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Abstract 

Project Code :  MRG5280200 
Project Title :  Roles of chitosan on actin cytoskeleton and membrane function in roots 

from Oryza sativa under heat shock 
Investigator :  Miss Anchalee Chaidee Chulalongkorn University 
E-mail Address : acchaidee@gmail.com 
Project Period : 16 March 2009 - 15 September 2011 
 
Effects of chitosan on heat shock-induced changes in extracellular pH, alkaline phosphatase, and 
actin cytoskeleton were investigated in root cells of rice (Oryza sativa L.) cv. KDML105 and HKL1 
to test whether chitosan can induce thermotolerance in root tissues. Therefore cut root tips (40 mg 
FW, 5 mm length) were exposed to different levels of heat shock, chitosan, and chitosan 
pretreatment prior to heat shock. Both cultivars responded to heat shock and chitosan differently. 
At 35C actin cytoskeleton reorganized to short fragments and dots in root border cells (RBCs) of 
HKL1, it did not change in KDML105. At this temperature, extracellular acidification occurred in 
HKL1 while no change of extracellular pH was found in KDML105. In addition, actin ring formation 
was found only in KDML105 at 38C, whereas actin filament mostly fragmented in HKL1. It seems 
that change in actin organization was most rapid and pronounced comparing to pH and alkaline 
phosphatase. Moreover, secretory activity measured with alkaline phosphatase was not associated 
to the cytoskeleton. Like heat shock, HKL1 was more sensitive to chitosan treatment (10 ppm O80 
20 min) than KDML105. Though extracellular pH was increased by chitosan similarly, actin 
fragmentation was found in RBCs only in HKL1. In addition, chitosan-induced cell plasmolysis was 
more pronounced in elongating epidermal cells of HKL1 than KDML105. Interestingly, actin ring 
was also found at 35C in epidermal cells and actin fragment in RBCs of KDML105 when chitosan 
was present. This finding indicates that chitosan does not strenghten the cytoskeleton and 
membrane integrity but enhance the severity of heat shock based on the shift of temperature 
causing actin fragmentation. These differential responses of both rice cultivars to stress are useful 
for future research with other approaches on roles of heat shock-induce actin ring. 
 
Keywords : actin, chitosan, heat shock, Oryza sativa, root border cell 
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บทคัดย่อ 
รหัสโครงการ   MRG5280200 
ชื่อโครงการ  บทบาทของไคโตซานต่อแอกตินไซโทสเกเลตอนและหน้าที่ของเยื่อหุ้ม 

ในรากของข้าว Oryza sativa ภายใต้ภาวะอุณหภูมิสูง 
ชื่อนักวิจัย  นางสาวอัญชลี  ใจดี   จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
E-mail Address: acchaidee@gmail.com 
ระยะเวลาโครงการ 16 มีนาคม 2552 ถึง 15 กันยายน 2554 
การศึกษาผลของไคโทซานต่อการเปลี่ยนแปลง pH และ alkaline phosphatase ภายนอกเซลล์ และการ
จัดเรียงตัวของแอกตินไซโทสเกเลตอนในเนื้อเยื่อรากข้าว (Oryza sativa L.) พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
(KDML105)  และหอมคลองหลวง1 (HKL1) มีขึ้นเพื่อทดสอบว่าไคโทซานสามารถชักน าความทนต่อ
อุณหภูมิสูงในเนื้อเยื่อรากได้หรือไม่ ทดลองโดยแช่ปลายรากข้าวที่ตัดให้ยาว 5 มิลลิเมตร จ านวน 40 ชิ้น 
(น้ าหนักสด 40 มิลลิกรัม) ให้ได้รับอุณหภูมิสูงและไคโทซานที่ระดับต่าง ๆ ตลอดจนการให้ไคโทซานก่อน
แล้วตามด้วยภาวะอุณหภูมิสูง ผลการทดลองพบว่าข้าวทั้งสองพันธุ์ตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงและไคโทซาน
แตกต่างกัน ที่อุณหภูมิ 35C แอกตินไซโทสเกเลตอนในเซลล์บอร์เดอร์ของราก (RBCs) ข้าวพันธุ์ HKL1 
จัดเรียงตัวใหม่เป็นสายสั้นและเป็นจุด ส่วนพันธุ์ KDML105 ไม่เปลี่ยนแปลง นอกจากนี้ ยังพบภาวะเป็นกรด
ภายนอกเซลล์ในพันธุ์ HKL1 ในขณะที่ pH ภายนอกเซลล์ของพันธุ์ KDML105 ไม่เปลี่ยนแปลงที่อุณหภูมินี้ 
ยิ่งไปกว่านั้น พบแอกตินรูปวงแหวน (actin ring) เฉพาะในพันธุ์ KDML105 ที่อุณหภูมิ 38C ในขณะที่เกิด
แอกตินสายสั้นเป็นส่วนใหญ่ในพันธุ์ HKL1 ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า แอกตินไซโทสเกเลตอนมีการ
เปลี่ยนแปลงที่ไวต่ออุณหภูมิและเห็นได้ชัดเจนกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับ pH และ alkaline phosphatase ยิ่ง
ไปกว่านั้น กิจกรรมการหลั่งสารออกนอกเซลล์ที่วัดจากเอนไซม์ alkaline phosphatase ไม่มีความสัมพันธ์ที่
ชัดเจนกับไซโทสเกเลตอน นอกจากนี้ พันธุ์ HKL1 ไวต่อไคโทซาน (10 ppm O80 20 นาที) มากกว่า 
KDML105 ในท านองเดียวกันกับภาวะอุณหภูมิสูง แม้ว่ามีการเพิ่มขึ้นของ pH ภายนอกเซลล์เหมือนกัน แต่
การเกิดสายสั้นของสายแอกตินเกิดขึ้นเฉพาะใน RBCs ของ HKL1 ยิ่งไปกว่านั้น ยังพบว่ามีเซลล์ที่เกิด 
plasmolysis อย่างชัดเจนในบริเวณ elongation zone ของพันธุ์ HKL1 มากกว่า KDML105 นอกจากนี้ การ
ที่อุณหภูมิ 35C ท าให้เกิด actin ring ในเซลล์ชั้นผิวและแอกตินสายสั้นใน RBCs ของพันธุ์ KDML105  
เม่ือมีไคโทซานมีความน่าสนใจมาก เพราะแสดงให้เห็นว่าไคโทซานไม่ได้ช่วยเพิ่มความแข็งแรงให้กับแอก
ตินไซโทสเกเลตอนและเยื่อหุ้มเซลล์ แต่กลับเพิ่มความรุนแรงของภาวะอุณหภูมิสูงให้มากขึ้น เม่ือดูจากการ
เปลี่ยนเป็นแอกตินสายสั้นที่เกิดขึ้นที่อุณหภูมิต่ าลง  การตอบสนองของแอกตินที่แตกต่างกันระหว่างข้าว
สองสายพันธุ์นี้สามารถเป็นเครื่องมือที่ใช้เพื่อศึกษาถึงหน้าที่ของ actin ring ที่เกิดจากภาวะอุณหภูมิสูงโดย
ใช้วิธีการทดลองอื่นๆ ได้ต่อไป 
ค าหลัก  แอกติน  ไคโทซาน ภาวะอุณหภูมิสูง Oryza sativa เซลล์บอร์เดอร์ของราก 
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บทน า  

ปัญหาการระบาดของโรคและแมลงและมีผลอย่างมากต่อการผลิตพืชโดยเฉพาะอย่างยิ่งในสถานการณ์

ปัจจุบันที่ปัจจัยสิ่งแวดล้อมมีการเปลี่ยนแปลงที่ท านายได้ยากไปในปัจจุบัน จึงเกิดแนวคิดที่จะลดความ

เสียหายของผลผลิตด้วยวิธีการต่าง ๆ เป็นต้นว่า การใช้สารโพลีเมอร์ชีวภาพ เช่น ไคโทซาน เป็นปุ๋ย

ชีวภาพ มีหลักฐานที่แสดงว่าการใส่ไคโทซานลงในดินมีผลเพิ่มการเจริญเติบโตของพืชหลายชนิด (Ohta et 

al., 2004) ล่าสุดมีรายงานว่าไคโทซานเร่งระยะเวลาการออกดอกและเพิ่มจ านวนช่อดอกของกล้วยไม้สกุล 

Dendrobium ได้ (Limpanavech et al. 2008) ผู้วิจัยยังพบว่าขนาดของคลอโรพลาสต์และจ านวนชั้นของ

เซลล์บันเดิลชีธ (bundle sheath cells) ที่มีซิลิกาบอดี (silica body) เพิ่มขึ้นหลังการได้รับไคโทซาน

สม่ าเสมอและต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน แม้ว่าจะยังไม่ทราบถึงกลไกที่ไคโทซานมีผลต่อการเติบโตและการ

ออกดอกของพืช แต่มีแนวคิดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการชักน ากลไกการต้านทานโรคของพืช ไคโทซานเป็น

สารอนุพันธ์ชนิดหนึ่งของไคทิน (deacetylated chitin) มีคุณสมบัติการต่อต้านเห็ดราและเป็น potent elicitor 

ที่ชักน ากลไกการต้านทานโรคของพืช (Amborabé et al., 2008) ที่สภาวะกรดถึงกลาง ไคโทซานมีค่า pKa 

ประมาณ 6.5 ไคโทซานจะมีประจุเป็นบวกและสามารถกระท าต่อชีวโมเลกุลของเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีประจุเป็นลบ

เช่นฟอสฟอลิพิดได้ (Liu et al., 2004) ไคโทซานไม่ก่อให้เกิดภาวะเป็นด่างภายนอกเซลล์ (extracellular 

alkalinization) ที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 1 ไมโครโมลาร์ (Baureithel et al., 1994) ส่วนความเข้มข้น 2 นาโน

กรัมต่อมิลลิลิตรจะก่อให้เกิด extracellular alkalinization ในระดับ 50 % ของค่าสูงสุดในเซลล์แขวนลอย

มะเขือเทศ (Stratmann et al., 2000). ในเซลล์แขวนลอย poplar ไคโทซานก่อให้เกิด extracellular 

alkalinization ประมาณ 0.5 pH ที่ความเข้มข้นสูงกว่า 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (Haruta 

and Constabel, 2003) จะเห็นได้ว่าการตอบสนองของค่า extracellular pH ต่อไคโทซานผันแปรตามชนิด

ของพืชที่ศึกษา นอกจากการเปลี่ยนแปลงของ pH แล้ว ไคโทซานยังมีผลให้ความเข้มข้นของแคลเซียม

ไอออนเพิ่มขึ้นในเซลล์แขวนลอยถั่วเหลือง ซึ่งตามมาด้วยการฆ่าตัวตายของเซลล์ในเวลาต่อมา (Zuppini et 

al., 2003) ไคโทซานยังมีผลกระตุ้นการสร้างสารไฟโทอะเล็กซิน (phytoalexin) ที่มีผลยับยั้งการเติบโตของ

เห็ดราในฝักถั่ว (Hadwiger and Beckman, 1980) และ proteinase inhibitors ในใบมะเขือเทศอีกด้วย 

(Doares et al., 1995) ยิ่งไปกว่านั้น ไคโทซานยังก่อให้เกิดการเพิ่มขึ้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์น าไปสู่

การปิดปากใบมากขึ้น (Lee et al., 1999) ผลต่อปากใบเช่นนี้ช่วยลดโอกาสในการแพร่ของเชื้อโรคเข้าทาง

ปากใบได้ (Lee et al., 1999) 
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ในปัจจุบัน ความเข้าใจถึงความเกี่ยวข้องระหว่างไคโทซานและแอกตินในเซลล์พืชยังมีไม่มากนัก แต่เป็นที่

ทราบกันแล้วว่าไคโทซานกระตุ้นให้ปากใบปิดโดยกลไกที่เกี่ยวข้องกับกรดแอบไซซิก ซึ่งกลไกการปิดปาก

ใบที่เกี่ยวข้องกับกรดแอบไซซิกน้ันควบคุมโดยแอกตินไซโทสเกเลตอน (Eun and Lee, 1997) ไม่เฉพาะแค่

