มของคารโ์บไฮเดรต C-H bonding, C-O stretching และ polysaccharide (~1,450-
1350 cm-1, ~1,246 cm-1 และ ~1,200-900 cm-1 ตามล าดบั) ซึ่งชี้ให้เหน็ว่าเชื้อแบคทีเรยีที่มปีระโยชน์สาย
พันธุ์  CaSUT007 มีความสามารถที่จะใช้เป็น “สิ่งกระตุ้น” (elicitor) ในการชักน าภูมิต้านทาน (induced 
resistance)ในมนัส าปะหลงัใหต้า้นทานต่อโรคใบไหม้ เนื่องจากใหป้ระสทิธภิาพสงูเมื่อมกีารน ามาใชใ้นลกัษณะของ
การแช่ท่อนพนัธุ์ร่วมกบัการฉีดพ่น สอดคล้องกบัรายงานของ วลิาวรรณ์ เชื้อบุญ และคณะ (2549) ที่พบว่า เชื้อ
แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ ไอโซเลต KPS46 สามารถลดเปอรเ์ซน็ต์การเกดิโรคเน่าเละในผกักะหล ่าดอก ซึ่งเป็นโรคที่
มีผลกระทบต่อผลผลิตโดยตรงได้ดีที่สุดเทียบเท่ากับ calcium-boron และ copper oxychloride นอกจากนี้จาก
งานวจิยัของ ศุภลกัษณ์ มณีแสง และคณะ (2551) ได้ศกึษาการควบคุมโรคทางใบที่เกดิจากเชื้อราของถัว่ฝักยาว
ดว้ยเชื้อแบคทเีรยี Bacillus spp. พบว่า Bacillus spp. ไอโซเลต HT-NK-460 และไอโซเลต TZ-CP-342 สามารถลด
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ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อรา Cercospora cruenta, Uromyces vignae และ Oidium sp.ได้ตัง้แต่ 35.85 - 
65.52% อกีทัง้ยงัส่งผลให้ปรมิาณผลผลติของถัว่ฝักยาวเพิ่มขึ้นอีกด้วย เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Buensanteai 
และคณะ (2008a, 2008b, 2009) ที่ท าการศกึษาการควบคุมโรคใบจุดนูนของถัว่เหลอืงที่เกดิจากเชือ้แบคทเีรยี X. 
axonopodis pv. glycines พบว่า การแช่เมลด็ถัว่เหลืองด้วยเชื้อแบคทีเรยี B. amyloliquefaciens ไอโซเลต KPS46 
มปีระสทิธภิาพในการลดระดบัความรุนแรงในการเกดิโรคมากกว่า 50% ซึง่แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักรรมวธิคีวบคุม 

การทดลองนี้ชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ของการประยุกต์ใช้เทคนิค FTIR microspectroscopy ใน
การตรวจสอบสารชวีโมเลกุลภายในเซลลพ์ชื เน่ืองจากเป็นวธิทีีม่ขี ัน้ตอนในการเตรยีมตวัอย่างง่าย ใชส้ารเคมี
ใน ก ารต รว จสอบ น้ อ ย  (Cael et al., 1975; Maccann et al., 1992; Campbell and Sederuff, 1996; 
Kačuráková et al., 2000; Manrique and Lajolo, 2004; Kenneth and Lawrence, 2005; Dokken and 
Davis, 2007) วิธีการเหล่านี้จึงถือเป็นอีกทางเลือกหนึ่ งที่จะใช้ในการศึกษากลไกในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช และกลไกการกระตุ้นความต้านทานเชื้อสาเหตุโรคพืชได้ในอนาคต  นอกจากนี้จาก
การศึกษาครัง้นี้ สามารถแนะแนวทางการใช้ประโยชน์ในอนาคตให้กับเกษตรกรผู้ปลูกมันส าปะหลงัใน
ประเทศไทย ในใช้แบคทีเรียที่มีประโยชน์  Bacillus sp. ไอโซเลต CaSUT007 เพื่อชักน าให้มันส าปะหลัง
ตา้นทานโรคใบไหมซ้ึง่เป็นทางเลอืกในการป้องกนัการเกดิโรคพชืในอนาคต 
 
เอกสารอ้างอิง 
 
วลิาวรรณ์ เชือ้บุญ. (2551). ลกัษณะและการทดสอบประสทิธภิาพของแบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ 

ควบคุ ม เชื้ อ  Erwinia carotovora subsp. carotovora สาเห ตุ โรค เน่ า เล ะของก ะห ล ่ าด อก . 
วิ ท ย า นิ พน ธ์ป ริญ ญ า วิท ย าศ าสต ร์ม ห าบัณ ฑิ ต  ส าข าโรคพื ช  ภ าควิช าโรคพื ช 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร.์ 1-120 หน้า 

ศุภลกัษณ์ มณีแสง เสมอใจ ชื่นจติต ์วสนัณ์ เพชรรตัน์ และ วจิติรา ลลีะศุภกุล. (2551). การคดัเลอืก                          
Bacillus spp. ส าหรับใช้ควบคุมโรคทางใบที่ เกิดจากเชื้อราของถั ว่ ฝักยาวโดยชีววิธี . ว . 
วิทยาศาสตรเ์กษตร. 39(3) (พเิศษ): 189 - 192 หน้า. 

Araújo, F. F., Henning, A. A. and Hungria, M. (2005). Phytohormones and antibiotics produced  
by Bacillus subtilis and their effects on seed pathogenic fungi and on soybean root 
development. World Journal of Microbiology. 21: 1639-1645. 

Arvind, K., Poonam B., and Chand L. R. (2010.) Isolation and molecular characterization of  
phosphate solubilizing Enterobacter and Exiguobacterium species from paddy fields of 
Eastern Uttar Pradesh, India. African Journal Microbiology Research. 4(9):820-829 

Asaka, O. and Shoda, M. (1996). Biocontrol of Rhizoctonia solani damping-off of tomato with   
Bacillus subtilis RB 14. Applied and Environmental Microbiology. 62(11): 4081- 4085. 

Berger, F., Hong, L., White, D., Frazer, R. and Lieifert, C. (1996). Effect of pathogen inoculum,  
antagonist density, and plant species on biological control of Phytophthora and Pythium 
damping-off by Bacillus subtilis cot1 in High-humidity fogging glasshouses.  
Phytopathology. 86: 428-433. 

Buensanteai, N., Yuen, G. Y. and Prathuangwong, S. (2008a). Changes in soybean proteome  



22 
 

 
 

associated with growth promotion by seed treatment with Bacillus amyloliquefaciens KPS46. 
Phytopathology. 98(6): S28. 

Buensanteai, N., Yuen, G. Y. and Prathuangwong, S. (2008b). The biocontrol bacterium  
Bacillus amyloliquefaciens KPS46 produces auxin, surfactin and extracellular proteins for 
enhanced growth of cucumber plant. Thai Journal Agricultural Science. 41:101-116. 

Buensanteai, N., Yuen, G. Y. and Prathuangwong, S. (2009). Priming, signaling, and protein  
production associated with induced resistance by Bacillus amyloliquefaciens KPS46. World 
Journal Microbiol Biotechnology. 25: 1275- 1286 

Buensanteai, N. (2012). The plant growth promoting bacterium Bacillus subtilis CaSUT007  
produces phytohormone and extracellular proteins for enhanced growth of cassava. [n.d.]. 
Suranaree University of Technology. 

Cael, J. J., Gardner, K. H., Koenig, J. L., Blackwell, J. (1975). Infrared and Raman spectroscopy of 
 carbohydrates. V. Normal coordinate analysis of cellulose. Journal Chemistry Physics.  

62:1145-1153. 
Campbell, M. M., Sederoff, R. R. (1996). Variation in lignin content and composition 
 mechanisms of control and implications for the genetic improvement of plants. 
 Plant Physiology. 110:3–13. 
Chen, Y. P., Rekha P. D., Arun A. B., Shen F. T., Lai W. A., and Young C. C. (2006). Phosphate  

solubilizing bacteria from subtropical soil and their tricalcium phosphate solubilizing abilities.  
Applied Soil Ecology. 34:33-41. 

Cho, S. J., Lee, S. K., Cha, B. J., Kim, Y. H. and Shin, K. S. (2003). Detection and characterization  
of the Gloeosporium  gloeosporioides growth inhibitory compound iturin A from Bacillus  
subtilis strain KS03. FEMS Microbiology Letters. 223: 47-51. 

