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บทคดัยอ่ 
 ไซโลกลแูคนเป็นเฮมเิซลลโูลสทีม่คีวามสําคขัต่อการทําหน้าทีข่องผนงัเซลลใ์นการควบคุมการเจรขิและ
พฒันาของพชื การสงัเคราะหไ์ซโลกลูแคนประกอบไปดว้ยเอนไซมห์ลายชนิดทีท่าํหน้าทีร่ว่มกนั โดย  
xylosyltransferase (XXT) ทาํหน้าทีส่ําคขัและมผีลต่อการควบคุมการสงัเคราะหท์ัง้โครงสรา้ง ไซโลกลแูคนมี
โครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนั 2 ชนิดระหว่างพชืใบเลีย้งคู่กบัใบเลีย้งเดีย่ว โดยคาดว่าเอนไซม ์ XXT น่าจะเป็นตวั
ควบคุมความแตกต่างของโครงสรา้งนี้ งานวจิยันี้จงึเป็นการทดสอบถงึการควบคุมการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนทีม่ ี
โครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนัโดยใชอ้ะราบดิอบซสิเป็นตวัแทนพชืใบเลีย้งคู่และขา้วเป็นตวัแทนพชืใบเลีย้งเดีย่ว และ
ศกึษาผลของการสลบัโครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนัต่อการเจรขิและพฒันาของพชื งานวจิยัดําเนินการโดยการโคลนยนี 
XXT ทัง้ 5 ยนีจากขา้วแลว้ถ่ายฝากเขา้สู่อะราบดิอบซสิายพนัธุก์ลายทีม่กีารทําลายยนี XXT ของตนเองเพื่อให้
เหน็ผลยนีของการทาํงานของยนีขา้ว และถ่ายยนี XXT ของอะราบดิอบซสิเขา้สู่ขา้ว จากการทดลองสามารถ
โคลนยนีขา้วและสรา้งพลาสมดิสาํหรบัการถ่ายยนีไดแ้ลว้ทัง้ 5 ยนี ผลจาก RT-PCR ยนืยนัไดว้่ายนีทถ่ีายเขา้ไปมี
การแสดงออกในระดบัอารเ์อน็เอจรงิ ส่วนการถ่ายยนีจากอะราบดิอพซสิเขา้สู่ขา้วนัน้มอุีปสรรคเนื่องจากจากการ
ชกันําแคลลสัทีไ่ดร้บัยนีใหเ้ป็นตน้นัน้มอีตัราส่วนทีต่ํ่าและผลจากน้ําท่วมทําใหก้ารทดลองนี้ทาํไดไ้มส่าํเรจ็ เพื่อได้
ขอ้มลูเพิม่เตมิเกีย่วกบัหน้าทีข่องเอนไซม ์ XXT ของขา้วผูว้จิยัไดท้าํการผลติโปรตนีชนิดนี้ใน E. coli และทาํการ
แยกใหบ้รสิุทธิก่์อนทดสอบปฏกิริยิาของเอนไซม ์ แต่ตรวจไมพ่บปฏกิริยิาของเอนไซมน์ี้ ดงัทีส่ามารถตรวจไดจ้าก
เอนไซม ์ XXT ของอะราบดิอพซสิ เมือ่ตรวจสอบการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนโดยยนีทีถ่่ายเขา้ไปในตน้อะราบดิอบ
ซสิพนัธุก์ลายดว้ยวธิตีรวจสอบทางอมิมโูนพบว่ายนี 3 ยนีจากขา้วสามารถสรา้งไซโลกลแูคนไดใ้นสายพนัธุก์ลาย
ชนิด xxt2 4 5 แต่ไมส่ามารถสงัเคราะหไ์ดใ้นสายพนัธุ ์ xxt1 xxt2 โดยตรวจสอบพบเฉพาะโมเลกุลแกนหลกั 
(backbone) แต่ตรวจไมพ่บกิง่ดา้นขา้งของน้ําตาลฟูโคส ทัง้นี้เป็นการแสดงในขัน้ตน้ว่ายนีทัง้ 3 เป็นยนีที่
เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนและสามารถสงัเคราะหไ์ดใ้นตน้อะราบดิอบซสิ การทดลองต่อไปจะเป็น
การรวบรวมอะราบดิอพซสิทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีทีแ่ละเป็นสายพนัธุแ์ท ้ (homozygous) ก่อนทาํการวเิคราะหก์าร
สงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนและผลต่อการเจรขิเตบิโตและพฒันาของตน้อะราบดิอบซสิต่อไป  
 
คาํสาํคขั : ผนงัเซลล ์ไซโลกลแูคน การเจรขิและพฒันาของพชื 
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Abstract 
 

Project Code : MRG5480289 
Project Title : Swapping of different xyloglucan backbone structures between rice and Arabidopsis to 
indicate their functional roles in plant cell walls. 
Investigator : Dr. Supachai Vuttipongchaikij 
E-mail Address : fsciscv@ku.ac.th 
Project Period : 2 years 
tcaAtsbA  

 Xyloglucans (XyGs) are important hemicellulose polymers that play role in cell walls for controlling 
plant growth and development. A number of enzymes are required for coordinately synthesizing these 
polymers. Especially, xylosyltransferase is a key enzyme that responsible for the whole biosynthesis 
process. XyG structures have been divided into two groups based on their backbone structures between 
monocots and dicots, and it is believed that XXTs are likely to be the key enzyme for this difference. 
This project aims to characterize the function of rice XXTs in XyG biosynthesis and the role of different 
XyG structures in plant growth and development by using Arabidopsis and rice as models for dicots and 
monocots respectively. This work proceeds by cloning and overexpression of five rice XXTs in 
Arabidopsis XXT knockout mutants and, in parallel, expressing Arabidopsis XXTs in rice. Five rice XXTs 
were successfully cloned and a number of Arabidopsis transformants with rice XXT were selected. RT-
PCR analysis indicated that the transferred genes were expressed at transcript levels. However, rice 
transformation by using Arabidopsis XXTs was unsuccessful due to low rate of shoot re-generation rate 
of transformed calli, and Thailand flood event in the past year. To gain more information from these 
genes, recombinant enzyme of five rice XXTs were produced by E. coli and enzyme activity was tested. 
However, no xylosyltransferase activity was detected, unlike what was previously observed by using 
Arabidopsis XXT recombinant enzymes. Immunolabelling using XyG specific antibodies in transformed 
Arabidopsis mutants showed that three rice XXTs could produce XyG in xxt2 4 5 mutant but not in xxt1 
xxt2 mutants. The labeling also showed that the present of XyGs was due to the backbone structure, 
not for fucose side chains. This indicated that these three genes were indeed XTTs and could 
synthesize XyGs in Arabidopsis. Nevertheless, further studies from Arabidopsis transformed with rice 
XXTs are required especiallythose that involved analyzing xyloglucan biosynthesis and its impact on 
plant growth and development.      
 
Key words: Plant cell wall, xyloglucan, plant growth and development 
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บทสรปุผูบ้รหิาร )Executive Summary  (  
 

 โครงการน้ีเป็นโครงการสาํหรบันกัวจิยัรุน่ใหม ่ กําหนดระยะเวลา 2 ปี เงนิทุนสนับสนุนจาํนวน 480,000 
บาท โรงการนี้มจีดุประสงคเ์พื่อทีศ่กึษาหน้าทีก่ารทาํงานของเอนไซม ์xyloglucan xylosyltransferase ทีท่าํหน้าที่
เกีย่วกบัการสงัเคราะหโ์มเลกุลไซโลกลแูคนในผนงัเซลลซ์ึง่คาดว่าจะมคีวามเกีย่วขอ้งกบัการควบคุมการ
เจรขิเตบิโตและการพฒันาของพชื และเนื่องจากโครงสรา้งของโมเลกุลไซโลกลแูคนน้ีในกลุ่มพชืใบเลีย้งคู่กบัใบ
เลีย้งเดยีวแตกต่างกนัจงึคาดว่าความแตกต่างนี้จะส่งผลทีแ่ตกต่างกนัในพชืดว้ย งานวจิยันี้เป็นการทดสอบถงึการ
ควบคุมการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนทีม่โีครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนัโดยใชอ้ะราบดิอบซสิเป็นตวัแทนพชืใบเลีย้งคู่และ
ขา้วเป็นตวัแทนพชืใบเลีย้งเดีย่ว และศกึษาผลของการสลบัโครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนัต่อการเจรขิและพฒันาของพชื 
งานวจิยัดําเนินการโดยการโคลนยนี XXT ทัง้ 5 ยนีจากขา้วแลว้ถ่ายฝากเขา้สู่อะราบดิอบซสิายพนัธุก์ลายทีม่กีาร
ทาํลายยนี XXT ของตนเองเพื่อใหเ้หน็ผลยนีของการทํางานของยนีขา้ว และถ่ายยนี XXT ของอะราบดิอบซสิเขา้
สู่ขา้ว จากการทดลองสามารถโคลนยนีขา้วและสรา้งพลาสมดิสําหรบัการถ่ายยนีไดแ้ลว้ทัง้ 5 ยนี ผลจาก RT-
PCR ยนืยนัไดว้่ายนีทถ่ีายเขา้ไปมกีารแสดงออกในระดบัอารเ์อน็เอจรงิ ส่วนการถ่ายยนีจากอะราบดิอพซสิเขา้สู่
ขา้วนัน้มอุีปสรรคเนื่องจากจากการชกันําแคลลสัทีไ่ดร้บัยนีใหเ้ป็นตน้นัน้มอีตัราส่วนทีต่ํ่าและผลจากน้ําท่วมทาํให้
การทดลองนี้ทาํไดไ้มส่ําเรจ็ เพื่อไดข้อ้มลูเพิม่เตมิเกีย่วกบัหน้าทีข่องเอนไซม ์ XXT ของขา้วผูว้จิยัไดท้ําการผลติ
โปรตนีชนิดนี้ใน E. coli และทาํการแยกใหบ้รสิุทธิก่์อนทดสอบปฏกิริยิาของเอนไซม ์แต่ตรวจไมพ่บปฏกิริยิาของ
เอนไซมน์ี้ ดงัทีส่ามารถตรวจไดจ้ากเอนไซม ์ XXT ของอะราบดิอพซสิ เมือ่ตรวจสอบการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคน
โดยยนีทีถ่่ายเขา้ไปในตน้อะราบดิอบซสิพนัธุก์ลายพบว่ายนี 3 ยนีจากขา้วสามารถสรา้งไซโลกลแูคนไดใ้นสาย
พนัธุก์ลายชนิด xxt2 4 5 แต่ไมส่ามารถสงัเคราะหไ์ดใ้นสายพนัธุ ์xxt1 xxt2 โดยตรวจสอบพบเฉพาะโมเลกุลแกน
หลกั (backbone) แต่ตรวจไมพ่บกิง่ดา้นขา้งของน้ําตาลฟูโคส ทัง้นี้เป็นการแสดงในขัน้ต้นว่ายนีทัง้ 3 เป็นยนีที่
เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนและสามารถสงัเคราะหไ์ดใ้นตน้อะราบดิอบซสิ การทดลองต่อไปจะเป็น
การรวบรวมอะราบดิอพซสิทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีทีแ่ละเป็นสายพนัธุแ์ท ้ (homozygous) ก่อนทาํการวเิคราะหก์าร
สงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนและผลต่อการเจรขิเตบิโตและพฒันาของตน้อะราบดิอบซสิต่อไป ผลงานส่วนหน่ึงใน
งานวจิยัน้ีไดต้พีมิพล์งในวารสารระดบันานาชาตจิาํนวน 1 ฉบบั 
 
Vuttipongchaikij, S., Brocklehurst, D., Steele-King, C., Ashford, D.A., Gomez, L.D., McQueen-Mason, 
S.J. 2012. Arabidopsis GT34 family contains five xyloglucan α-1,6-xylosyltransferases. New Phytologist. 
Vol. 195 (3): 585-595.   
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วตัถปุระสงคง์านวิจยั 

 
 งานวจิยัน้ีมจีดุประสงคเ์พื่อศกึษาหน้าทีก่ารการทาํงานในระดบัโมเลกุลของไซโลกลแูคน ทีม่ปีรมิาณและ
โครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนัระหว่างขา้วและอะราบดิอบซสิต่อการทําหน้าทีใ่นผนงัเซลลแ์ละต่อการเจรขิเตบิโต 
สามารถแบ่งออกเป็นวตัถุประสงคย์อ่ยดงันี้ 

1. เพื่อพสิจูน์หน้าทีก่ารทํางานของยนีขา้ว 5 ยนี ทีเ่ป็นโฮโมลอ็กกบัยนี XXT ของอะราบดิอบซสิ 
2. เพื่อ สลบั หรอื แลกเปลีย่น โมเลกุลไซโลกลแูคนระหว่างขา้วและอะราบดิอบซสิ โดยการถ่ายยนี XXT 

จากขา้วเขา้อะราบดิอบซสิสายพนัธก์ลาย และจากอะราบดิอบซสิเขา้สู่ขา้ว 
3. เพื่อศกึษาคุณสมบตัทิีแ่ตกต่างกนัของโมเลกุลไซโลกลแูคนทัง้ 2 ชนิด ทีม่ต่ีอผนงัเซลล ์
4. เพื่อตรวจสอบผลของโมเลกุลไซโลกลแูคนทัง้ 2 ชนิด ต่อการเจรขิและการเพิม่ขนาดของเซลลพ์ชื 

ขอบเขตของโครงการวจิยั 
1. โคลนยนี  xylosyltransferase (XXTs) จากขา้ว 
2. ถ่ายยนี xylosyltransferase จากขา้ว เขา้สู่อะราบอดอบซสิสายพนัธุก์ลายทีไ่มส่ามารถสรา้งไซโลกลู

แคน เพื่อทดสอบหน้าทีข่องเอนไซม ์
3. ถ่ายยนี xylosyltransferase จากอะราบดิอบซสิ เขา้สู่ขา้ว 
4. ตรวจสอบการสรา้งไซโลกลูแคนในอะราบดิอบซสิ และขา้วทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี  
5. ตรวจสอบการเจรขิเตบิโต และการเปลีย่นแปลงของอะราบดิอบซสิและขา้วทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 
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บทน ำ 