การเปลี่ยนแปลงปากใบเท่านั้นที่ควบคุมโดยแอกตินไซโทสเกเลตอน แต่ยังรวมถึงการเติบโตยืดยาวของ

ละอองเกสรและเซลล์ขนราก (Fu et al., 2001; Ketelaar et al., 2002) และการตอบสนองต่อ nod factors 

ในเซลล์ขนรากอีกด้วย (de Ruijter et al., 1999) บทบาทต่อการจัดระเบียบโครงสร้างไซโทพลาซึม 

(cytoplasmic organization) ก็เกิดได้จากปฏิกิริยาโพลิเมอไรเซชันของแอกตินมอนอเมอร์ (G-actin) ไปเป็น 

แอกตินสายยาว (filamentous actin, F-actin) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่เกิดได้ด้วยตัวเองและมีการเปลี่ยนแปลงอยู่

ตลอดเวลา (Staiger, 2000) ภายใต้ภาวะเครียดจากอุณหภูมิที่ผิดปกติ การจัดเรียงตัวของแอกตินไซโทสเก

เลตอนน้ันจะเกิดขึ้นตามหลังการเปลี่ยนแปลงระดับ fluidity ของเยื่อหุ้มเซลล์ (Sangwan et al., 2002; Sung 

et al., 2003) ในเซลล์ชั้นผิวของราก Arabidopsis ที่ได้รับอุณหภูมิสูงที่ 42C แอกตินสายยาวเกิดปฏิกิริยาดี

พอลิเมอไรเซชันเป็นสายสั้นลงในเวลาเพียง 10 นาที โดยการเปลี่ยนแปลงนี้สามารถผันกลับได้ในเวลา 1 

ชั่วโมง  (Müller et al., 2007) ในภาวะท่ีอุณหภูมิสูงกระตุ้นให้เกิด extracellular alkalinization นั้นมีการหลั่ง

โปรตีน รวมทั้ง alkaline phosphatase ออกสู่ภายนอกเซลล์ (Chaidee and Pfeiffer, 2006) กระบวนการ

หลั่งโปรตีนออกสู่ภายนอกเซลล์นี้ เกิดจากการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงตัวของแอกตินไซโทสเกเลตอน 

(Staiger, 2000) จะเห็นได้ว่า แอกตินไซโทสเกเลตอนนั้นเกี่ยวข้องกับกิจกรรมของเซลล์หลายด้าน ทั้งการ

จัดระเบียบโครงสร้างไซโทพลาซึม การเติบโตและพัฒนา การเคลื่อนไหวของเซลล์ การส่งสัญญาณ และการ

หลั่งโปรตีนออกสู่ภายนอกเซลล์ 

ส าหรับกระบวนการหลั่งโปรตีนออกสู่ภายนอกเซลล์นั้น มีการศึกษาโดยใช้สิ่งทดลองหลายแบบ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งการศึกษาด้วยเซลล์แขวนลอยและปลายราก (Chaidee and Pfeiffer, 2006; Wen et al., 2007) 

การหลั่งสารเมือก (mucilage) จากบริเวณปลายรากนั้นสัมพันธ์กับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่ผลัดออกจากชั้นผิว

ด้วย เซลล์ที่มีชีวิตเหล่านี้เรียกว่าเซลล์บอร์เดอร์ของราก (root border cells, RBCs) เป็นเซลล์ที่เกิดมาจาก

เนื้อเยื่อเจริญหมวกราก (root cap meristem) ซึ่งเม่ือมีพัฒนาการเต็มที่จะเป็นเซลล์มีรูปร่างยาวและจะผลัด

ออกสู่สิ่งแวดล้อมรอบรากเม่ือมีต าแหน่งของเซลล์อยู่ที่บริเวณรอบนอกของหมวกราก (periphery of root 

cap) (Hawes et al. 1986) เป็นเซลล์ที่มีโปรตีนที่จ าเพาะซึ่งหลั่งออกมาจาก RBCs มากถึงกว่า 100 ชนิด 

(Wen et al., 2007) บทบาทของโปรตีนเหล่านี้มีหลายด้าน เช่น การดูดรับแร่ธาตุจากดิน  การเติบโต และ

การป้องกันตัวเองจากโรคและความเครียดทางสิ่งแวดล้อม (Neumann and Roemheld, 2007) นอกจากการ
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หลั่งโปรตีนหลากชนิดออกสู่ภายนอกเซลล์แล้ว การเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วของ extracellular pH 

(alkalinization) จัดว่าเป็นตัวบ่งชี้ระดับความเครียด (stress marker) ของเซลล์พืช (Chaidee and Pfeiffer, 

2006) และเนื้อเยื่อรากได้ (Felle et al., 2005) ภาวะเป็นด่างภายนอกเซลล์ที่เกิดอย่างรวดเร็วนี้ เกี่ยวข้อง

กับการท างานของโปรตีนที่ท าหน้าที่ล าเลียงไอออนต่าง ๆ บนเยื่อหุ้มเซลล์  (Felle, 2001) นักวิทยาศาสตร์

เชื่อว่า การตอบสนองดังกล่าวช่วยท าให้เกิดสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์หลายชนิดที่จะลด

โอกาสในการติดเชื้อโรคของเซลล์ได้ (Felle, 2001) 

การปรับค่า pH ภายนอกเซลล์มีผลต่อกระบวนการหลั่งสารออกนอกเซลล์และกิจกรรมของเอนไซม์ เช่น 

acid phosphatase (Pfeiffer, 1996; Chaidee et al., 2008a) ออกซินช่วยเพิ่มการเติบโตได้ด้วยการสร้าง

สภาวะเป็นกรด  (acidification) ที่บริเวณผนังเซลล์ ท าให้เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการท าให้ผนังเซลล์คลายตัว

หลายชนิดท างานได้ดีขึ้น ส่งผลให้เซลล์ขยายตัวยืดยาวออกได้ สภาวะเป็นกรดที่ผนังเซลล์นี้เหมาะกับ acid 

phosphatase ด้วยเช่นกัน (Pfeiffer, 1996; 1998) นักวิทยาศาสตร์สันนิษฐานว่าการท างานของออกซินนั้น

เกี่ยวข้องกับแอกตินไซโทสเกเลตอน เพราะสารทั้งสองโมเลกุลต่างก็มีบทบาทส าคัญต่อการเติบโต  

ตัวอย่างเช่น ผลการทดลองที่พบว่า การจัดเรียงตัวใหม่ของแอกตินเป็นสายยาวและบางนั้นขึ้นกับความ

เข้มข้นของออกซิน และสัมพันธ์กับการเติบโตที่กระตุ้นด้วยออกซิน (Waller et al., 2002) เม่ือท าให้เกิด

ภาวะเป็นด่างที่ภายนอกเซลล์ด้วยการให้อุณหภูมิสูงและการให้ nigericin (สารยับยั้งการท างานของ proton 

pump) พบว่าสิ่งที่เกิดขึ้นควบคู่กันไป คือการเพิ่มขึ้นของกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase 

(Chaidee et al., 2008a) ยิ่งไปกว่านั้น การให้สาร fusicoccin (สารกระตุ้นการท างานของ proton pump) 

ซึ่งสร้างสภาวะเป็นกรดภายนอกเซลล์ กลับยับยั้งการท างานของเอนไซม์ดังกล่าว (Chaidee et al., 2008a) 

จากที่กล่าวมาทั้งหมดข้างต้น จะเห็นได้ว่าเซลล์พืชสามารถปรับตัวต่อสภาวะการเปลี่ยนแปลงของปัจจัย

สิ่งแวดล้อมที่ท าให้ pH ภายนอกเซลล์เปลี่ยนแปลงไป ด้วยการปรับการท างานหรือชนิดของเอนไซม์ที่หลั่ง

ออกสู่ภายนอกเซลล์และกระบวนการเหล่านี้เกี่ยวข้องกับการท างานของแอกตินไซโทสเกเลตอน  

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชที่มีความส าคัญยิ่งของประเทศไทย  การผลิตข้าวได้รับผลกระทบอย่างมาก

จากความเครียดทางสิ่งแวดล้อม รวมทั้งภาวะอุณหภูมิสูง ภาวะขาดน้ าในดินมีผลให้ปากใบปิดมากขึ้นเพื่อ

ลดการเสียน้ าทางปากใบ เม่ือเกิดภาวะดังกล่าวร่วมกับความเข้มแสงสูง การปิดปากใบจะมีผลให้อุณหภูมิ

ของใบเพิ่มขึ้นสูงกว่าอุณหภูมิอากาศได้ถึง 4-5 °C และน าไปสู่ oxidative stress และความเสียหายของเซลล์

ตามมา (Dat et al., 1998; Taiz and Zeiger, 2006) โดยทั่วไป ภาวะอุณหภูมิสูงเกิดขึ้นเม่ือพืชเผชิญกับ
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อุณหภูมิที่สูงกว่าภาวะปกติประมาณ 5-10 °C (Taiz and Zeiger, 2006) อย่างไรก็ตาม ระดับอุณหภูมิที่มาก

พอที่จะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยามีความผันแปรแตกต่างกันไปโดยขึ้นกับชนิดและสายพันธุ์

ของพืช ตัวอย่างเช่น พืชวงศ์ถั่ว Prosopis chilensis มีค่าอุณหภูมิที่สามารถก่อให้เกิดความเสียหายของเยื่อ

หุ้มเซลล์ 50% สูงกว่า Glycine max L. (Ortiz and Cardemil, 2001) การศึกษาในข้าวพบว่า ข้าว indica 

นั้นทนต่ออุณหภูมิสูงได้ดีกว่า japonica เม่ือดูจากความสมบูรณ์ของดอกย่อย (Jagadish et al., 2007) ยิ่ง

ไปกว่านั้น อัตราการสังเคราะห์ด้วยแสงถูกยับยั้งด้วยภาวะอุณหภูมิสูงใน Solanum สายพันธุ์อ่อนแอ

มากกว่าสายพันธุ์ทนต่อความร้อน (Reynolds et al., 1990) เซลล์พืชมีกลไกการปรับตัวทั้งระยะสั้นและ

ระยะยาวต่อความเครียดจากอุณหภูมิสูง (Sung et al., 2003). นักวิทยาศาสตร์เชื่อว่าเยื่อหุ้มเซลล์ท าหน้าที่

เป็นตัวรับสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ (temperature sensor) ที่น าไปสู่กระบวนการถ่ายทอด

สัญญาณ และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการปรับตัวให้อยู่รอดในภาวะอุณหภูมิสูงได้ต่อไป (Sung 

et al., 2003) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าภาวะอุณหภูมิสูงมีผลเพิ่มอัตราการหายใจระดับเซลล์ทั้งในส่วนต้น

เหนือดินและรากที่อยู่ใต้ดิน  การรักษาสมดุลของการสร้างและเผาผลาญสารประกอบคาร์บอนให้ได้พลังงาน

ต้องสมดุลกัน จึงจะท าให้พืชอยู่รอดได้ในภาวะที่ไม่เหมาะสม ความรุนแรงของภาวะอุณหภูมิสูงสามารถ

บรรเทาได้ทางหนึ่งด้วยการเพิ่มความสามารถในการดูดน้ าทางราก  แม้ว่ารากจะมีความส าคัญเช่นนี้ แต่

ข้อมูลเกี่ยวกับผลของอุณหภูมิสูงต่อรากนั้นมีอยู่ค่อนข้างน้อย เม่ือเปรียบเทียบกับส่วนต้นเหนือดิน 

นอกจากนี้ กลไกความทนต่อภาวะอุณหภูมิสูงก็มีการศึกษากันอย่างมากในส่วนต้นเหนือดินของพืช ในขณะ

ที่ความเข้าใจกลไกดังกล่าวในส่วนรากมีค่อนข้างน้อย (Sung et al., 2003; Rachmilevitch et al., 2008) 

จากที่กล่าวมาข้างต้น การควบคุมการตอบสนองของพืชต่อการเปลี่ยนแปลงของสิ่งแวดล้อมทั้งทางชีวภาพ