Dokken, K., Davis, L. C. (2007). Infrared imaging of sunflower and maize root anatomy. Journal  
   Agriculture Food Chemistry. 55(26):10517-10530.  
Liu, Y., Chen, Z., Ng, T. B., Zhang, J., Zhou, M., Song, F., Lu, F. and Liu, Y. (2006). Bacisubin,  

an antifungal protein with ribonuclease and hemagglutinating activities from Bacillus subtilis 
strain B-916. Peptide. 28(3): 553-559. 

Kloepper, J. W. and Schroth M. N. (1978). Plant growth-promoting rhizobacteria on radishes. P. 879- 
82. In: Station de Pathologievegetale et Phyto-bacteriologie, editor. Proceedings of the 4th 
International Conference on Plant Pathogenic Bacteria Vol II. Tours: Gilbert-Clary. 

Pérez-García, A., Romero, D. and de Vincente A. (2011). Plant protection and growth stimulation by  
microorganisms: bio-technological applications of Bacilli in agriculture. Current Opin. 
Biotechnology 22: 187-193. 

Kačuráková, M., Capek, P., Sasinková, V., Wellne,r N., Ebringerová, A. (2000). FT-IR study of plant  
   cell wall model compounds: pectic polysaccharides and hemicelluloses. Carbohydrate  
   Polymer. 43:195-203.  
Kenneth, M. D., Lawrence, C. D. (2005). Use of infrared microspectroscopy in plant growth and  



23 
 

 
 

development. Applied Spectroscopy Review. 40:301–326. 
Manrique, G. D., Lajolo, F. M. (2004). Cell wall polysaccharide modifications during postharvest   
   ripening of papaya fruit (Carica papaya). Postharvest Biology Technology. 33:11-26.  
McCann, M. C., Hammouri, M., Wilson, R., Belton, P., Roberts, K. (1992). Fourier transform infrared  
   microspectroscopy is a new way to look at plant cell walls. Plant Physiology. 100(4):1940- 
   1947.  
Rodriguez, H. and R. Fraga. (1999). Phosphate solubilizing bacteria and their role in plant growth  

promotion. Biotechnology Advances. 17:319-339. 
Sol, L., K. Jong-Ok, and S. Hong-Gyu. (2011). Growth Promotion of Xanthium italicum by Application  

of Rhizobacterial Isolates of Bacillus aryabhattai in Microcosm. Soil Journal Microbiology.  
50:45-49. 

 
 
 



24 
 

 
 

Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 
 

1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ(ระบุชื่อผูแ้ต่ง ชื่อเรือ่ง ชื่อวารสาร ปี 
เล่มที ่เลขที ่และหน้า) หรอืผลงานตามทีค่าดไวใ้นสญัญาโครงการ 
Thumanu K, Sompong M, Phansak P, Nontapot K, and Buensanteai B. 2015. Use of 
infrared microspectroscopy to determine leaf biochemical composition of cassava 
in response to Bacillus subtilis CaSUT007. Journal of Plant Interaction. Submitted 
and on the process of revised condition. 
 

2. การน าผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

- เชงิพาณชิย ์(มกีารน าไปผลติ/ขาย/ก่อใหเ้กดิรายได ้หรอืมกีารน าไปประยกุตใ์ช้
โดยภาคธุรกจิ/บุคคลทัว่ไป) 

มกีารน าไปใหบ้รษิทัทดลองในแปลงขนาด 120 ไร ่
 

- เชงินโยบาย (มกีารก าหนดนโยบายองิงานวจิยั/เกดิมาตรการใหม่/เปลีย่นแปลง
ระเบยีบขอ้บงัคบัหรอืวธิที างาน) 

ไม่ม ี
 

- เชงิสาธารณะ (มเีครอืขา่ยความรว่มมอื/สรา้งกระแสความสนใจในวงกวา้ง) 
ก าลงัอยู่ในระหว่างการสรา้งเครอืขา่ยความร่วมมอืกบัทมีนกัวจิยัชาวฝรัง่เศส และ
เกษตรกรผูป้ลกูมนัส าปะหลงั อ าเภอเสงิสางและครบุร ีจงัหวดันครราชสมีา 
 

- เชงิวชิาการ (มกีารพฒันาการเรยีนการสอน/สรา้งนกัวจิยัใหม่) 
น าการพฒันาการเรยีนการสอนนกัศกึษาปรญิญาตร ีโท และเอก และ
สรา้งนกัวจิยัรุน่ใหม่ในระดบัปรญิญาตร ี 
 

3. อื่นๆ (เช่น ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในทีป่ระชุม
วชิาการ หนงัสอื การจดสทิธบิตัร) 

1. Thumanu K, Sompong M, Phansak P, Nontapot K, and Buensanteai B. 2014. 
Application of FTIR microspectroscopy: effect of Bacillus subtilis CaSUT007-
induced biochemical composition on cassava. The 2014 IS-MPMI XVI 
Congress. July 6-10, 2014 in Rhodes, Greece. 

2. Buensanteai, N., Thumanu, K., Sompong, M., Athinuwat, D. and Prathaungwong, 
S. (2012). The ability of Bacillus subtilis CaSUT007 to suppress Xanthomonas 
manihotis biofilm. 5th Biofilms, Paris, France.  



25 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 



5/18/2015 Journal of Plant Interactions ­ Manuscript ID TJPI­2... ­ Natthiya Buensanteai

https://sutmail.sut.ac.th/owa/#viewmodel=ReadMessageItem&ItemID=AAMkADcyMjMyMzBmLTlhMzgtNDE2MC04Mjg2LWJmZGJlYjEyNGZlYwBGA… 1/1

Journal of Plant Interactions ‐ Manuscript ID TJPI‐2015‐0043.R1

08‐May‐2015

Dear Professor Buensanteai:

Your manuscript entitled "Use of infrared microspectroscopy to determine leaf biochemical composition of cassava in
response to Bacillus subtilis CaSUT007" has been successfully submitted online and is presently being given full
consideration for publication in Journal of Plant Interactions.

Your manuscript ID is TJPI‐2015‐0043.R1.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office for questions. If there
are any changes in your street address or e‐mail address, please log in to Manuscript Central at
https://mc.manuscriptcentral.com/tjpi and edit your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Centre after logging in to
https://mc.manuscriptcentral.com/tjpi.

Thank you for submitting your manuscript to Journal of Plant Interactions.

Sincerely,
Journal of Plant Interactions Editorial Office

onbehalfof+massimo.maffei+unito.it@manuscriptcentral.com ในนามของ 
massimo.maffei@unito.it

ศ. 8/5/2015 13:42

ถงึ:Natthiya Buensanteai <natthiya@sut.ac.th>;

https://mc.manuscriptcentral.com/tjpi
https://mc.manuscriptcentral.com/tjpi


5/18/2015 Reminder: Journal of Plant Interactions ­ Natthiya Buensanteai

https://sutmail.sut.ac.th/owa/#viewmodel=ReadMessageItem&ItemID=AAMkADcyMjMyMzBmLTlhMzgtNDE2MC04Mjg2LWJmZGJlYjEyNGZlYwBGA… 1/1

Reminder: Journal of Plant Interactions

08‐May‐2015

Dear Professor Natthiya Buensanteai:

Recently, you received a decision on Manuscript ID TJPI‐2015‐0043, entitled "Infrared microspectroscopy: methods for
determining cassava leaf biochemical composition response to Bacillus subtilis CaSUT007."  The manuscript and
decision letter are located in your Author Centre at https://mc.manuscriptcentral.com/tjpi.

This e‐mail is simply a reminder that your revision is due in two weeks.  If it is not possible for you to submit your
revision within two weeks, we will consider your paper as a new submission.

