
CHAPTER I

INTRODUCTION

R ic e  (Oryza sativa L.) is o n e  o f  t h e  m o s t  im p o r ta n t  c e r e a l  c ro p s  in  t h e  w o r ld  

th a t  p ro v id e s  a s t a p le  fo o d  fo r  o v e r  h a l f  o f  t h e  g lo b a l p o p u la t io n .  R ice  o f fe r s  v a r io u s  

b e n e f it s  f r o m  h a v in g  th e  s m a lle s t  g e n o m e  ( e s t im a te d  3 8 9  m i l l io n  b a s e  pa irs) a m o n g  

t h e  m a jo r  c e re a ls ,  d e n s e  g e n e t ic  m a p s  a n d  k n o w n  c o m p le t e  g e n o m e  s e q u e n c e .  T h e  

g iven  in fo rm a t io n  o f  a g e n o m ic  s e q u e n c e  d a ta b a s e  p r o m o te s  r ic e  t o  b e  an  e x c e l le n t  

m o n o c o t  m o d e l  o rg a n ism  fo r  m o le c u la r  b io lo g y . W o r ld  r ic e  p r o d u c t io n  m a y  in c re a s e  

b y  30%  o v e r  t h e  n e x t  10 y e a rs  t o  s u p p ly  t h e  p o p u la t io n  a n d  e c o n o m ic  d e v e lo p m e n t  

( In te rn a t io n a l R ic e  G e n o m e  S e q u e n c in g , 2005).

R ice  is an  a n n u a l grass w ith  r o u n d , h o l lo w  a n d  jo in t e d  s te m ; lo n g  a n d  f la t  le a f  

b la d e s  jo in e d  to  t h e  le a f  sh e a th s  w ith  c o lla r s .  เท g e n e ra l,  t h e  g ro w th  s ta g e  o f  r ic e  p la n t  

is d iv id e d  in to  th re e  stages: v e g e ta t iv e  s ta ge  (g e rm in a t io n  to  p a n ic le  in it ia t io n ) , 

r e p r o d u c t iv e  s ta ge  (p a n ic le  in it ia t io n  t o  h e a d in g )  a n d  r ip e n in g  s ta ge  (h e a d in g  t o  m a tu re  

gra in) ( M o ld e n h a u e r  a n d  S la to n , 2001). R ice  p la n t  h e ig h t  is an  im p o r ta n t  a g ro n o m ic  

tra it  c o r r e la t e d  w ith  r ice  y ie ld .  T h e  h e ig h t  s l ig h t ly  in c re a s e s  in  t h e  v e g e ta t iv e  

d e v e lo p m e n t  s ta g e  b u t  ra p id ly  le n g th e n  in  t h e  r e p r o d u c t iv e  s ta g e  b e fo re  h e a d in g . T h e  

a v e ra g e  r ic e  y ie ld  n e a r ly  re a c h e d  th e  m a x im u m  c a p a c ity  u n d e r  t h e  p re s e n t  p r o d u c t io n  

te c h n o lo g y .  T e c h n ic a l e f f ic ie n c y  o f  r ic e  p r o d u c t io n  c o u ld  b e  in c re a s e d  b y  

im p r o v e m e n t  o f  s o i l  q u a lit y  a n d  a p p lic a t io n  o f  b io - fe r t i l iz e r ,  p e s t  a n d  d is e a s e  c o n t r o l  

s u b s ta n c e s , a n d  p la n t  g ro w th  e n h a n c e r .

C h ito s a n  is a m o d if ie d  n a tu r a l p o ly s a c c h a r id e  p r o d u c e d  b y  t h e  p a r t ia l N- 

d e a c e t y la t io n  o f  c h it in , a m a jo r  c o m p o n e n t  o f  c ru s ta c e a n  s h e l ls  s u ch  as c ra b s , lo b s te r s ,  

a n d  sh r im p s . C h ito s a n  is a ls o  f o u n d  in  s o m e  m ic ro o rg a n is m s  a n d  fu ng i (C h e n ite  et al.,

2 0 0 1 ). เท r e c e n t  d e c a d e s , c h ito s a n  a n d  its d e r iv a t iv e s  h a v e  ra is e d  g re a te r  s c ie n t if ic  

in te re s t  in  l ife  s c ie n c e  a n d  te c h n o lo g ie s .  T h e  n u m b e r  o f  p u b l ic a t io n  in  t e rm  o f  c h ito s a n  

o r  c h ito s a n  d e r iv a t iv e s  has b e e n  g e tt in g  an  in c re a s in g  t r e n d  d u e  t o  th e ir  p ro p e r t ie s .  