และกายภาพนั้นมีความคาบเกี่ยวกันไม่มากก็น้อย ดังนั้นการศึกษาเชิงเปรียบเทียบถึงการตอบสนองของ

ข้าวสองสายพันธุ์ที่มีความไวต่อภาวะอุณหภูมิสูงต่างกัน และการใช้ตัวชักน าภาวะเครียดสองชนิดร่วมกัน

น่าจะเป็นวิธีการที่ใช้ เพื่อหาค าตอบทางชีววิทยาเกี่ยวกับการตอบสนองและการปรับตัวของพืชต่อภาวะ

เครียดทางสิ่งแวดล้อมได้ ในการศึกษานี้จึงมีการเปรียบเทียบผลของไคโทซานต่อแอกตินไซโทสเกเลตอนที่

ยังไม่ทราบมาก่อนกับผลของภาวะอุณหภูมิสูงที่มีการศึกษามากพอสมควรแล้ว นอกจากนี้ ยังมีการ

ตรวจสอบว่าไคโทซานสามารถชักน าความต้านทานต่อภาวะอุณหภูมิสูงได้เหมือนกับผลเชิงบวกที่มีต่อการ

เจริญเติบโตของพืชหรือไม่ โดยดูจากผลที่มีต่อแอกตินไซโทสเกเลตอน pH และ phosphatase ภายนอก

เซลล์   
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วิธีการทดลอง  
 
ตัวอย่างพืช 
เมล็ดข้าว (Oryza sativa L. พันธุ์ KDML105 และพันธุ์ HKL1 ที่ฟอกฆ่าเชื้อที่ผิวเมล็ดและเพาะให้งอกเป็น
เวลา 4 วัน ที่อุณหภูมิ 22-25C ใช้รากที่มีลักษณะตรงและยาวประมาณ 2.0-3.5 เซนติเมตร 
 
วิธีการให้ภาวะอุณหภูมิสูงและไคโทซาน 
น าต้นกล้าข้าวมาตัดปลายรากยาว 5 mm ในเวลา 5 นาที และใส่ในหลอดพลาสติก (Eppendorf tube) 
ปริมาตร 2.2 ml ที่บรรจุน้ ากลั่น 1 ml จากนั้นแช่หลอดในอ่างน้ าที่ปรับอุณหภูมิได้ (5-l polypropylene 
water bath; Minitherm 2, Dinkelberg, Neu-Ulm, Germany) อุณหภูมิที่ใช้คือ 22-25   45   50   55  และ 
60 C เป็นเวลา 5 นาท ีวัดค่า pH และอุณหภูมิของน้ าท่ีแช่ชิ้นรากทันทีด้วยเครื่องวัด pH (digital pH-meter 
525 with temperature sensor; Wissenschaftlich Technische Werkstätten WTW, Weilheim, Germany) 
ที่เชื่อมต่อกับ microelectrode (Schott, Hofheim, Germany) อุณหภูมิที่วัดได้คือ 22-25   35   38   41  
และ 45 C ตามล าดับ (Chaidee and Pfeiffer, 2006) จากนั้น ดูดของเหลวในหลอด 990 l ใส่ในหลอด
ใหม่และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 200g เป็นเวลา 5 min ที่ 25C หลังจากการปั่นเหวี่ยง ดูดน้ าส่วนบน 945 l 
(supernatant) อย่างระมัดระวังใส่ในหลอดใหม่ และแช่ที่ตู้ปรับอุณหภูมิ -20C ไว้ส าหรับวัดกิจกรรมของ
เอนไซม์ต่อไป การเก็บของเหลวที่แช่ชิ้นรากอีกวิธีที่ใช้คือการกรองด้วยฟิลเตอร์ขนาดรูพรุน 45-90 m 
(Sigma, Austria)  
 
ส าหรับวิธีการให้ไคโทซานนั้นท าโดยตัดปลายรากจ านวน 40 ราก ใส่ในหลอดพลาสติกเช่นเดียวกับการ
ทดลองภาวะอุณหภูมิสูง แต่ใช้สารละลายไคโทซาน 10 ppm O80 (Limpanavech et al., 2008) ปริมาตร 1 
ml และ 0.001% acetic acid แทนน้ ากลั่น ระหว่างทดลองวางหลอดที่มีชิ้นรากบนเครื่องเขย่าอัตโนมัติและ
เขย่าที่ความเร็วต่ าที่พอให้ของเหลวในหลอดขยับไปมาเบาๆ ในการทดลองให้ไคโทซานก่อนภาวะอุณหภูมิ
สูง ท าโดยน าหลอดรากที่แช่สารละลายไคโทซานตามเวลาที่ก าหนดมาวัดค่า extracellular pH จากนั้นน าไป
ใส่ในอ่างน้ าที่ปรับอุณหภูมิไว้เป็นเวลาตามที่ก าหนด วัด extracellular pH และอุณหภูมิของของเหลวใน
หลอดทดลองทันที และเก็บตัวอย่างของเหลวตามวิธีการเช่นเดียวกับการทดลองเรื่องภาวะอุณหภูมิสูง 
 
วิธีการย้อมเซลล์และการตรวจดูแอกตินไซโทสเกเลตอน 
ส าหรับการย้อมแอกตินในเซลล์บอร์เดอร์ของราก (RBCs) ที่ผลัดออกสู่ของเหลวที่แช่ราก ท าโดยผสม
สารละลาย fixative (Grolig, 1990) ที่เข้มข้นสองเท่า ปริมาตร 45 l ลงในของเหลวที่เหลือจากขั้นตอนการ
ปั่นเหวี่ยง (ปริมาตร 45 l) ส่วนการย้อมสีชั้นเซลล์ผิวท าโดยสุ่มปลายรากจ านวน 4 รากมาเติมสารละลาย 
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fixative ที่เข้มข้นหนึ่งเท่า ปริมาตร 50 l สารละลาย fixative (Grolig, 1990) ที่เข้มข้นหนึ่งเท่า
ประกอบด้วย 1.5% (w/v) formaldehyde  0.05% (v/v) glutaraldehyde  0.05% (w/v) Triton-X-100  10 
mM EGTA   5 mM MgSO4 และ 100 mM PIPES, pH 6.9 จากนั้น เติม 2.5 l 6.6 M Alexa Fluor 488 
phalloidin (Invitrogen, Carlsbad, CA) และน าตัวอย่างมาส่องดูแอกตินไซโทสเกเลตอนด้วย confocal laser 
scanning microscope (Zeiss Axiovert IM 35 and Zeiss LSM 510; Zeiss, Oberkochen, Germany) โดย
ใช้แหล่งก าเนิดแสงคือ Argon ion laser (excitation wavelength 488 nm) ใช้ band-pass filter ที่ 505–550 
nm และใช้ high numerical aperture oil immersion objective (Plan-Apochromat 63x, NA 1.4) สแกน
โดยใชค้วามเข้มแสงเลเซอร์ระดับต่ าและในเวลาสั้นเพื่อลดโอกาสเกิด bleaching ของสารสีฟลูออเรสเซนส์ 
 
การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ในของเหลวที่แช่ราก 
กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase ในของเหลวที่เก็บไว้หลังการให้อุณหภูมิสูงและไคโทซานนั้น
วัดจากปฏิกิริยาการสลายสารตั้งต้น คือ p-nitrophenyl ให้เป็น nitrophenol ซึ่งมีสีเหลือง ด้วยเครื่องวัดการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm โดยลบค่าพื้นหลังที่  800 nm  วิธีท าปฏิกิริยามาตรฐาน (0.7 ml) 
ประกอบด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ (20 mM Tris-MES, pH 8.0) ที่เติม 2.5 mM MgCl2 และ 2.5 mM p-
nitrophenyl phosphate (Pfeiffer, 1998) หลังจากท าปฏิกิริยาด้วยการเติมตัวอย่างพืช (supernatant) 
ปริมาตร 0.5 ml เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จะต้องหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม  0.1 ml 0.7 N NaOH และวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงหลังจากหยุดปฏิกิริยาได้ 15 นาที สร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้ nitrophenol ที่ทราบค่าความ
เข้มข้น  
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ผลการทดลอง  

ผลของภาวะอุณหภูมิสูงต่อ extracellular pH และกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase   

จากการศึกษาเปรียบเทียบความไวต่ออุณหภูมิสูงของเนื้อเยื่อบริเวณปลายรากของข้าวสองสายพันธุ์ คือ 

หอมคลองหลวง (HKL1) และ ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) โดยใช้ค่าการเพิ่มขึ้นของ extracellular pH 

เป็นตัววัดระดับความไวต่ออุณหภูมิ พบว่า extracellular pH ของข้าวพันธุ์ KDML105 ไม่เปลี่ยนแปลงที่

อุณหภูมิ 35°C ในขณะท่ีค่า extracellular pH ของรากข้าวพันธุ์ HKL1 มีแนวโน้มลดลงจาก 6.110.16 เป็น 

5.930.13 (ลดลง 0.18 pH unit, extracellular acidification) แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูป

ที่ 1 A) ทีอุ่ณหภูมิสูงกว่า 38°C ค่า extracellular pH ของรากข้าวทั้งสองสายพันธุ์มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น โดย

ในพันธุ์ KDML105 มีค่าสูงสุด 6.500.13 ที่อุณหภูมิ 45°C (เพิ่มขึ้น 0.19 pH unit เม่ือเปรียบเทียบกับค่า 

pH ที่อุณหภูมิ 26.5°C) ส่วนพันธุ์ HKL1 มีค่าสูงสุด 6.430.04 ที่อุณหภูมิ 47°C (เพิ่มขึ้น 0.32 pH unit 

เมื่อเปรียบเทียบกับค่า pH ที่อุณหภูมิ 26.5°C) แม้ว่าจะไม่พบการตอบสนองของปลายรากต่ออุณหภูมิสูงใน

ลักษณะ extracellular alkalinization ในช่วงอุณหภูมิ 26.5-38°C ในข้าวทั้งสองพันธุ์ แต่จะเห็นว่าที่อุณหภูมิ 

35°C ข้าวทั้งสองสายพันธุ์มีการตอบสนองของ extracellular pH แตกต่างกัน ดังนั้น อุณหภูมิที่ใช้ใน

การศึกษาเชิงเปรียบเทียบระหว่างการตอบสนองทางสรีรวิทยาของรากข้าวสองสายพันธุ์นี้ในขั้นต่อไป คือ 

อุณหภูมิระดับปานกลาง (35-38°C) และระดับสูง (45°C) 

ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ extracellular alkaline phosphatase ไม่มีการเปลี่ยนแปลงในช่วงอุณหภูมิ 26.5-

38°C เช่นเดียวกับ pH ในข้าวพันธุ์ KDML105 แต่มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเม่ืออุณหภูมิสูงขึ้น และมีค่าคงที่ที่

อุณหภูมิ 45-50°C (เพิ่มขึ้น 2.4 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกับค่าที่อุณหภูมิ 26.5°C) ส่วนข้าวพันธุ์ HKL1 แม้ว่า

จะมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ผันแปรค่อนข้างมากในช่วงอุณหภูมิ 26.5-38°C แต่มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเม่ือ

อุณหภูมิสูงขึ้นเช่นเดียวกัน โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดที่อุณหภูมิ 50°C (เพิ่มขึ้น 2.8 เท่า เม่ือ

เปรียบเทียบกับค่าที่อุณหภูมิ 26.5°C) (รูปที่ 1 B) เม่ือวิเคราะห์สหสัมพันธ์ระหว่าง extracellular pH และ 

alkaline phosphatase พบว่ามีสหสัมพันธ์เชิงบวก (r = 0.794, p<0.05) เฉพาะในพันธุ์ KDML105 (รูปที่ 2) 
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รูปที่ 1. ผลของการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิต่อ extracellular pH และกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline 

phosphatase ที่ส่วนปลายรากของข้าวพันธุ์ KDML105 และพันธุ์ HKL1 ข้อมูลแสดงด้วยค่าเฉลี่ย±ส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (n =2-3)  
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รูปที่ 2. ความสัมพันธ์ระหว่าง extracellular pH และกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase ที่ส่วน