 
 ไซโลกลแูคน (xyloglucan) เป็นโพลแีซคคาไรดท์ีเ่ป็นส่วนประกอบหลกัของเฮมเิซลลโูลส (hemicellulose) 
ในผนงัเซลลข์องพชืใบเลีย้งคู่ โดยมสีดัส่วนเป็น 15-25% ของมวลของผนงัเซลล ์ ทาํหน้าทีเ่ป็นตวัเชื่อมต่อของ
ระหว่างสายใยเซลลโูลส (cellulose microfibril) หลายๆสายเขา้ดว้ยกนัเพื่อยดึโครงสรา้งผนงัเซลลใ์หม้คีวาม
มัน่คง (Carpita and Gilbeaut, 1993) ไซโลกลแูคนไดม้กีารศกึษามานานกว่า 20 ปีและพบว่ามคีวามเกีย่วขอ้งกบั
การเจรขิและการขยายขนาดของเซลลใ์นส่วนของการควบคุมการยดืขยายของผนงัเซลล ์โดยในขณะทีเ่ซลลก์ําลงั
มกีารขยายตวัหลงัจากเกดิการแบ่งเซลล ์ โพลแีซคคาไรดช์นิดนี้จะถูกตดัและดดัแปลงเพื่อใหโ้ครงสรา้งของผนงั
เซลลม์คีวามยดืหยุ่นและสามารถยดืขยายเพื่อรองรบัขนาดของเซลลใ์นขัน้สุดทา้ยได ้ (Cosgrove, 2005) โดยใน
ขัน้ตอนการขยายของเซลลจ์ะถูกควบคุมดว้ยการทาํงานของเอนไซม ์ 3 กลุ่มใหข่ คอื expansins (McQueen-
Mason et al. 1992), xyloglucan endotrangluco/hydrolases (XTHs; Fry et al., 1992) และ endo-glucanases 
โดยแต่ละกลุ่มประกอบดว้ยเอนไซมห์ลายๆชนิด (protein family) ทีท่ํางานพรอ้มๆกนั และเอนไซมท์ัง้สามกลุ่มนี้
ไดม้กีารพสิจูน์แลว้ว่ามกีลไกการทํางานทีจ่าํเพาะกบัไซโลกลแูคน ล่าสุดจากการศกึษาของผูข้อทุนวจิยัในช่วงการ
ทาํวทิยานิพนธป์รขิขาเอกโดยการยบัยัง้หน้าทีข่องยนีทีส่รา้งเอนโซม ์ xylosyltransferase ทีท่าํหน้าทีส่รา้งไซ
โลกลแูคนในอะราบดิอบซสิพบว่า การสรา้งไซโลกลแูคนในพชืนัน้ไดถู้กยบัยัง้และทาํใหพ้ชืหยดุการเจรขิเตบิโต 
โดยทีพ่ชืนัน้มกีารแบ่งเซลลเ์กดิขึน้แต่เซลลไ์มส่ามารถขยายขนาดและไมส่ามารถพฒันาไปสู่เนื้อเยือ่ทีท่าํหน้าทีไ่ด ้
ซึง่แสดงถงึความสําคขัของโพลแีซคคาไรดช์นิดนี้ต่อการเจรขิเตบิโตของพชื  
 อยา่งไรกต็ามในพชืใบเลีย้งเดีย่วในวงศ ์Poaceae เช่น ขา้ว และหขา้ ซึง่มคีวามสาํคขัต่อประเทศไทยและ
ประเทศในเอเชยีในฐานะอาหารของชาตแิละพชือาหารสตัวท์ีส่าํคขันัน้มไีซโลกลแูคนทีม่โีครงสรา้งทีแ่ตกต่าง
ออกไปจากของพชืใบเลีย้งคู่ และสดัส่วนของไซโลกลแูคนในผนงัเซลลน์ัน้มอียูใ่นปรมิาณทีต่ํ่า (น้อยกว่า 5%) และ
น้อยกว่าเฮมเิซลลโูลสชนิดอื่นๆในผนงัเซลลซ์ึง่อาจบ่งบอกถงึความสาํคขัทีด่อ้ยกว่าของโพลแีซคคาไรดช์นิดนี้ใน
พชืใบเลีย้งเดีย่ว (Carpita and Gilbeaut, 1993) อยา่งไรกต็ามทฤษฎนีี้ยงัมไิดม้กีารพสิูจน์ และหลกัฐานทีแ่สดง
ถงึความสาํคขัของไซโลกลแูคนกพ็ิง่มแีสดงใหเ้หน็เมือ่ไมน่านมานี้ เช่น การพบยนีทีเ่ป็นโฮโมลอ็ก (homolog) 
ของการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนในจาํนวนทีเ่ท่าๆกนัของอะราบดิอบซสิและขา้ว และการพบจาํนวนของยนีและ
การปรมิาณการแสดงออกทีใ่กลเ้คยีงกนัของยนีทีส่รา้งเอนไซมท์ีท่าํงานเกีย่วขอ้งกบัไซโลกลแูคนทัง้สามกลุ่มใน
ขา้งตน้ (Yokoyama et al.,2004)  ( expansins, XTHs และ endo-glucanases  )ระหว่างอะราบดิอบซสิและขา้ว  
ถงึแมว้่าโครงสรา้งทางโมเลกุลของไซโลกลแูคนในพชืชนิดต่างๆไดม้กีารศกึษาอยา่งละเอยีด แต่ความรูเ้ชงิลกึใน
กลไกของการสงัเคราะหแ์ละหน้าทีก่ารทาํงานนัน้ยงัมน้ีอยและยนีหลายๆ กลุ่มทีผ่ลติเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งในการ
สงัเคราะหน์ี้กเ็พิง่จะมกีารคน้พบในช่วงเวลาทีผ่่านมาไมน่าน (Faik et al., 2002; Vanzin et al., 2002; Madson 
et al., 2003; Cavalier and Keegstra, 2006; Cocuron et al., 2007) จากการศกึษาการสงัเคราะหด์ว้ยการ
ทาํลายหน้าทีย่นีเหล่านี้ในอะราบดิอบซสิดว้ย T-DNA พบว่ายนีทีผ่ลติเอนไซม ์ xylosyltransferase ซึง่สรา้งกิง่
แขนง (side chain) ตวัแรกของโมเลกุลเป็นยนีสาํคขัทีจ่ะกําหนดการสรา้งหรอืการยบัยัง้การสรา้งของทัง้โมเลกุล 
วธินีี้สามารถใชเ้ป็นแนวทางในการศกึษาถงึหน้าทีข่องไซโลกลแูคนโดยการศกึษาถงึผลกระทบจากการขาด
หายไปของโมเลกุลนี้ในพชื  ดว้ยเหตุทีค่วามรูเ้กี่ยวกบัการทาํหน้าทีข่องไซโลกลแูคนในผนงัเซลลท์ีม่ต่ีอการ
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เจรขิเตบิโตของพชืนัน้ยงัมน้ีอยมากและไมเ่พยีงพอ โดยเฉพาะอย่างยิง่ในพชืวงศห์ขา้ซึง่มโีครงสรา้งของไซโลกลู
แคนทีม่ลีกัษณะพเิศษแตกต่างจากพชืในวงศอ์ื่นๆ ดงันัน้งานวจิยัครัง้นี้จะเป็นการศกึษาเปรยีบเทยีบการทาํงาน
ระหว่างไซโลกลแูคนจากขา้วและจากอะราบดิอบซลิ โดยจะมุง่เน้นในการตรวจสอบผลของการเปลีย่นแปลง
โครงสรา้งและปรมิาณของโพลแีซคคาไรดช์นิดนี้ต่อการเจรขิเตบิโต โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในขัน้ตอนการขยายตวั
ของเซลล ์เพื่อทีจ่ะเขา้ใจถงึหน้าทีแ่ละกลไกการทาํงาน   
 จากการทีจ่โีนมของขา้วนัน้เป็นทีท่ราบและลาํดบัเบสไดถู้กวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบกบัลาํดบัเบสของยนีทีไ่ดม้ี
การศกึษามาแลว้ พบว่าขา้วนัน้มอียู ่ 5 ยนีทีม่ลีาํดบัเบสใกลเ้คยีงกบัยนีทีส่งัเคราะหเ์อนไซม์ xyloglucan 
xylosyltransferase (XXT) ในอะราบดิอบซสิ (Faik et. al., 2002: Cavalier and Keegstra, 2006) ซึง่มอียู ่ 5 ยนี
เช่นเดยีวกนั โดยยนีเหล่านี้ไดถู้กจดัอยูใ่น glycosyltransferase family 34 ใน CAZy database จงึมคีวามเป็นไป

ไดส้งูทีย่นีทัง้ 5 ยนีน้ีจากขา้วจะเป็นยนีทีท่าํหน้าทีใ่นการสรา้งไซโลกลแูคน ดงัทีไ่ดม้กีารศกึษาในอะราบดิอบซสิ 
ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นี้ยนีทัง้หา้ตวัจะถูกใชท้ดสอบในการทําหน้าทีแ่ละใชใ้นการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งและ
ปรมิาณของไซโลกลแูคนในพชืระหว่างขา้วและอะราบดิอบซสิ 
 จากการศกึษาการทํางานของเอนไซม ์ xylosyltransferse ในอะราบดิอบซสิซึง่พบว่าเอนไซมน์ี้เป็นตวัที่
กําหนดการสรา้งของไซโลกลแูคนทัง้โมเลกุล ทาํใหส้ามารถตัง้สมมตุฐิานไดว้่าเอนไซมต์วันี้น่าจะเป็นตวัสาํคขัที่
ทาํหน้าทีค่วบคุมการสรา้งไซโลกลูแคนทีท่ําใหม้โีครงสรา้งหลกัและสดัส่วนในผนงัเซลลท์ีแ่ตกต่างกนั ดงัทีพ่บใน
พชืวงศห์ขา้เปรยีบเทยีบกบัอะราบดิอบซสิ ดงันัน้การเลอืกใชย้นีทีส่รา้งเอนไซมน์ี้จากขา้วหรอืจากอะราบดิอบซสิ
กน่็าทีจ่ะสามารถนํามาใชใ้นการถ่ายยนีสู่พชืต่างชนิดกนัเพื่อปรบัเปลีย่นของไซโลกลูแคนในพชืได ้ ยกตวัอยา่ง
เช่น การนํายนีนี้จากอะราบดิอบซสิมาแสดงออกในขา้ว หรอืนํายนีนี้จากขา้วมาแสดงออกในอะราบดิอบซสิ  
จากหลกัฐานในเรือ่งความสําคขัของไซโลกลแูคนในการเจรขิเตบิโตของพชืใบเลีย้งคู่ และในเรือ่งของปรมิาณและ
การแสดงออกของยนีซึง่ทาํงานโดยตรงกบัไซโลกลแูคนและเกี่ยวขอ้งกบัการขยายตวัของผนงัเซลลใ์นพชืวงศ์
หขา้ (Cosgrove and Li, 1993)  ทาํใหส้ามารถสรา้งสมมตุฐิานถงึความเป็นไปไดใ้นความสําคขัของไซโลกลแูคน
ในการเจรขิเตบิโนในพชืใบเลีย้งเดีย่วในวงศห์ขา้ ซึง่คาดว่าจะมหีน้าทีส่ําคขัในช่วงการขยายตวัภายหลงัจากการ
แบ่งเซลล ์ โดยโครงสรา้งทีแ่ตกต่างของไซโลกลแูคนในขา้วและหข้านัน้อาจเป็นจุดสาํคขัทีท่ําใหโ้พลเีมอรช์นิดนี้
สามารถทํางานไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพมากกว่าโครงสรา้งทีพ่บในพชืใบเลีย้งคู่ และในสดัส่วนทีม่เีพยีงเลก็น้อยก็
เพยีงพอกบัความตอ้งการของหน้าทีน่ี้ในผนงัเซลล ์นอกจากนี้จากหลกัฐานทีว่่าด้วยโครงสรา้งของโพลเีมอรช์นิดนี้
ทีม่คีวามสาํคขัในการขยายตวัของเซลล ์ การดดัแปลงของโครงสรา้งหรอืการเปลีย่นสดัส่วนภายในผนงัเซลล์
อาจจะใชเ้ป็นเครือ่งมอืในการเพิม่ขนาดของเซลลพ์ชืได ้ โดยอกีนยัหน่ึงคอืการเพิม่ขนาดของพชื ซึง่สามารถนําสู่
การเพิม่ชวีมวล (biomass) ได ้
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เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 

ผนงัเซลลแ์ละการเจรขิเตบิโตของพชื 
 ผนงัเซลลเ์ป็นหนึ่งในองคป์ระกอบหลกัของเซลลพ์ชื นอกจากคุณสมบตัทิีม่คีวามแขง็แรงและคงตวัเพื่อ
หน้าทีใ่นการปกป้องเซลลจ์ากสิง่แวดลอ้มและแรงดนัภายในของเซลลพ์ชืเองแลว้ ผนงัเซลลย์งัมคีวามสําคขัใน
การควบคุมการพฒันาและการเจรขิเตบิโตของพชื ในเซลลท์ีก่ําลงัมกีารเจรขิและมกีารขยายขนาดหลงัจากการ
แบ่งเซลลผ์นงัเซลลจ์ะตอ้งมกีารเปลีย่นแปลงไปสู่ระยะทีม่คีวามอ่อนตวัเพื่อการยดืและขยายของโครงสรา้งในการ
ตอบรบักบัการขยายตวัของเซลลจ์ากแรงดนัออสโมตกิ ในขณะเดยีวกนัผนงัเซลล์ทีก่ําลงัมกีารยดืขยายกย็งัจะต้อง
รกัษาความคงตวัของโครงสรา้งเพื่อควบคุมทศิทางการขยายตวัในการนําไปสู่การกําหนดรปูร่างของเซลล ์ ซึง่มผีล
ต่อการพฒันาไปสู่การสรา้งเซลลห์รอืเนื้อเยือ่ทีม่หีน้าทีจ่าํเพาะต่อไป (Cosgrove, 1999) 
 ผนงัเซลลข์องพชืมโีพลแีซคคาไรดห์ลายชนิดรวมกนัเป็นองคป์ระกอบหลกั และมโีปรตนี, เอนไซม ์ และ
สารประกอบอื่นๆ เป็นองคป์ระกอบยอ่ย ผนงัเซลลข์องพชืสามารถแบ่งออกเป็นสองชนิดตามการพฒันาของเซลล ์
คอืผนงัเซลลข์ัน้ปฐมภมู ิ(primary cell walls) และผนงัเซลลข์ัน้ทุตยิภูม ิ(secondary cell walls) ผนงัเซลลป์ฐมภมูิ
จะพบไดท้ีเ่ซลลท์ีเ่พิง่จะมกีารแบ่งตวัใหม่ๆ และเซลลพ์ชืทัว่ไปทมีผีนงับาง ส่วนผนงัเซลลท์ุตภิูมจิะพบไดท้ีเ่ซลล์
พชืทีม่กีารเจรขิเตบิโตในขัน้ทีส่อง (secondary growth) ซึง่ส่วนใหข่จะเป็นเซลลข์องเนื้อเยือ่ท่อลาํเลยีง 
(vascular tissues) (Carpita and Gilbeaut, 1993) 
 ผนงัเซลลป์ฐมภูมยิงัถูกแบ่งเป็นอกีสองชนิดตามส่วนประกอบ คอื ผนงัเซลลข์ัน้ปฐมภมูชินิดทีห่นึ่ง (type I) 
ซึง่มเีซลลโูลส, ไซโลกลแูคน (xyloglucans) และเพคตนิ (pectins) ในสดัส่วนทีเ่ท่ากนัเป็นองคป์ระกอบ  และผนัง
เซลลข์ัน้ปฐมภมูชินิดทีส่อง (type II) ซึง่มกีลคูโูรโนอะราบโินไซแลน (glucuronoarabinoxylans; GAXs) และ
กลแูคนสายผสม (mixed linkage glucans) เป็นส่วนประกอบหลกัแทนทีไ่ซโลกลแูคนซึง่ยงัคงเหลอืในสดัส่วนตํ่า
และมเีพคตนิในสดัส่วนทีต่ํ่า โดยชนิดทีห่นึ่งจะพบไดใ้นพชืใบเลีย้งคู่และใบเลีย้งเดีย่วทีไ่มใ่ช่พชืตระกูลหขา้ ส่วน
ชนิดทีส่องจะพบไดเ้ฉพาะในพชืตระกูลหข้าเท่านัน้ โดยทัว่ไปโครงสรา้งของผนงัเซลลป์ฐมภูมชินิดทีห่นึ่งนัน้
ประกอบดว้ยเสน้ใยเซลลโูลส (cellulose microfibrils) ทีเ่รยีงขนานกนัเป็นทางยาวเปรยีบดงักําแพงลวดทีม่เีสาไม้
เรยีงกนัเป็นแกนของโครงสรา้ง และมไีซโลกลแูคนเชื่อมต่อระหว่างเสน้ใยเซลลโูลสดว้ยพนัธะไฮไดรเจนในการ
สรา้งโครงร่างทีต่่อกนัเปรยีบดงัสายลวดของกําแพง และมเีพคตนิทีถู่กเตมิในช่องว่างระหว่างส่วนทีเ่ชื่อมต่อกนั
ของเสน้ใยเซลลโูลสเพื่อเสรมิความแขง็แรงของโครงสรา้ง ส่วนโครงสรา้งของผนงัเซลลช์นิดทีส่องนัน้ยงัไม่ทราบ
แน่ชดั แต่ดว้ยสดัส่วนของเฮมเิซลลโูลสซึง่จะม ี GAXs และกลแูคนสายผสมในสดัส่วนทีส่งูมากทําใหม้กีารคาดว่า
โพลแีซคคาไรดส์องชนิดน้ีน่าทีจ่ะทําหน้าทีเ่ป็นเชื่อมต่อสายใยเซลลโูลสแทนทีไ่ซโลกลแูคน อยา่งไรกต็ามทฤษฎนีี้
กย็งัไมไ่ดม้กีารพสิจูน์ (Carpita and Gilbeaut, 1993)  
 