Sincerely,
Prof. Massimo Maffei
Journal of Plant Interactions Editorial Office
massimo.maffei@unito.it

onbehalfof+massimo.maffei+unito.it@manuscriptcentral.com ในนามของ 
massimo.maffei@unito.it

ศ. 8/5/2015 11:34

ถงึ:Natthiya Buensanteai <natthiya@sut.ac.th>;

https://mc.manuscriptcentral.com/tjpi


For Peer Review
 O

nly
 

 

 

 

 

 

Use of infrared microspectroscopy to determine leaf 

biochemical composition of cassava in response to Bacillus 

subtilis CaSUT007 
 

 

Journal: Journal of Plant Interactions 

Manuscript ID: TJPI-2015-0043.R1 

Manuscript Type: Research Article 

Date Submitted by the Author: 08-May-2015 

Complete List of Authors: Thumanu, Kanjana; Synchrotron Light Research Institute (public 

organization),  
Sompong, Mathukorn; Suranaree Universisty of Technology, School of Crop 
Production 
Phansak, Piyaporn; Nakhon Phanom University, Division of Biology 
Nontapot, Kanokwan; National Institute of Metrology (Thailand),  
Buensanteai, Natthiya; Suranaree Universisty of Technology, School of 
Crop Production 

Keywords: 
Fourier transform infrared (FTIR) , Cassava, Growth promotion, Bacillus 
subtilis, Biochemical composition,  Hierarchical Cluster Analysis (HCA) 

  

 

 

URL: http://mc.manuscriptcentral.com/tjpi E-mail: jpi.dbv@unito.it

Journal of Plant Interactions



For Peer Review
 O

nly

1 

 

Use of infrared microspectroscopy to determine leaf biochemical composition of cassava 1 

in response to Bacillus subtilis CaSUT007 2 

 3 

Kanjana Thumanu
a
, Mathukorn Sompong

b
, Piyaporn Phansak

c
, Kanokwan Nontapot

d
, and 4 

Natthiya Buensanteai
b*
 5 

 6 

a
Synchrotron Light Research Institute (public organization), Muang, Nakhonratchasima, 7 

30000, Thailand 8 

 9 

b
School of Crop Production Technology, Institute of Agriculture Technology, Suranaree 10 

University of Technology, Nakhon Ratchasima, 30000, Thailand 11 

 
12 

c
Division of Biology, Faculty of Science, Nakhon Phanom University, Muang, Nakhon 13 

Phanom, 48000, Thailand 14 

 15 

d
National Institute of Metrology (Thailand), Khlong Luang, Pathumthani, 12120, Thailand 16 

 17 

 18 

 19 

First and second authors are equal work 20 

 21 

 22 

*Corresponding author. Tel.: +66 4 422 4204; Fax.: +66 4 422 4281 23 

E-mail address: natthiya@sut.ac.th (N. Buensanteai) 24 

25 

Page 1 of 26

URL: http://mc.manuscriptcentral.com/tjpi E-mail: jpi.dbv@unito.it

Journal of Plant Interactions

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

2 

 

Abstract 26 

 The objective of this study was to investigate the growth stimulating properties of 27 

Bacillus subtilis CaSUT007 applied to cassava plants using fourier transform infrared (FTIR) 28 

microspectroscopy to monitor the production of cellular components involved in plant growth 29 

and development. Cassava stakes treated with CaSUT007 or sterile distilled water were 30 

germinated in soil. After incubation for 2 months, CaSUT007 treated plants had higher 31 

growth rate and greater biomass than the control. FTIR analysis revealed that the leaves of 32 

cassava plants treated with CaSUT007 display FTIR spectra changes in the epidermis and 33 

mesophyll tissue. These changes associated with proteins, lipids, and pectins, which are 34 

related to changes in plant cell growth and development. FTIR microspectroscopy can be 35 

used as a new tool to examine the biochemical changes within the plant tissue. This technique 36 

allows us to reveal structural chemical makeup and features of different tissue types.  37 

 38 

Keywords: 39 

Fourier transform infrared (FTIR)  40 

Cassava  41 

Growth promotion 42 

Bacillus subtilis 43 

Biochemical composition 44 

 Hierarchical Cluster Analysis (HCA) 45 

 46 

Introduction 47 

 48 

The cassava plant, Manihot esculenta, is one of the most important economically 49 

crops in Thailand. The aim of commercial cassava production in Thailand is to increase root 50 
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yield and starch content in addition to enhancing the crop’s adaptation to a wide range of 51 

plant growth conditions (Chavalparit & Ongwandee 2009; Buensanteai et al. 2012). In this 52 

regard, plant growth promotion by beneficial bacteria has been widely used; however, there 53 

are limited studies on the use of plant growth promoting bacteria with the propagation of 54 

cassava stakes. It is well known that various commercial strains of Bacillus sp. can control 55 

and enhance plant growth by triggering signaling pathways, leading to a more vigorous 56 

growing phenotype and tolerance to biotic and abiotic stress. Furthermore, it has been 57 

demonstrated that Bacillus cells can colonize plant roots, triggering stimulation of plant 58 

growth and development through biochemical and physiological mechanisms 59 

(Prathuangwong & Kasem 2004; Prathuangwong et al. 2005; Prathuangwong & Buensanteai 60 

2007). B. subtilis CaSUT007, a plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), has both direct 61 

and indirect modes of action involved in enhancing plant growth and development. Some 62 

direct modes of action are production of phosphate solubilizing substances and modulation of 63 

auxin levels. The rhizobacteria contributes indirectly by inducing plant defense mechanisms, 64 

which is a means of biocontrol of cassava pathogens (Buensanteai et al. 2012; Buensanteai et 65 

al. manuscript submitted).  66 

Standard methods for the detection of changes in plant cellular components are based 67 

on enzymatic analysis and histological assay (Buensanteai et al. 2008a, 2008b; Buensanteai et 68 

al. 2009). However, these methods rely on the use of bulk samples resulting in averaging of 69 

the intrinsic inter-tissue and cellular heterogeneity. Hence, the precise interaction of 70 

important cellular changes involved with Bacillus cells with plant tissue is not fully 71 

understood. Therefore, we proposed the use of FTIR microspectroscopy, a technique capable 72 

of resolving biochemical changes at the plant cellular level (Yu et al. 2003; Skotti et al. 73 

2014), to study biochemical changes in cassava plant.  74 
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 FTIR microspectroscopy is a nondestructive analytical technique that is less time 75 

consuming and cheaper than the present "gold standard" methods, providing unique 76 

molecular chemical information based on the FTIR spectrum (McCann et al. 1992; Yu 2004). 77 

For example, the amide I protein band that contains vibrations of the peptide bond containing 78 

C=O (80%) and N-H stretching (20%), appearing between 1700 and 1600 cm
-1 

can provide 79 

information about protein secondary structure. The carbohydrate fingerprint region (1,200–80 

800 cm-1
) of the FTIR spectrum from cells and tissues is obtained via vibrations of C-O 81 

bonds, which depend on bond linkage and sugar types. In addition, FTIR spectra from plant 82 

tissue has revealed absorbance bands uniquely assigned to higher plant cellular components 83 

such as lignin (ring vibration around 1515 cm
-1

) (Kačuráková et al. 2000; Wilson et al. 2000).  84 

Combining FTIR microspectroscopy with multivariate data analysis can enable to 85 

distinguish spectral fingerprint that can be related to the biochemical changes in a plant 86 

(Manrique & Lajolo 2004; Dokken & Davis 2007). This is an emerging technique for 87 

studying biochemical changes of plant tissue (Yu 2005). For example, functional 88 

characterization of plant tissues at high spatial resolution has been conducted using 89 

synchrotron infrared microspectroscopy to image the structure of plant tissues at a cellular 90 

level. The results can lead to a better understanding of plant components, such as lignin, 91 

cellulose, proteins, and lipids (Yu 2008). 92 

In this study, we applied FTIR microspectroscopy to define plant tissue within 93 

cassava leaf sections and used this information to detect variations between control and those 94 

treated cassava stakes by B. subtilis.  In particular, we demonstrate the use of FTIR 95 

microspectroscopy technique combined with multivariate data analysis to discriminate major 96 

tissue types in the cassava leaf, and demonstrate how this information enables us to track 97 

biochemical changes in cassava leaf tissue related to enhancement ofgrowth and development 98 

of cassava.  99 
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 100 

Materials and methods 101 

 102 

Beneficial bacterial strains and culture conditions 103 

 104 

B. subtilis CaSUT007 was cultured in 500 ml volumes of nutrient glucose broth 105 

(NGB) containing 2% glucose and incubated at 28 + 2
o
C for 48 h with constant shaking at 106 

180 rpm. Cells were collected and washed twice by centrifugation (13000 rpm; 20 min) and 107 

the bacterial cell pellet was washed three times in sterile isotonic saline (0.85% NaCl). The 108 

cells were re-suspended in sterile distilled water, with cell concentrations determined 109 

turbidimetrically and adjusted to an optical density of 0.2 at 600 nm, corresponding to 1 × 10
8
 110 

cfu ml
–1

. A portion of the cell suspension was used in experiments in live form. 111 

 112 

Plant materials and treatment 113 

 114 

The cassava stakes cultivar Rayong 72 were surface disinfected using 95% ethanol 115 

(v/v) for 2 min, followed by soaking in 10% commercial bleach (v/v) for 20 min. The cassava 116 

stakes were then washed with sterile distilled water five times in order to remove the bleach. 117 

