
ก า รร ะบ ุย ีน ท ี่เก ี่ย วข ้อ งก ับ ก า รต อ บ ส น อ งต ่อ ไ ค โท ฃ าน ใน ข ้า ว  Oryza sativa  L. 

แ ล ะ  Arabidopsis thaliona  L.

น างส า วน น ท ล ี ช ำ น ัญ ม น ูญ ธ ร รม

ว ิท ย าน ิพ น ธ ์น ี้เป ็น ส ่ว น ห น ี่ง ข อ ง ก า รศ ึก ษ า ต า ม ห ล ัก ส ูต รป ร ิญ ญ าว ิท ย า ศ า ส ต รด ุษ ฎ ีบ ัณ ฑ ิต

ส าข าว ิข า ว ิท ย าศ าส ต ร ์ช ีว ภ าพ  

ค ณ ะว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ าล งก รณ ์ม ห าว ิท ย าล ัย  

ป ีก า รศ ึก ษ า  2556

ล ิฃ ส ิท ธ ิ้ฃ อ งจ ุฬ าล งก รณ ์ม ห าว ิท ย าล ัย

m i l l !  IIIIIIIIIIIII
5 3 7 3 8 0 9 1 2 3



ID EN TIFICATIO N  O F  G E N E S  IN VO LV IN G  IN C H IT O S A N  R E S PO N S E  IN RICE

Oryza sotiva L. a n d  Arabidopsis thaliano  L.

M is s  N o n ta le e  C h a m n a n m a n o o n th a m

A  D is s e r ta t io n  S u b m it t e d  in  P a r t ia l F u lf i l lm e n t  o f  t h e  R e q u ire m e n ts  

fo r  t h e  D e g re e  o f  D o c to r  o f  P h i lo s o p h y  P ro g ra m  in  B io lo g ic a l S c ie n c e s

F a c u lt y  o f  S c ie n c e  

C h u la lo n g k o rn  U n iv e rs ity  

A c a d e m ic  Y e a r  2013  

C o p y r ig h t  o f  C h u la lo n g k o rn  U n iv e rs it y



T h e s is  T it le

By

F ie ld  o f  S tu d y  

T h e s is  A d v is o r  

T h e s is  C o -A d v is o r

IDENTIFICATION O F  G EN ES  INVO LVIN G  IN CH ITO SAN  

R ESPO N SE  IN RICE Oryza sativa L. a n d  Arabidopsis 
thaliana L.

M iss  N o n ta le e  C h a m n a n m a n o o n th a m  

B io lo g ic a l S c ie n c e s

A s s o c ia te  P ro fe s s o r  S u p a ch it ra  C h a d c h a w a n , Ph.D . 

S itt iru k  R o y tra ku l, Ph.D .

P ro fe sso r  L u c a  C o m a i, Ph.D .

A c c e p t e d  b y  t h e  F a c u lt y  o f  S c ie n c e , C h u la lo n g k o rn  U n iv e rs ity  in  P a rt ia l 

F u lf i l lm e n t  o f  th e  R e q u ire m e n ts  fo r th e  D o c to ra l D eg ree

' ฯ

.D e a n  o f  th e  F a c u lt y  o f  S c ie n c e

(P ro ce sso r S u p o t  F la n n o n gbu a , Dr. rer. nat.)

TH ESIS  C O M M IT T E E

.C h a irm a n

(A s s is ta n t P ro fe s s o r  T o s a k  S e e la n a n , Ph.D .)

’ ro fe s s o r  S u p a ch it

.ร .^ ! .ไ !a H .. ไ 0!!!''*.!____ _____ T h e s is  C o -A d v is o r

___^; T T U T ____ร ^ ______ ____T h e s is  A d v is o r

(A s so c ia te  P ro fe s s o r  S u p a ch it ra  C h a d c h a w a n , Ph.D.)

T h e s is  C o -A d v is o r

.E x a m in e r

(A s s is ta n t P ro fe s s o r j)Q n g c h a i H a n y u ta n a k o rn , Ph.D.)

.E x a m in e r

it P ro fe s s o r  P o r

(A s s is ta n t P ro fe s s o r  Ra th  P ich yan gku ra , Ph.D.)

โโ ...’.........E x te rn a l E x a m in e r

(A s so c ia te  P ro fe s s o r  Ja ru n ya  N a ran ga javana , Ph.D.)