ไซโลกลแูคน โครงสรา้งและการสงัเคราะห์ 
 ไซโลกลแูคนเป็นโพลแีซคคาไรดท์ีพ่บในผนงัเซลลข์องพชืบกทุกชนิดและยกเวน้เพยีงสาหรา่ยสเีขยีวบาง
ชนิดทีไ่มพ่บ (Popper and Fry, 2003) มคีวามยาวของโมเลกุลทีห่ลากหลายรวมกนัอยูใ่นผนังเซลลเ์ดยีวกนัตัง้แต่ 

22 ถงึ 722 นาโนเมตร โดยโมเลกุลส่วนใหข่จะ ยาว 222 นาโนเมตร ( McCann et al., 0992 ) ในพชืทัว่ไปทัง้ใบ
เลีย้งเดีย่วและไปเลีย้งคู่นัน้มไีซโลกลแูคนทีม่โีครงสรา้งประกอบไปดว้ยแกนของโครงสรา้งทีเ่ป็นโพลเีมอรส์ายตรง
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ยาวของ β-1,4-glucan ทีถู่กเตมิดว้ย α-1,6-xylose บนกลโูคสสามโมเลกุลทีต่ดิกนัโดยมกีารเวน้ช่วงหนึ่งโมเลกุล
ทีไ่ม่มกีารเตมิระหว่างกลุ่มโมเลกุลทีถู่กเตมิ และโมเลกุลของไซโลสทีต่ําแหน่งทีส่องและสามยงัเตมิต่อดว้ย α-1,2-
galactose และโมเลกุลกาแลคโตสบนไซโลสในตําแหน่งทีส่ามอาจเตมิต่อดว้ย α-1,2-fucose ทัง้นี้ขึน้อยูก่บัชนิด
ของพชืและบางครัง้ขึน้กบัชนิดของเซลลท์ีแ่ตกต่างกนั (Hayashi, 1989) นอกจากนี้โมเลกุลกาแลกโตสยงัมกีาร
เตมิดว้ยหมูอ่ะซติลิซึง่พบในปรมิาณทีม่ากถงึ 82% ของหมูก่าแลกโตสทัง้มด แต่พชืในวงศ ์ Poaceae and 
Solanaceae พบว่ามโีครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนัคอื มกีารเตมิ 1,6-xylose บนสายกลูแคนเพยีงสองโมเลกุลและโดย
ส่วนใหข่มกีารคัน่ดว้ยสองโมเลกุลทีไ่ม่มกีารเตมิ หรอืส่วนน้อยคัน่ดว้ยหลายๆโมเลกุลทีไ่มม่กีารเตมิหมูไ่ซโลสเลย 
นอกจากนี้หมูไ่ซโลสยงัสามารถถูกเตมิต่อดว้ยน้ําตาล  L-arabinose (Vincken et al., 1997) 
 ในการสงัเคราะหผ์นงัเซลลน์ัน้สายใยเซลลโูลสจะมกีารสงัเคราะหข์ึน้บนผวิดา้นนอกของเยือ่หุม้เซลล ์ (cell 
membrane) ดว้ยเอนไซมเ์ชงิซอ้นทีแ่ทรกอยูใ่นชัน้ของเยือ่หุม้ แต่ไซโลกลูแคนนัน้มกีลไกการสงัเคราะหท์ี่
แตกต่างกนั เอนไซมห์ลายๆ ชนิดทีท่ําหน้าทีส่งัเคราะหจ์ะทํางานอยูด่า้นในของ Golgi apparatus และเมือ่ไซ
โลกลแูคนไดถู้กสงัเคราะหเ์สรจ็สิน้กจ็ะถูกขนส่งไปสู่ภายนอกเซลลด์ว้ย vesicle transport ก่อนทีจ่ะรวมตวักบั
สายใยเซลลโูลสเพื่อสรา้งโครงร่างของผนงัเซลล ์ โดยเอนไซมท์ีท่าํหน้าทีส่งัเคราะหไ์ซโลกลแูคนนัน้ประกอบดว้ย
เอนไซมอ์ย่างน้อยหา้ชนิด คอื glucan synthase (Cocuron et al., 2007) เป็นเอนไซมท์ีท่าํหน้าทีส่รา้ง β-1,4-
glucan ซึง่เป็นแกนของโครงสรา้ง xylosyltransferase (Faik et al., 2002; Cavalier and Keegstra, 2006) ซึง่ทาํ
หน้าทีเ่ตมิน้ําตาลไซโลสเขา้ไปทีแ่กนของโครงสรา้ง galactosyltransferase (Madson et al., 2003) 
fucosyltransferase (Vanzin et al., 2002) และ arabinosyltransferase ซึง่ทาํหน้าทีเ่ตมิน้ําตาลกาแลกโตส ฟูโคส
และอะราบโินสเขา้สู่โมเลกุลตามลาํดบั                                                                                   
 
หน้าทีข่องไซโลกลแูคน 
 ไซโลกลแูคนไดถู้กเสนอใหเ้ป็นโพลแีซคคาไรด์ทีม่คีวามสาํคขัต่อการสรา้งโครงสรา้งและการคงรปูของผนงั
เซลลโ์ดยการเชื่อมต่อสายใยเซลลโูลสเขา้ดว้ยกนัและทําหน้าทีใ่นการรองรบัและตอบรบัแรงกลต่างๆมากระทํา 
(Pauly et al., 1999, Cosgrove, 1999) ทัง้เกดิขึน้จากภายในเซลลเ์องและจากภายนอก โดยเฉพาะอย่างยิง่
ในช่วงทีผ่นงัเซลลก์ําลงัมกีารยดืขยายในขณะทีม่กีารขยายตวัของเซลล ์ ทฤษฎคีวามสําคขัของไซโลกลแูคนนี้ได้
สนบัสนุนจากการศกึษาเอนไซมห์ลายชนิดทีท่าํหน้าเกีย่วขอ้งกบัการขยายตวัของเซลลแ์ละควบคุมการเจรขิของ
พชื และพบว่าเอนไซมเ์หล่านี้มกีารทาํงานโดยตรงกบัไซโลกลแูคน (Cosgrove, 2005) ไดแ้ก่ expansins 
(McQueen-Mason et al., 0992 ) ซึง่เป็นเอนไซมท์ีท่ําหน้าทีค่วบคุมการยดืขยายของผนงัเซลลใ์นทุกส่วนของพชื
ดว้ยการทาํลายพนัธะไฮโดรเจนระหว่างไซโลกลแูคนกบัสายใยเซลลโูลส (ไมม่กีารตดัสายไซโลกลแูคน )และดงึ

สายไซโลกลแูคนใหจ้บักบัสายใยเซลลโูลสน้อยลงมผีลใหโ้ครงสร้างผนงัเซลลม์กีาร จดัตวัแบบหลวมๆเพื่อพรอ้มใน
การยดืขยาย xyloglucan endo-transgluco/hydrolases (XETs) (Fry et al., 1992) ซึง่ทําหน้าทีใ่นการควบคุม
การยดืขยายของผนงัเซลลเ์ช่นเดยีวกบั expansin แต่การทํางานจะเป็นการตดัสายไซโลกลแูคนใหเ้ป็นสายสัน้ๆ
และนํามาต่อเชื่อมกนัเป็นสายใหมท่ีข่นาดต่างๆกนั (ส่วนใหข่เพื่อเพิม่ความยาวของโมเลกุล )เพื่อจดัเรยีง

โครงสรา้งของผนงัเซลลใ์หม่ใหม้คีวามเหมาะสมกบัเซลลท์ีจ่ะขยายขนาดไปสู่ และ endo-glucanase ซึง่จะทาํ
หน้าทีค่วบคู่ไปกบัเอนไซมส์องชนิดในขัน้ตน้แต่การทํางานจะเป็นการตดัสายไซโลกลแูคนเพยีงอยา่งเดยีวเพื่อ
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คลายความแขง็ของโครงรา่งผนงัเซลลเ์พื่อรองรบัการยดืขยาย นอกจากนี้เอนไซมท์ัง้สามชนิดนี้ยงัมหีน้าทีใ่นการ
ควบคุมการสุกของผล (fruit ripening) และการเหีย่วหรอืหลุดรว่งของเนื้อเยือ่พชื (abscission) ซึง่เกีย่วขอ้งกบั
การเปลีย่นแปลงโครงสรา้งของไซโลกลแูคนในผนงัเซลล ์(Rose and Bennett, 1999) 
 

ระเบียบวิธีวิจยั 
 
การโคลนยนีจากขา้ว (Oryza sativa L. var. Nipponbare) และสรา้งพลาสมดิสําหรบัการถ่ายยนีในอะราบดิอบซสิ 
 ทาํการสกดัอารเ์อน็เอจากต้นอ่อนขา้วทีเ่พาะเลีย้งในสภาพปลอดเชือ้เป็นเวลา 2 สปัดาหโ์ดยใช ้ RNeasy 
Kit (Qiagen) แลว้ทาํการสงัเคราะห ์ cDNA โดยใช ้ อารเ์อน็เอทีส่กดัได้ 1 µg บ่มกบั 10 mM dNTP oligi-d(T) 
primer และเอนไซม ์reverse transcriptase (invitrogen) และหลงัจากนัน้ทําการโคลนยนีจาก cDNA ทีส่งัเคราะห์
ไดโ้ดยการทําพซีอีารด์ว้ยไพรเ์มอรท์ีจ่าํเพาะกบัยนี XXT ของขา้วทัง้ 5 ยนี ต่อมาทําการตรวจสอบผลของการเพิม่
ปรมิาณดว้ยอะกาโรสเจลอเิลก็โทโฟรซีสิและทาํการโคลนเขา้ pGEMTeasy เวกเตอร ์ ดว้ยวธิ ี TA cloning เมือ่
คดัเลอืกโคลนไดจ้งึทาํการตรวจสอบยนืยนัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะและวเิคราะหล์าํดบัเบส 
 การสรา้งพลาสมดิสําหรบัถ่ายยนีทาํโดยการตดัชิ้นส่วนข องยนีทีโ่คลนมาต่อกบั pENTR เวกเตอรด์ว้ย
เอนไซมต์ดัจาํเพาะแลว้ จงึทาํการยา้ยชิน้ส่วนยนีเขา้สู่พลาสมดิสาํหรบัการถ่ายยนี pH2GW7 ดว้ยเอนไซม ์
Clonase (Invitrogen) หลงัจากเสรจ็สิน้ปฏกิริยิายา้ยชิน้ส่วนดเีอน็เอแลว้กท็าํการถ่ายพลาสมดิเขา้สู่ E. coli แลว้
ทาํการคดัเลอืกดว้ยยาปฏชิวีนะและวธิพีซีอีารก่์อนทีจ่ะนําพลาสมดิทีค่ดัเลอืกไดถ่้ายเขา้สู่ Agrobacterium สาย
พนัธุ ์LHA105  
 
การผลติโปรตนีใน E. coli และการทําใหบ้รสิุทธิ ์
 ทาํการสรา้งพลาสมดิสาํหรบัสรา้งโปรตนีโดยการโคลนเฉพาะชิน้ส่วนหลงัจาก signal peptide ถงึ stop 
codon โดยการทาํพซีอีารด์ว้ยไพรเ์มอรท์ีเ่จาะจงกบัตําแหน่งเฉพาะทีต่อ้งการแลว้ทาํการโคลนเขา้ pGemTeasy 
vector ตรวจสอบลาํดบัเบสทีถู่กตอ้งก่อนทาํการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะและเชื่อมต่อเขา้กบั pGEX vector 
แลว้คดัเลอืกโคลนทีถู่กตอ้งโดยวธิพีซีอีารร์ว่มกบัการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ ต่อมานําพลาสมดิทีค่ดัเลอืกได้
ถ่ายเขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์BL21 แลว้คดัเลอืกโคลนดว้ยพซีอีาร ์
 ต่อมาทาํการเพาะเลีย้งเชือ้ E. coli ทีค่ดัเลอืกไดเ้พื่อผลติโปรตนีโดยเลีย้งในอาหาร 2X YT เป็นเวลา 2 วนั 
ก่อนเตมิ IPTG ทีค่วามเขม้ขน้ 100 µM แลว้เลีย้งต่ออกี 1 วนั ต่อมาทาํการเกบ็เกี่ยวเซลลโ์ดยการป ัน่เหวีย่ง แลว้
ทาํใหเ้ซลลแ์ตกโดยการใช ้ lyzozyme รว่มกบัแรงดนั osmotic และทาํใหโ้ปรตนีบรสิุทธิโ์ดยใช ้ Sepharose 4B 
เพื่อกบัจบั tag ทีต่ดิอยูก่บัโปรตนีทีผ่ลติได ้ทําการลา้งและชะโปรตนีออกจาก Sepharose 4B ตรวจสอบโปรตนีที่
ไดด้ว้ย SDS-PAGE และวดัปรมิาณโดย Bradford assay 
 
การตรวจสอบปฏกิริยิาของเอนไซม ์
  ตรวจสอบปฎกิริยิาการของเอนไซมใ์นการส่งถ่ายหมู่น้ําตาลไซโลสเขา้สู่เซลโลเฮกซะโอส (cellohexaose) 
โดยบ่มเอนไซมท์ีส่กดัไดป้ระมาณ 2.3 μg ทีอุ่ณหภูม ิ32°C เป็นเวลา 08 ชัว่โมงในชุดปฎกิริยิาทีป่ระกอบดว้ย 52 
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mM PIPES pH 6.9, 2.5 mM UDP-sugar (Xyl, Gal or Glu), 22 mM β-mercaptoethanol, 052 μg 
oligo/polysaccharide acceptors: or cellohexaose, 5 mM MgCl2, 5 mM MnCl 2 and 2.37 KBq of UDP-
[04C] sugar (Xyl, Gal or Glu) ในปรมิาตรรวม 25 μl แลว้หยดุปฏกิริยิาโดยการต้มเป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้ทาํ
การตรวจสอบปฏกิริยิาดว้ยวธิ ีTLC ทีด่ดัแปลงมาจาก Robyt & Mukerjea ( 0994 ) and Atichokdomchai et al. 
( 2226 ) โดยใช ้Whatman TLC K 5 chromatography (silica-gel) plates และ mobile phase คอื acetonitrile: 0-
propanol: water: ethyl acetate (85:52:52:25) เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้ทาํการตรวจหาสารกํามนัตรงัสโีดยใช้  
phosphorscreen ทาบลงบน TLC plat เป็นเวลา 16 ชวัโมงแลว้ตรวจสอบสขัขาณดว้ยเครือ่ง Phosphorimager 
(BIO-RAD และตรวจสอบตําแหน่งของ เซลโลเฮกซะโอสบน TLC plat โดยการยอ้มดว้ย 2.0( % w/v) α-napthol 
and 5( % v/v) sulphuric acid และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ022°C เป็นเวลา 02 นาที  
 
การถ่ายยนีและการคดัเลอืกอะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลาย 
 การถ่ายยนีเขา้สู่อะราบดิอบซสิเริม่จากการปลกูอะราบดิอบซสิจนกระทัง้ออกดอกแลว้ทาํการจุ่มดอกลงใน
สารแขวนลอยอะโกรแบคทเีรยีมทีม่พีลาสมดิสําหรบัการถ่ายยนีในสารละลาย 5% sucrose แลว้เพาะเลีย้งต่อจน
เกบ็เมลด็ได ้ เมือ่ไดเ้มลด็แลว้จงึทาํการคดัเลอืกโดยการเพาะเมลด็ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีลงในอาหาร ½ MS ทีเ่ตมิ 
35 µg/ml hygromycin B และจะสามารถคดัเลอืกตน้ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีหลงัเพาะเลีย้งประมาณ 2 สปัดาห ์
การคดัเลอืกสายพนัธุแ์ทท้ําโดยการคดัเลอืกดว้ยยาปฏชิวีนะ รว่มกบัวธิปีฏกิริยิาลูกโซ่พอลเีมอเรส โดยนําต้นรุน่ 
T1 ทีม่ชีิน้ส่วนยนีมาเพาะเลีย้ง ปล่อยใหผ้สมตวัเองไดเ้ป็นรุ่น T2 คดัเลอืกโดยปลกูบนอาหารทีม่ยีาปฏชิวีนะอกี
ครัง้ โดยในรุน่ T2 นัน้ จะมกีารกระจายของยนีทีถ่่ายเขา้ไปออกเป็นสามแบบ คอื ตน้ไมม่ยีนี ตน้ทีม่ยีนีแบบ 
homozygous และแบบ heterozygous ซึง่ตน้ทีไ่ม่มยีนีนัน้จะตายตอนปลกูบนอาหารทีม่ยีาปฏชิวีนะ สาํหรบัต้นที่
มยีนีนําแต่ละตน้มาผสมตวัเองอกีครัง้ ไดเ้ป็นรุน่ T3 แลว้สุ่มเลอืกตน้อะราบดิอบซสิจากแต่ละตน้ของรุน่ T2 มา
อยา่งน้อย 10 ตน้ ทาํปฏกิริยิาพซีอีารเ์พื่อตรวจสอบยนี โดยถา้เป็นรุน่ T2 แบบ heterozygous จะไดช้ิน้ส่วนของ
ยนีไมค่รบทัง้ 10 ตน้ แต่ถา้เป็นรุ่น T2 แบบ homozygous จะไดช้ิน้ส่วนของยนีทุกต้นทีต่รวจสอบ และถอืว่าตน้อะ
ราบดิอบซสิดงักล่าวเป็นสายพนัธุแ์ท ้ 
 
การถ่ายยนีเขา้สู่ขา้ว 
 ทาํโดยเพาะเลีย้งแคลลสัจาก scutellum ของเมลด็ในสภาพปลอดเชือ้บนอาหาร MS ทีเ่ตมิ casein 
hydrolysate 1g/L 2,4-D 2mg/L และวุน้ผง 1g/L เป็นเวลา 3-4 สปัดาห ์เมือ่เป็นแคลลสัแขง็แรงมกีารแบ่งตวัอยา่ง
รวดเรว็จงึนําไปเพาะเลีย้งร่วมกบั Agrobacterium ทีม่พีลาสมดิทีใ่ชถ่้ายยนี บนอาหารสตูรเดมทีเ่ตมิ 
Acetosyringone 100 µM เป็นเวลา 3 วนั แลว้จงึยา้ยไปเลีย้งในอาหารสตูรเดมิทีม่กีารเตมิ hygromycin 50 mg/L 
และ cefotaxime 250 mg/L เพื่อคดัเลอืกแคลลสัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีและฆ่าเชือ้ Agrobacterium ตามลาํดบั เมือ่
คดัเลอืกแคลลสัทีส่ามารถเจรขิบนอาหารทีม่ยีา hygromycin ไดจ้งึยา้ยไปเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเหนี่ยวนําให้
เกดิตน้แลว้เพาะเลีย้งใหเ้ป็นตน้ขา้วทีส่มบรูณ์และทําการคดัเลอืกตน้ทีไ่ดก้ารถ่ายยนีต่อไป 
 
 



13 
 

การตรวจสอบการสรา้งไซโลกลแูคนในอะรบิดิอบซสิทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 
 ตดัชิน้เน้ือเยือ่ตามขวางของกา้นช่อดอกของอะราบดิอบซสิดว้ยมดีโกนแลว้เกบ็รกัษาไวใ้นสารละลาย 4% 
paraformaldehyde ใน 100 mM PIPES, pH 6.9 แลว้จงึทาํการบลอ็กเนื้อเยือ่ดว้ย 3% BSA ในสารละลาย100 
mM PIPES, pH 6.9 เป็นเวลา 1 ชวัโมง แลว้จงึตรวจจบัดว้ยแอนตบิอด ี LM15 หรอื CCRC-M1 ในสารละลาย
เดยีวกนั เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ลา้งดว้ยสารละลาย 100 mM PIPES, pH 6.9 สามครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี
แลว้จงึตรวจจบัดว้ยแอนตบิอดทีุตยิภมู ิ (antimouse หรอื antirabbit-FITC) ในสารละลาย 100 mM PIPES, pH 
6.9 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยสารละลาย PIPE อกีสามครัง้แลว้ตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ฟลอูอเลสเซน 
 

ผลและวิจารณ์ 
 
การโคลนยนี XXT ทัง้ 5 ยนี จากขา้ว 
 จากยนีขา้วจาํนวน 5 ยนี ทีไ่ดม้กีารทํานายจากลาํดบันิวคลโีอไทดจ์ากฐานขอ้มลู NBCI แลว้ว่าน่าจะเป็น
ยนี xylosyltransferase (XXT) สามารถโคลนไดค้รบแลว้ทัง้ 5 ยนี โดยทําการโคลนจาก cDNA ทีไ่ดจ้ากเนื้อเยือ่
ต่างๆของขา้ว ดว้ยวธิพีซีอีารโ์ดยใชไ้พรเ์มอรท์ีจ่าํเพาะต่อลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีเ่ป็นรหสัสาํหรบัการสรา้งเอนไซม ์
ผลของการพซีอีารท์ัง้ 5 ยนีนัน้แสดงอยูใ่นรปูที ่ 1 เมือ่สามารถเพิม่ปรมิาณไดด้ว้ยปฏกิริยิาพซีอีารแ์ลว้จงึเชื่อมต่อ
เขา้กบักบัเวกเตอร ์ pGemTeasy แลว้ทาํการถ่ายฝากเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเชือ้ E. coli และทาํการตรวจสอบ
โคลนทีไ่ดด้ว้ยพซีอีารแ์ละเอนไซมต์ดัจาํเพาะ ก่อนการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทด ์จากการตรวจสอบลาํดบันิวคลี
โอไทดพ์บว่าทัง้ 5 ยนีทีไ่ดม้ลีาํดบัทีถู่กตอ้งตามฐานขอ้มลูขา้งตน้   
 รายชื่อและรายละเอยีดขนาดของยนีทัง้จากอะราบดิอพซสิและขา้วทีใ่ชใ้นการวจิยัครัง้นี้แสดงอยูใ่นตารางที ่
1 โดยขนาดทัง้หมดของยนี (coding sequence)  เป็นระยะของยนีตัง้แต่ start codon จนถงึ stop codon ทีจ่ะใช้
ในการถ่ายฝากจาก ขา้วเขา้สู่อะราบดิอพซสิ และอะราบดิอพซสิเขา้สู่ขา้ว ส่วน coding sequence for protein 
expression เป็นส่วนของยนีทีจ่ะใชใ้นการเชื่อมต่อเขา้กบั purification tag และถ่ายเขา้สู่ E. coli เพื่อใชใ้นการ
ผลติโปรตนีสาํหรบัการทดสอบปฏกิริยิาของเอนไซม ์ โดยลาํดบัเบสทีจ่ะใช้นี้เป็นการตดัเอาชิน้ส่วนดา้นหน้าปลาย 
5’ ของยนีประมาณ 70-150 นิวคลโีอไทด ์ทีท่าํหน้าเป็น signal peptide ในพชื แต่จะเป็นส่วนทีข่ดัขวางการผลติ
โปรตนีใน E. coli 
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ภาพที ่1 การโคลนยนี XXT จากขา้วทัง้ 5 ยนีตรวจสอบโดยอะกาโรสอเิลก็โทโฟรซีสิ 
 
 

 
 
การผลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนีใน E. coli และทดสอบปฏกิริยิาของเอนไซม ์

ตารางที ่1 ยนี Xyloglucan xylosyltransferase (XXT) ของอะราบดิอบซสิและขา้วทีใ่ชใ้นการศกึษา 

Gene locus Gene name Coding sequence (base pair) 
Coding sequence for protein 
expression (base pair) 

At1g18690 AtXXT4 1542 - 
At1g74380 AtXXT5 1374 - 
At3g62720 AtXXT1 1383 - 
At4g02500 AtXXT2 1386 - 
At5g07720 AtXXT3 1374 - 
Os02g0529600 D01 1443 1240 
Os22g2723222 E08 1344 1277 
Os02g2049322 B07 1392 1262 
Os23g2325822 D03 1452 1351 
Os11g0546500 500 1452 1269 
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 เวกเตอรส์าํหรบัการผลติโปรตนีในการทดลองนี้ใช ้ pGEX system (Amersham) ทีม่ ี N-terminal GST-
fusion tag เพื่อช่วยในการทาํโปรตนีใหบ้รสิุทธิ ์หลงัจากทาํการเชื่อมต่อยนีขา้วทัง้ 4 ยนี คอื B07 D01 D03 และ 
E08 เขา้สู่เวกเตอร ์pGEXโดยใชเ้อนไซมต์ดัจาํเพาะและเอนไซม ์ligase แลว้ จงึทาํการโคลนเขา้สู่ E. coli ทาํการ
คดัเลอืกโคลนและตรวจสอบความถูกตอ้งของโคลนไดด้ว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะและตรวจสอบลาํดบัเบส ภาพที ่ 2 
แสดงแผนทีเ่อนไซมต์ดัจาํเพาะของพลาสมดิทัง้ 4 ทีส่รา้งได ้ และผลจากการตดัของเอนไซมเ์พื่อแสดงถงึความ
ถูกตอ้งของพลาสมดิทีค่ดัเลอืกมา 
 เมือ่ไดพ้ลาสมดิทีถู่กตอ้งแลว้จงึทาํการถ่ายพลาสมดิเขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์ BL21 ซึง่เป็นสายพนัธุส์าํหรบั
การผลติโปรตนี เมือ่ได ้ E. coli BL21 ทีม่พีลาสมดิแลว้จงึทําการเพาะเลีย้งเพื่อผลติโปรตนีและทาํการสกดัโดยใช้
วธิ ีosmotic pressure รว่มกบัการใช ้lysozyme แลว้ทาํการแยกโปรตนีใหบ้รสิุทธิโ์ดยใช ้Sepharose 4B bead ที่
จบักบั GST tag ทีต่ดิอยูบ่นโปรตนี ภาพที ่ 3 แสดงถงึรคีอมบแินนทโ์ปรตนี B07 D01 D03 และ E08 บรสิุทธิท์ี่
สกดัไดต้ามลาํดบั โดยรคีอมบแินนทโ์ปรตนีทีต่่อกบั GST ทัง้ 4 มขีนาดประมาณ 72 kDa 
 การทดสอบปฏกิริยิาของเอนไซม ์XXT นี้ทําโดยการบ่มเอนไซมร์ว่มกบัสารตัง้ตน้ UDP-[c14]Xyl และตวัรบั
คอื cellohexaose แลว้ตรวจสอบการเตมิน้ําตาล xylose ทีต่ดิฉลากดว้ยสารกํามนัตรงัส ี บนโมเลกุล 
cellohexaose ดว้ย TLC และautoradiography จากการตรวจสอบนัน้พบว่าเอนไซมท์ัง้ 4 ตวั ไมส่ามารถเตมิ
น้ําตาล xylose เขา้สู่ cellohexaose ไดเ้ลย ซึง่ต่างจากเอนไซม ์XXT ทีผ่ลติจากยนีของ Arabidopsis ซึง่ 3 จาก 5 
เอนไซม ์ (XXT1, XXT2 และ XXT4)สามารถเรง่ปฏกิริยิาการเตมิน้ําตาลไซโลสได ้อยา่งไรตามการทีเ่อนไซมจ์าก
ขา้วไมส่ามารถเร่งปฏกิริยิานี้ไดม้ไิดห้มายความว่าเอนไซมข์องขา้วไมไ่ดท้าํหน้าทีเ่ป็น XXT ตามทีค่าดหมาย 
เนื่องจาก XXT จากอะราบกิอบซสิ (XXT3 และ XXT5) ทีไ่มส่ามารถเรง่ปฏกิริยิานี้ในการทดสอบปฏกิริยิาดว้ย
กมัมนัตรงัสเีช่นเดยีวกนั แต่สามารถสรา้งไซโลกลแูคนไดเ้มือ่ถ่ายยนีเขา้สู่พชื (Vuttipongchaikij et al., 2012) 
ดงันัน้จงึตอ้งตรวจสอบหน้าทีข่องเอนไซมข์องขา้วนี้ต่อไปดว้ยการทดสอบถ่ายยนีเขา้สู่พชื 
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ภาพที ่2 การสรา้งพลาสมดิสาํหรบัการผลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนีใน E. coli  

A. แผนทีก่ารตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะสาํหรบัการตรวจสอบโคลนของยนี B07 D01 D03 และ E08 
ตามลาํดบั ขนาดของชิน้ดเีอน็เอทีแ่สดงไวม้หีน่วยเป็นคู่เบส 
B. ผลของการตรวจสอบโคลนจากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะของแต่ละยนีโดยวธิ ี agarose gel 
electrophoresis 
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ภาพที ่ 3 ผลการตรวจสอบผลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนีและการทําใหบ้รสิุทธิข์องยนีขา้ว 4 ยนีจาก E. coli โดยวธิ ี
SDS-PAGE และยอ้มดว้ย Coomassie blue staining 
 