Before planting, cassava stakes were mixed thoroughly with 50 ml of a bacterial suspension 118 

treatment. The cell concentration in the culture was adjusted to 1x10
8
 cfu ml

-1 
on the basis of 119 

absorbance. The experiment was conducted under greenhouse conditions, with treated 120 

cassava stakes placed onto sterile soil. Pots were kept in a greenhouse with a 12-h 121 

photoperiod (28+2°C and 75-80% relative humidity during the light period, 25+2°C and 122 

>93% relative humidity during the dark period). The experiment was arranged in a 123 

completely randomized design (CRD) with four replicates of 20 plants per treatment with one 124 
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cassava stake in each pot. At 14 days after germination, cassava plants were harvested for 125 

measurement of growth parameters and biochemical composition changes using FTIR 126 

microspectroscopy. The experiment was performed three times. For statistical analyses, 127 

analysis of variance (ANOVA) was determined according to Duncan’s Multiple Range Test 128 

at P < 0.05 by using SPSS version 14. 129 

 130 

FTIR microspectroscopy 131 

 132 

 1. Sample preparation for FTIR microspectroscopy analysis 133 

 134 

Cassava leaf tissue was fixed by placing it in a FAA (formaldehyde-acetic acid-135 

ethanol) solution (Yu et al. 2003). Tissue was then rinsed in distilled water and dehydrated in 136 

increasing ethanol concentrations ending in absolute ethanol, then cleared in xylene. Cassava 137 

tissue was then embedded in paraffin and microtomed into thin cross section (~4 µm 138 

thickness) which were then placed on indium tin oxide coated IR slides (MirrIR slides, Tienta 139 

Sciences, OH, USA) for subsequent infrared analysis.  140 

 141 

2. FTIR microspectroscopy analysis 142 

 143 

The experiments were performed at the Synchrotron Light Research Institute, 144 

Thailand (public organization) by utilizing FTIR spectrometer (Vertex 70) connected to an IR 145 

microscope (Bruker optics, Germany). Measurements were performed with the synchrotron 146 

off-line, using a conventional IR source. The x-y raster maps comprising IR spectra were 147 

generated using a Hyperion 2000 IR microscope equipped with 36x objective and a mercury 148 

cadmium telluride (MCT) detector using a mapping stage controller at 10 micron intervals in 149 

Page 6 of 26

URL: http://mc.manuscriptcentral.com/tjpi E-mail: jpi.dbv@unito.it

Journal of Plant Interactions

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

7 

 

the x and y direction. The IR spectra were collected using point to point mapping with the 150 

aperture setting at 15x15 µm square aperture with 7.5  µm steps, in reflection mode at 6 cm
-1

 151 

resolution, with 64 scans co added, and converted to absorbance using Bruker OPUS 7.0 152 

software  (Bruker Optics Ltd, Ettlingen, Germany). 153 

 IR maps acquired from leaf samples were analyzed using Cytospec 1.3.4 (Cytospec 154 

Inc, NY, USA). Data preprocessing was required to remove spectra showing signs of Mie 155 

scattering, dispersion artifacts, and sloping baselines. Subsequently, the spectra were 156 

converted to the second derivative using the Savitzky-Golay method employing third order 157 

polynomial fitting with nine smoothing points, and vector normalized to compensate for the 158 

effects of differing sample thickness across the sections. Hierarchical Cluster Analysis (HCA) 159 

using D-values with Ward’s algorithm was carried out over the spectral ranges of 1800-900 160 

cm
-1

, which contained most of the biological bands in the IR spectrum. The outputs of HCA 161 

were visualized as dendograms with a unique color to assign for each spectral cluster.  162 

 163 

3. Principal Component Analysis (PCA) 164 

 165 

Individual spectra from each group were analyzed using principal component analysis 166 

(PCA) to distinguish different chemical components of the samples using Unscrambler X 167 

10.1  software. (CAMO, Norway). Preprocessing of the data was conducted by performing a 168 

2
nd

 derivative by the Savitzky-Golay method (3
rd

 polynomial, nine smoothing points) and 169 

normalized using Extended Multiplicative Signal Correction using the spectral regions from 170 

1800-900 cm
-1 

in Unscrambler X 10.1  software (CAMO, Norway). 171 

 172 

173 
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Results and discussion   174 

 175 

The strain CaSUT007 was effective in promoting the growth of cassava seedlings 176 

under greenhouse conditions, as measured by changes in the length, weight and lateral root of 177 

the seedlings after 14 days of planting. This strain, when applied to cassava vegetative 178 

propagation, increased shoot lengths by more than 35% (Figure 1a), and increased dry 179 

weights by more than 90% (Figure 1b) compared to the distilled water control. Cassava 180 

vegetative propagations treated with the strain CaSUT007 also increased the seedling 181 

germination and number of lateral root by more than 30% and more than 90%, respectively, 182 

when compared to the control treatment (Figure 1c and 1d). Similar results were obtained 183 

when the experiment was repeated. In order to investigate the effects of CaSUT007 during 184 

the early stages of plant growth and development, the cassava seedlings of untreated and 185 

CaSUT007-treated seedlings were evaluated and their biochemical and cellular composition  186 

evaluated.  187 

Cassava plant tissues are comprised of a diverse group of molecules, including 188 

proteins, lipids, lignins, pectins, and polysaccharides, with each molecular class having 189 

characteristic conformations dependent on the individual cell type.  Typically, the leaves of 190 

higher plants are composed of epidermal (approximately 10% of total mass), mesophyll 191 

(approximately 55% of total mass), and vascular bundle (approximately 33% of total mass) 192 

tissues. Previous studies (McCann et al. 1992; Kačuráková et al. 2000; Wilson et al. 2000; Yu 193 

et al. 2003; Manrique & Lajolo 2004; Yu 2004; Skotti et al. 2014) have shown that these 194 

three tissue types can be readily distinguished in higher plant leaf tissue sections on the basis 195 

of macromolecular chemistry using FTIR microspectroscopy. In this study, we attempted to 196 

discern changes in macromolecular biochemistry in the different tissue types of cassava after 197 

the stakes were treated with the CaSUT007 strain of B. subtilis. Figure 2 shows maps of the 198 
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integrated area of spectral regions equivalent to absorbance intensities over the ranges 1700-199 

1580 cm
-1

 (Figure 2c) for untreated cassava leaf (control) and cassava leaf treated with 200 

CaSUT007 (Figure 2d), over a spatial area of 120 µm x 100 µm within a transverse leaf 201 

section from a control sample (Figure 2a) and cassava leaf treated with CaSUT007 (Figure 202 

2b). The map was contrasted using a color scheme to indicate absorbance intensity: blue (the 203 

areas of lowest level of absorbance) < green < yellow < red (the highest level of absorbance). 204 

As shown in the Figure 2c and 2d, the integrated spectra in the region of protein (1700-1580 205 

cm
-1

) are mostly dominated in the mesophyll region.  206 

Hierarchical cluster analysis (HCA) was used to compare differences and similarities 207 

between tissue spectra involving spectral regions with information about Amide I protein 208 

(1700-1500 cm
-1

), C=O ester from lipid or lignin or pectin (1770-1700 cm
-1

), and C-O-C 209 

from polysaccharides (1200-900 cm
-1

). The cluster analysis of spectra from an untreated 210 

(control) leaf were shown in Figure 3. The spectra from each cluster can be saved to perform 211 

multivariate data analysis with all spectra. Each cluster is displayed in a different color based 212 

on the similarities of protein, lipid, lignin and polysaccharide spectral regions. The grey color 213 

represents spectra from mesophyll, while the spectra of the vascular bundle appear in two 214 

clusters indicated by light green (cluster 2) and light blue (cluster 3) colors. The clusters 215 

coded with pink (cluster 5) and blue (cluster 4) were related spatially to epidermis tissue. The 216 

average spectrum from each cluster is shown in Figure 3b and 3c. These results indicate 217 

stronger ester carbonyl absorbance in the epidermis spectra (1729 cm
-1

), and weaker in the 218 

vascular bundle spectra. We assumed that higher levels of endogenous lipids in the epidermis 219 

and higher levels of lignin in vascular bundle tissue accounted for these spectral similarities 220 

and differences. The highest level of protein (1621 cm
-1

) was seen in the spectra coded with 221 

grey and assigned to mesophyll). The amide I band maximum centered at 1621 cm
-1

 222 

indicating that these cells contain proteins with pronounced β-sheet secondary structure. By 223 
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contrast, spectra related to epidermis tissue have an amide I band profile presenting both α- 224 

helix (1648 cm
-1

)  and β-sheet structure (1618 cm
-1

)  with less intense absorbance of β-sheet 225 

and more intense absorbance from α-helix protein secondary structure compared to 226 

mesophyll tissue spectra.  227 

The HCA of spectra acquired from a cassava leaf after treatment with B. subtilis is 228 

shown in Figure 4. Interestingly, the cluster colored with green (cluster 4) represents both 229 

mesophyll and vascular bundle. While the pink (cluster 1), red (cluster 2) and green (cluster 230 

