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ABSTRACT 

 

        In this study, we had constructed the cDNA library of Patumma or Siam tulip (C. 

alismatifolia Gangnep. cv. Chiang Mai Pink) from cold-treated bract tissues. Thirty 

clones were selected randomly then sequenced analyzed. Three members of genes 

having stress responses/defense mechanisms were characterized. The first gene was 

encoded CaPMP3 protein. CaPMP3 was grouped into PMP3 from rice OsLTI6A, 

potato StLTSR and Arabidopsis RCI2A and RCI2B which were reported as stress 

inducible gene. The second gene encoded CaRNS. CaRNS was in the group of S-like 

RNases from rice OsRNS2, bindweed CsRNS, Arabidopsis AtRNS2 and Antirrhinum 

AhRNAse28 which involved in plant response to wounding, phosphate limitation and 

pathogen.The last gene was encoded CaCPI. CaCPI was classified into the group of 

cystetins from amaranth, wheat and strawberry which have antifungal property. RT 

PCR revealed that CaPMP3 expressed in bract and it can be induced by salt, cold and  
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drough. While the expression of CaRNS was found in flower, stem and leaves. The 

cystatin CaCPI gene showed high expression in stem. Consequencely, CaCPI was 

chosen to investigate its function. Over expression of the CaCPI gene was presented 

in E. coli strain BL21-Star using pDEST17 vector under T7 strong promoter. Using 

SDS-PAGE showed that the recombinant CaCPI protein from the cell lysate was 

about 12 kDa in size as predicted from CaCPI amino acids sequence. For the CaCPI 

papain inhibitor property, pre-incubation of the CaCPI protein samples with papain 

demonstrated to inhibit the papain activity. And antifungal activity of the purified 

recombinant CaCPI protein was tested against three phytopathogenic fungi, Fusarium 

oxysporum, Colletotrichum capsici, Sclerotium rofsii and Pyricularia grisea. It was 

shown that the CaCPI protein could suppress mycelium growth of all the 

phytopathogenic fungi. In future experperiment, the CaCPI protein will be to test its 

antifungal activity and against other phytopathogenic fungi. Finally, CaCPI gene will 

be introduced into other compatible plant species to improve their antifungal activity. 
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บทคัดย่อ 
 

        ในการศึกษาน้ี ผูว้ิจ ัยได้สร้างห้องสมุดยีนของปทุมมาหรือสยามทิวลิป (C. alismatifolia 
Gangnep. cv. Chiang Mai Pink) ข้ึนจากเน้ือเยื่อใบประดบัท่ีถูกกระตุน้ดว้ยความเยน็ โคลนท่ีไดรั้บ
การคดัเลือกแบบสุ่มจ านวนสามสิบโคลนถูกน าไปหาวิเคราะห์ล าดบัเบส พบวา่มียีนจ านวนสามยีน
ท่ีเขา้รหสัการสังเคราะห์โปรตีนท่ีอาจเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อความเครียดหรือกลไกกระตุน้
ให้เกิดความตา้นทานต่อความเครียดในพืชได ้ยีนแรกเขา้รหัสสร้าง CaPMP3 ซ่ึงพบว่าอยู่ในกลุ่ม
ของ PMP3 ท่ีพบในขา้ว (OsLTI6A) มนัฝร่ัง (StLTSR) และอะราบิดอปซิส (RCI2A และ RCI2B) 
ซ่ึงทั้งหมดน้ีมีรายงานว่าตอบสนองต่อความเครียด ยีนต่อมาเขา้รหสัสร้าง CaRNS  ซ่ึงถูกจดัให้อยู่
ในกลุ่มของ S-like RNase กลุ่มเดียวกบั OsRNS2จากขา้ว CsRNS จาก bindweed AtRNS2จากอะรา
บิดอปซิส และ AhRNase28 จากหน้าววั ซ่ึงท าหนา้ท่ีตอบสนองต่อการเกิดบาดแผล การขาดแคลน
ฟอสเฟตและเช้ือโรค ยีนสุดทา้ยเขา้รหัสสร้าง CaCPI ซ่ึงเป็นซีสเตตินหรือตวัยบัย ั้งเอนไซม์ซีสเต
อีนโปรทีเอสกลุ่มเดียวกบัผกัโขม ขา้วสาลีและสตรอเบอร่ีซ่ึงมีคุณสมบติัยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา
ได้ การศึกษาการแสดงออกของยีนโดยเทคนิค RT-PCR พบว่ายีน CaPMP3 แสดงออกในใบ
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ประดบัและสามารถกระตุน้การแสดงออกไดด้ว้ยเกลือ ความเยน็และความแลง้ ขณะท่ียีน CaRNS 
ถูกพบในดอก กา้นดอกและใบ และสุดทา้ยยีน CaCPI แสดงออกในกา้นดอก ซ่ึงต่อมาไดเ้ลือกยีน 
CaCPI มาท าการศึกษาต่อ เพื่อหาคุณสมบติัและหน้าท่ีของโปรตีนชนิดน้ี ดงันั้น ยีน CaCPI จึงถูก
โคลนเข้าสู่เวคเตอร์ pDEST17 ภายใต้ T7 promoter และส่งถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ 
BL21-Star จากการหาขนาดของโปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE ซ่ึงพบว่าโปรตีนท่ีสร้างข้ึนมาน้ี
ขนาดประมาณ 12 kDa ตรงตามท่ีพยากรณ์ไวจ้ากล าดบักรดอะมิโน และเม่ือน าโปรตีนน้ีไปบ่มกบั
เอนไซม์ปาเปน (papain) พบว่าท าให้อตัราการการท างานของเอนไซม์ปาเปนลดลง และเม่ือน า
โปรตีนซีสเตตินท่ีผา่นการท าให้บริสุทธ์ิแลว้ไปทดสอบหาความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ื อราก่อโรคพื ช  ได้แ ก่  Fusarium oxysporum, Colletotrichum capsici, Sclerotium rofsii และ 
Pyricularia grisea ก็พบว่าโปรตีนซีสเตตินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราก่อโรคพืช
เหล่าน้ีได้ ในอนาคตโปรตีน CaCPI จะถุกทดสอบฤทธ์ิการต่อตา้นการเจริญของเช้ือราก่อโรคพืช
ชนิดอ่ืนๆ อีกและท้ายท่ีสุดจะมีการส่งถ่ายยีนน้ีเพื่อให้แสดงออกในพืชท่ีเหมาะสมเพื่อให้มี
ความสามารถในการตา้นทานเช้ือราต่อไป 