การสรา้งพลาสมดิสําหรบัการถ่ายยนีเขา้สู่อะราบดิอบซสิ 
 เวกเตอรท์ีใ่ชใ้นการทดลองครัง้นี้คอื pH2GW7  การสรา้งพลาสมดิทําโดยนําพลาสมดิของยนีขา้วทีโ่คลนได้
ขา้งตน้มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะแลว้จงึทาํการเชื่อมต่อกบัเวกเตอร ์ pENTR เพื่อทาํการสรา้งพลาสมดิดว้ยวธิ ี
Gateway cloning เมือ่ต่อชิน้ส่วนดเีอน็เอกบั pENTR แลว้จงึนํามาตรวจสอบทศิทางการต่อก่อนทีจ่ะทําการผสมพ
ลาสมดินี้กบัพลาสมดิ pH2GW7 และทาํการแลกเปลีย่นชิน้ส่วนดเีอน็เอดว้ยเอนไซม ์ Clonase II โดยพลาสมดิ
สุดทา้ยทีไ่ดจ้ะประกอบดว้ย โปรโมเตอร ์ 35S ต่อดว้ยยนีทีโ่คลนไดแ้ละตามดว้ยเทอรม์เินเตอร ์ โดยทัง้หมดนี้อยู่
ในส่วนของ left border และ right border ของ T-DNA และม ีhygromycin resistance gene สาํหรบัการคดัเลอืก 
พลาสมดิทีไ่ดจ้ะนําไปถ่ายเขา้สู่ Agrobacterium โดยวธิจีุม่ดอกลงในสารแขวนลอย Agrobacterium ทีม่พีลาสมดิ
ทีใ่ชถ่้ายยนีอยู ่ ภาพที ่ 4 แสดงถงึแผนทีเ่อนไซมต์ดัจาํเพาะของพลาสมดิ pH2GW ทีต่่อกบัยนี B07 D01 D03 
และ E08 และผลจากการตดัดว้ยเอนไซมย์นืยนัความถูกตอ้งของพลาสมดิทีส่รา้งได ้ 
 ภาพที ่ 4 ยนืยนัถงึความถูกตอ้งของโคลนทีเ่ลอืกไดโ้ดยการตรวจสอบดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะซึง่ไดผ้ลตรง
กบัแผนทีก่ารตดัดว้ยเอนไซมจ์ากการวางแผนสรา้งพลาสมดิ ยนี 500 ทีไ่มไ่ดแ้สดงแผนทีก่ารตดัมานัน้ไดท้ําการ
ตรวจสอบโดยการหาลาํดบัเบสและพบว่าพลาสมดิทีส่รา้งขึน้นัน้ถูกตอ้ง ดงันัน้จากยนีของขา้วทีโ่คลนได ้มทีัง้หมด 
5 ยนี ขณะน้ีสรา้งพลาสมดิทีใ่ชถ่้ายยนีไดแ้ลว้ทัง้หมด โดยขัน้ตอนสุดทา้ยไดท้าํการตรวจสอบความถูกตอ้งโดย
การตรวจลาํดบัเบส  
โดยสรุปพลาสมดิทีพ่รอ้มใชใ้นการถ่ายยนีมจีาํนวนดงันี้   

5 พลาสมดิจากยนีของขา้ว 
5 พลาสมดิจากยนีของอะราบดิอบซสิ  
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ภาพที ่4  การสรา้งพลาสมดิสาํหรบัการถ่ายยนีเขา้สู่อะราบดิอบซสิ  

แผนทีก่ารตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะสําหรบัการตรวจสอบโคลนของยนี B07 D01 D03 และ E08 ทีต่่ออยู่
ในพลาสมดิ pH2GW7 ตามลาํดบั ขนาดของชิน้ดเีอน็เอทีแ่สดงไวม้หีน่วยเป็นคู่เบส 
ผลของการตรวจสอบโคลนจากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะของแต่ละยนีโดยวธิ ี agarose gel 
electrophoresis 
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การถ่ายยนี XXT จากขา้วเขา้สู่อะราบดิอบซสิ  
         การถ่ายยนีเขา้สู่อะราบดิอบซสิใชว้ธิ ีfloral dipping โดยการใชต้น้อะราบดิอบซสิทีก่ําลงัออกดอกจุม่ลง
ไปในสารแขวนลอยทีม่เีซลลอ์ะโกรแบคทเีรยีมทีม่พีลาสมดิสาํหรบัการถ่ายยนีอยู ่ แลว้จงึทาํการเกบ็เมลด็เพื่อ
เพาะเลีย้งในอาหารทีม่ยีาปฏชิวีนะสําหรบัการคดัเลอืก ขณะนี้ไดท้าํการถ่ายยนีไปแลว้ทัง้หมด 4 ยนีตาม
จาํนวนพลาสมดิทีส่รา้งขึน้ได ้ และคดัเลอืกตน้ทีไ่ดร้บัยนี และคดัเลอืกตน้ทีเ่ป็น homozygous สาํหรบัยนีที่
ถ่ายเขา้ไป ซึง่เป็นการคดัเลอืกผ่านพชืผสมตวัเองจาํนวน 2 รุน่ 

ภาพที ่ 5 แสดงถงึผลของการถ่ายยนีและการคดัเลอืกอะราบดิอบซสิกลายพนัธุท์ีไ่ดร้บัยนี โดยอะรา
บดิอบซสิทีค่ดัเลอืกไดน้ัน้เป็นสายพนัธุก์ลายทีม่ยีนี XXT2 XXT4 XXT5 ถูกทาํลายไปพรอ้มกนัภายในต้น
เดยีวกนั และมยีนี B07 D03 และ E08 ทีถ่่ายฝากเขาไป ส่วนยนี D01 นัน้กําลงัทาํการคดัเลอืกตน้ทีด่รีบั
ยนี และกําลงัถ่ายยนี 500 เขา้สู่อะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายน้ีดว้ย 

นอกจากนี้งานทีไ่ดด้าํเนินงานสาํเรจ็แลว้ คอืการสรา้งอะราบดิอพซสิสายพนัธุท์ีม่ยีนีถูกทาํลายพรอ้ม
กนั 4 ยนี คอื XXT1 XXT2 XXT4 XXT5 (ภาพที ่6) โดยการผสมขา้มระหว่างสายพนัธุก์ลายทีม่ยีนี XXT ทีเ่สยี
ไปกบัและคดัเลอืกตน้ทีเ่ป็น homozygous line ทัง้ 4 ตําแหน่ง เพื่อใชเ้ป็นต้นเริม่สําหรบัการถ่ายยนีทัง้ 5 ยนี 
และในการศกึษาผลของการทาํลายยนีสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนต่อพชืต่อไป  
  
การถ่ายยนี XXT จากอะราบดิอบซสิเขา้สู่ขา้ว 
         การถ่ายยนีเขา้สู่ขา้วจะตอ้งทาํผ่านแคลลสั โดยทาํการเลีย้งเมลด็ขา้วในระบบปลอดเชือ้เพื่อชกันําเป็น
แคลลสั แลว้จงึนําไปเลีย้งกบัอะโกรแบคทเีรยีมทีม่พีลาสมดิสาํหรบัถ่ายยนี จากนัน้ทาํการฆา่เชือ้อะโกร
แบคทเีรยีมดว้ยาปฎชิวีนะและคดัเลอืกแคลลสัทีไ่ดก้ารถ่ายยนีดว้ยยาปฎชิวีนะและและชกันําใหเ้ป็นตน้ 
เนื่องจากมหาวทิยาลยัประสบภาวะน้ําท่วมทีผ่่านมา หมอ้แปลงไฟตกึน้ําท่วมจงึทําใหม้คีวามจาํเป็นตอ้งตดัไฟ
ทาํใหแ้คลลสัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีแลว้และอยูใ่นขัน้ตอนการชกันําใหเ้ป็นตน้ แหง้ตายทัง้หมด จงึทําใหก้าร
ทดลองนี้ไมส่ามารถทําตามแผนทีว่างไวไ้ด้  
         ดงันัน้ผูว้จิยัจงึไดป้รบัแผนโดยการถ่ายยนีจากอะราบดิอบซศิเขา้สู่ยาสูบแทน โดยไซโลกลแูคนของ
ยาสบูนัน้พบว่ามโีครงสรา้งทีค่ลา้ยกบัทีพ่บในพชืใบเลีย้งเดีย๋วจงึคาดว่าน่าจะนํามาใชศ้กึษาแทนขา้วได ้
ในขณะนี้กําลงัอยูใ่นระหว่างการถ่ายยนีเขา้สูยาสูบ 
  
การตรวจสอบการแสดงออกของยนีทีข่า้วทีถ่่ายเขา้สู่อะราบดิอบซสิ 
         ตรวจสอบการแสดงออกของยนีขา้วในอะราบดิอบซสิพนีธุก์ลาย 2 สายพนัธุ ์คอื xxt1 xxt2 และ xxt2 4 
5 โดยการสกดัอารเ์อน็และสรา้ง cDNA ก่อนการทาํ RT-PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยนีทีถ่่ายเขา้
ไป ภาพที ่7 แสดงแถบดเีอน็เอสาํหรบัการแสดงออกของยนี B07, D03 และ E08 ในอะราบดิอบซสิพนัธุก์ลาย
ทีไ่ดร้บัยนี โดยตวัควบคุมคอื อะราบดิอบซสิสายพนัธุค์วบคุม )wild type) และสายพนัธุก์ลายทีไ่มไ่ดร้บัการ
ถ่ายยนี พบว่าไม่ปรากฎแถบดเีอน็เอ แสดงใหเ้หน็วา่ยนีทีถ่่ายเขา้ไปในอะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายมกีาร
แสดงออกจรงิ 
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การตรวจสอบการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนในอะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีโดยวธิ ี
immunolabelling 
         เพื่อตรวจสอบว่าอะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายทีม่ยีนีขา้วแสดงออกอยูน่ัน้สามารถผลติไซโลกลแูคนได้
หรอืไม ่ จงึทําการตดัชิน้ส่วนเนื้อเยือ่ของก้านช่อดอกแบบตามขวางแลว้ตรวจจบัดว้ยเอนตบิอดีท้ีจ่าํเพาะกบัไซ
โลกลแูคน 2 ชนิด คอื LM15 ซึง่จาํเพาะกบัแกนกลางของโครงสรา้งไซโลกลแูคน และ CCRC-M1 ทีจ่าํเพาะ
กบักิง่ของไซโลกลแูคนทีเ่ป็นน้ําตาลฟูโคส และตรวจสขัขาณดว้ยการเรอืงแสงของ FITC (Green 
fluoresencence signal) จากการตรวจสอบสายพนัธุก์ลายชนิด xxt1 xxt2 ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีขา้วพบว่ายนี
จากขา้วทัง้ 3 ยนีไมส่ามารถสรา้งไซโลกลแูคนไดใ้นอะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายชนิดน้ี )ภาพที ่ 8) โดยปกต ิ
wild type จะสามารถตรวจสอบผลไดบ้รเิวณของเนื้อเยื่อโฟเอมและไซเลม ส่วนสายพนัธุก์ลาย xxt1 xxt2 จะ
ตรวจไมพ่บทัง้ 2 บรเิวณ และเมือ่ตรวจสอบสายพนัธุก์ลายทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีกไ็มพ่บการเพิม่ขึน้ของ
สขัขาณสาํหรบัไซโลกลแูคนจากแอนตบีอดีท้ ัง้ 2 ชนิด 
         เมือ่ตรวจสอบการสายพนัธุก์ลายชนิด xxt2 4 5 ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีพบว่า จากปกตสิายพนัธุก์ลายที่
ตรวจพบไซโลกลแูคนไดเ้ลก็น้อยทีบ่รเิวณไฟลเอมดว้ยแอนตบิอดีช้นิด LM15 เมือ่ถ่ายยนีขา้วแลว้สามารถ
สรา้งไซโลกลแูคนไดเ้พิม่ขึน้ทัง้ในบรเิวณไฟลเอมและไซเลม  อยา่งไรกต็ามแอนตบิอดี ้CCRC-M1 กลบัตรวจ
ไมพ่บการเพิม่ขึน้ของไซโลกลแูคน ทัง้นี้เนื่องมากจาก CCRC-M1 จาํเพาะกบัส่วนทีเ่ป็นกิง่ขา้งของโมเลกุลไซ
โลกลแูคน ส่วน LM15 จาํเพาะกบัโครงสรา้งหลกัทีเ่ป็นแกนกลาง ดงันัน้การตรวจตรวจสอบพบเฉพาะแอนติ
บอดี ้ LM15 แสดงว่าการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนดว้ยยนีจากขา้วนัน้มโีครงสรา้งไมเ่หมอืนการสงัเคราะหจ์าก
ยนีของอะราบดิอบซสิ  อยา่งไรกต็ามการพสิจูน์โครงสรา้งตอ้งมกีารวเิคราะหเ์พิม่เตมิโดยใชเ้ทคนิคทาง 
HPLC และ mass spectrometry ต่อไป 
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ภาพที ่5 การยนียนัการคดัเลอืกตน้อะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายทีไ่ดร้บัยนี 
แผนภาพตําแหน่งไพรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นการตรวจสอบยนีทีถู่กทาํลายดว้ย T-DNA insertion ของยนี XXT2 
XXT4 และ XXT5 ตามลําดบั โดยไพรเ์มอร ์L และ R ใชใ้นการตรวจสอบ homozygosity ของอะราบดิอบ
ซสิทีไ่ด ้ ส่วนการจบัคู่ไพรเ์มอรก์บั border primer เพื่อยนืยนัตําแหน่งการแทรกของชิน้ T-DNA ที่
ตําแหน่งนัน้จรงิ ผลของการพซีอีารข์องตน้อะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายทีไ่ดร้บัยนี B07 E08 และ D03 
ทีค่ดัเลอืกไดต้ามลาํดบั โดยผลในช่องที ่1-2 3-4 และ 5-6 ยนืยนัความเป็น homozysosity ของยนี XXT2 
XXT4 และ XXT5 ตามลาํดบัและ ช่องที ่ 7 บ่งชีถ้งึยนีขา้วทีไ่ดถ่้ายเขา้สู่อะราบดิอบซสิ 
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ภาพที ่6 ผลของการพซีอีารข์องตน้อะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลายของยนี XXT1, 2, 4  และ 5 พรอ้มกนั ทีไ่ดจ้าก
การผสมขา้มระหว่างสายพนัธุก์ลายของแต่ละยนี ผลของแถบดเีอน็เอจากการพซีอีารใ์นช่อง B ยนืยนัถงึตําแหน่ง
ของ T-DNA ในยนีนัน้ๆในจโีนมของอะราบดิอพซสิ ส่วนการไมม่แีถบดเีอน็เอปรากฎในช่อง H แสดงความเป็น 
homozysosity ของยนี XXT1-1, XXT2, XXT4 และ XXT5 ตามลาํดบั ทัง้นี้เนื่องจากการแทรกชิน้ส่วนของ T-
DNA ในยนีจะเป็นการยยับยัง้การเพิม่ปรมิาณของดเีอน็เอในยนีนัน้ๆได้ 

 

 
 

ภาพที ่ 7  การตรวจสอบการแสดงออกของยนีขา้ว B07 D03 และ E08 ในอะราบดิอบซสิสายพนัธุก์ลาย ดว้ยวธิ ี
RT-PCR การทดสอบ RT-PCR ของ WT, สายพนัธุก์ลาย xxt2 xxt4 xxt5 และสายพนัธุก์ลาย xxt1 xxt2 เป็นตวั
ควบคุม และการทดสอบของ xxt2 xxt4 xxt5 + และ xxt1 xxt2 + แสดงถงึการแสดงออกของยนีทีถ่่ายเขา้ไป 
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ภาพที ่ 8 การตรวจสอบไซโลกลแูคนดว้ยวธิ ี immunolabelling ดว้ยแอนตบิอดี ้ LM15 และ CCRC-M1 การ
ตรวจสอบใน wild type แสดงการตรวจจบัไซโลกลแูคนในอะราบดิอบซสิปกต ิ ส่วนการตรวจสอบ ในสายพนัธุ์
กลาย xxt1 xxt2 แสดงการขาดหายไปของไซโลกลแูคน สขัขาณทีต่รวจพบบรเิวณของ secondary xymlem เป็น 
auto-fluorescence จาก phenolic compound ในเนื้อเยื่อ 