C h ito s a n  has n u m e ro u s  a n d  u n iq u e  p h y s io lo g ic a l a n d  b io lo g ic a l  p ro p e r t ie s ,  le a d in g  to  

a g rea t p o t e n t ia l  in a s u s ta in a b le  a g r ic u ltu re  a n d  f o o d  s a fe ty  a p p lic a t io n .  T h e  

a p p lic a t io n  o f  c h ito s a n  in a g r ic u ltu re  c o n s is te d  o f  s e e d  c o a t in g  a n d  d ir e c t  sp ra y in g  o n  

p la n t s  (Z e n g  a n d  Sh i, 2009). เท a g r ic u ltu re , c h ito s a n  h a s  b e e n  a p p lie d  o n  s e e d s , le a v e s ,
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a n d  fru its , a n d  u s e d  as fe r t i l iz e r s  w ith  t h e  c o n t r o l le d  a g r o c h e m ic a l r e le a s e  t o  in c re a s e  

p la n t  g ro w th  a n d  y ie ld ,  s t im u la te  th e  p la n t  im m u n it y ,  a n d  p r o te c t  p la n t s  ag a in s t 

m ic ro o rg a n is m s  ( A b d e lb a s s e t  et a i,  2010).

O lig o m e r ic  c h ito s a n  h a s  b e e n  r e p o r te d  t o  b e  e f fe c t iv e  o n  p la n t  g ro w th  a n d  

p la n t  d e fe n s e  a g a in s t p a th o g e n  (N ge et a i,  2006 ; F a lc o n -R o d r ig u e z  et al., 2009). เท 

o u r  la b , o lig o m e r ic  c h ito s a n  w ith  d e a c e th y la t io n  p e rc e n ta g e  o f  8 0  ( 0 8 0 )  h a s  b e e n  u s e d  

t o  im p ro v e  g ro w th  o f  m a n y  p la n ts .  F o r  in s ta n c e , in r ice , 0 8 0  a t  t h e  c o n c e n t r a t io n  o f  

40  m g /L  s ig n if ic a n t ly  e n h a n c e d  ‘ L P T 1 2 3 ’ r ic e  g ro w th  a t t h e  v e g e ta t iv e  s ta ge  a n d  a ls o  

e n h a n c e d  p h o to s y n th e t ic  p ig m e n t  c o n te n t  in  r ic e  u n d e r  d ro u g h t  s t re s s  (P o n g p ra y o o n  

et at, 2013). เท o rc h id s ,  0 8 0  a t t h e  c o n c e n t r a t io n  o f  10 a n d  2 0  m g /L  w a s  fo u n d  t o  b e  

th e  m o s t  a p p ro p r ia te  c h ito s a n  t y p e  a n d  c o n c e n t r a t io n  t o  in d u c e  p r o to c o m - l ik e  b o d y  

fo rm a t io n  o f  h y b r id  Dendrobium  o r c h id s  ( P o rn p ie n p a k d e e  et a t,  2010). A d d it io n a l ly ,  

fo lia r  a p p l ic a t io n  o f  0 8 0  a t  t h e  c o n c e n t r a t io n  o f  1, 10, 50 , a n d  100  m g /L  c o u ld  in d u c e  

e a r ly  f lo w e r in g  a n d  in c re a s e  th e  in f lo r e s c e n c e  a c c u m u la t iv e  n u m b e r  o f  o r c h id s  

( L im p a n a v e c h  et a i,  2008).