IV

บบทลี ชำนัญมมูญธรรม : การระบุยีนท่ีเก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อไคโท‘ชานในข้าว Oryza sativa L.
และ Arabidopsis thaliana  L.. (IDENTIFICATION OF GENES INVOLVING IN CHITOSAN RESPONSE
IN RICE Oryza sativa L. and Arabidopsis thaliana L.) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร. ศุภจิตรา
ขัซวาลย', อ.ท่ี•ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร. สิทธิรักษ์ รอยตระกูล, Prof. Luca Comai Ph.D., 181 หน้า.

ไคโท ่ฃาน เป ็นสารพ อล ีเมอร ์ช ีวภาพ ท ี่ส ามารถย ่อยสลายได ้ในธรรมซ าต ิ ม ีศ ักยภาพไนการไข ้ป ระโยชน ์ท าง 

การเกษตร รวมถ ึง ่ก ารซ ักนำการเจร ิญ เต ิบโตของพ ืช  การศ ึกษาคร ั้งน ี้ม ีว ัตอ ุประสงค ์เพ ื่อศ ึกษาการตอบสนองต ่อไคโทขาน 

ข องพ ืช ใบ ระด ับ โม เล ก ุล  ด ้วย เท คน ิคท างโปรต ิโอม ีกส ์ ท ราน สค ร ิป โตม ีกส ์ แ ล ะก ารซ ัก น ำให ้เก ิด ก ารก ล าย พ ัน ธ ์ การ 

ว ิเค ราะห ์โป รต ิบท ั้งหมดในด ้นกล ้าข ้าวพ ันธ ์ LPT123 ท ี่ได ้ร ับการพ ่นไคโทขาบท ี่ 40 m g/L พบว ่าม ีการเปล ี่ยนแปลงอย ่าง 

ม ีน ัยส ำค ัญ ข อ งโป รต ีน  105 ชน ิด  ข ี่ง ล ่วน ม าก เก ี่ย วข ้อ งก ับ ก ระบ วบ ก ารเม แ ท บ อ ส ิช ีม แ ล ะก า รส ่งส ัญ ญ าณ  ไคโทขาน 

กระต ุ้นการเก ิดออกช ีเดท ีฟ เบ ิสท ์และสารขจ ัดอน ุม ูลอ ิส ระ เพ ื่อ ร ักษ าภาวะธำรงด ุลของอน ุม ูลอ ิสระให ้อย ู่ในระด ับท ี่เป ็นต ัว  

ส ่งส ัญ ญ าณ มากกว ่าการเป ็นพ ิษ ไคโทขานย ังทำให ้เอนไขม ์ท ี่ส ำค ัญ ในกระบวนการไกลโคไลช ีสและว ัฎจ ัก รเคลว ิน  รวมถ ึง 

ส ่วน ป ระก อ บ ใบ ก ระบ วน ก ารส ัง เค รา ะห ์ด ้ว ย แ ส ง เพ ิ่ม ข ึ้น  นอกจากน ึ๋โป รต ีนต ัวร ับท ี่เก ี่ย วข ้อ งก ับการเจร ิญ เต ิบ โตของพ ืข  

ได ้แก ่ PSKR และ BRL1 ย ังถ ูกซ ักนำให ้เพ ิ่มข ึ้น  ใบทางตรงก ับข ้ามการให ้ไคโทขาบท ี่ 80 m g/L ใบ A r a b id o p s is  พบว ่า มี 

ผ ล ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โต ข อ งด ้น ก ล ้าท ั้ง ด ้น แ ล ะราก  ก า รว ิเค รา ะห ์ท รา น ส ค ร ึป โต ม ีก ส ์ พ บ ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล งอ ย ่า งม ี 

น ัยสำค ัญของ 1,557 ย ีน ข ี่งส ่วนใหญ ่เก ี่ย วข ้องก ับกระบวนการเมแท บอล ีข ีมและการตอบสนองต ่อความเคร ียด  ไคโทขาน 

ปร ิมาณ ส ูง  (FIDO ย ับย ั้งการเจร ิญ ของพ ืช  โดยรบกวนการท ำงาบของย ีนท ี่เก ี่ย วข ้องก ับการเจร ิญ เต ิบ โตและโปรต ีนต ัวร ับ  

หลายชน ิด บอกจากน ี้ย ังส ่งผล เส ียต ่อการส ัง เค ราะห ์ด ้วยแสงโดยรบกวนระบบแสง I และ II ภาวะธำรงด ุลของธาต ุเหล ็ก  

และการก ระต ุ้นก ารสล ายคล อโรพ ิล ล ์ ไคโทขานย ังถ ูกจดจำการตอบสนองในร ูปของ PAM Ps เพ ื่อ ก ระต ุ้นการตอนสนอง 