 
 
 



24 
 

 
 

 
 

ภาพที ่ 9 การตรวจสอบไซโลกลแูคนดว้ยวธิ ี immunolabelling ดว้ยแอนตบิอดี ้ LM15 และ CCRC-M1 การ
ตรวจสอบใน wild type แสดงการตรวจจบัไซโลกลแูคนในอะราบดิอบซสิปกต ิ ส่วนการตรวจสอบใน สายพนัธุ์
กลาย xxt2 xxt4 xxt5 แสดงการขาดหายไปของไซโลกลูแคน สขัขาณทีต่รวจพบบรเิวณของ secondary xymlem 
เป็น auto-fluorescence จาก phenolic compound ในเนื้อเยือ่ 
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สรปุและเสนอแนะ 
 

 ไดโ้คลนยนี XXT จากขา้วทัง้ 5 ยนีทีม่คีวามถูกตอ้งจากการตรวจสอบลาํดบัเบส และสรา้งพลาสมดิสําหรบั
ถ่ายยนีขา้วนี้แลว้ 5 พลาสมดิ ไดท้าํการถ่ายยนีเขา้สู่อะราบดิอบซสิและสามารถคดัเลอืกตน้ทีไ่ดร้บัยนีแลว้จากทัง้ 
5 ยนี ในขณะนี้กําลงัทาํการคดัเลอืกอะราบดิอพซสิทีม่ยีนีทีถ่่ายเขา้ไปในสภาพ homozygous จากการผสมตวัเอง
และคดัเลอืกดว้ยพซีอีาร ์ผลจาก RT-PCR ยนืยนัไดว้่ายนีทถ่ีายเขา้ไปมกีารแสดงออกในระดบัอารเ์อน็เอจรงิ ส่วน
การถ่ายยนีจากอะราบดิอพซสิเขา้สู่ขา้วนัน้มอุีปสรรคเนื่องจากจากการชกันําแคลลสัทีไ่ดร้บัยนีใหเ้ป็นตน้นัน้มี
อตัราส่วนทีต่ํ่าและผลจากน้ําท่วมทีผ่่านมาทําใหแ้คลลสัทีถ่่ายยนีแลว้แหง้ตาย ทําใหก้ารทดลองนี้ทาํไดไ้มส่ําเรจ็ 
เพื่อไดข้อ้มลูเพิม่เตมิเกีย่วกบัหน้าทีข่องเอนไซม ์ XXT ของขา้วผูว้จิยัไดท้าํการผลติโปรตนีชนิดนี้ใน E. coli และ
ทาํการแยกใหบ้รสิุทธิก่์อนทดสอบปฏกิริยิาของเอนไซม ์ ถงึแมว้่าจะสามารถแยกโปรตนีใหบ้รสิุทธิแ์ละมปีรมิาณ
เพยีงพอต่อการศกึษา แต่กต็รวจไมพ่บปฏกิริยิาของเอนไซมน์ี้ ดงัทีส่ามารถตรวจไดจ้ากเอนไซม ์ XXT ของอะรา
บดิอพซสิ ทาํใหย้งัไมส่ามารถใหข้อ้มลูเพิม่เตมิของเอนไซมก์ลุ่มนี้ได้ เมือ่ตรวจสอบการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคน
โดยยนีทีถ่่ายเขา้ไปในตน้อะราบดิอบซสิพนัธุก์ลายพบว่ายนีทัง้  3 สามารถสรา้งไซโลกลแูคนไดใ้นสายพนัธุก์ลาย
ชนิด xxt2 4 5 แต่ไมส่ามารถสงัเคราะหไ์ดใ้นสายพนัธุ ์ xxt1 xxt2 โดยตรวจสอบพบเฉพาะโมเลกุลแกนหลกั 
(backbone) แต่ตรวจไมพ่บกิง่ดา้นขา้งของน้ําตาลฟูโคส ทัง้นี้เป็นการแสดงในขัน้ตน้ว่ายนีทัง้ 3 เป็นยนีที่
เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนและสามารถสงัเคราะหไ์ดใ้นตน้อะราบดิอบซสิ การทดลองต่อไปจะเป็น
การรวบรวมอะราบดิอพซสิทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีทีแ่ละเป็นสายพนัธุแ์ท ้ (homozygous) ก่อนทาํการวเิคราะหก์าร
สงัเคราะหไ์ซโลกลแูคนและผลต่อการเจรขิเตบิโตและพฒันาของตน้อะราบดิอบซสิต่อไป  
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Summary

• The Arabidopsis genome includes seven family 34 glycosyltransferase (GT34) encoding

genes. XXT1 and XXT2 have previously been shown to encode XyG a-1,6-xylosyltransferases,

while knockout mutants of a third, XXT5, exhibit decreased XyG content, suggesting a similar

activity. Here, we extend the study to the rest of the Arabidopsis GT34 genes in terms of bio-

chemical activity and their roles in XyG biosynthesis.

• The enzyme activity of XXTs was investigated using recombinant protein expressed in

E. coli. XyG analysis of single and double T-DNA insertion knockouts, together with over-

expression of GT34s in selected mutant lines, provided detailed function of each gene.

• We reveal the activity of the third member of the GT34 gene family (XXT4) that exhibits

xylosyltransferase activity. Double mutants for either xxt2 or xxt5 had a large impact on XyG

content, structure and size distribution. Overexpression of the remaining member, XXT3, was

able to restore XyG epitopes in xxt2, xxt5 and xxt2 xxt5 double knockouts, suggesting that it

also encodes a protein with XXT activity.

• Our work demonstrates that five of the seven Arabidopsis GT34 genes encode XXT

enzymes.

Introduction

Xyloglucans comprise the major hemicellulose polymers in the
primary walls of most angiosperms with the exception of the
grasses, where they are less abundant (Carpita & Gibeaut, 1993).
Various observations in the past have led to the hypothesis that
XyGs play a key role in growing plant cell walls by providing
major crosslinking tethers between neighbouring cellulose micro-
fibrils (Albersheim et al., 2010; Fry, 1989; Hayashi, 1989;
Cosgrove, 1999). This model has recently been challenged by
Cavalier et al. (2008), who suggested that the double insertion
knockout plants lacking XyGs could grow fairly normally and
the role of XyGs in plant growth and development is more subtle
than previously thought. In support of this, Dick-Pérez et al.
(2011) demonstrated that cellulose-XyG crosslinks do not occur
as much as previously expected, and analysis of triple knockout
mutants suggested that the load-bearing function of the plant cell
wall relies on a single network of cellulose, hemicelluloses and
pectin rather than a cellulose-XyG network, and that the lack of
XyGs in the cell walls caused weakening of this network.
Nevertheless, follow-up work by Park & Cosgrove (2012) dem-
onstrated that, although not essential for survival, XyGs are
indeed important for wall loosening by a-expansin or through
acid-induced growth, in association with xylan and pectin poly-
mers in the walls. Together with a number of enzymes that have

been shown to modulate cell wall extensibility and thereby cell
expansion by modifying XyG molecules (including expansins,
McQueen-Mason et al., 1992; XyG endo-transglucosylases ⁄ hy-
drolases, Fry et al., 1992; and endo-glucanases, Park et al., 2003),
this supports a biological role for XyGs in cell wall extension.

XyGs are complex polysaccharides comprising a b-1,4-D-
glucan backbone decorated with a-1,6-xylose (Xyl) side chains.
In most dicots, including Arabidopsis, these xylose side chains
typically occur on contiguous blocks of three glucose residues
separated by an unsubstituted glucose. Generally, seed storage
XyGs are not further substituted, whereas those from growing
plant cell walls are typically substituted with b-1,2-D-galactose
linked to the second or third Xyl residues, and these galactosyl
residues may be further substituted with a-1,2-L-fucose (Zablackis
et al., 1995).

In Arabidopsis the characterization of XyG fucosyl and
galactosyltransferases has been the subject of extensive study
(Perrin et al., 1999; Vanzin et al., 2002; Madson et al., 2003). In
addition, two XyG xylosyltransferases genes (XXT1 and XXT2)
were first identified in Arabidopsis through the enzymatic activity
of recombinant proteins (Faik et al., 2002; Cavalier & Keegstra,
2006). More recently, Cavalier et al. (2008) demonstrated that
xxt1 knockout mutants showed barely detectable alterations in
XyG content, and xxt2 mutants showed only modest decreases in
XyG content and composition. These two genes exhibited very
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similar, generally ubiquitous expression patterns, which indicate
the potential for functional redundancy. This is supported by
dramatic reductions in XyG content in double mutants. Cavalier
et al. (2008) reported that XXT1 and XXT2 are the prime
enzymes required for XyG biosynthesis as double xxt1-1 xxt2-1
mutants contained no detectable XyGs. Mutations in a third
XXT gene (XXT5) were also shown to have reduced XyG content
(Zabotina et al., 2008).

Arabidopsis glycosyltransferase family GT34 comprises seven
glycoyltransferases genes including XXT1, XXT2 and XXT5. The
GT34 family also includes two genes with a high sequence
similarity to the well-characterized a-1,6-galactosyltransferases
(GMGT), which are involved in the synthesis of the side chains
of galactomannan in fenugreek, lotus and coffee (Edwards et al.,
1999, 2004; Faik et al., 2002; Pré et al., 2008). Here we study
this family as a whole and we demonstrate, using a combination
of approaches, that five of them (XXT1-5) encode XXTs, and that
the loss of function of these genes, alone or in combinations, has
a range of impacts on XyG composition.

Materials and Methods

Plant materials and growth conditions

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh seeds were germinated for 7 d
on 1% (w ⁄ v) agar plates containing ½ strength Murashige and
Skoog medium, and then grown in Levington’s compost under
the same conditions: 16 h light (115 lmol m)2 s)1) at 25�C.
Plant material for cell wall extractions and RNA preparation were
harvested in the same way. Roots were collected from seedlings
grown vertically on plates for 10 d. Hypocotyls were harvested
from seedlings grown in the dark. Rosette leaves were collected
from 3-wk-old plants. Cauline leaves, stems, siliques, buds,
flowers and pedicels were collected from 4–5 wk-old plants. For
seed and embryo samples, the seed coats were removed before
further preparation.

Recombinant protein expression and purification in E. coli

Coding sequences without transmembrane domain were ampli-
fied by PCR and inserted into the pGEX-4T-3 vector (Amer-
sham Bioscience) in-frame with GST tags. The numbers of 5¢
nucleotides removed from the start codon were 147, 147, 213,
180 and 216 for XXT1-5 and 144 for both AtGT6 and 7 (see
primers for truncated sequence amplifications in Supporting
Information Table S1). Constructs were expressed in E. coli
(BL21) using 75 ml 2 ·-YT media supplemented with ampicillin
(50 lg ml)1) at 15�C with shaking at 150 rpm for 2 d. For
induction, IPTG was added to a final concentration of 0.5 mM
and incubated for a further 24 h. Cells were harvested and resus-
pended in 20 ml spheroblast buffer (750 mM sucrose, 200 mM
Tris-HCl and 0.5 mM EDTA, pH 8.0). Lysozyme was added to
a concentration of 1 mg ml)1 and incubated at 4�C with shaking
for 30 min. Buffer was discarded and cells were disrupted by
resuspension in 5 ml PBS buffer containing 0.2 mM PMSF. Cell
debris was removed by centrifugation at 16 000 g for 10 min,

and supernatants were incubated with 100 ll of 50% slurry of
Glutathione Sepharose 4B (Amersham Bioscience) with shaking
for 30 min. Sepharose beads were collected and washed three
times with 10 ml PBS. The beads were resuspended in 50 ll elu-
tion buffer (20 mM reduced-form glutathione, 100 mM
Tris-HCl, pH 8.0, and 120 mM NaCl) by shaking at 100 g for
10 min before collecting the supernatant by brief centrifugation.
This elution step was repeated three times. Purified enzymes were
quantified by Bradford assays with BSA standards and
SDS-PAGE.

Recombinant GST-fusion protein activity assays and assay
product detection using TLC

Expressed proteins were used in a form of immobilized enzymes
with the glutathione beads. Approximately 0.3 lg of proteins
were incubated at 30�C for 18 h in a reaction mixture contain-
ing: 50 mM PIPES, pH 6.9, 0.5 mM UDP-sugar (Xyl, Gal or
Glu), 20 mM b-mercaptoethanol and 150 lg of oligo ⁄ poly-
saccharide acceptors; or cellohexaose, 5 mM MgCl2, 5 mM
MnCl2 and 0.37 KBq of UDP-[14C] sugar (Xyl, Gal or Glu),
made up to a final volume of 25 ll. The reactions were stopped
by boiling at 100�C for 10 min. TLC analysis was performed
using a method described by Robyt & Mukerjea (1994) and
Atichokudomchai et al. (2006). Whatman TLC K5 chromato-
graphy (silica-gel) plates and a solvent system containing
acetonitrile, 1-propanol, water and ethyl acetate at the ratio 85 :
50 : 50 : 25 by volume were used for this analysis. Reactions (5
ll) were spotted on the plates 1.5 cm from the bottom and were
developed for 2 h before being dried. For radioactive detection,
TLC plates were exposed to a phosphor screen overnight and read
using a Phosphorimager (Bio-Rad). Signal intensity was converted
to quantity by calculating against UDP-[14C]xylose standard
curves. For colorimetric detection, TLC plates were dipped into
ethanol solution containing 0.1% (w ⁄ v) a-napthol and 5% (v ⁄ v)
sulphuric acid, and dried before incubation at 120�C for 10 min.

Promoter:GUS fusion analysis and RT-PCR

Promoter:GUS fusion lines were generated using c. 1.5 kb of the
5¢-upstream regions of XXT genes. The region was amplified
from BAC clones by PCR (see Table S2 for primers), and
inserted into the pHGWFS7 vector (Karimi et al., 2002).
Arabidopsis (Col-0) was transformed by floral dipping with
Agrobacterium tumefaciens (GV3101) harbouring the constructs.
Transformants were selected for hygromycin resistance (35 lg
ml)1) and at least 10 transformants for each construct were
examined. GUS activity was detected by infiltrating plant tissues
with staining solution (0.5 mM K3Fe(CN)6, 0.5 mM
K4Fe(CN)6, 60 mM Na2HPO4, 30 mM NaH2PO4, 0.1% (w ⁄ v)
Triton-X100 and 0.05% (w ⁄ v) X-Gluc) and incubation at 37�C
overnight. For RT-PCR, RNA from various Arabidopsis tissues
was treated with DNase I, and cDNA was synthesized from 1 lg
of total RNA using Superscript� II RNase H) Reverse Trans-
criptase (Invitrogen) with oligo-dT primer. PCR amplifications
of the purified RNA were performed to ensure no gDNA
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contamination. PCR reactions were performed with 1 ll of
cDNA, Taq DNA polymerase with supplied buffer, 500 lM of
dNTPs and 5 lM of each primer pair (Table S3), under condi-
tions as follows: 94�C for 2 min, 30 cycles of (94�C for 30 s,
64–55�C for 30 s and 72�C for 30 s) and 72�C for 2 min. The
annealing temperatures for XXT1-5 and AtGT6-7 were 64, 60,
55, 57, 65, respectively, and 55, 55�C, respectively. Genomic
DNA was used as a positive control, and 18s RNA primers were
used to indicate cDNA quality.