ปลายรากของข้าวพันธุ์ KDML105 ข้อมูลตัวแทนจาก 3 การทดลอง  
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ผลของไคโทซานต่อ extracellular pH ของเน้ือเยื่อราก  

การวัด extracellular pH ที่ส่วนปลายรากของข้าวสองสายพันธุ์ คือ KDML105 และ HKL1 ที่ได้รับไคโทซาน

ชนิด O80 ความเข้มข้น 10 ppm โดยมีชุดทดลองที่ได้รับ 0.001% acetic acid เป็นชุดควบคุม ผลการศึกษา

แสดงดังรูปที่ 3  โดยพบว่าปลายรากของข้าวทั้งสองพันธุ์มี extracellular pH เพิ่มขึ้นตามเวลาที่ได้รับไคโท

ซาน โดยมีค่า extracellular pH ต่างจากรากที่ไม่ได้รับไคโทซานอย่างชัดเจนที่เวลา 20 นาที กล่าวคือ ราก

ข้าวพันธุ์ KDML105 ที่ได้รับไคโทซาน มี extracellular pH  5.690.16  ในขณะที่รากที่ไม่ได้รับไคโทซาน 

มี extracellular pH 5.290.06  ในท านองเดียวกัน รากข้าวพันธุ์ HKL1 ที่ได้รับไคโทซาน มี extracellular 

pH 5.520.08  ในขณะที่รากที่ไม่ได้รับไคโทซาน มี extracellular pH 5.210.04  (รูปที่ 3) นอกจากนี้ 

พบว่า extracellular pH มีค่าสูงสุดเม่ือได้รับไคโทซานเป็นเวลา 150 min โดยที่รากข้าวพันธุ์ KDML105 ที่

ได้รับไคโทซาน มี extracellular pH 6.540.04 (รากที่ไม่ได้รับไคโทซาน มี extracellular pH 5.870.13) 

ในขณะที่รากข้าวพันธุ์ HKL1 ที่ได้รับไคโทซาน มี extracellular pH 6.410.04 (รากที่ไม่ได้รับไคโทซาน มี 

extracellular pH 5.830.09) (รูปที่ 3) 

เม่ือเปรียบเทียบระหว่างข้าวทั้งสองพันธุ์ พบว่าไคโทซานกระตุ้นให้รากเกิดการเปลี่ยนแปลง extracellular 

pH ในรูปแบบเหมือนกัน ตลอดระยะเวลาที่ศึกษาการตอบสนอง 180 นาที (รูปที่ 4) โดยที่เวลา 20 นาที ไค

โทซานมีผลให้ค่า extracellular pH เพิ่มขึ้น 0.460.19 pH unit ในพันธุ์ KDML105 ในขณะที่รากพันธุ์ 

HKL1 มีการเพิ่มขึ้นของ extracellular pH  0.340.05 pH unit 
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รูปที่ 3. ผลของไคโทซาน (10 ppm O80) ต่อ extracellular pH ที่ส่วนปลายรากของข้าวพันธุ์ KDML1055 
และ HKL1 ข้อมูลแสดงด้วยค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n =4)  
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รูปที่ 4. ผลของไคโทซาน (10 ppm O80) ต่อ extracellular pH ที่เปลี่ยนแปลง (pH change) ที่ส่วนปลาย

รากของข้าวพันธุ์ KDML105 และ HKL1 ข้อมูลแสดงด้วยค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n =4)  
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ผลของไคโทซานต่อการเปล่ียนแปลง extracellular pH ของเน้ือเยื่อรากที่ได้รับอุณหภูมิสูง   

การวัด extracellular pH ที่ส่วนปลายรากของข้าวสองสายพันธุ์ คือ KDML105 และ HKL1 ที่ได้รับไคโทซาน

ชนิด O80 10 ppm เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงให้ภาวะอุณหภูมิสูง 3 ระดับ คือ 25 35 และ 45°C ได้ผล

การศึกษาแสดงดังรูปที่ 5 ที่อุณหภูมิ 25°C การได้รับไคโทซาน มีผลเพิ่ม extracellular pH  จาก 

5.240.02 เป็น 5.630.07 ในพันธุ์ KDML105 (เพิ่มขึ้น 0.39 pH unit) และ จาก 5.450.17 เป็น 

5.650.07 ในพันธุ์ HKL1 (เพิ่มขึ้น 0.20 pH unit)  (รูปที่ 5 A) ที่อุณหภูมิ 35°C การได้รับไคโทซาน มีผล

เพิ่ม extracellular pH  จาก 5.440.14 เป็น 5.580.08 ในพันธุ์ KDML105 (เพิ่มขึ้น 0.14 pH unit) และ 

จาก 5.390.01 เป็น 5.620.05 ในพันธุ์ HKL1 (เพิ่มขึ้น 0.23 pH unit) (รูปที่ 5 B) ที่อุณหภูมิ 45°C การ

ได้รับไคโทซาน มีผลเพิ่ม extracellular pH จาก 5.780.10 เป็น 5.820.03 ในพันธุ์ KDML105 (เพิ่มขึ้น 

0.04 pH unit) และ จาก 5.740.03 เป็น 5.870.06 ในพันธุ์ HKL1 (เพิ่มขึ้น 0.13 pH unit) (รูปที่ 5 C) 

เม่ือพิจารณาผลของไคโทซานต่อการเปลี่ยนแปลง extracellular pH เนื่องจากอุณหภูมิสูง (heat shock-

induced pH change) (รูปที่ 6) โดยพบว่า ที่อุณหภูมิ 35°C การได้รับไคโทซานมีผลลด heat shock-

induced pH change ประมาณ 25 % ในพันธุ์ KDML105 กล่าวคือ ลดลงจาก 0.200.05 เป็น 0.150.06 

pH unit และ ลดลงประมาณ 32 % ในพันธุ์ HKL1 กล่าวคือ ลดลงจาก 0.190.01 เป็น 0.130.03 pH unit 

(รูปที่ 6 A) ส่วนที่อุณหภูมิ 45°C การได้รับไคโทซานมีผลลด heat shock-induced pH change ประมาณ   

9 % ในพันธุ์ KDML105 กล่าวคือ ลดลงจาก 0.530.20 เป็น 0.480.07 pH unit และ ลดลงประมาณ 27 

% ในพันธุ์ HKL1 กล่าวคือ ลดลงจาก 0.560.05 เป็น 0.410.12 pH unit (รูปที่ 6 B)  
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รูปที่ 5. ผลของไคโทซาน (10 ppm O80 20 min) ต่อ extracellular pH ที่ส่วนปลายรากของข้าวพันธุ์ 
KDML105 และ HKL1 ที่ได้รับภาวะอุณหภูมิสูงระดับต่าง ๆ (A: 25C; B: 35C; C: 45C) เป็นเวลา 5 
นาที ข้อมูลแสดงด้วยค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n =4-6)  
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รูปที่ 6. ผลของไคโทซาน (10 ppm O80 20 min) ต่อการเปลี่ยนแปลง pH เนื่องจากอุณหภูมิสูง (heat 
shock-induced pH change) ที่ส่วนปลายรากของข้าวพันธุ์ KDML105 และ HKL1 ที่ได้รับภาวะอุณหภูมิสูง
ระดับต่าง ๆ (A: 35C; B: 45C) เป็นเวลา 5 นาที ข้อมูลค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n =4-6)  
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ผลของไคโทซานต่อการหลั่งเอนไซม์ phosphatase จากเน้ือเยื่อรากที่ได้รับอุณหภูมิสูง  

การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ phosphatase ที่หลั่งออกสู่ภายนอกจากส่วนปลายรากของข้าวสองสายพันธุ์ 

คือ KDML105 และ HKL1 ที่ได้รับไคโทซานชนิด O80 10 ppm เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงให้ภาวะอุณหภูมิ

สูง 3 ระดับ คือ 25 35 และ 45 °C ได้ผลการศึกษาแสดงดังรูปที่ 7 โดยพบว่าที่อุณหภูมิ 25°C การได้รับไค

โทซานไม่มีผลเพิ่ม alkaline phosphatase  ในข้าวทั้งสองพันธุ์ กล่าวคือ ในพันธุ์ KDML105 รากที่ได้รับไค

โทซานมีกิจกรรมของ alkaline phosphatase  13.0411.58 pkat g-1 รากที่ไม่ได้รับไคโทซาน มีกิจกรรม

ของ  alkaline phosphatase  12.956.56 pkat g-1 และในพันธุ์ HKL1 รากที่ได้รับไคโทซานมีกิจกรรมของ 

alkaline phosphatase 15.436.61 pkat g-1 ส่วนรากที่ไม่ได้รับไคโทซานมีกิจกรรมของ alkaline 

phosphatase  15.247.77  pkat g-1 (รูปที่ 7 A) ที่อุณหภูมิ 35°C  ในพันธุ์ KDML105 รากที่ไม่ได้รับไคโท

ซานมีกิจกรรมของ alkaline phosphatase  15.936.85 pkat g-1 (รูปที่ 7 B) ซึ่งสูงกว่ากิจกรรมของ 

alkaline phosphatase  ของรากที่ไม่ได้รับไคโทซาน ที่อุณหภูมิ 25°C (12.956.56 pkat g-1) (รูปที่ 7 A)  

ประมาณ 23%  ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า การได้รับอุณหภูมิสูงระดับปานกลาง ที่ 35°C มีผลเพิ่มกิจกรรม

ของ alkaline phosphatase  นอกจากนี้ เม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมของ alkaline phosphatase  ระหว่างราก

ที่ได้รับไคโทซานกับรากที่ไม่ได้รับไคโทซาน ที่อุณหภูมิ 35°C จะเห็นว่าการได้รับไคโทซานสามารถลดผล

ของการได้รับอุณหภูมิ 35°C ได้ โดยกิจกรรมของ alkaline phosphatase  ลดลงจาก 15.936.85 pkat g-1 

เป็น 11.806.783 pkat g-1 (-26%) ส่วนในพันธุ์ HKL1 การได้รับอุณหภูมิ 35°C มีผลต่อกิจกรรมของ 

alkaline phosphatase  ไม่แตกต่างจากการได้รับอุณหภูมิ 25°C (รูปที่ 7 A-B)  นอกจากนี้ การได้รับไคโท

ซานไม่มีผลเปลี่ยนแปลงการตอบสนองของ alkaline phosphatase  ต่ออุณหภูมิ 35°C  กล่าวคือ รากที่

ได้รับไคโทซานร่วมกับอุณหภูมิ 35°C มีกิจกรรมของ alkaline phosphatase  15.0311.17  pkat g-1 

ในขณะที่รากที่ไม่ได้รับไคโทซานแต่ได้รับอุณหภูมิ 35°C มีกิจกรรมของ alkaline phosphatase  

14.156.98 pkat g-1 (รูปที่ 7 B) ที่อุณหภูมิ 45°C ในภาวะที่รากไม่ได้รับไคโทซาน กิจกรรมของ alkaline 

phosphatase  ในข้าวพันธุ์ KDML105 มีค่า 15.777.08 pkat g-1 ซึ่งสูงกว่ากิจกรรมของ alkaline 

phosphatase  ที่อุณหภูมิ 25°C (12.956.56 pkat g-1) ประมาณ 22 % ในขณะที่ กิจกรรมของ alkaline 

phosphatase  ในข้าวพันธุ์ HKL1 มีค่าเฉลี่ย 39.9840.42 pkat g-1 ซึ่งสูงกว่ากิจกรรมของ alkaline 

phosphatase  ที่อุณหภูมิ 25°C (15.247.77  pkat g-1) ประมาณ 162 % นอกจากนี้ เม่ือเปรียบเทียบ

กิจกรรมของ alkaline phosphatase  ระหว่างรากที่ได้รับไคโทซานกับรากที่ไม่ได้รับไคโทซาน ที่อุณหภูมิ 



21 

 

45°C จะเห็นว่าการได้รับไคโทซานมีผลเพิ่มกิจกรรม alkaline phosphatase  ในข้าวทั้งสองพันธุ์ กล่าวคือ 