3) spectra from epidermis  represent high extracellular matrix proteins and macro molecules. 231 

The average spectra from the spectral clusters assigned to epidermis all show high lipid 232 

absorbance (1729 cm
-1

) similar to spectra assigned to epidermis in the control leaf. The amide 233 

I band profile in the average spectra from clusters assigned to epidermis in the treated leaf 234 

indicate a mixture of α-helix (1648 cm
-1

) and β-sheet (1621 cm
-1

) secondary structure, similar 235 

to average spectra from clusters assigned to epidermis in the leaf control. The average spectra 236 

from clusters attributed to mesophyll and vascular bundle tissue also show an amide I band 237 

profile consistent with higher levels of β-sheet secondary structure content (1621 cm
-1

) 238 

similar to that observed in the mesophyll cluster average spectrum from the control leaf 239 

(Figure 4b and 4c). 240 

In order to compare spectral changes occurring in the protein, lipid, and 241 

polysaccharides, average spectra between control and treated cassava from the epidermis 242 

region were performed as shown in Figure 5a. Significantly, the band in the region from 243 

1770-1700 cm
-1

 assigned to lipid is higher in absorbance in the average spectrum from the 244 

control group. The comparisons between spectra from mesophyll tissue are shown in Figure 245 

5b. Apparently, the β-sheet secondary structure of protein, indicated by an amide I band 246 

maximum centered at 1621 cm
-1

 is more intense in the control group compared with treated 247 
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cassava. In contrast, the absorbance in the polysaccharide region (1200-900 cm
-1

) is shown to 248 

be higher in the treated plant (Séné et al. 1994; Wang et al. 2012).  249 

 The characteristic band from FTIR spectra of the main biopolymers of the plant cell 250 

wall depends on the crystallinity and conformation of the polysaccharides.  Fingerprint region 251 

contains several polymers of different types, such as proteins, aromatics, polysaccharides, 252 

having a particular molecular conformation and interacting with neighboring molecules in a 253 

specific way as shown in Table 1. The cassava biochemical changes of epidermis and 254 

mesophyll in control and treated cassava showed the significant spectra shift: 1550-1600 cm
-

255 

1
, 1350-1450 cm

-1
, less than 1000 cm

-1
, which can be associated with a change in the 256 

construction and formation of the plant cell wall. It is known that bacteria affect the structure 257 

of plant cell walls. In some cases, the bands in a particular spectral region cannot be assigned 258 

to a specific functional group, but they are characteristic as a whole and constitute a 259 

fingerprint for the molecule (McCann et al. 1992; Séné et al. 1994). 260 

Multivariate data analysis, in particular PCA technique, was employed to characterize 261 

biochemical changes in the cassava leaf tissue induced by B. subtilis strain CaSUT007 . Score 262 

plots were used to visualize any clustering of similar spectra within the datasets, and loading 263 

plots were employed to identify spectral variables that best explained clustering patterns. The 264 

results were interpreted by taking second derivative spectra showing the negative peak.  The 265 

second derivative can help resolve nearby peaks and sharpen spectral features. Therefore, the 266 

positive loading plots showed an opposite correlation with the negative score plot, and the 267 

negative loading plot showed an opposite correlation with the positive score plot. The 268 

criterion to apply the band assignment was supported by the previous section, based on 269 

observation of the average second derivative spectra from control and treated cassava.  270 

 The use of multivariate analysis, in particular Principle Component Analysis (PCA), 271 

has proven useful in the analysis of biospectroscopic data, providing two types of 272 
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information: the visualisation of the clustering of similar spectra within datasets in scores 273 

plots and the identification of variables (spectral bands representing various molecular groups 274 

within the samples) in loadings plots to explain the clustering observed in the scores plots. 275 

The PC1 and PC2 loading were shown that differences in bands associated with lipid, pectin, 276 

lignin, protein. and polysaccharide were responsible for the separation of the sample clusters 277 

treated and un-treated cassava stakes treated with bacteria CaSUT007 (Figure 6). Lipid or 278 

lignin bands (at 1729 cm
-1

) and complex changes in bands associated with polysaccharide 279 

regions (at 1120, 1078, 1043, 1022 cm
-1

) were predominantly observed in Figure 6b, 280 

corresponding to the large difference observed in the average spectra in Figure 5a. 281 

Considering the complex biochemical changes of spectra was associated with the Amide I 282 

protein (at 1646, 1621 cm
-1

) and polysaccharide regions (at 1149, 1076, 1046, 998 cm
-1

) 283 

(Figure 6d), involved in difference clusters of the average spectra in Figure 5b.  284 

This study indicated that FTIR microspectroscopy technique could investigate cassava 285 

leaf sections at a high spatial resolution and reveal macromolecular differences between 286 

control and treated leaf tissue CaSUT007. This technique combined with HCA and PCA can 287 

be used to resolve chemical structural information related to the various tissue types in the 288 

plant leaf. Importantly, both HCA and PCA enable the exploration of spectral changes from 289 

epidermis and mesophyll tissue after treatment with B. subtilis CaSUT007 compared with 290 

untreated controls. Our results suggest spectral differences in both the epidermal and 291 

mesophyll tissue regions consistent with changes especially in proteins, lipids, and 292 

polysaccharides. This study is consistent with other studies in which PGPR, Bacillus species 293 

in particular, elicit the production of plant biological molecules that lead to structural and 294 

physiological changes associated with the  plant growth and development in cassava 295 

(Prathuangwong & Kasem 2004; Prathuangwong et al. 2005; Prathuangwong & Buensanteai 296 

2007; Buensanteai et al. 2012). The results from this study show changes in the epidermal 297 
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tissue after treatment with B. subtilis strain CaSUT007 indicative of lower levels of proteins 298 

with β-sheet secondary structure as well as lower lipid levels compared with the control. 299 

Moreover, the results of the accumulation of pectin and polysaccharide in cassava plants 300 

might be associated with cell wall formation. Plant cell walls are complex composites of 301 

cellulose, cross-linking glucans, protein, and pectin substances. This technique can be applied 302 

to analyze stems of wheat cultivars via the spectral fingerprinting of cell walls and to identify 303 

chemical differences between genotypes with varying levels of lodging resistance (Wang et 304 

al. 2012).  From our results, we found that the shifts in the absorbance intensities at different 305 

frequencies between control and treated leaves can be related to the concentrations of 306 

different molecules such as cellulose, protein, pectin, and lignin. In related report, ectin plays 307 

an important role within the cell walls of a growing plant. It was mentioned that pectin and 308 

pectin methyl-esterification which involves plant defense chemical compositions with mainly 309 

associated with beta-sheet secondary structure which play an important role in cell wall 310 

metabolism (McCann et al. 1992; Yu 2004; Skotti et al. 2014). These biochemical changes 311 

may possibly involve enzymes implicated in degradation processes such as pectinases that 312 

catalyze de-esterification of pectin by the action of pectin esterferase and other pectin 313 

enzymes (Kačuráková et al. 2000; Manrique & Lajolo 2004). Interestingly, the peaks in the 314 

carbohydrate fingerprint region (1200-1000 cm
-1

) show an increase in absorbance, 315 

particularly in the bands at 1076 cm
-1

 and 1153 cm
-1

. This might be related to pectin 316 

polysaccharides, such as homogalactruonan, rhamnogalacturan, or beta-glucan (callose), 317 

known to be found in cell walls of plant leaves (Yu 2005; Dokken & Davis 2007), increasing 318 

in response to the B. subtilis strain CaSUT007 treatment of the cassava plants. In this context, 319 

we hypothesize that plant growth promotion by CaSUT007 results from the activation of 320 

enzymes in the plant cell walls of the epidermis (Yu 2005) that are related to growth and 321 

development processes. Due to its integral role in carbon fixation, the ribulose 1,5 322 
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biphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) enzyme comprises 50% of the total amount 323 

of proteins found in the leaf, which means that changes in its concentration in the leaf can be 324 

tracked using FTIR by looking for changes in the spectra associated with alpha-helix proteins 325 

since the secondary structure of RuBisCo is predominately alpha-helices (McCann et al. 326 