Selection of homozygous T-DNA insertion lines

T-DNA insertion lines were obtained from two sources: The Salk
Institute Genomic Analysis Laboratory and GABI-KAT. Homo-
zygous plants of each line were identified by PCR with gene-
specific primers and border primers (see primer locations in
Fig. S2 and primer sequences in Table S4). All homozygous lines
were tested by RT-PCR using cDNA synthesized from RNA
extracts of 7 d-old seedlings to confirm the complete disruption
of the genes (see primers in Table S5). Crosses were made
between homozygous lines and successful crosses identified by
PCR using DNA from F1 plants before screening for double
homozygous plants in the F2 population.

Immunolabelling studies

Stem tissue was hand-sectioned and fixed in 4% (w ⁄ v) parafor-
maldehyde (PFA) in 100 mM PIPES, pH 6.9, before further
labelling. Seed samples were fixed with 1% (w ⁄ v) glutaraldehyde,
2% (w ⁄ v) PFA in 100 mM sodium cacodylate, pH 7.0, before
embedding using a progressive low temperature method
(VandenBosch, 1991). Sections were blocked with 3% (w ⁄ v)
BSA in 100 mM PIPES buffer, pH 6.9, before incubation in
primary antibody: CCRC-M1 (University of Georgia, Athens) or
LM15 (XyG backbone; gift from Professor Paul Knox). Antibod-
ies were used at 1 : 10 concentration diluted in 1% (w ⁄ v) BSA in
buffer and incubated for 1 h at room temperature. After washing
three times briefly and 3 · 5 min with PIPES buffer, sections
were incubated in secondary antibody for 1 h at room tempera-
ture, in the dark. Secondary antibodies (anti-mouse and anti-rat
conjugated to FITC; Sigma) were used at a 1 : 40 dilution in 1%
BSA in PIPES buffer. Sections were washed again before viewing
using a Nikon FXA microscope. For seeds, labelling was visual-
ized by confocal microscopy (Zeiss) and lambda studies were
performed to identify autofluorescence.

Xyloglucan oligosaccharide analysis

Cell walls were extracted from stems (with siliques removed) that
were ground in liquid nitrogen and washed with absolute ethanol
at least three times. To fractionate cell wall materials, dried
samples were resuspended with 50 mM CDTA, pH 7.0, over-
night at room temperature to extract a pectin-rich fraction. For
hemicellulose extraction, the remaining insoluble cell wall mate-
rial was incubated further in 4 M NaOH containing 1% sodium
borohydride overnight, and then neutralized with glacial acetic

acid, dialysed against water and dried. Hemicellulose extracts
were dissolved to a concentration of 1.5 mg ml)1 in 100 mM
NH4OAc, pH 5.0, and incubated with 10 lg of Trichoderma
XG5 xyloglucan endo-glucanase (a gift from Novozymes) over-
night at room temperature. The reactions were stopped by boil-
ing, and unhydrolysed polysaccharides were precipitated with
80% ethanol. Oligosaccharides were separated by HPAEC using
a Dionex CarboPac PA-20 column with a linear gradient over 40
min starting with 100 mM NaOH and ending with 100 mM
NaOAc and 100 mM NaOH at a flow rate of 0.5 ml min)1, and
detected using a pulsed amperometric detector.

Gel permeation chromatography and iodine quantification

One milligram of hemicellulose extracts was separated on a
Superose 6L column using a Smart chromatography system
(Pharmarcia, Stockholm, Sweden) using water as the mobile phase
at 40 ll min)1 flow rate, collecting 80 ll fractions. Colorimetric
detection with iodine was employed to quantify XyGs (Kooiman,
1960). For XyG quantification, cell wall extracts were de-starched
by hydrolysis with 10 units of thermo-stable a-amylase (Sigma) at
100�C for 15 min. Following this, the extracts were precipitated
and washed using 80% ethanol before resuspension and assay with
iodine. Hemicellulose extracts from stems were assayed (40 ll of
300 lg extracts in 112 ll of 20% Na2SO4 and 28 ll of Lugol’s
solution) and OD600 nm measured and quantified against standard
curves generated with tamarind XyGs (Dainippon Pharmaceutical
Co, Osaka, Japan). The quantities obtained were expressed on mg
g)1 DW stem and then normalized in comparison to values from
wild-type stems.

Complementation studies

Overexpression cassettes for each of the seven GT34 genes were
constructed with the pH2GW7 vector (Karimi et al., 2002).
xxt2-1, xxt5 and xxt2-1 xxt5 double mutant plants were trans-
formed by floral dipping. Transformants were selected for hygro-
mycin resistance (35 lg ml)1). At least 10 selected transformants
from each transformation were examined by immunolabelling
using CCRC-M1 in stem sections.

Gene numbers

The gene numbers of the GT34 genes are: At3g62720 (XXT1),
At4g02500 (XXT2), At1g74380 (XXT5), At1g18690 (XXT4),
At5g07720 (XXT3), At4g37690 (AtGT6), At2g22900 (AtGT7).

Results

Recombinant proteins encoded by three Arabidopsis GT34
genes can xylosylate cello-oligosaccharides

Previous work using recombinant protein produced in Pichia
pastoris and insect cells revealed that XXT1 and XXT2 can cata-
lyse the transfer of xylose (Xyl) from UDP-Xyl to cellopentaose
and cellohexaose (Faik et al., 2002; Cavalier & Keegstra, 2006).
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In our hands, it proved difficult to produce detectable levels of
active protein in either P. pastoris or in insect cells, with activity
having to be determined in whole cell lysates. By contrast, we
found that active protein was more reliably produced by express-
ing truncated proteins (lacking the N-terminal transmembrane
domain) in E. coli as GST fusion proteins. All seven Arabidopsis
GT34 proteins expressed in this way were purified as shown in
Fig. 1(a). A 62 kDa protein band that co-purifies is likely to be
the bacterial chaperonin GroEL (Hou et al., 2004), which is
frequently observed after GST purification. Quantification
using Bradford assays revealed that the yield of the purified
soluble protein was in the range of 3–7 lg per 75 ml culture.

The activity of the purified enzymes was assayed using
UDP-[14C]Xyl and cellohexaose as substrates, as previously
reported (Cavalier & Keegstra, 2006), except that the proteins
were immobilized on glutathione beads, and the radioactive
products were analysed by TLC and autoradiography. From the
seven proteins, xylosyltransferase activity was observed for XXT1
and XXT2 as reported previously (Cavalier & Keegstra, 2006),
and also for AtGT4 (Fig. 1b), now referred to as XXT4. The
measurement of the radiolabelled product by densitometry of the
TLC plates indicated that XXT1 and XXT2 showed strong activ-
ity (c. 88% and 66% of radiolabelled substrate incorporated into
cellohexaose, respectively), with XXT1 consistently higher than
XXT2, while XXT4 activity was lower (c. 40% incorporation).
Product analysis of XXT4 activity using nonradiolabelled

UDP-Xyl by mass spectroscopy showed that XXT4 could incor-
porate up to three Xyl moieties to cellohexaose acceptors
(Fig. S1).

No activity with UDP-Xyl was observed from the other four
enzymes although a range of acceptors, including cellopentaose,
cellohexaose, tamarind-XyGs, de-galactosylated tamarind-XyGs
and hemicellulose extracts from xxt2-1 and xxt5 mutants were
tried. We also tested these enzymes with various UDP-[14C]
sugars and monosaccharide acceptors (single sugar assays) as
suggested by Egelund et al. (2006), in all combinations based on
cell wall polysaccharide linkages, but no incorporated products
were observed (Table S6).

Expression analysis indicates the potential for functional
redundancy amongst XXT genes

With at least four GT34s encoding XXTs, there is a clear
potential for functional redundancy amongst family members.
To examine this, we characterized the gene expression patterns of
family members using promoter:GUS fusions and RT-PCR. The
GUS expression results presented in Fig. 2 are representative of
those seen in at least 10 transformants obtained from each
gene. We provide both an overall view of the expression pattern
of whole seedlings and images of specific tissues where GUS
expression was observed for each gene. XXT1, XXT2 and XXT5
showed similar expression patterns (Fig. 2a,b,d). All three pro-
moters drove GUS expression in most tissues including leaves,
roots and stems. GUS expression was particularly strong in
actively growing tissues. The three genes showed subtle variations
in expression in flowers and developing seed and these are pre-
sented in Fig. 2. During embryo development, XXT1:GUS
expression was very low at early stages and localized to the seed
coat and endosperm, but became more apparent as the embryo
reached maturity, while XXT2:GUS expression was strong in
early developing embryos, declined with maturation, and was
absent from the seed coat and endosperm. By contrast,
XXT5:GUS expression was strong throughout seed development
and was present in the seed coat and embryo. RT-PCR con-
firmed the rather ubiquitous expression patterns of these three
genes (Fig. 2e). By contrast, XXT4:GUS expression was observed
only in the rosette, pedicel and the vascular tissues of the stem
(Fig. 2c). Conversely, no XXT3:GUS expression was detected,
even though this GUS expression line was generated in the same
way as others. RT-PCR indicated that XXT3 is expressed in sev-
eral specific tissues, including stem 2 and floral buds (Fig. 2e).

Characterization of T-DNA insertion mutants of the
Arabidopsis XXT genes

Although the analysis of XXT1, XXT2 and XXT5 insertion lines
has been reported previously by Cavalier et al. (2008) and
Zabotina et al. (2008), we characterized additional single and
double mutants generated in this study to allow extensive com-
parisons of the effects of gene knockout of XXT genes. The
T-DNA insertion positions of these lines are shown in Fig. S2.
Homozygous insertion lines of the five XXT genes were identified

(a)

(b)

Fig. 1 Expression of Arabidopsis GT34 family members as GST-fusion
proteins in Escherichia coli and analysis of enzyme reaction products.
(a) SDS-PAGE separation of GST-Sepharose purified GT34 family pro-
teins-GST fusion produced in E. coli cells (upper band) and a co-purifying
bacterial chaperonin (lower band). (b) a-napthol staining of TLC separa-
tion of enzyme reaction products (left panel). Autoradiograph obtained
from the same TLC separation (right panel) The asterisk indicates the
position of products generated by incubation with UDP-[14C]xylose (two
sharp wavy lines) and cellohexaose as acceptor for GST-XXT1, GST-XXT2
and GST-XXT4.
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by PCR, with RT-PCR to confirm them as null alleles (Fig. S3).
We were unable to obtain a true null allele of XXT3 as the only
available line with an insertion targeting this gene appeared to
produce a normal XXT3 transcript, as determined by RT-PCR.
Note that the xxt1 mutants used here, designated xxt1-2 and
xxt1-3, are allelic to the xxt1-1 mutant used by Cavalier et al.
(2008). No obvious alterations in growth or development were
observed in any of the confirmed mutants. Further observation
by profiling the monosaccharide content of cell walls revealed

that xxt2-1, xxt2-2 and xxt5 had reduced levels of Xyl in cell walls
in a range of tissues, with the most dramatic reductions in stems,
embryos and seedlings (data not shown). These, however, agreed
with previous work reported by Cavalier et al. (2008) and
Zabotina et al. (2008). Because of the potential for genetic
redundancy among XXT genes, we generated double mutants by
crossing these lines (Fig. 3). Double homozygous lines were read-
ily recovered from F2 generations at the 1 : 3 expected ratio (see
Fig. S4 for genotypic identifications).

(a) (b) (c) (d)

(e)

Fig. 2 Expression of XXT genes revealed by staining of Arabidopsis plants transformed with promoter-GUS fusions and by RT-PCR studies. (a) XXT1: i,
14-d-old seedling; ii, seed coat; iii, mature embryo; iv, silique; v, flower; vi, stem; vii, root. Bars: i, 4 mm; ii, iii, vi, 0.1 mm; iv, v, vii, 1 mm. (b) XXT2: i,
14-d-old seedling; ii, globular stage embryo; iii, mature embryo; iv, leaf; v, flower; vi, stem; vii, silique; viii, root; ix, root. Bars: i, 4mm; ii, iii, vi–viii, 0.1 mm;
iv, 10 mm; v, ix, 1 mm. (c) XXT4: i, 14-d-old seedling; ii, rosette; iii, stem. Bars: i, 4 mm; ii, 2 mm; iii, 0.2 mm. (d) XXT5: i, 14-d-old seedling; ii, globular
stage embryo; iii, torpedo stage embryo; iv, mature embryo; v, seed coat; vi, flower; vii, silique; viii, stem; ix, root; x, root tip. Bars: i, 4 mm; ii, 50 lm; iii–v,
0.2 mm; vi, 1 mm; vii–ix, 0.1 mm; x, 0.3 mm. (e) Reverse transcriptase-PCR analysis of transcript abundance for XXT genes in developing seeds and
mature tissues of Arabidopsis. DAF, days after flowering.
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xxt knockout lines show alteration in XyG immunolabelling

Immunolabelling of the xxt mutants using antibodies recognising
XyGs and galactomannans revealed that both the xxt2-1 and xxt5
mutants showed a reduction in the labelling of stem and embryo
tissues with CCRC-M1 antibody (which recognizes fucosylat-
ed-XyGs; Puhlmann et al., 1994) and with LM15 antibody
(which binds to the XyG backbone; Marcus et al., 2008), when
compared to the wild-type (Fig. 4). In the wild-type, both anti-
bodies show a similar labelling pattern (albeit with slightly less
intensity for the LM15) where specific labelling is observed at the
cell walls of phloem, vascular cambium and primary xylem tissues
in stems and throughout the cell walls of embryos (Fig. 4). By
contrast, in stem sections of xxt2-1 and xxt5 mutants, neither
antibody recognized the phloem nor the vascular cambium, and
labelling in the primary xylem was markedly reduced (Fig. 4).
Immunolabelling of xxt1-2 xxt5 and xxt2-1 xxt5 double mutants
revealed a further reduction in XyG epitopes in both stem and
embryo sections, with a complete absence of detectable labelling
in primary xylem, as compared to the reduced level seen in the
xxt2 and xxt5 single mutants. Similarly, little or no labelling was
detectable in the cell walls of the double xxt1-2 xxt5 and xxt2-1
xxt5 mutant embryos. In the xxt1 and xxt5 mutants,
immunolabelling with either antibody resulted, predominantly,
in cytoplasmic fluorescence, rather than labelling at the cell wall.
When comparing the fluorescence between xxt5 and double
xxt1-2 xxt5 mutants, the marker was most evident at the cell walls
of xxt5 in certain areas of the embryo sections in a patchy fashion
for both antibodies. The labelling apparent in the cytoplasm
using both antibodies could indicate the presence of nonsecreted
XyGs in the embryos or could be a nonspecific signal. The xxt4
mutants were indistinguishable from wild-type. Similarly, xxt4
xxt2, and xxt4 xxt5 double mutants were indistinguishable from
xxt2 and xxt5 single mutants (data not shown).

Extractable XyG content in xxt mutants

Iodine staining has previously been shown to be specific for XyG
in cell wall extracts (Kooiman, 1960) and has been employed for
quantifications of XyGs from a range of plant species (Hsu &

Reeves, 1967; Gould et al., 1971). Thus, we used this method to
quantify the amount of XyG in de-starched alkaline extracts from
mutant and wild-type stem cell walls. This revealed that extract-
able XyG content is reduced by 32% and 50% in xxt2-1 and
xxt5 respectively, compared to wild-type (Fig. 5). In double
mutants for xxt2-1 · xxt5 and xxt1-2 · xxt5, XyG content was
reduced further to levels < 40% of the wild-type. Although a
slight reduction was observed in the xxt1-2 mutant, no detectable
decrease was observed in xxt4, and the crossing of xxt4 into the
other xxt backgrounds had no apparent additive effect on XyG
content.