กิจกรรมของ alkaline phosphatase  เพิ่มขึ้นจาก 15.777.08 pkat g-1 เป็น 26.9414.41 pkat g-1 (+69 

%) ในข้าวพันธุ์ KDML105 และ กิจกรรมของ alkaline phosphatase  เพิ่มขึ้นจาก 39.9840.42 pkat g-1 

เป็น 89.7162.64  pkat g-1 (+124 %) ในข้าวพันธุ์ HKL1 (รูปที่ 7 C) 

 
 
 
 

 

 

รูปที่ 7. ผลของไคโทซาน (10 ppm O80 20 min) ต่อ extracellular alkaline phosphatase (AlkPase) ที่
ส่วนปลายรากของข้าวพันธุ์ KDML105 และ HKL1 ที่ได้รับภาวะอุณหภูมิสูงระดับต่าง ๆ (A: 25C; B: 
35C; C: 45C) เป็นเวลา 5 นาที ข้อมูลแสดงด้วยค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n =4-6)  
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ผลของภาวะอุณหภูมิสูงต่อแอกตินไซโทสเกเลตอนในเนื้อเยื่อรากของข้าว 
 
ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) 
เซลล์บอร์เดอร์ของราก (RBCs)  ที่ผลัดออกสู่ของเหลวรอบปลายรากข้าวพันธุ์ KDML105 ในภาวะอุณหภูมิ
ปกติ (22-25C) มีแอกตินเป็นสายยาวบางและจัดเรียงตัวเป็นโครงข่ายตามแนวยาวในชั้นคอร์เท็กซ์ของ
เซลล์ เม่ืออุณหภูมิเพิ่มขึ้นเป็น  35 C พบว่าไม่มีผลที่ชัดเจนต่อโครงข่ายสายแอกตินใน RBCs แต่เม่ือ
อุณหภูมิสูงกว่า 38 C แอกตินเกิดการหักเป็นท่อนสั้น (fragmentation) (รูปที่ 8) และเกิด actin ring 
จ านวนมาก (รูปที่ 8) ส่วนที่อุณหภูมิ 41-45C แอกตินมีลักษณะเป็นท่อนสั้น (short fragment) กระจายตัว
อยู่ทั่วในบริเวณคอร์เท็กซ์ของเซลล์ (รูปที่ 8)   เม่ือตรวจสอบแอกตินใน RBCs ที่ยังคงติดอยู่ใกล้กับชั้นผิว
ของรากซึ่งโดยปกติแล้วจะมีสารเมือกห่อหุ้มอยู่น้ัน พบว่าแอกตินมีลักษณะเหมือนกับ RBCs ที่ผลัดออกจาก
ปลายราก (รูปที่ 8 และ 9 A) ส าหรับเซลล์ชั้นผิว (epidermal cells) ในบริเวณ division zone (ที่ระยะห่าง
จากปลายรากประมาณ 1 mm) ในภาวะปกติจะมีสายแอกตินยาวหนาและเรียงตัวในแนวขวาง (transverse) 
เซลล์บริเวณนี้มีการตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงคล้ายกับ RBCs กล่าวคือ พบว่าเส้นใยแอกตินจัดเรียงตัวเป็น
สายสั้นและหนา เป็นเส้นโค้ง และมีความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนส์มาก  และพบ actin ring ในเซลล์
ชั้นผิวทั้งใน division zone (1.0-1.5 mm) (รูปที่ 9 B-C) ใน elongation zone (2.1 mm) และในเซลล์ขนราก  
(รูปที่ 9 D-E) อีกด้วย โดยมี actin ring จ านวนมากในเซลล์บริเวณ division zone มากกว่าในบริเวณ 
differentiation zone  
 
ข้าวพันธุ์หอมคลองหลวง 1 (HKL1) 
ใน RBCs ของรากที่ได้รับอุณหภูมิปกติ (22-25C) มีการจัดเรียงตัวของแอกตินเป็นโครงข่ายตามแนวยาว
ของเซลล์ (รูปที่ 10) ภาวะอุณหภูมิสูงตั้งแต่ 35C ขึ้นไป มีผลต่อการจัดเรียงตัวของแอกตินในข้าวสายพันธุ์ 
HKL1 ในลักษณะที่แตกต่างกันไป กล่าวคือ พบว่าแอกตินเริ่มเกิดการหักเป็นท่อน (fragmentation) ที่ 35C 
แอกตินมีลักษณะเป็นจุด (dots) เป็นส่วนใหญ่ที่อุณหภูมิ 38C ส่วนที่อุณหภูมิ 41-45C แอกตินมีลักษณะ
เป็นท่อนสั้น กระจายตัวอยู่ในบริเวณคอร์เท็กซ์ของเซลล์ (รูปที่ 10) นอกจากนี้ ยังพบว่าไม่มีการสร้าง actin 
ring จ านวนมากใน RBCs ของข้าวพันธุ์ HKL1 เหมือนกับที่พบในข้าวพันธุ์ KDML105 (รูปที่ 8 และ 10)  
เม่ือตรวจสอบแอกตินใน RBCs ที่ยังคงติดอยู่ใกล้กับชั้นผิวของรากซึ่งโดยปกติแล้วจะมีสารเมือกห่อหุ้มอยู่
นั้น พบว่าแอกตินมีลักษณะเป็นท่อนสั้นและเป็นจุด และจับตัวเป็นก้อนที่ขั้วเซลล์ (รูปที่ 11 B) เหมือนกับ 
RBCs ที่ผลัดออกจากปลายราก (รูปที่ 10) ส่วนแอกตินในเซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone (1.5 mm) มี
การตอบสนองต่ออุณหภูมิ 38C ค่อนข้างหลากหลาย โดยพบทั้งเซลล์ที่มีแอกตินเป็นเส้นหนาและจัดเรียง
ตัวเป็นโครงข่ายในแนวขวาง เซลล์ที่มีความหนาแน่นของเส้นแอกตินลดน้อยลง และเซลล์ที่มีพื้นหลังฟลูออ
เรสเซนส์ที่มากขึ้น (รูปที่ 11 E) ที่เป็นเช่นนี้อาจเพราะแต่ละรากมีสารเมือกห่อหุ้มที่ปลายรากในปริมาณที่
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แตกต่างกันซ่ึงสามารถส่งผลให้ความรุนแรงของอุณหภูมิที่แต่ละรากได้รับนั้นให้แตกต่างกันไปได้ ส่วนเซลล์
ชั้นผิวใน elongation zone และ root hair zone นั้น ได้รับผลจากอุณหภูมิสูงค่อนข้างรุนแรง โดยพบว่า
เซลล์ชั้นผิวบางส่วนมีสภาพที่ผิดปกติและไม่ติดสีฟลูออเรสเซนส์ ส่วนเซลล์ชั้นผิวที่ยังคงมีสภาพเป็นปกติ
นั้นมีแอกตินท่ีเป็นเส้นหนาและสั้น และมีพื้นหลังฟลูออเรสเซนส์ที่มากขึ้น (รูปที่ 11 F) 
 

 

รูปที่ 8 ผลของการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์บอร์
เดอร์ราก (root border cells, RBCs) ทีผ่ลัดออกสู่บริเวณรอบนอกของปลายรากของข้าวพันธุ์ KDML105   
อุณหภูมิเริ่มต้น คือ 22C เพิ่มเป็นแต่ละอุณหภูมิในเวลา 5 นาที  
บาร์ เท่ากับ 10 m 
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รูปที่ 9 ผลของการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์บริเวณ
ปลายรากข้าวพันธุ์ KDML105  
อุณหภูมิเริ่มต้น คือ 22C เพิ่มเป็นแต่ละอุณหภูมิในเวลา 5 นาที  
A เซลล์บอร์เดอร์ของรากที่ติดอยู่กับเนื้อเยื่อผิวราก (attached root border cells, aRBCs) หลังจากได้รับ
อุณหภูมิ 38C เป็นเวลา 5 นาที 
B เซลล์ชั้นผิว (epidermal cells) บริเวณ division zone (1.0 mm) หลังจากได้รับอุณหภูมิ 38C 5 นาท ี
C เซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone (1.5 mm) หลังจากได้รับอุณหภูมิ 38C 5 นาท ี
D เซลล์ชั้นผิวบริเวณ elongation zone (2.1 mm) หลังจากได้รับอุณหภูมิ 38C 5 นาท ี
E เซลล์ชั้นผิวบริเวณ root hair zone หลังจากได้รับอุณหภูมิ 38C 5 นาท ี
A B E  ภาพถ่ายฟลูออเรสเซนส์ซ้อนบนภาพถ่ายแบบไบรท์ฟีลด์ (fluorescent image superimposed on 
bright-field image) 
 
บาร์ เท่ากับ 10 m 
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รูปที่ 10 ผลของการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์บอร์
เดอร์ราก (root border cells, RBCs) ทีผ่ลัดออกสู่บริเวณรอบนอกของปลายรากของข้าวพันธุ์ HKL1   
อุณหภูมิเริ่มต้น คือ 22C เพิ่มเป็นแต่ละอุณหภูมิในเวลา 5 นาที  
บาร์ เท่ากับ 10 m 
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รูปที่ 11 ผลของการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินในช้ันคอร์เท็กซ์ของเซลล์
บริเวณปลายรากข้าวพันธุ์ HKL1  
อุณหภูมิเริ่มต้น คือ 22C เพิ่มเป็นแต่ละอุณหภูมิในเวลา 5 นาที  
A เซลล์บอร์เดอรข์องรากที่ติดอยู่กับเนื้อเยื่อผิวราก (attached root border cells, aRBCs) ที่ได้รับอุณหภูมิ 
22C เป็นเวลา 5 นาที 
B เซลล์บอร์เดอรข์องรากที่ติดอยู่กับเนื้อเยื่อผิวรากที่ได้รับอุณหภูมิ 38C เป็นเวลา 5 นาที 
C เซลล์ชั้นผิวบริเวณ elongation zone (2.1 mm) หลังจากได้รับอุณหภูมิ 22C 5 นาที 
D เซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone (1.0 mm) หลังจากได้รับอุณหภูมิ 38C 5 นาที 
E เซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone (1.5 mm) หลังจากได้รับอุณหภูมิ 38C 5 นาที 
F เซลล์ชั้นผิวบริเวณ root hair zone (2.8 mm) หลังจากได้รับอุณหภูมิ 38C 5 นาที 
F ภาพถ่ายฟลูออเรสเซนส์ซ้อนบนภาพถ่ายแบบไบรท์ฟีลด์ (fluorescent image superimposed on bright-
field image) 
บาร์ เท่ากับ 10 m 
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ผลของไคโทซานต่อแอกตินไซโทสเกเลตอนในเน้ือเยื่อรากของข้าว 
 
ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) 
หลังจากแช่ปลายรากข้าวพันธุ์ KDML105 ในสารละลายไคโทซาน (10 ppm O80) และ สารละลาย 0.001 
% acetic acid (ชุดควบคุม) เป็นเวลาต่าง ๆ และน ามาตรวจสอบแอกตินไซโทสเกเลตอน ได้ผลดังรูปที่ 12 
โดยแอกตินมีลักษณะเป็นเส้นใยทั้งแบบเส้นบางและหนาเรียงตัวเป็นโครงข่ายในแนวยาว (longitudinal) อยู่
ในบริเวณคอร์เท็กซ์ของ RBCs (รูปที่ 12 A) และเซลล์ชั้นผิวใน elongation zone (รูปที่ 12 D) และเรียงตัว
เป็นโครงข่ายในแนวขวาง (transverse) ในเซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone  ไคโทซานเริ่มมีผล
เปลี่ยนแปลงลักษณะของแอกตินไซโทสเกเลตอนใน RBCs หลังการได้รับเป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยพบ
ลักษณะเส้นใยแอกตินแบบสายสั้น (fragments) (รูปที่ 12 B) ส่วนการได้รับไคโทซานเป็นเวลา 3 ชั่วโมง มี
ผลให้ RBCs ส่วนใหญ่เกิด plasmolysis และไม่สามารถตรวจสอบโครงร่างสายแอกตินในเซลล์ที่เสียหาย
เหล่านี้ได้ (รูปที่ 12 C) ส่วนเซลล์ชั้นผิวใน elongation zone บางส่วนเกิด plasmolysis เม่ือได้รับไคโทซาน
เพียง 20 นาที และไม่สามารถตรวจสอบโครงร่างแอกตินในเซลล์ที่เสียหายเหล่านี้ได้เช่นกัน (รูปที่ 12 E-F) 
อย่างไรก็ตาม เซลล์ชั้นผิวที่ไม่เกิด plasmolysis มีลักษณะของสายแอกตินแตกต่างกันไป โดยมีทั้งเซลล์ที่มี
แอกตินเป็นสายบางที่จัดเรียงตัวในแนวยาวและขวางในลักษณะที่ไม่ต่างจากชุดควบคุม (รูปที่ 13 D-F) และ
เซลล์ที่พบลักษณะของแอกตินที่ถูกรบกวน ได้แก่ ลักษณะแอกตินแบบสายสั้น (fragments) และแบบจุด 
(dots) (รูปที่ 12 F). 
 