1992; Wilson et al. 2000; Yu et al. 2003; Yu 2004; Buensanteai et al. 2009; Skotti et al. 327 

2014). On the other hand, the epidermis appeared to have predominantly alpha helix 328 

secondary structure with an overall decrease in protein content detected in the treated group. 329 

It is unknown whether this difference in protein secondary structure could be occurring due to  330 

the environmental growth condition. 331 

 332 

Conclusion 333 

 334 

In conclusion, FTIR microspectroscopy can be used as a new tool to examine the 335 

biochemical changes within plant tissue. This technique allows us to reveal the structural 336 

chemical makeup and the features of  different tissue types. The use of PCA and HCA was 337 

applied to characterize the spectral differences between epidermal and mesophyll tissues. In 338 

addition, the results showed that cassava stakes treated with B. subtilis CaSUT007 produced 339 

leaves that displayed changes in FTIR spectra from epidermis and mesophyll tissue regions 340 

that may be associated with compositional and concentration changes of proteins, lipids, 341 

pectins, and polysaccharides. These changes are related to the changes in cell growth and 342 

development that might be result in yield improvement. However, further research is needed 343 

to better understand and characterize these chemical and structural changes directly caused by 344 

B. subtilis CaSUT007 treatment. In the future, we plan to collect the leaf samples at differing 345 

harvest times in order to compare spectral differences that could be occurring during the 346 

growth and development of cassava plants with an emphasis on relating the effect of the 347 

Page 14 of 26

URL: http://mc.manuscriptcentral.com/tjpi E-mail: jpi.dbv@unito.it

Journal of Plant Interactions

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

15 

 

treatment to the stimulation of plant growth regulators and yield improvement. Moreover, it 348 

might be useful to study cell wall modifications in order to understand the biochemical 349 

changes resulting from treatment of cassava stakes with CaSUT007. In particular, the mid 350 

infrared region at 1200-800 cm
-1

 can be used to identify polysaccharides with different 351 

structures in order to examine the composition of leaf cell walls. This study represents the 352 

first steps toward the achievement of our goal. 353 

 354 
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Table 1 Band assignment of IR spectra presented in the plant tissues. 

Frequency range 

(cm
-1
) 

Functional groups References 

1730 C=O ester from lignin and hemicellulose/Pectin  

 

Kenneth & Lawrence 2005; 

Dokken & Davis 2007;  

McCann et al. 1992 

1650 Amide I band (C=O Stretch (80%), C-N stretch (10%), 

N-H bending (10%) 

Yu 2004, 2005, 2006, 2008; 

Pelton & McLean 2000; 

Nelson 1991; 

Wetzel & Levine 2000 

1550 Amide II (N-H bend (60%), C-N stretch (40%) Yu 2004, 2005;  

Pelton & McLean 2000; 

Nelson 1991; 

Wetzel & LeVine 2000 

1510 C=C aromatic ring from lignin Colthup et al. 1964; 

Campbell & Sederoff 1996;  

Wetzel & LeVine 2000 

1450 Asymmetric CH2 and CH3 bending from lipids, 

protein, lignin 

Kenneth & Lawrence 2005; 

Colthup et al. 1964 

1370 Symmetric CH2 and CH3 bending from lipids, protein, 

lignin 

Kenneth & Lawrence 2005 

Colthup et al.1964 

1246 C-O Stretching from hemicelluloses and lignin  Dokken & Davis 2007; 

Faix 1992; 

Kenneth & Lawrence 2005 

1200-1000 Mainly C-O-C of polysaccharides; very complex and 

depends uponcontributions from polysaccharides, 

cellulose, hemicellulose, and pectins 

Kacuráková et al. 2000; 

Cael et al. 1975 

1105 C-O-C glycosidic ether mainly hemicellulose Dokken & Davis 2007; 

Wang et al. 2012 

1155 C-C ring cellulose Dokken & Davis 2007; 

Wang et al. 2012 

1022,1047,1080 C-C, C-O Stretching from carbohydrates Dokken & Davis 2007; 

Wang et al. 2012 
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a)  b) 

 

 
c) d) 

 

 

Figure 1 Effects of PGPR Bacillus subtilis CaSUT007 on the growth and development of cassava 

seedling under greenhouse conditions, as measured at 14 days after inoculation. (a) cassava seedling 

under greenhouse conditions in sterile soil, (b) percent of seedling germination, (c) dry weight, (d) 

number of lateral root. The data are the average of four replications (three plants per replication) for 

each treatment. Error bars represent the standard deviation. For each growth parameter, different letters 

indicate significant differenced (P < 0.05) among treatments. 

 

 

a 

b 

a 

b 

a 

b 
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a) b) 

 
 

c) d) 

  
Figure 2 Functional group area maps of a part of a transverse leaf section from cassava achieved 

using FTIR microspectroscopy point to point mapping with aperture setting at 15x15 µm square 

aperture with 7.5 µm steps. a) A micrograph of the untreated (control) transverse section. b) A 

micrograph of a transverse cassava leaf section from CaSUT007 treated plants.  c) Integrated 

functional groups maps obtained under the spectral region between 1700-1580 cm
-1

 for untreated 

(control). d) Cassava leaf treated with CaSUT007. Dimensions of the area studied of 120x100 µm 

E: Epidermis, M: Mesophyll, VB: Vascular bundle. 
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a)  

 
b) c) 

  
Figure 3 FTIR mapping of a cassava leaf (control).  a) 2D HCA map performed using five 

clusters on the range of 1800-900 cm
-1
. Different clusters are encoded by different colors. b) 

Representative original average spectra of the spectra cluster. c) Representative second 

derivative average spectra of the spectra cluster. Mesophyll (cluster 1), vascular bundle 

(cluster 2 and 3), epidermis (cluster 4 and 5). 
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a) 

 
b) c) 

1800 1600 1400 1200 1000
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Figure 4   FTIR mapping of a cassava leaf section from CaSUT007 treated plants. a) 2D 

HCA map performed using five clusters on the range of 1800-900 cm
-1
. Different clusters are 

encoded by different colors. b) Representative original average spectra of the spectra cluster. 

c) Representative second derivative average spectra of the spectra cluster. Mesophyll and 

vascular bundle (cluster 4), epidermis (cluster 1, 2, 3). 
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a) 

 
b) 

 
Figure 5 Overlay of the 2

nd
 derivative of the average spectra from a cassava leaf (control) 

compared with CaSUT007 treated plants. (a) Epidermis (b) Mesophyll.  Average second 

derivative spectra after 13 points of smoothing and normalization with extended 

multiplicative signal correction over the spectral range of 1800–900 cm
-1
. 
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b) d) 

  
Figure 6 PCA analysis of a cassava leaf.  (a) Score and (b) loading plots from PCA analysis of 

epidermis control groups compared CaSUT007 treated plants. (c) Score and (d) loading plots from 

PCA analysis of mesophyll control groups compared CaSUT007 treated plants. 
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1)      The title of the manuscript should be slightly modified. The title signifies that Infrared microspectroscopy 
has only single application that is to determine leaf biochemical composition. It would be better if the title is 
changed to ‘Use of Infrared microspectroscopy to determine leaf biochemical composition of cassava in response 
to Bacillus subtilis CaSUT007’. However, it is up to the authors to incorporate this change. 
Answer: Our title was changed to “Use of Infrared microspectroscopy to determine leaf biochemical composition 
of cassava in response to Bacillus subtilis CaSUT007”’. 
 
2)      In abstract fourier transform infrared is abbreviated as FTIR but the full form of IR is not mentioned 
anywhere. 
Answer: The IR abbreviation was changed into FTIR in all manuscript. 
 
3)      In abstract sentence ‘These changes may be associated with protein, lipid, and pectin, which are 
apparently related to changes in plant cell growth and development’ has comma (,) before ‘and’ ‘lipid, and pectin,’ 
and such grammatical error is observed at several instances throughout the manuscript where author needs to 
perform corrections.  This error is being repeated for 22 times in manuscript. 
Answer: All the corrections were performed. 
 
4)      On page 3, ‘In this regard, plant growth promotion by beneficial bacteria has been widely used, however, up 
to now there are no good studies on the use of plant growth promoting bacteria with the propagation of cassava 
stakes’ has to be rewritten. Terms such as ‘good studies’ doesn’t appear scientific. 
Answer: The correction was rewritten in term of “good studies” to “limit studies”. 
 
5)      On page 4, under Introduction section sentence ‘These results can lead to a better understanding of plant 
intrinsic structures, such as lignin, cellulose, protein, lipid, etc.’ has to be reframed. Use of word ‘These’ in the 
beginning of the sentence should be avoided. 
Answer: The correction was rewritten. 
 