Analysis of XyG oligosaccharides from cell walls of xxt
mutants

Profiling of the oligosaccharides generated by XyG-endoglucan-
ase digestion and HPAEC-PAD revealed a complexity of changes
in the side-chain distributions of XyG in the various xxt mutants.
The result showed that the ratios of oligosaccharide products of
digestion were altered in most mutants (Fig. 6), but as in other
analyses, the xxt1-2 was indistinguishable from wild-type. By
contrast single mutants of xxt2-1 and xxt4 both exhibited a simi-
lar change in the ratio of oligosaccharides compared to wild-type,
in which the relative levels of XXXG were reduced. Concomitant
increases in levels of XXFG and XLXG are observed in these
lines. A similar pattern was apparent in the xxt2-1 xxt4 double
mutant. By contrast, the changes in oligosaccharide profiles from
the cell walls of the xxt1-2 xxt5 double mutants revealed a
dramatic alteration whereby the relative levels of all galactosylated
and fucosylated oligosaccharides were considerably lower with
much higher levels of XXXG.

Molecular mass distribution of XyG in xxt mutants

We used gel permeation chromatography (GPC) of de-starched
alkaline extracts detected by iodine staining to look for changes
in the molecular mass distribution of XyGs from stem cell walls
of the various mutants (Fig. 7). As well as changes in XyG
-epitopes and content, there are also changes in the sizes of
extractable XyGs in some of the mutants. Although the XyG
profile from xxt1-2 mutants was indistinguishable from
wild-type, the profiles from xxt2-1 and xxt5 were clearly
altered from the wild-type and both showed a marked decrease
in higher molecular mass components, compared to the
wild-type profile. The profile for xxt4 was also notably differ-
ent from wild-type with a substantial decrease in high molecu-
lar mass XyGs and a peak in the mid-range rather than at the
low molecular mass end as seen in xxt2-1 and xxt5. The profile
of XyGs from xxt2-1 xxt5 double mutants showed a further
loss of mid-range and high molecular mass XyGs compared to
either single mutant. In spite of the xxt1-2 profile being
unchanged, the profile from the xxt1-2 xxt5 double mutant
revealed even more dramatic changes than the xxt5 single
mutant profile, and generally showed the most dramatic differ-
ences compared to wild-type, with an even stronger effect than
that seen in the xxt2-1 xxt5 double mutant.

Fig. 3 Double T-DNA insertion mutants generated by crossing. Phylo-
genetic trees were constructed using predicted protein sequences
generated in ClustalW (European Bioinformatics Initiative, Hinxton, UK).
Double mutants are listed on the right.
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Complementation of immunolabelling phenotypes

The decrease in labelling with XyG antibodies in xxt2-1 and
xxt5 mutants could be fully complemented by overexpressing
wild-type copies of the respective genes, as illustrated in
Fig. 8(a). As well as confirming the role of these two genes, this
enabled us to examine the capacity of other members of the
GT34s (including AtGT6 and AtGT7) to complement these two
mutants. We classified the observed complementation relative to
that of XXT2 and XXT5 expressed in their respective mutant
background (Fig. 8). XXT1 overexpression demonstrated a strong
complementation in xxt2-1, xxt5 and xxt2-1 xxt5 mutant back-
grounds, whereas complementation by XXT2 was strong in the
xxt2-1 background but weak in xxt5 and the xxt2-1 xxt5 double

mutant backgrounds (Table 1). Interestingly, XXT3 strongly
complemented in all three mutant backgrounds, suggesting that
this gene does indeed encode an active protein for XyG bio-
synthesis. By contrast, complementation of the two single
mutants by XXT4 was weak and did not generate any detect-
able epitope in the xxt2-1 xxt5 double mutant background.
The overexpression of XXT5 gave strong complementation in
the two single mutants but only weak complementation in the
double mutant. The complementary effects of two other GT34
family proteins, AtGT6 and AtGT7, were also tested against
the single and double mutants, but neither protein could
restore any detectable XyG epitopes. This suggests that the
biochemical activity of the gene products of AtGT6 and
AtGT7 is unlikely to be XXT.

Fig. 4 Immunofluorescence labelling of stem and embryo
sections of Arabidopsis xxt mutants using xyloglucan-
specific antibodies (CCRC-M1 and LM15). Labelling is
evident in phloem (Ph), vascular cambium (VC) and
primary xylem (1̊ xy), whilst autofluorescence (probably
due to lignin) is present in the secondary xylem. Negative
controls (no primary antibody) of a transverse stem
section (bar, 50 lm) and a longitudinal section through a
mature embryo (bar, 100 lm) incubated with secondary
antibodies are shown.
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Discussion

Previous work has shown that three of the seven members of
Arabidopsis GT34s encode XXTs (Cavalier & Keegstra, 2006;
Cavalier et al., 2008; Zabotina et al., 2008). Here we demon-
strate, using biochemical assays, that a fourth member (XXT4)
encodes an XXT. Overexpression studies indicate that the final
member, XXT3, is also an XXT. Expression studies revealed that
XXT1, XXT2 and XXT5 are all expressed in most organs and at
most stages of Arabidopsis development, while XXT3 and XXT4
show more specialized expression patterns. Examination of

knockout lines suggests that the loss of XXT1 action has little dis-
cernable impact on XyG content, whereas xxt2-1 and xxt5
mutants show clear reductions in XyG content and changes in
extractable XyG polymer size, as well as changes in side-chain
patterns. In line with this, double xxt2-1 xxt5 mutants have even
lower XyG levels than the single mutants, but they still contain
detectable XyG and show relatively normal growth. We obtained
viable xxt1-2 xxt5 double mutants, which showed marked
decreases in XyG content compared to the xxt5 single mutant,
despite the fact that there was little difference between xxt1-2
single mutant and wild-type. This study indicates that XXT1,
XXT2 and XXT5 are the major genes responsible for XyG biosyn-
thesis in Arabidopsis with XXT3 and XXT4 playing more
restricted roles.

Previous work using P. pastoris and insect cells as expression
systems revealed that recombinant XXT1 and XXT2 had XXT
activity, but no activity was detected for other family members
(Faik et al., 2002; Cavalier & Keegstra, 2006). For our studies
we used E. coli as an expression host, which enabled the demon-
stration of XXT activity for XXT1, 2 and 4. Using this system,
we successfully produced soluble protein for all seven GT34
members by removing the coding sequence for the predicted
transmembrane domain from the N-terminus, and we suggest
that this may prove a fruitful system for others working with
similar enzymes. However, it is not clear why activity was not
obtained for XXT3 and 5. This may reflect the complexity of
XyG biosynthesis, with these enzymes perhaps only transferring
Xyl to partially xylosylated substrates or requiring other specific
patterns of substrate. Alternatively, these proteins may function
in complexes in plant cells, which are not present in the purified
recombinant proteins. Nevertheless, the reduction in XyG
content in xxt5 mutants and the complementation by XXT3 and

Fig. 5 Extractable xyloglucan (XyG) content of Arabidopsis stem xxt

mutants quantified by iodine staining. XyG was extracted from stem cell
wall material by 4 M NaOH, neutralized and treated with a-amylase,
before being measured colorimetrically by iodine staining. Data are aver-
ages from three separate extracts, each extract measured in duplicate, and
are presented as percentage of the content of Col-0, with SE bars shown.

Fig. 6 Xyloglucan oligosaccharides generated from stem hemicellulose
extracts of xxt mutants with xyloglucan-specific endoglucanase. The
relative abundance of each oligosaccharide (in percentage) is derived from
integrated fragment signals of the pulsed amperometric detection of
oligosaccharide peaks separated by HPAEC. The data represent averages
obtained from three separate extracts and digests, each of which was
analysed twice, with SE bars shown. Abbreviations in the model structure
represent: G, b-D-Glcp-(1 fi 4); X, a-D-Xylp-(1 fi 6); L,
b-D-Galp-(1 fi 2); F, a-L-Fucp-(1 fi 2).

Fig. 7 Size exclusion chromatography profile of alkali-extracted xylo-
glucans (XyGs) from the stem of Arabidopsis xxt mutants. Stem alkali
extracted XyGs were separated by size exclusion chromatography and
detected by iodine staining of the eluted fractions. Results are the averages
of samples from three separate extractions, with duplicate analysis.
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XXT5 overexpression of the loss of XyG in xxt2-1, xxt5 and
xxt2-1 xxt5 mutant cell walls supports the case that these genes
encode XXTs.

Our results demonstrate that, of seven Arabidopsis GT34
genes, there are at least five genes that encode XXT enzymes and
a further two encoding enzymes of unknown function (AtGT6
and AtGT7). This is in accord with the proposal by Faik et al.
(2002) who compared the protein sequences of Arabidopsis
GT34s and found them to fall into two clusters: five were
grouped with those with demonstrated XXT activity and other
two grouped with known galactomannan galactosyltransferase
(GMGT) from fenugreek (Edwards et al., 1999). We examined
whether AtGT6 and AtGT7 could encode XXT enzymes by
assaying the activity of recombinant enzymes, and by overexpress-
ing the genes in xxt mutant lines to see if they could complement
these lesions. Neither of these approaches indicated that AtGT6
and AtGT7 encode XXTs, and this, taken in conjunction with
their closer similarity to known GMGTs, suggests that they are
more likely to encode GMGTs but does not preclude the possi-
bility that they might encode XXT enzymes.

The physiological role of XXT1 appears complex. Loss of func-
tion xxt1-2 mutants exhibited no detectable changes in XyG
content despite the fact that this gene encodes the most active of
the assayed recombinant XXT proteins and is expressed at high
levels in most tissues of the plant. This is in line with the report
by Cavalier et al. (2008) and analyses of xxt1-3 mutants (data not
shown). Moreover, XXT1 can complement the loss of XXT2,
XXT5 and both genes in double xxt2-1 xxt5 mutants. In addition,
the loss of XXT1 function in either an xxt2, or xxt5 background
has a clear effect on XyG content. In contrast, the xxt1-2 xxt5

double mutants grow relatively normally and show a similar
reduction in XyG content to that seen in the xxt2-1 xxt5 double
mutant. Interestingly, the extractable XyG Mr distribution from
the xxt1-2 xxt5 double mutant is substantially different to that of
the xxt2-1 xxt5 or any of the other mutants. In all of the mutants
with decreased XyG content, the most substantial decreases are
associated with the higher Mr polymers, with the lower Mr end
of the chromatograms remaining relatively unaffected, whereas
the xxt1-2 xxt5 double mutant shows reduced amounts of XyG
across all the different sizes of polymer.

It is important to note that the Mr distribution of XyGs is
modulated by the action of XyG modifying enzymes such
as XyG transglycosylase ⁄ hydrolases (XTHs), endoglucanases
(Catala et al., 1997) and a-xylosidases (Sampedro et al., 2010;
Günl & Pauly, 2011) in the cell walls. Thompson et al. (1997)
reported that XyGs are first synthesized as relatively low Mr poly-
mers before being incorporated into much higher Mr polymers
in the walls. Therefore, the alterations of XyG Mr observed in
the mutants may not be purely the direct result of altered XyG
biosynthesis, but may also be a consequence of changes in the
susceptibility of the XyG to these activities. In this context it is
interesting to note that altered extractable XyG Mr profiles
were the only obvious change that we could find in the xxt4
mutant, suggesting perhaps that a subtle change in XyG struc-
ture might have implications for integration of the polymer
into cell walls.

Changes in XyG side-chain distributions also reflect the effect
of each XXT knockout on xylose side-chain substitution. The
mutants all showed a similar trend in that XXXG oligosaccha-
rides were greatly reduced, while the relative abundance of oligo-
saccharides with galactosyl and fucosyl residues was increased.
The reduced amount and the decreased relative molecular mass
of XyG in the mutants suggest that the action of the xylo-
syltransferases is required for glucan chain elongation. It is also
possible that the increased representation of galactosylated and
fucosylated oligosaccharides in the XyG profiles indicates slow
xylosylation in the xxt mutants. The reduction in galactosyl and
fucosyl residues in XyG from the xxt1-2 xxt5 could indicate that
the early forms of XyG produced after xylosylation are not appro-
priate for further galacto- or fucosylation.

Both XXT3 and XXT4 appear to play restricted roles in XyG
biosynthesis, and thus it seems likely that XXT1, 2 and 5 are
responsible for producing most of the XyG in the major tissues
in Arabidopsis. If we accept this general premise, then the pres-
ence of XyG in xxt1-2 xxt5 and xxt2-1 xxt5 double mutants is

(a) (b) (c)

Fig. 8 Immunofluoresence labelling of stem sections
using xyloglucan (XyG)-specific antibodies of Arabidopsis

xxt mutants expressing 35S:GT34 genes for complemen-
tation. Overexpression constructs for GT34 genes were
transformed into various xxt2 or xxt5 mutant back-
grounds to examine their ability to compensate for the
loss of XyG epitopes in sections from these plants. The
three panels show representative immunofluorescence
level used to rank for (a) high, (b) low, or (c) no
complementation as presented in Table 1. Bar, 100 lm.

Table 1 Levels of compensation in relative abundance of XyG epitopes in
stem sections of Arabidopsis mutant lines transformed with seven
35S:GT34 constructs compared to corresponding untransformed line

Constructs

Level of compensation in background genotype

xxt2-1 xxt5 xxt2-1 xxt5

35S:XXT1 High High High
35S:XXT2 High Low Low
35S:XXT3 High High High
35S:XXT4 Low Low None
35S:XXT5 High High Low
35S:GT6 None ND ND
35S:GT7 None ND ND

ND, not determined.
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likely to be produced by XXT2 or XXT1 working alone in the
major tissues of the plants. Given that XyG in the mutants con-
tains blocks of 3 Xyl residues both XXT1 and XXT2 may,
individually, be capable of completing the pattern of blocks of
three xylose side chains in XyGs. By contrast, it is striking that
XXT5, which is expressed fairly ubiquitously and apparently at
relatively high levels and is able to compensate for the loss of the
epitopes in all the tested mutants, is unable to complement the
loss of function of both XXT1 and XXT2, as shown by Cavalier
et al. (2008). This agrees with the suggestion by Cavalier et al.
(2008) that XXT1 and XXT2 may be required for the chain initia-
tion of XyG biosynthesis and that XXT5 may lack this ability or
have it at very low efficiency.

A possible explanation for XXT3 and XXT5 lacking XXT
enzymatic activity but being able to complement the loss of XyG
epitopes in the mutants is that these two enzymes may function
as a part of an enzyme complex and thereby enhance the transfer-
ase activity. In a similar report Rautengarten et al. (2011),
demonstrated that the UDP-Ara mutase protein family includes
proteins with and without mutase activity, interacting in a
protein complex.

In vivo, XyG xylosylation seems likely to occur in close spatial
and temporal proximity to elongating glucan chains. This is
because of the insolubility of ß-1,4-glucans, which require xylosy-
lation before more than five or six contiguous naked glucose resi-
dues are produced. Thus, it seems likely that the XXTs will work
in close proximity to the glucan synthase in the Golgi. Partially
xylosylated XyG could be the substrate for some XXTs, hence
explaining the low activity when short cello-oligomers are used.
Studies of the interactions between the glucan synthase and
side-chain glycosyltransferases may enable us to unravel the
apparent complexity of this process.
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