ข้าวพันธุ์หอมคลองหลวง 1 (HKL1) 
แอกตินในเซลล์ RBCs ของรากชุดควบคุมมีการเรียงตัวเป็นโครงข่ายในแนวยาวในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์ 
(รูปที่ 13 A) ในลักษณะเช่นเดียวกับเซลล์ RBCs ของข้าวพันธุ์ KDML105 การได้รับสารละลายไคโทซาน 
(10 ppm O80) เป็นเวลา 20 นาที มีผลให้แอกตินใน RBCs มีลักษณะเป็นสายสั้นและเป็นจุด (รูปที่ 13 B) 
อย่างไรก็ตาม RBCs ที่อยู่ใกล้ชิดกับเนื้อเยื่อชั้นผิวได้รับผลของไคโทซานน้อยกว่า โดยพบว่ามีลักษณะเส้น
ใยแอกตินไม่แตกต่างจากชุดควบคุม (รูปที่ 13 C) เช่นเดียวกันกับเซลล์ชั้นผิวใน division zone (รูปที่ 13 
D-E) ส่วนเซลล์ผิวในบริเวณ elongation zone ได้รับผลจากไคโทซานค่อนข้างมาก โดยพบว่าเซลล์ผิวมี
ลักษณะ plasmolysis และไม่ติดสีย้อมฟลูออเรสเซนส์เป็นส่วนใหญ่ (รูปที่ 13 F) 
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รูปที่ 12 ผลของไคโทซานต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์รากของข้าวพันธุ์ 
KDML105  
A เซลล์บอร์เดอร์ราก (root border cells) ที่ผลัดออกสู่บริเวณหลังจากได้รับ 0.001% acetic acid เป็นเวลา 
3 ชั่วโมง 
B เซลล์บอร์เดอรร์าก หลังจากได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
C เซลล์บอร์เดอรร์าก หลังจากได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
D เซลล์ชั้นผิว (epidermal cell) บริเวณ elongation zone ที่ได้รับ 0.001% acetic acid เป็นเวลา 20 นาท ี
E เซลล์ชั้นผิวบริเวณ elongation zone ที่ได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาท ี
F เซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone ที่ได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาท ี
บาร์ เท่ากับ 10 m 
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รูปที่ 13 ผลของไคโทซานต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์รากของข้าวพันธุ์ 
HKL1  
A เซลล์บอร์เดอรข์องราก (root border cells, RBCs) หลังจากได้รับ 0.001% acetic acid เป็นเวลา 20 นาท ี
B เซลล์บอร์เดอรข์องรากหลังจากได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาท ี
C เซลล์บอร์เดอร์ของรากที่ติดอยู่กับเนื้อเยื่อผิวราก (attached root border cells, aRBCs) หลังจากได้รับ 
10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาที 
D เซลล์ชั้นผิว (epidermal cell) บริเวณ division zone ที่ได้รับ 0.001% acetic acid เป็นเวลา 20 นาท ี
E เซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone ที่ได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาท ี
F เซลล์ชั้นผิวบริเวณ elongation zone ที่ได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาท ี
F ภาพถ่ายฟลูออเรสเซนส์ซ้อนบนภาพถ่ายแบบไบรท์ฟีลด์ (fluorescent image superimposed on bright-
field image) 
บาร์ เท่ากับ 10 m 
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ผลของไคโทซานต่อแอกตินไซโทสเกเลตอนในเน้ือเยื่อรากของข้าวที่ได้รับอุณหภูมิสูง 
 
ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) 
การได้รับ 0.001% acetic acid เป็นเวลา 20 นาทีไม่มีผลต่อโครงข่ายแอกตินไซโทสเกเลตอนใน RBCs และ
เซลล์ชั้นผิวของรากข้าวพันธุ์ KDML105 (รูปที่ 12 A และ D) ไคโทซาน (10 ppm O80  20 นาที) ไม่มีผล
ต่อโครงข่ายสายแอกตินใน RBCs ที่ 22°C โดยพบว่าแอกตินมีลักษณะเป็นสายยาวและบางเรียงตัวเป็น
โครงข่ายตามแนวยาวของเซลล์ (รูปที่ 14 A) แต่มีผลเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงตัวของสายแอกตินที่อุณหภูมิ 
35°C กล่าวคือ พบแอกตินท่ีมีลักษณะสายสั้นและเป็นจุดมากขึ้นและมีแอกตินสายยาวลดลงเม่ือเปรียบเทียบ
กับที่ 25°C (รูปที่ 14 A และ B) ส่วนที่อุณหภูมิ 38°C พบ actin ring และแอกตินสายสั้น ในลักษณะ
คล้ายคลึงกับผลของอุณหภูมิสูงที่ 38°C โดยไม่ได้รับไคโทซาน (รูปที่ 12 A และ 14 C) นอกจากใน RBCs 
แล้ว ลักษณะของแอกตินเช่นนี้ยังพบในเซลล์ชั้นผิวอีกด้วย (รูปที่ 14 E-F) ในสภาวะที่ไม่ได้รับไคโทซาน 
อุณหภูมิ 35°C ไม่มีผลต่อโครงข่ายสายแอกตินใน RBCs ทั้ง ๆ ที่เป็นเซลล์ที่มีโอกาสได้รับผลของอุณหภูมิ
สูงมากกว่าเซลล์ชั้นผิว (รูปที่ 8 B) หลักฐานดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าไคโทซานอาจเพิ่มระดับความเครียด
ภายในเซลล์มากขึ้นจนมีผลต่อแอกตินคล้ายกับผลของอุณหภูมิ 38°C (รูปที่ 9 C และ 14 E-F) แม้แต่ที่
อุณหภูมิ 22°C ไคโทซานก็ยังมีผลเปลี่ยนแปลงลักษณะสายแอกตินในเซลล์ชั้นผิวด้วย โดยท าให้เกิดแอกติน
แบบจุดขึ้นในบางเซลล์(รูปที่ 14 D) อย่างไรก็ตาม อุณหภูมิที่ 38°C ชักน าให้เกิด actin ring และแอกติน
สายสั้น โดยไม่ข้ึนกับการได้รับหรือไม่ได้รับไคโทซาน (รูปที่ 9 C และ 14 F) 
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รูปที่ 14 ผลของไคโทซานต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์รากของข้าวพันธุ์ 
KDML105 ภายใต้ภาวะอุณหภูมิสูง 
A-C เซลล์บอร์เดอรข์องรากที่ติดอยู่กับเนื้อเยื่อผิวราก (attached root border cells, aRBCs) หลังจากได้รับ 
10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาทีและตามด้วยภาวะอุณหภูมิสูงที่ 22°C (A) 35°C (B) และ 38°C (C) 
D-F เซลล์ชั้นผิว (epidermal cell) บริเวณ division zone (1.0-1.2 mm) ที่ได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 20 
นาทแีละตามด้วยภาวะอุณหภูมิสูงที่ 22°C (D) 35°C (E) และ 38°C (F) 
G-I เซลล์ชั้นผิว (epidermal cell) บริเวณ division zone (1.5-1.8 mm) ที่ได้รับ 10 ppm O80 เป็นเวลา 20 
นาทแีละตามด้วยภาวะอุณหภูมิสูงที่ 22°C (G) 35°C (H) และ 38°C (I) 
บาร์ เท่ากับ 10 m 
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บทวิจารณ์  

ไคโทซานชักน าให้รากข้าวเกิดการเพิ่มขึ้นของ pH ภายนอกเซลล์ (extracellular alkalinization) 
เช่นเดียวกับเซลล์แขวนลอยและพืชชนิดอื่น ๆ (Amborabé et al., 2008; Stratmann et al., 2000) การชัก
น าให้เกิดการเพิ่มขึ้นของ pH ภายนอกเซลล์นี้เชื่อว่าเป็นกระบวนการที่พืชมีเพื่อสร้างสภาวะที่ไม่เหมาะสม
ต่อการเข้าสู่เซลล์ของเชื้อก่อโรคต่าง ๆ (Felle, 2001) เม่ือเกิดการเพิ่มขึ้นของ pH ภายนอกเซลล์ ไม่ว่าจะ
ด้วยผลจากภาวะอุณหภูมิสูง การกระตุ้นด้วย nigericin (สารยับยั้งการท างานของ H+-ATPase) หรือ
แม้กระทั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ พืชจะปรับตัวอย่างหนึ่งซึ่งคล้ายกับในเห็ดราคือการเพิ่มกิจกรรมของ
เอนไซม์ชนิดที่ท างานได้ดีที่ pH นั้น เช่น การเพิ่มกิจกรรมของ alkaline phosphatase โดยไม่เพิ่มกิจกรรม
ของ acid phosphatase เป็นต้น (Chaidee et al., 2008a) ในภาวะอุณหภูมิปกติ (22-25C) เม่ือปลายราก
ข้าวได้รับไคโทซาน (10 ppm O80) เป็นเวลา 20 นาที จะมีผลให้เซลล์มี extracellular pH เพิ่มขึ้น โดย
เพิ่มขึ้นประมาณ 0.39 pH unit ในข้าวพันธุ์ KDML105 และ 0.20 pH unit ในข้าวพันธุ์ HKL1 (รูปที่ 3) pH 
ที่เพิ่มขึ้นนีค้ิดเป็น 54% (HKL1) และ 65% (KDML105) ของค่าการเปลี่ยนแปลงสูงสุดที่ระยะเวลา 150 นาที 
(รูปที่ 3) ระดับการเพิ่มขึ้นของ extracellular pH ของรากข้าวที่ได้รับไคโทซานนี้น้อยกว่าเซลล์แขวนลอย
มะเขือเทศที่ได้รับไคโทซาน 10 ppm เป็นเวลา 20 นาทีเท่ากัน ซึ่งมี pH เพิ่มขึ้นถึง 1.0 pH unit 
(Stratmann et al., 2000) จะเห็นว่าการใช้ค่าการเปลี่ยนแปลง pH ภายนอกเซลล์เป็นตัวบ่งชี้ระดับ
ความเครียดทางสิ่งแวดล้อมที่กระท าต่อเซลล์อาจเหมาะสมกับเซลล์แขวนลอยมากกว่าเนื้อเยื่อราก เพราะมี
พื้นผิวสัมผัสโดยรวมมากว่าเม่ือเทียบที่น้ าหนักเท่ากัน ส่งผลให้ค่า extracellular pH เป็นค่าที่ตอบสนอง
อย่างรวดเร็วมากต่อสิ่งเร้าจากภายนอกเซลล์ นอกจากนี้ เม่ือเกิดภาวะภายนอกเซลล์เป็นด่างมากขึ้น พืชมี
การปรับรูปแบบเอนไซม์ที่หลั่งออกมาให้สอดคล้องกับภาวะภายนอกเซลล์ที่เปลี่ยนแปลงไป เช่นการเพิ่ม
กิจกรรมของเอนไซม์ phosphatase ที่ท างานได้ดีที่ pH สูง ลักษณะการตอบสนองเช่นนี้เหมือนกับสิ่งมีชีวิต
กลุ่มเห็ดรา (Denison, 2000; Chaidee et al., 2008a)  
 