6)      Last line of introduction section ‘In particular, we demonstrate the use of FTIR microspectroscopy technique 
combined with multivariate data analysis, in particular PCA and HCA, to discriminate major tissue types in the 
leaf, and demonstrate how this information enables us to track biochemical changes in cassava leaf tissue 
related to beneficial bacterial B. subtilis CaSUT007 treatment and enhancement of growth and development of 
cassava plants’ is highly complex and it should be rewritten. 
Answer: The correction was rewritten. 
 
7)      In materials and method, what does NGB signify? If it is the growth medium then what is its full form and its 
composition? 
Answer: The correction was rewritten, NGB = nutrient glucose broth. 
. 
8)      What is the accession number of B. subtilis CaSUT007. 
Answer: The B. subtilis CaSUT007 does not submit the sequence into the NCBI database yet so there is no 
accession number. 
 
 
9)      Does the strain B. subtilis CaSUT007 show PGPR abilities such as Phosphate solubiulization, IAA 
production, colonization on plant roots, etc.? It is true that B. subtilis is known for Plant Growth Promotion (PGP) 
but it is not proved that all the strain of B. subtilis show PGP. 
Answer: The B. subtilis CaSUT007 does not submit the sequence into the NCBI database yet. 
 
10)     If the B. subtilis CaSUT007 is proven PGPR strain, has its data been published? If yes then provide 
reference and if not then author should prove that B. subtilis CaSUT007 is showing PGPR traits and should 
provide data. 
Answer: Bacillus subtilis CaSUT007, plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) is the rhizobacteria and have 
mode of action into directly or indirectly involved in enhancing plant growth and development via production of 
phosphate solubilizing substance, modulating plant hormone as indole acetic acid (IAA) levels, or indirectly by 
inducing plant defense mechanism, decreasing the infection of plant pathogens in the forms of bio-control agents 
(BCA) (Buensanteai et al. 2012; Buensanteai et al. manuscript submitted).  
 
 
 
 



 
 
11)     Under what conditions cassava stakes were grown? Green house was used? If not then what were the 
temperature and humidity levels? If these parameters were not measured then provide the month and year where 
cassava stakes were grown and provide the environmental parameters of Thailand when cassava stakes were 
grown. Basically provide the environmental conditions under which pots of cassava stakes were kept to 
germinate. 
 
Answer: The information has been included under materials and methods section. Pots were kept in a 
greenhouse with a 12-h photoperiod (28+2 °C and 75-80% relative humidity during the light period, 25+2 °C and 
>93% relative humidity during the dark period). The experiment was arranged in a randomized completely 
randomized design (CRD) with four replicates of 20 plants per treatment with one cassava stake in each pot.  

For statistical analyses, analysis of variance (ANOVA) was carried out to evaluate the differences 
among the treatments was determined according to Duncan’s Multiple Range Test at P < 0.05 by using SPSS 
version 14. 
 
12)     Provide the cultivar of cassava stakes. 
 
Answer: cultivar Rayong 72 
 
13)     Under results and discussion portion it is mentioned that cassava stakes were grown under green house 
conditions which is not mentioned under materials and method. 
Answer: The information has been included under materials and methods section. Pots were kept in a 
greenhouse with a 12-h photoperiod (28+2 °C and 75-80% relative humidity during the light period, 25+2 °C and 
>93% relative humidity during the dark period). 
 
14)     Legend of Figure 1 mentions ‘For each growth parameter, different letters indicate significant differenced 
(P < 0.05) among treatments’. In contradiction, there are no letters mentions on error bar showing significance. 
ANOVA is not performed nor mentioned in the manuscript then how does P value suddenly appear in the legend 
of Figure 1? 
Answer: The letters were added into the graph. 
 
15)     In results the PCA is described compares control with B. subtilis CaSUT007 treated cassava stakes. But 
the difference in the levels of Carbohydtares, Lipids, Proteins, etc. deduced by FTIR among the control and B. 
subtilis CaSUT007 treated cassava stake is not compared scientifically. 
16)     Thus there is need for better comparison of FTIR microspectroscopy results for control and B. subtilis 
CaSUT007 treated cassava stakes. 
Answer 15 & 16: The use of multivariate analysis, in particular Principle Component Analysis (PCA), has proven 
useful in the analysis of biospectroscopic data, providing two types of information: the visualisation of the 
clustering of similar spectra within datasets in scores plots and the identification of variables (spectral bands 
representing various molecular groups within the samples) in loadings plots to explain the clustering observed in 
the scores plots.  

PC1 and PC2 loading were shown that difference in bands associated with lipid, pectin, lignin, protein 
and polysaccharide were responsible for the separation of the clusters of the sample before and after cassava 
stakes treated with bacteria (figure6). Lipid or lignin bands (at 1729 cm-1) and complex changes in bands 
associated with polysaccharide regions (at 1120,1078,1043,1022 cm-1) were predominant observed in figure6b, 
corroborating the large difference observed in the average spectra in figure 5a. Considering the complex changes 
in bands associated with Amide I protein (at 1646, 1621 cm-1) and polysaccharide regions (at 1149, 1076, 
1046,998 cm-1) in figure6d, involved in difference clusters of the spectra corroborating with average spectra in 
figure 5b.  
 
17)     On the whole manuscript has originality and significant results. However, some language and grammatical 
errors needs to be corrected. Missing information mentioned above should be provided. Comparison of the 
results for the control and B. subtilis CaSUT007 treated cassava stake should be represented in the better way. 
 
Answer: Language and grammatical errors was corrected. 
 



Reviewer: 2 
 
Comments to the Author 
Article of Thumanu et al. “Infrared microspectroscopy: methods for determining cassava leaf biochemical 
composition response to Bacillus subtilis CaSUT007” the possibility of using infrared microspectroscopy for 
determining cassava leaf biochemical composition response to Bacillus subtilis CaSUT007. It was found that 
treatment of seeds by the bacterial culture results in increased germination rate of seeds, number of lateral roots 
and possibly other physiological functions of plants, according to the literature data on the results of using the 
plant growth promoting microorganisms. 

In the studies the modern method fourier transform infrared(FTIR) microspectroscopy has emerged as a 
tool that has been extensively developed in biological and medical fields. FT-IR spectroscopy has been 
extensively employed for the assessment of secondary structure of proteins and protein aggregates in solution, 
especially exploiting the sensitivity of the Amide I band to protein conformation. However, these measurements 
are technically demanding, due to the need of absolute control of the optical path of the liquid chambers for 
accurately compensating the dominant water contribution to the Amide I band. Highlighting protein conformation 
on individual hydrated live cells is a task even more challenging. The exploitation of microfabrication techniques 
to produce visible-infrared (Vis-IR) transparent microfluidic devices has provided only in recent times the 
technological breakthrough for overcoming the constraints encountered in monitoring live cells by FT-IR 
microspectroscopy. (Mitri, E.; Birarda, G.; Vaccari, L.; Kenig, S.; Tormen, M.; Grenci, G. Lab Chip 2013, 14, 
210−218. Birarda, G.; Grenci, G.; Businaro, L.; Marmiroli, B.; Pacor, S.; Piccirilli, F.; Vaccari, L. Vib. Spectrosc. 
2010, 53, 6−11. Holman, H.-Y. N.; Bechtel, H. A.; Hao, Z.; Martin, M. C. Anal. Chem. 2010, 82, 8757−8765.) 
Interesting data on the correlation between the level of dry mass accumulation and derivation in the IR spectra, 
for example, indicators of accumulation of carbohydrates and proteins was shown, and it is logical conclusion. 
According to the authors  FTIR microspectroscopy may be use as a new tool to examine the biochemical 
changes within the plant tissue, and I agree with them but I have some remarks. 
 
Remarks 
On the basis of  the data obtained it is not clear what biochemical alterations firstly should be under consideration 
of researcher after reception of  IR maps.. 
What indicators introduced by bacteria, are priority? It must be defined if the athors says  in introduction the 
phrase “Combining FTIR microspectroscopy with multivariate data analysis can enable phenotype 
characterization, by defining “spectral fingerprint” that can be related to the identification of biological strains and 
species”. 
Answer: We were added our work related references and Table1 into the revised manuscript. 