N o w a d a y s , u t i l iz a t io n  o f  o lig o m e r ic  c h ito s a n  t o  e n h a n c e  p la n t  g ro w th  h a s  b e e n  

s p re a d  o u t;  h o w e v e r ,  t h e  q u e s t io n  a b o u t  c h ito s a n  m e c h a n is m  in p la n t  g ro w th  is s t i l l  

n o t  e lu c id a te d .  T h e re  a re  m a n y  re s e a rc h e s  r e p o r te d  t h e  c h ito s a n  r e s p o n s e  fo c u s in g  

o n  p la n t  d e fe n s e  m e c h a n is m , as it w a s  s h o w n  t o  b e  a b le  t o  a c t iv a te  t h e  d e fe n s e  

r e s p o n s e s  in  p la n t s  (A g raw a l et ai., 2002 ; L iz a m a -U c  et a t,  2007 ; A b d e lb a s s e t  et a i,  

2 0 1 0 ).

P r o te o m ic s  is a la rg e -s c a le  p ro te in  s tu d y  a t  a p a r t ic u la r  c o n d it io n  in c lu d in g  

p r o te in  a b u n d a n c e s  in fo rm a t io n ,  p ro te in  m o d if ic a t io n s  a n d  v a r ia t io n s , a lo n g  w ith  th e ir  

in te ra c t io n s  a n d  c o -e x p re s s io n  n e tw o rk s  t o  u n d e r s ta n d  th e  c e l lu la r  re s p o n s e s . T h e  

p r o te o m ic  a p p ro a c h e s  o f  c r o p  p la n t  h a v e  b e e n  in c re a s e d  w ith in  t h e  la s t  d e c a d e  w ith  

t h e  im p r o v e m e n t  o f  its t e c h n iq u e s  t o  b e  b e t te r  a c c u r a c y  a n d  e f f ic ie n c y  (K o m a ts u  et 

a t,  2013). T w o -d im e n s io n a l e le c t r o p h o r e s is  (2-DE) is t h e  p r o m in e n t  t e c h n iq u e  fo r  

p ro te in  s e p a ra t io n . F lo w e v e r , it has a l im it a t io n  in p ro te in  c h a ra c te r is t ic s  in c lu d in g  h igh  

o r  lo w  m o le c u la r  m a sse s , e x t r e m e  pi, h ig h ly  h y d r o p h o b ic  p ro te in ,  a n d  lo w  a b u n d a n c e  

p ro te in s .  T h e s e  c h a ra c te rs  a re  n o t  e a s y  t o  d e a l  w ith  a s ta n d a rd  2 -D E  (P a rk  et a t,  2006). 

A n  a lte r n a t iv e  t e c h n iq u e  is o n e - d im e n s io n a l e le c t r o p h o r e s is  ( 1 -DE) w ith  h igh - 

th ro u g h p u t  l iq u id  c h r o m a to g ra p h y  c o u p le d  w ith  m a s s  s p e c t r o m e t r y  (L C -M S /M S )  to
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d ir e c t ly  a n a ly z e  t h e  p ro te in  a b u n d a n c e s .  A lth o u g h ,  1-DE h a s  a b e s t  c o v e ra g e  a n d  c a n  

b e  r e p r o d u c ib le ,  its r e s o lu t io n  c a p a c ity  is lo w e r  th a n  2 -D E  d u e  t o  t h e  c o m p le x it y  o f  

p r o te in  in  t h e  s a m e  p ro te in  b a n d  in ge l. T o  im p ro v e  t h e  r e s o lu t io n  o f  1-DE, g e l is 

s e r ia l ly  c u t  in to  t h e  v e r y  s m a ll  p ie c e s  c o r r e s p o n d in g  t o  t h e  ra n g e  o f  k n o w n  m o le c u la r  

w e ig h t  o f  p ro te in  la d d e r .  T h e  c u t  g e l has t o  la b e l  th e  s l ic e  n u m b e r  o r  p o s it io n  in  th e  

g e l t o  h a rv e s t  t h e  c o r r e c t  m a ss  s p e c t r o m e t r ic  in fo rm a t io n . T h e  r e p la c e m e n t  o f  2 -D E  

w ith  1-DE c o u ld  in c re a s e  a n u m b e r  o f  id e n t i f ie d  p ro te in  p o o l  e s p e c ia l ly  m e m b ra n e  

p ro te in  (P e tu s h k o v a  a n d  L is itsa , 2012). D u e  t o  t h e  e l ic i t o r  p r o p e r t y  o f  c h ito s a n , it m ig h t 

in te ra c t  w ith  t h e  m o le c u le  o n  p la s m a  m e m b ra n e  su r fa c e  t o  trigge r a s ig n a l 

t r a n s d u c t io n .  T h is  t e c h n iq u e  has a p o t e n t ia l  t o  im p ro v e  t h e  u n d e r s ta n d in g  o f  c h ito s a n  

re s p o n s e s .