โดยปกติแล้ว phosphatase ที่ท างานได้ดีที่ pH เป็นด่างมักเป็นเอนไซม์ที่พบมากในไซโทพลาซึม (Duff et 
al., 1994; Morita et al., 1996) การเพิ่มขึ้นของ alkaline phosphatase ภายนอกเซลล์ เป็นตัวบ่งชี้ถึงความ
แข็งแรงของเซลล์ตลอดจนการหลั่งสารออกสู่ภายนอกเซลล์ได้ การหลั่ง phosphatase ออกสู่ภายนอกเซลล์
เกิดมากขึ้นเม่ือเซลล์เผชิญกับภาวะผิดปกติของปัจจัยสิ่งแวดล้อมทางกายภาพ เช่น การมีปริมาณธาตุ
ฟอสฟอรัสต่ า และภาวะอุณหภูมิสูง (Duff et al., 1994; Morita et al., 1996; Chaidee and Pfeiffer, 2006) 
มีหลักฐานว่า extracellular phosphatase เกี่ยวข้องกับกระบวนการเติบโตและการดูดธาตุฟอสฟอรัสของพืช 
(Lee and Satter, 1988; Pfeiffer, 1998) และการเพิ่มปริมาณฟอสเฟตภายนอกเซลล์เพื่อให้พืชสามารถ
เผชิญกับภาวะผิดปกติเหล่านั้นได้ (Duff et al., 1994; Sharma et al., 2005) อย่างไรก็ตาม การ
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เปลี่ยนแปลง pH ภายนอกรากข้าวเนื่องจากการได้รับไคโทซานซึ่งเป็นความเครียดทางชีวภาพ (biotic 
stress) นี้ไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase (รูปที่ 5 A) จึงไม่พบรูปแบบความสัมพันธ์
ระหว่าง extracellular pH กับ alkaline phosphatase ดังเช่นที่มีรายงานไว้ในการศึกษาผลของภาวะ
อุณหภูมิสูงต่อเซลล์แขวนลอย Chenopodium rubrum (Chaidee et al., 2008a) ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซม์ 
alkaline phosphatase เพิ่มขึ้นประมาณ 1 เท่า เม่ือภายนอกเซลล์มี pH เพิ่มขึ้น 0.6-0.7 pH unit จากการ
ได้รับอุณหภูมิสูง (เพิ่มจาก 22C เป็น 38C ในเวลา 5 นาท)ี  
 
เม่ือปลายรากข้าวได้รับอุณหภูมิสูงที่ระดับ 35C เป็นเวลา 5 นาที มีผลให้เกิด extracellular acidification 
ในข้าวพันธุ์ HKL1 และไม่มีผลต่อ extracellular pH ของข้าวพันธุ์ KDML105 (รูปที่ 1 A) ในพันธุ์ HKL1 ผล
ของอุณหภูมิสูงที่ท าให้เกิด acidification ภายนอกเซลล์หายไปในชุดทดลองที่ใช้ 0.001% acetic acid เป็น
ชุดควบคุมแทนน้ ากลั่น (รูปที่ 4 A) อาจเนื่องมาจาก buffering capacity ที่เพิ่มขึ้นเพราะ acetic acid ใน
สภาวะท่ีมี 0.001% acetic acid ภายนอกเซลล์ อุณหภูมิ 35C ท าให้ pH ภายนอกเซลล์ของรากข้าวทั้งสอง
พันธุ์เพิ่มขึ้นเล็กน้อย (+0.20 pH unit) (รูปที่ 4 A) และในสภาวะที่มีไคโทซานส่วนของ pH ที่เพิ่มขึ้นอีก
เนื่องจากอุณหภูมิสูงมีค่าน้อยกว่าสภาวะที่ไม่ได้รับไคโทซานประมาณ 25% ใน KDML105 และ 32% ใน 
HKL1 (รูปที่ 4 A) pH ที่เพิ่มขึ้นนี้ส่วนหนึ่งเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลง buffering capacity ในของเหลว
ภายนอกเซลล์เนื่องจากกระบวนการหลั่งสาร เช่น organic acid หรือ กรดอะมิโนออกจากเซลล์ อีกส่วนหนึ่ง
เป็นเพราะ proton pump ถูกยับยั้งการท างาน (Felle, 2001; Chaidee et al., 2008a) เป็นที่ทราบกันดีว่า 
ไคโทซานมีผลเพิ่ม extracellular pH และยับยั้งการท างานของ proton pump (Amborabé et al., 2008; 
Stratmann et al., 2000) ส่วนของ pH ที่เพิ่มขึ้นเนื่องจากอุณหภูมิสูงที่น้อยลงในสภาวะที่มีไคโทซานนี้อาจ
เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการท างานของ proton pump หรือการเพิ่มขึ้นของ buffering compound ใน
ของเหลวภายนอกรากด้วยอุณหภูมิสูงก็เป็นได้ (ด้วยข้อจ ากัดเรื่องวิธีการเตรียมเนื้อเยื่อรากที่ต้องเตรียมสด
และมีปริมาณมากเพียงพอท าให้ไม่สามารถวัดกิจกรรมของ proton pump ในครั้งนี้ได)้  
 
ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase ภายนอกรากข้าวพันธุ์ KDML105 ที่ได้รับอุณหภูมิสูงที่
ระดับ 35C มีแนวโน้มลดลงเม่ือได้รับไคโทซาน (-26%) ส่วนใน HKL1 ไม่เปลี่ยนแปลง (รูปที่ 5 B) 
แนวโน้มการลดลงของ alkaline phosphatase ใน KDML105 นี้ แม้จะไม่มากนัก แต่ท าให้เห็นความ
สอดคล้องกันระหว่าง การเปลี่ยนแปลงของ extracellular pH และ alkaline phosphatase เม่ือได้รับไคโท
ซานร่วมกับภาวะอุณหภูมิสูงที่พบเฉพาะในข้าวพันธุ์ KDML105 (รูปที่ 4 B และ 5 B) สหสัมพันธ์ระหว่าง 
extracellular pH กับ extracellular alkaline phosphatase ในภาวะอุณหภูมิสูง พบเฉพาะในข้าวพันธุ์ 
KDML105 (รูปที่ 7) และลักษณะเช่นนี้สอดคล้องกับเซลล์แขวนลอย Chenopodium ชนิดเฮทเทอโรโทรป 
(Chaidee et al., 2008a) นอกจากนี้ จากข้อมูลของ pH และ alkaline phosphatase ของรากที่ได้รับไคโท
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ซานท่ีอุณหภูมิ 25C ในข้าวทั้งสองพันธุ์ (รูปที่ 3 A และ 5 A) ยืนยันว่ารากข้าวทั้งสองพันธุ์ตอบสนองต่อไค
โทซานชนิด O80 เหมือนกัน แต่ตอบสนองต่อภาวะอุณหภูมิสูงระดับปานกลาง (35C) แตกต่างกัน (รูปที่ 4 
A และ 5 B) ส่วนที่อุณหภูมิระดับสูง (45C) การได้รับไคโทซานไม่ได้มีผลลดผลของอุณหภูมิที่มีต่อ 
extracellular pH แต่มีผลกิจกรรมของ alkaline phosphatase มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น (รูปที่ 4 B และ 5 C) 
อาจบ่งชี้ว่าไคโทซานไม่สามารถลดความเครียดจากอุณหภูมิระดับสูงนี้ได้ 
 
หมวกราก (root cap) ปลดปล่อยสารเมือก (mucilage) โปรตีน และเซลล์ที่มีชีวิตซึ่งเรียกว่าเซลล์บอร์เดอร์
ของราก (root border cells, RBCs) ออกมาสู่บริเวณภายนอกรอบ ๆ ราก (Hawes et al., 1986; Wen et 
al., 2007) RBCs เหล่านี้สร้างมาจากเนื้อเยื่อเจริญหมวกราก (root cap meristem) เม่ือพัฒนาเต็มที่จะเป็น
เซลล์ที่ยาวและจะหลุดออกไปจากผิวรากเม่ือมีต าแหน่งของเซลล์อยู่ในบริเวณรอบนอกของหมวกราก (cap 
periphery) (Hawes et al., 1998; Hamamoto et al., 2006) เซลล์เหล่านี้หลั่งโปรตีนหลายชนิดออกสู่
ภายนอกเซลล์และมีบทบาทส าคัญต่อการป้องกันเนื้อเยื่อส่วนปลายรากจากโรคติดเชื้อและปัจจัยสิ่งแวดล้อม
ทางกายภาพที่ไม่เหมาะสมต่าง ๆ  (Neumann and Roemheld, 2007; Wen et al., 2007) เป็นที่ทราบกันดี
ว่าการหลั่งโปรตีนออกสู่ภายนอกเซลล์นั้นเกี่ยวข้องกับแอกตินไซโทสเกเลตอน ในงานวิจัยนี้  จึงตรวจสอบ
การจัดเรียงตัวของเส้นใยแอกตินใน RBCs เหล่านี้หลังจากเนื้อเยื่อปลายรากข้าวได้รับภาวะอุณหภูมิสูง และ
เปรียบเทียบกับผลการศึกษาโดยใช้เซลล์แขวนลอย  C. rubrum  (Chaidee et al., 2008b)  ผลการศึกษา
พบว่าแอกตินไซโทสเกเลตอนของเนื้อเยื่อรากข้าวทั้งสองพันธุ์ตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงแตกต่างกัน กล่าวคือ 
การได้รับอุณหภูมิต่ ากว่า  35 C ไม่มีผลต่อโครงข่ายแอกตินใน RBCs ของพันธุ์ KDML105 แต่มีผลให้แอก
ตินเปลี่ยนแปลงจากสายยาวบางและจัดเรียงตัวเป็นโครงข่ายกลายเป็นมีลักษณะเป็นท่อนสั้น (actin 
fragments) และพบ actin ring ที่อุณหภูมิ 38 C เฉพาะในพันธุ์ KDML105 ทั้งใน RBCs ที่ผลัดออกจาก
ราก RBCs ที่ติดอยู่กับผิวรากและในเซลล์ชั้นผิวตลอดความยาว 2.5 cm ส่วนในพันธุ์ HKL1 นั้น แอกติน
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมมากโดยมีลักษณะเป็นจุด (actin dots) โดยไม่พบ actin ring ส่วนที่อุณหภูมิสูงกว่า 
38 C แอกตินเกิดการหักเป็นท่อนสั้น (fragmentation) เช่นเดียวกันในข้าวทั้งสองพันธุ์ (รูปที่ 8 -11) ผล
ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าแอกตินมีความไวต่ออุณหภูมิสูงอย่างมาก และเซลล์ที่ปลายรากข้าวพันธุ์ KDML105 
ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดเฮเทอโรโทรปตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงเหมือนกับเซลล์แขวนลอย C. rubrum  ชนิดเฮเทอ
โรโทรป (Chaidee et al., 2008b) การสร้าง actin ring นี้สันนิษฐานว่าเกิดขึ้นได้เอง (self-assembly) จาก
แอกตินสายยาวที่พันเป็นวงให้สายแอกตินเข้ามาแนบชิดกันโดยการท างานของโปรตีน myosin (Foissner 
et al., 2002) แม้ว่าจะยังไม่ทราบถึงหน้าที่ของ actin ring แต่การค้นพบว่าการเกิด actin ring ที่กระตุ้นด้วย
อุณหภูมิสูงในเซลล์แขวนลอย C. rubrum  ชนิดเฮเทอโรโทรปนั้นสามารถผันกลับได้เม่ือเข้าสู่ภาวะอุณหภูมิ
ปกติ (Chaidee et al., 2008b) จึงบ่งชี้ว่า การเกิด actin ring ไม่ใช่ความเสียหายของแอกตินเม่ือได้รับ
อุณหภูมิสูง แต่น่าจะเป็นการเปลี่ยนแปลงของแอกตินที่เกี่ยวข้องกับการปรับตัวของเซลล์ต่อภาวะอุณหภูมิ
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สูง ผลการศึกษาโดยใช้เนื้อเยื่อรากเป็นข้อมูลที่ยืนยันว่าการเกิด actin ring เป็นการตอบสนองของแอกตินที่
จ าเพาะต่อชนิดเซลล์และต่อช่วงอุณหภูมิแคบ ๆ ในระดับที่เซลล์ยังมีการตอบสนองทางสรีรวิทยาได้ 
(physiological range) นอกจากนี้ การสังเกตพบว่ามี actin ring หนาแน่นในเซลล์บริเวณ division zone 
มากกว่าในบริเวณ differentiation zone (รูปที่ 9 D-E) สนับสนุนรายงานก่อนหน้านี้ที่พบว่าเซลล์แขวนลอย 
BY-2 ซึ่งมีการแบ่งตัวอยู่เสมอมีจ านวนของ actin ring มากกว่าในเนื้อเยื่อพืช ซึ่งบ่งชี้ว่าการเกิด actin ring 
นั้นน่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการเพิ่มจ านวนเซลล์  (cell proliferation) ของพืชด้วย (Smertenko et al., 
2010) แม้ว่าจะพบ actin ring ได้ในสภาวะปกติเช่นกัน แต่จ านวน actin ring เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเม่ือ
กระตุ้นด้วยอุณหภูมิสูง อีกทั้งมีจ านวน actin ring ในเซลล์เพิ่มขึ้นเม่ือมีปริมาณแคลเซียมไอออนใน
ของเหลวภายนอกเซลล์ลดลง (Chaidee et al., 2008b) ในงานวิจัยนี้ จะเห็นได้ว่าที่อุณหภูมิ 38 C เซลล์
ชั้นผิวของ KDML105 เกิด actin ring ทุกเซลล์ โดยไม่มีเซลล์ที่แสดงลักษณะเสียสภาพ หรือ plasmolysis 
ส่วนเซลล์ชั้นผิวของ HKL1 บริเวณ elongation และ root hair นั้น ได้รับผลจากอุณหภูมิสูงค่อนข้างรุนแรง 
โดยบางเซลล์มีสภาพที่ผิดปกติและไม่ติดสีฟลูออเรสเซนส์ (รูปที่ 9 และ 11) ยิ่งไปกว่านั้น การตอบสนองที่
ต่างกันที่อุณหภูมิ 35 C ของข้าวทั้งสองพันธุ์ อาจบ่งชี้ว่ารากข้าวพันธุ์ KDML105 ทนต่ออุณหภูมิสูงได้
ดีกว่าพันธุ์ HKL1 ส าหรับการพบ actin ring ที่กระตุ้นด้วยอุณหภูมิ 38 C เฉพาะใน KDML105 แต่ไม่พบใน
พันธุ์ HKL1 ซึ่งมีความเกี่ยวข้องทางกรรมพันธุ์กัน (รูปที่ 8 และ 10) อาจน าไปสู่การศึกษาเชิงเปรียบเทียบ
เพื่อให้ทราบถึงหน้าท่ีและความเกี่ยวข้องของ actin ring กับการตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงได้ 
 