 
Introduction 
page 3 line 45 
Therefore, we proposed the FTIR microspectroscopy technique, which has the ability to resolve biochemical 
changes at the single cell level (Yu et al. 2003; Skotti et al. 2014), to study micro-structural changes in cassava 
plant. 
You can give a more modern references: Vongsvivut J, Heraud P, Gupta A, Thyagarajan T, Puri M, McNaughton 
D, Barrow CJ Synchrotron-FTIR Microspectroscopy Enables the Distinction of Lipid Accumulation in 
Thraustochytrid Strains Through Analysis of Individual Live Cells // Protist. 2015 Feb;166(1):106-21. doi: 
10.1016/j.protis.2014.12.002. Mitri E, Kenig S, Coceano G, Bedolla DE, Tormen M, Grenci G, Vaccari L. Time-
Resolved FT-IR Microspectroscopy of Protein Aggregation Induced by Heat-Shock in Live Cells. // Anal Chem. 
2015 Apr 7;87(7):3670-7. doi: 10.1021/ac5040659. 
 
page 4, line 10 
…IR spectra from plant tissue have absorbance bands uniquely assigned to higher plant components, such as 
lignin (ring vibration around 1515 and 1595 cm-1) or cell wall pectin (stretching vibration from carboxylated group 
at 1420 cm-1) 
The authors must explain the discrepancy between their data and literature data, such as follow: 
Plant tissues are characterized by a major absorption peak at 1,510 cm-1, indicating the presence of high 
amounts of lignin. (These peaks are characterized by non-specific functional groups of lignin) The peaks at 
1,428, 1,373, and 1,247 cm-1 characterize of nonspecific lignin functional groups (Faix O (1991) Classification of 
lignins from different botanical origins by FT-IR spectroscopy. Holzforschung 45: 21–27), 1,000 to 1,200 cm-1 
range characteristic of both cellulose and hemicelluloses (Marechal Y, Chanzy H (2000) The hydrogen bond 
network in Ibeta cellulose as observed by infrared spectrometry. J Mol Struct 523: 183–196). 
The peak at approximately 1,737 cm-1 in stem tissues is probably associated with pectin- or xylan-associated 
ester functions (Kacurakova M, Capek P, Sasinkova V, Wellner N, Ebringerova A (2000) FT-IR study of plant cell 
wall model compounds: pectic polysaccharides and hemicelluloses. Carbohydr Polym 43: 195–203). 
Matherial and methods 
 
Page 7, line 7 
Hierarchical Cluster Analysis (HCA) using D-values with Ward’s algorithm was carried out over the spectral 
ranges of 1800-900 cm-1 and 3050-2800 cm-1, which contained most of the biological bands in the IR spectrum. 
However, in the caption to Figure 3 and 4 is written: 2D UHCA map performed using five clusters on the range of 



1800-900 cm-1. 
The results of spectral ranges of 3050-2800 cm-1 is not listed. Wherefore? 
 
Answer The samples were prepared by using paraffin embedding, then the sections were following alcohol 
dehydration deparaffinized in xylenes and then dried overnight under vacuum. So, the spectral changes between 
3050-2800 cm-1 as a results of CH Stretching bands mainly from lipid were decided not to used for data analysis.  
The sentence were rewritten as shown below 
Hierarchical Cluster Analysis (HCA) using D-values with Ward’s algorithm was carried out over the spectral 
ranges of 1800-900 cm-1, which contained most of the biological bands in the IR spectrum. 
 
Results and discussion. 
Page 9. Line 3 
The spectral region of organic substances are given not exactly: Unsupervised hierarchical cluster analysis 
(UHCA) was used to compare differences and similarities between tissue spectra involving spectral regions with 
information about protein (1700-1580 cm-1), lipid or lignin (1770-1700 cm-1), and polysaccharides (1200-900 cm-
1). The authors should clarify the combine consideration of lipid and lignin. From the above phrase it is difficult to 
understand that the source of these data (author or literature or computer database). If it's published data, is 
necessary to specify. 
It’s necerrary to pay attention to the follow reference: 
The area integral of the following bands were considered: spectral region 3000−2800 cm−1, representative of 
cellular lipids (Lipids); spectral region 1705−1480 cm−1, representative of cellular proteins (Proteins); spectral 
region 1590−1480 cm−1, Amide II (AmII); spectral region 1270−1185 cm−1, asymmetric stretching of phosphate 
moieties (PhI); spectral region 1150−1005 cm−1, symmetric stretching of phosphate moieties (PhII).( Birarda, G.; 
Bedolla, D. E.; Mitri, E.; Pacor, S.; Grenci, G.; Vaccari, L. Analyst 2014, 139, 3097−3106.) 
Answer We added a new table for the band assignment table of the main IR spectra in the revised manuscript. 
 
Page 9, line 7: 
lipid or lignin (1770-1700 cm-1), and for comparison  page 4 line 11: such as lignin (ring vibration around 1515 
and 1595 cm-1). 
The specters’ of lipids and lignin’s do not coincide in comparison with results from the reference. 
Answer This sentence will edited to IR spectra from plant tissue have absorbance bands uniquely assigned to 
higher plant components, such as lignin (ring vibration around 1515 cm-1) or C=O ester from lipid or lignin or 
pectin   (around 1730 cm-1)  (Kenneth  & Lawrence 2005; Dokken & Davis 2007; McCann, M.C.,  2005,  Colthup 
et.al. 1964).  
 
It has been rewritten in the new the revised version. .  
 
Page 10 line 21-39. 
Description of the differences in the spectra of organic substances between the epidermis and mesophyll in 
control and treated with bacteria plants (Figure 5), is incomplete, inadequate. It is necessary to describe in detail 
the differences found in the epidermis in areas  
Answer The characteristic band from IR spectra of the main biopolymers of the cell wall depends on the 
crystallinity and conformation of the polysaccharide; fingerprint region. It contains several of polymers of different 
types such as proteins, aromatics, polysaccharides, having a particular molecular conformation and interacting 
with neighboring molecules in a specific way. (Séné et.al. 1994; Wang et al. 2012) The differences in the spectra 
of biochemical changes between the epidermis and mesophyll in control and treated with bacteria plants with the 
significant shift: 1550-1600 cm-1,, 1350-1450 cm-1, less than 1000 cm-1, which can be associated with a change in 
the construction of the cell wall and formation of the plant cell wall. It is known that bacteria affect the structure of 
plant cell walls. In some cases the bands in a particular spectral region cannot be assigned to a specific 
functional group, but they are characteristic of the molecule as a whole and constitute a fingerprint for the 
molecule. (Sene et al.1994; McCann et al. 1992). 
 
Page 12, line 43-52 
The results of an increased level of rhamnogalacturonan or beta-glucan (callose), should be reinforced the 
measurements of these substances by other methods. For example, callose staining by p-Rosolic acid (Sigma). 
It is strange that in the IR maps of experimental plants didn’t demonstrate new peaks responsible for new 
substances, which formed under the bacterial influence. It is not clear, what marker-changes took place under the 
influence of seed treatment with bacteria. So, it isn’t clear what changes can be used as an indicator. It is 
necessary to examine IR spectra of the cell walls enzymes situated in epidermis and RUBISCO in mesophyl if 
these enzymes were considered as а markers. The effect of bacteria on these plant enzymes which should be 
more fully describe with literature data. 
The article has interesting material but their interpretation requires some revisions. The article should be 
reviewed by the expert on the field of FTIR microspectroscopy methods, if it is possible. The article may be 
publicity with some revisions and can increase the journal rate. 
Answer The cell wall of plant cells are complex composites of cellulose, cross-linking glucans, protein and pectin 
substances. The specific functional groups of these molecules have been difficult to ascribe. There is some 
literature reviews studied on plant cell wall modifications. For example, the chemical characterization of cell walls 



ascribed with habituation to cellulose biosynthesis inhibitors and related to other stress condition (Alonso-Simon, 
A. et.al. 2004). This technique can be applied to analyze stems of wheat cultivars via the spectral fingerprinting of 
cell walls and to identify chemical differences between different lodging resistance samples. (Wang et.al. 2012) 
From our results, we found that the absorbance intensities at different frequency from control and treated groups 
can be related to the concentrations of different molecules such as cellulose, protein, pectin and lignin. So, in the 
future, it might be useful to study cell wall modifications in order to study in more details of biochemical changes 
under the influence of cassava stakes treatment with bacteria.  (Kenneth & Lawrence 2005; Kacuráková et al. 
2000; Wilson et al. 2000) Especially, the mid infrared region at 1200-800 cm-1 can be useful for identification of 
polysaccharide with different structure and composition from leaf cell walls.   
Investigation of cell wall composition can be further more studied by to identify particular polysaccharide 
compared with model compounds representing individual polysaccharide types and their mixture based on major 
sugar components. (McCann et al.1992; Wilson et al. 2000). 
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