เท th e  d e e p  u n d e rs ta n d in g  o f  m o le c u la r  b a s is  o f  o l ig o m e r ic  c h ito s a n  re s p o n s e  

p a r t ic u la r  in p la n t  g ro w th  a n d  d e v e lo p m e n t ,  id e n t if ic a t io n  o f  c h ito s a n - re s p o n s iv e  

g e n e s  s h o u ld  b e  in v e s t ig a te d . T h e  firs t p r e v io u s  s tu d y  o f  t r a n s c r ip t io n a l c h a n g e  

re s p o n d in g  t o  o lig o m e r ic  c h ito s a n  r e v e a le d  th a t  c h ito s a n  e l ic i t e d  t h e  p la n t  im m u n e  

s y s te m  in o i ls e e d  ra p e  (Brassica nopus). T h is  d e fe n s e  r e s p o n s e  c o n n e c t e d  w ith  

ja s m o n ic  a c id / e t h y le n e -m e d ia t e d  s ig n a lin g  p a th w a y  (Y in  et al., 2006). เท a d d it io n ,  it 

w a s  a ls o  fo u n d  th e  p r o d u c t io n  o f  h y d ro g e n  p e ro x id e  (H 2O 2) a n d  n it r ic  o x id e  (NO ) in 

e p id e r m a l c e l ls  a f te r  o lig o m e r ic  c h ito s a n  t r e a tm e n t  (L i et a i,  2009).

T r a n s c r ip to m e  is w h o le  t ra n s c r ip ts  in  a c e l l  o r  o rg a n ism s  a t t h e  s p e c if ic  

d e v e lo p m e n t a l  s ta g e  o r  c o n d it io n .  T r a n s c r ip to m e  re v e a ls  t h e  fu n c t io n a l  e le m e n ts ,  

c o n s t it u e n t  o f  c e l ls  a n d  t is s u e s  le a d in g  to  u n d e r s ta n d  c e l lu la r  r e s p o n s e s  a t t h e  s tage  

o f  in te re s t  (W ang et a i,  2009). R e c e n t ly ,  h ig h - th ro u g h p u t  s e q u e n c in g  has b e e n  

d e v e lo p e d  t o  q u a n t ify  a n d  m a p  t ra n s c r ip to m e s .  R N A  s e q u e n c in g  (R N A -se q )  is a PC R - 

b a s e d  a n d  p o w e r fu l t o o l  fo r  t r a n s c r ip to m ic  a n a ly s is  t o  m e a s u re  t h e  le v e l  o f  w h o le  

t ra n s c r ip t  e x p re s s io n  in c lu d in g  th e  lo w  c o p y  a n d  n o v e l g e n e s . R N A -s e q  c o u ld  b e  

r e p la c e d  m ic ro a r ra y  w ith  m o re  a c c u ra c y , h ig h ly  r e p r o d u c ib le ,  lo w  b a c k g ro u n d  n o is e , 

a n d  r e q u ire d  s m a ll  a m o u n t  o f  R N A  s a m p le  (Li et a i,  2010 ). T h e  a d v a n ta g e  o f  R N A -se q  

c o u ld  e n a b le  t h e  d is c o v e r y  o f  u n p r e c e d e n te d  o v e r v ie w  o f  t h e  c h ito s a n - r e s p o n s iv e  

t ra n s c r ip to m e .
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F o rw a rd  g e n e t ic s  has b e e n  w id e ly  u s e d  t o  s tu d y  t h e  g e n e  fu n c t io n  a n d  

m o le c u la r  e v e n t s  o f  p a r t ic u la r  b io lo g ic a l p ro c e s s . It c a n  b e  u s e d  t o  id e n t ify  th e  