เม่ือเชื่อมโยงการตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงของสายแอกตินกับ pH และ alkaline phosphatase จะเห็นได้ว่า 
extracellular acidification ที่อุณหภูมิ 35 C ในข้าวพันธุ์ HKL1 (รูปที่ 1 A) อาจเกี่ยวข้องกับการมีแอกติน
สายยาวที่เป็นโครงข่ายในชั้นคอร์เท็กซ์ของ RBCs ลดลงและเกิด fragmentation ของสายแอกตินส่วนหนึ่ง 
(รูปที่ 10) ส าหรับใน KDML105 นั้นไม่มีการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนของทั้งสายแอกตินและ extracellular pH 
เกิดขึ้นที่อุณหภูมินี้ (รูปที่ 1 A และ 8) ส่วนกิจกรรมของ alkaline phosphatase นั้นไม่มีการเปลี่ยนแปลงที่
ชัดเจนมากพอที่จะอธิบายเชื่อมโยงไปถึงโครงสร้างแอกตินได้ แม้ว่าจะเป็นที่ทราบกันดีว่า การเพิ่มขึ้นของ
กิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง acid และ alkaline phosphatase นั้นเกี่ยวข้องกับกระบวนการหลั่งสารออกนอก
เซลล์ หรือ secretion ซึ่งควบคุมโดยสายแอกติน (Pfeiffer, 1996; Chaidee et al., 2008a; Hussey et al., 
2006)  
 
ไคโทซานกระตุ้นให้เกิดให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับเซลล์หลายประการ การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นอย่าง
รวดเร็วในเวลาไม่กี่นาที คือ การเพิ่มขึ้นของโปรตอนไอออนและแคลเซียมไอออนภายในไซโทพลาซึม ที่
น าไปสู่กระบวนการถ่ายทอดสัญญาณ และการสร้างโปรตีนหลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับ hypersensitive 
response และการฆ่าตัวตายของเซลล์ (Amborabé et al., 2008; Iriti and Faoro, 2009) อย่างไรก็ตาม 
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ความเกี่ยวข้องของไคโทซานต่อโครงสร้างแอกตินไซโทสเกเลตอนยังมีไม่มากนัก ไคโทซานชักน าให้เกิด
การสร้างกรดแอบไซซิก (Iriti and Faoro, 2009) ซึ่งกรดแอบไซซิกนี้ควบคุมการปิดปากใบโดยเปลี่ยนแปลง
การจัดเรียงตัวของสายแอกตินไซโทสเกเลตอน (Eun and Lee, 1997; Li et al.,1998; Nick, 1998) ใน
งานวิจัยนี้ พบว่าไคโทซานมีผลเปลี่ยนแปลงแอกตินไซโทสเกเลตอนแตกต่างไปจากผลของอุณหภูมิสูง  
กล่าวคือ ไม่พบ actin rings เหมือนที่พบในภาวะอุณหภูมิสูงแม้ว่าทั้งสองกรณีล้วนท าให้เกิด extracellular 
alkalinization ใน KDML105 (รูปที่ 1  3   9 และ 12) และเซลล์ที่ไม่เสียสภาพเม่ือได้รับไคโทซานยังคงมี
โครงข่ายสายยาวของแอกตินโดยอาจพบลักษณะการเป็นจุดของแอกตินร่วมด้วย ในขณะที่อุณหภูมิสูงท าให้
เกิดการหักเป็นท่อนสั้นและเป็นจุด เป็นการเปลี่ยนแปลงของแอกตินที่มีรูปแบบเฉพาะตัวและชัดเจนกว่าผล
ของไคโทซาน (รูปที่ 8-13) หลักฐานดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า การเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงตัวของแอกตินไซ
โทสเกเลตอนมีความไวต่อสิ่งเร้าภายนอกเซลล์เป็นอย่างมาก อีกทั้งรูปแบบการเปลี่ยนแปลงมีความจ าเพาะ
และขึ้นกับชนิดของความเครียดมากกว่า extracellular alkalinization นอกจากนี้ ยังพบว่าระดับความรุนแรง
ของไคโทซานที่มีต่อแอกตินไซโทสเกเลตอนในเซลล์รากนั้นไม่เท่ากันในข้าวทั้งสองพันธุ์ รากข้าวพันธุ์ 
HKL1 ได้รับผลจากไคโทซาน (10 ppm O80 เป็นเวลา 20 นาที) รุนแรงกว่า KDML105 โดยพบว่าสายแอก
ตินเกิดการหักเป็นท่อนสั้นและจุดท่ัวทั้ง RBCs ที่ผลัดออกสู่ของเหลวรอบราก ในขณะที่ไคโทซานไม่มีผลต่อ
โครงสร้างแอกตินใน RBCs ของรากข้าวพันธุ์ KDML105 ไคโทซานยังมีผลรบกวนโครงสร้างแอกตินใน 
RBCs ที่ยังคงติดอยู่กับปลายราก และชั้นผิวบริเวณ division zone ของพันธุ์ HKL1 โดยพบว่าแม้จะยังคงมี
โครงข่ายสายยาวของแอกตินในชั้นคอร์เท็กซ์ของเซลล์ แต่มีความหนาแน่นของโครงข่ายแอกตินลดน้อยลง
อย่างเห็นได้ชัดเม่ือเปรียบเทียบกับการไม่ได้รับไคโทซาน นอกจากนี้ เซลล์ชั้นผิวบริเวณ elongation zone 
ของ HKL1 จ านวนมากเกิดการเสียสภาพไปและไม่ติดสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ แต่มีเพียงเซลล์ชั้นผิวบริเวณ 
elongation zone บางเซลล์ของ KDML105 ที่แอกตินถูกรบกวนโดยไคโทซาน โดยมีแอกตินเปลี่ยนแปลงไป
เป็นจุด บางเซลล์แอกตินยังคงเป็นสายยาวแต่เรียงตัวใกล้กันกลายเป็นเส้นหนาขึ้น (actin bundle) และมี
เซลล์ผิวบางเซลล์อยู่ในสภาวะที่ผิดปกติจนไม่ติดสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ อย่างไรก็ตาม เม่ือได้รับไคโทซาน
นานขึ้น 1-3 ชั่วโมง RBCs ของ KDML105 เกิดการเสียสภาพมากกว่า 50% (รูปที่ 12-13) การเสียสภาพ
ของเซลล์ชั้นผิวบริเวณ elongation zone นี้อาจเกิดเนื่องจากไคโทซานเป็นโมเลกุลที่มีประจุเป็นบวก 
สามารถท าปฏิกิริยากับชีวโมเลกุลบนเยื่อหุ้มเซลล์และส่งผลเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติการเป็นเยื่อเลือกผ่าน
และสัณฐานของเซลล์ได้ (Amborabé et al., 2008) ผลดังกล่าวสอดคล้องกับผลของอุณหภูมิสูงที่พบว่า 
RBCs ของ HKL1 อ่อนแอต่ออุณหภูมิสูงที่ 35C มากกว่า KDML105 (รูปที่ 8 และ 10) เม่ือดูผลของการ
ได้รับไคโทซานเป็นเวลา 20 นาทีก่อนที่จะได้รับภาวะอุณหภูมิสูงของรากข้าวพันธุ์ KDML105 พบการ
เปลี่ยนแปลงของสายแอกตินที่น่าสนใจคือ การหักเป็นท่อนและเป็นจุดของแอกตินใน RBCs และการเกิด 
actin ring ที่อุณหภูมิ 35C ในเซลล์ชั้นผิวบริเวณ division zone (รูปที่ 14) การหักเป็นท่อนและเป็นจุดของ
แอกตินใน RBCs ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีโอกาสสัมผัสกับไคโทซานและอุณหภูมิมากกว่าเซลล์ชั้นผิวของพันธุ์ 
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KDML105 นี้ เหมือนกับลักษณะที่พบใน RBCs ของ HKL1  ที่ได้รับอุณหภูมิ 35-38C หลักฐานดังกล่าว
แสดงให้เห็นว่าไคโทซานอาจเพิ่มระดับความเครียดภายในเซลล์มากขึ้นจนมีผลต่อแอกตินคล้ายกับผลของ
อุณหภูมิ 38°C ลักษณะการหักเป็นท่อนและเป็นจุดน่าจะเป็นความเสียหายของแอกตินเม่ือได้รับไคโทซาน
และอุณหภูมิสูง จากผลการทดลองทั้งหมดในงานวิจัยนี้และงานวิจัยก่อนหน้า (Chaidee et al., 2008b) 
สนับสนุนแนวคิดที่ว่าการเกิด actin ring ในชั้นผิวบริเวณ division zone ซึ่งอยู่ถัดจาก RBCs และมีสาร
เมือกปกคลุมอีกชั้นหน่ึงในข้าวพันธุ์ KDML105 เป็นข้ันตอนการปรับตัวของแอกตินไซโทสเกเลตอนต่อภาวะ
ความเครียดจากอุณหภูมิสูง  
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