การปองก ับและการตอบสนองต ่อความเคร ียดของพ ืช  HDC กระต ุ้น ก ารเพ ิ่ม ของโป รต ีนต ัวร ับพ ีอ าร ์อ าร ี (PRRs) พ ีอาร ีย ีน  

(PR genes) ทรานสคร ิปซ ันแฟคเตอร' การส ่งส ัญญาณของฮอร์โมน และย ีนท ี่ตอบสนองต ่อความเคร ียดทางกายภาพ  กรด 

แอบไขข ิก (ABA) และก รดจ ัส โมน ิก  (JA) น ่าจ ะม ีบท บาท ท ี่โดด เด ่น ในการตอบสนองต ่อ  H DC ท ั้งน ี้การศ ึกษาโอม ีกส ์ท ั้ง  

สองว ิธ ีแสดงให ้เห ็นว ่า ไคโทขาบม ีผลต ่อการเปล ี่ยนแปลงกระบวนการเมแทบอล ิข ึมของพ ีขอย ่างม ีน ัยสำค ัญ  และคลอโรพ 

ลาสต ์เป ็นหน ี่งในส ่อแกเนลล'เป ๋าหมายของไคโทขาน การซ ักนำให ้เก ิดการกลายพ ันธ ์ด ้วยสาร EMS ใบ A ra b id o p s is  ถูก 

สร ้างข ึ้น เพ ื่อการค ัดเล ือกพ ีซกลายพ ันธ ์ท ี่ม ีล ักษณะทบต ่อไคโทซาน ใน'ปร ิมาณ ส ูง พบพ ีขกลายพ ันธ ์ 350 สายพ ันธ ์ท ี่แสดง 

ล ักษณะทนต ่อไคโทขาน เข ่น ม ีขนาดด ้นใหญ ่ห ร ือม ีรากยาวเม ื่อ เท ียบก ับพ ันธ ์ปกต ิ หล ังจากการทดสอบย ีนย ันหลายคร ั้งม ี 

เพียง 5 สายพ ันธ ์ท ี่ม ีล ักษณ ะการทบต ่อไคโทขาบอย ่างสม ํ่าเสมอ ส ุดท ้ายเหล ือเพ ียงสองลายพ ันธ ์ ได ้แก ่ 106A และ 161A 

ท ี่น ่าจ ะม ีก ารก ล าย พ ัน ธ ์ย ีน เด ี่ย วแ บ บ ด ้อ ย  ท ั้งส อ งสาย พ ัน ธ ์ถ ูก ว ิเค ราะห ์ส ำต ับ เบ สแ ละระบ ุย ีน  ท ี่เก ิดการกลายพ ันธ ์ พืช 

กลายพ ันธ ์ด ้วยการแทรก T-DNA ท ี่ม ีย ีบท ี่น ่าจะเก ิดการกลายพ ันธ ์ถ ูกส ั่งจาก ABRC และนำมาศ ึกษาล ักษณ ะการทบต ่อไค 

โทขาน พ ีขกลายพ ันธ ์จาก  ABRC ท ี่ม ีก ารแทรกในย ีน  TOM3 หร ือ OPT4 แสดงให ้เห ็บการทนต ่อไคโทขานท ี่ด ีท ี่ส ุด และ 

ส ่วนส ุดท ้ายย ีนท ี่ถ ูก ระบ ุใบ  A ra b id o p s is  ถ ูกนำมาเป ร ียบ เท ียบก ับข ้อม ูล โป รต ิโอม ีกส ์ใบข ้าวพ บว ่าม ี 9 ย ีบท ี่ออโทโลกัส 

ก ับจากข ้อม ูลทรานสคร ิปโตม ิกล ' และไม ่พบย ีบท ี่ออโทโลก ัสก ันจากข ้อม ูลย ีนท ี่เก ิดการกลายพ ันธ ์ การระบ ุย ีนท ี่ตอบสนอง 

ต่อไคโทขาบ ทำให ้เก ิดความเข ้าใจใบการตอบสนองของพ ืชต ่อไคโทขานในระด ับโมเลก ุลได ้ด ีข ึ้บ  บอกจากน ี้ย ัง เป ็นข ้อม ูล  