s e q u e n c e  v a r ia t io n  r e s p o n s ib le  fo r  th e  p h e n o ty p e  o f  in te re s t . In it ia lly , th is  m e th o d  

s ta r ts  w ith  g e n e ra t in g  r a n d o m  m u ta t io n  in  an  o rg a n ism  a n d  is f o l lo w e d  b y  s u b s e q u e n c e  

b re e d in g  a n d  is o la t in g  in d iv id u a ls  w ith  a b e r ra n t  p h e n o ty p e s  (Page  a n d  G ro s sn ik la u s , 

2002). T o  id e n t ify  t h e  m u ta te d  g ene , fa s t - fo rw a rd  g e n e t ic s  has b e c o m e  a t e c h n iq u e  

fo r  ra p id  id e n t if ic a t io n . T h is  m e th o d  is a c o m b in a t io n  o f  b u lk - s e g re g a t io n  a n a ly s is  a n d  

n e x t -g e n e ra t io n  s e q u e n c in g . It has b e e n  u s e d  in  w e l l- d e f in e d  g e n o m ic  s e q u e n c e  p la n t  

in c lu d in g  Arabidopsis (M o k ry  et a t,  2011 ; S c h n e e b e rg e r  a n d  W e ig e l, 2011 ). Arabidopsis 

thaliana  is a p la n t  m o d e l  fo r  m o le c u la r  b io lo g y  as its s m a l l  g e n o m e  s iz e  a n d  ra p id  life  

c y c le  (M e in k e  et a t,  1998). F o r  t h e  b e s t  o f  m y  k n o w le d g e ,  g e n e t ic  s c re e n in g  fo r  

c h ito s a n - re s p o n s iv e  g e n e  h a s  n o t  b e e n  p e r fo rm e d . T h is  m ig h t  b e  t h e  f irs t  s tu d y  t o  

is o la t e  c h ito s a n  in s e n s it iv e / re d u c e d - s e n s it iv e  m u ta n t s  fo r  fu r th e r  in v e s t ig a t io n  o f  

c h ito s a n  r e s p o n d in g  m e c h a n is m  in p la n ts .

T h e  g e n e ra l a im  o f  th is  s tu d y  w a s  to  in v e s t ig a te  t h e  p o t e n t ia l  o f  c e l lu la r  

c o m p o n e n t s  r e s p o n s ib le  fo r  c h ito s a n  e l ic i t a t io n  p a r t ic u la r  in  p la n t  g ro w th  a n d  

d e v e lo p m e n t  v ia  o m ic s  a n d  g e n e t ic  a p p ro a c h e s .  T h is  s tu d y  p u rp o s e d  t h e  c e l lu la r  

p r o te o m e  re s p o n s e  o f  r ic e  s e e d lin g s  t re a te d  w ith  o l ig o m e r ic  c h ito s a n . A n  id e n t if ic a t io n  

o f  c h ito s a n - re s p o n s iv e  g e n e  in  Arabidopsis, c h ito s a n - r e s p o n s iv e  t r a n s c r ip t o m e  a n d  th e  

g e n e t ic  s c re e n  o f  c h ito s a n - r e d u c e d - s e n s it iv e  m u ta n t s  w e re  e lu c id a te d .  T h e  re s u lts  

f r o m  tw o  m o d e l  o rg a n ism s  w e re  c o m p a re d  fo r  b e t t e r  u n d e r s ta n d in g  in  c h ito s a n  

r e s p o n s e  a t t h e  m o le c u la r  le v e l.

T h e  o b je c t iv e s  o f  th is  s tu d y  are:

1. T o  in v e s t ig a te  p ro te in  p ro f ile s  o f  r ic e  s e e d l in g s  a f te r  c h ito s a n  a p p lic a t io n .

2. T o  id e n t ify  a n d  c h a ra c te r iz e  s o m e  c h ito s a n - r e s p o n s iv e  g e n e s  in 

Arabidopsis.

3. T o  id e n t ify  o r th o lo g  gene(s) in v o lv in g  in  c h ito s a n  r e s p o n s e s  in  r ice .
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