พ ื้นฐานสำหร ับการพ ัฒ นา การใข ้ประโยชน ์จากไคโทขาบในการเพ ิ่มการเจร ิญ เต ิบโตของพ ืฃอ ีกด ้วย
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C h ito san  is a na tu ra l d eg radab le  b io po lym e r tha t has a p o te n t ia l in ag ricu ltu ra l u t iliza tion  

in c lud ing  p la n t g row th  induction . Th is  s tud y  a im ed  to  investigate  th e  ch ito san  response  in p lan ts  at 

the  m o le cu la r  le v e l by  p ro te om ics , tran scrip tom ics and m u tagenes is te chn iques . P ro teo m ic  analysis 

o f  ‘ L PT 1 23 ’ rice seed lings trea ted  w ith  fo lia r app lica tion  o f ch ito san  at 40 m g/L re vea le d  significant 

changes o f  105 p ro te in s  m a in ly  in m e ta b o lic  process and signaling. Ch ito san  a c tiva ted  ox ida tive  burst 

and  ROS scavenger to  b a la n ce  ROS hom eostas is  in th e  le v e l o f  signaling m o le c u le  ra ther th an  tox ic ity . 

It a lso  e n h a n ce d  key en zym es in g lyco lys is  and  C a lv in  c y c le  as w e ll as p h o to syn th e t ic  co m p on en ts . เท 

add ition , tw o  re cep to rs  invo lv ing  in p la n t grow th, PSKR and BRL1 w e re  in du ced . Con trastly , app lica tion  

o f ch ito san  at 80 m g/L  in Arobidopsis i llu s tra ted  that ch ito san  re ta rded  seed lings g row th  b o th  shoot 

and  roo t d e ve lo p m e n t. T ranscrip t pro filing  revea led  sign ificant change  o f  1,557 genes m a in ly  in 

m e ta b o lic  p ro cess and  stress responses. High dose  ch ito san  (HDC) in h ib ited  p la n t grow th by  d isturb ing 

seve ra l g row th -re la ted  genes and recepto rs . Besides, HDC adve rse ly  in f lu e n ce d  on  pho to syn thes is  by  

d isturb ing p h o to sy s tem  I and II, iron hom eostas is  and  p rom oting  c h lo ro p h y ll b reakdow n. Ch ito san  was 

recogn ized  as PAM Ps (pa thogen-assoc ia ted  m o le cu la r  patterns) to  a c tiva te  d e fen se  and stress 

responses. HDC triggered pa tte rn  recogn ition  recep to rs (PRRs), p a thogen -re la ted  (PR) genes, 

transcrip tion  factors, h o rm o n e  signaling, and  ab io tic  stress respons ive  genes. Absc is ic  a c id  (ABA) and 

ja sm on ic  a c id  6 a ) appea red  to  p la y  a p rom inen t ro le  in HDC response. Taken  together, b o th  om ic  

app roaches im p lie d  th a t ch ito san  s ign ifican tly  changed p lan t m e ta b o lism  and c h lo ro p la s t  w as o ne  o f 

th e  ch ito san  target o rgane lle s . EM S -induced  m u tagen ized  Arobidopsis w as a ch ie ved  to  screen  for 

ch ito san -re s istan t m u tan ts  in HDC trea tm en t. There  w ere  350 m u tan ts  tha t sh ow ed  the  ch ito san  

resistant p h en o typ e s  such as larger in p la n t s ize or longer roots c o m p a red  to  w ild - ty p e  p lan ts. After 

m u lt ip le  co n firm a t io n  tests, the re  w e re  o n ly  5 cand ida te  m u tan ts  th a t co n s is te n t ly  resisted to  HDC. 

F ina lly , o n ly  tw o  o f  five  m u tan ts  se em ed  to  possess recess ive sing le gene m u ta tion , w h ich  w ere  106A 

and 161A m u tan t lines. These  tw o  m u tan ts w ere  sub jected  to  sequenc ing  ana lys is and  m u ta tion  

iden tifica tion . T h e  T -DNA insertion  m u tan ts  carrying pu ta tive  m u ta ted  gene w ere  o rde red  from  ABRC 

stock  cen te r aqd  w e re  sub jec ted  to  cha racte r ize  in HDC trea tm en t. T h e  ABRC m u tan t carrying insertion  

in TOM3 or OPT4 gene sh ow ed  th e  best ch itosan -resistan t pheno types. Lastly , the  iden tified  genes in 

Arobidopsis w ere  co m p a red  to  p ro te o m ic  data in rice. There  w e re  9 o rth o lo go u s  genes from  

transc rip tom ic  da ta  and n o ne  o f  th em  from  m utagenesis analysis. T h e  iden tifica tion  o f  ch ito san  

responsive  genes suggested th e  be tte r understand ing  o f  p la n t m o le cu la r  responses to  ch itosan . It a lso  

p ro v id ed  basic in fo rm a tion  fo r th e  im p ro vem en t o f  ch ito san  u tiliz a t io n  fo r p la n t grow th enhancem en t.
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