
CHARACTERIZATION OF SOD GENES INVOLVED IN 

OXIDATIVE STRESS RESPONSE AND TUMOR FORMATION IN 

AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 

 
 
    
 
 
 
 
 

 
PANATDA SAENKHAM 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT 

OF THE REQUIREMENTS FOR 

THE DEGREE OF DOCTOR OF PHILOSOPHY 

 (BIOTECHNOLOGY) 

FACULTY OF GRADUATE STUDIES 

MAHIDOL UNIVERSITY 

2008 

 

COPYRIGHT OF MAHIDOL UNIVERSITY 
 

 



Fac. of Grad. Studies, Mahidol Univ.                                                                                            Thesis / v 
 

การศึกษาคุณสมบัติของยีน SOD ซึ่งเกี่ยวของกับการตอบสนองตอ OXIDATIVE STRESS และความสามารถในการ
กอใหเกิดปุมปมของเชื้อ AGROBACTERIUM TUMEFACIENS  
(CHARACTERIZATION OF SOD GENES INVOLVED IN OXIDATIVE STRESS 
RESPONSE AND TUMOR FORMATION IN AGROBACTERIUM TUMEFACIENS) 
 
ปนัดดา แสนคาํ 4536519   SCBT/D 
 
ปร.ด. (เทคโนโลยีชีวภาพ)    
คณะกรรมการควบคุมวิทยานพินธ: ศกรณ มงคลสุข, Ph.D., จรัญญา ณรงคะชวนะ, D.Agr.Sc., อาจารี นิลวงษ, Ph.D., 
ไพบลูย วัฒนวิบลูย, Ph.D. อรนาฏ มาตังคสมบัติ D.D.S., Ph.D. 
  

บทคัดยอ 
        แบคทีเรียท่ีกอโรคในพืชโดยปกติจะสัมผัสกับ reactive oxygen species (ROS)  ซ่ึงสรางขึ้นจากกระบวนการหายใจโดยใชออกซิเจน 
และจากกลไกการปองกันตนเองของพืช เพื่อหลีกเลี่ยงจากการถูกทําลายโดยปฏิกิริยา oxidative แบคทีเรียจึงผลิตเอนไซมท่ีใชยอยสลาย 
ROS เพื่อลดความเปนพิษกอนจะถึงระดับท่ีอันตรายตอแบคทีเรีย เอนไซม Superoxide dismutase (SOD) เปน metalloenzyme ซ่ึงเปลี่ยน 
superoxide anion  ไปเปน H2O2 และ O2  การกําจัด superoxide anion เปนการปองกันการเกิดปฏิกิริยาข้ันท่ีสองซึ่งจะนําไปสูการสราง 
hydroxyl radical ซ่ึงเปน ROS ท่ีมีฤทธิ์รุนแรงที่สุด ผลการวิเคราะหจีโนมของ  Agrobacterium tumefaciens ซ่ึงเปนแบคทีเรียกอโรคปุมปม
ในพืชพบวามี 3 open reading frames คือ Atu0876, Atu4583 และ Atu4726 ซ่ึง แปลรหัสเปนโปรตีน SOD โดยอาศัยพ้ืนฐานจากการ
ทดลองการยับยั้งความสามารถของเอนไซมและการวิเคราหลําดับกรดอะมิโนสนับสนุนวาทั้ง 3 ยีนนี้ถูกแปลรหัสเปน FeSod จึงใหชื่อวา 
SodBI SodBII และ SodBIII โดย SodBI และ SodBII เปนเอนไซมท่ีอยูในไซโตพลาสมในขณะที่ SodBIII เปนเอนไซมท่ีอยูในเพอริ
พลาสม ยีน sodBI แสดงออกในปริมาณสูงตลอดชวงเวลาการเติบโตของแบคทีเรียในขณะที่ยีน sodBII จะแสดงออกในระดับสูงเมื่อ
แบคทีเรียสัมผัส superoxide anion โดยถูกควบคุมโดยโปรตีน SoxR   สวนยีน sodBIII แสดงออกในชวง stationary   การทําลายยีน sodBI 
สงผลใหความสามารถในการตานทานตอ menadione (MD, superoxide generator) ลดลงอยางเห็นไดชัดนอกจากนี้สายพันธุน้ียังทนตอ 
H2O2 เพิ่มข้ึนซ่ึงเปนผลมาจากการเพิ่มการแสดงออกของเอนไซม catalase-peroxidase ซ่ึงถูกแปลรหัสโดยยีน katA   การทําลายยีน sodBII 
หรือ sodBIII เพียงยีนเดียวสงผลเพียงเล็กนอยตอความสามารถของแบคทีเรียในการจัดการตอความเปนพิษของ MD สายพันธุซ่ึงขาด
เอนไซม SodB ท้ังสามจะไวตอ MD มากที่สุดซ่ึงชี้ใหเห็นวาทั้งสามยีนนี้มีระดับการตานทานตอ MD ในระดับท่ีแตกตางกัน   บทบาทของ
ยีน sodB ในการปองกันแบคทีเรียจากความเปนพิษของ singlet oxygen ซ่ึงถูกสรางจาก irradiated rose bengal โดยไดทําการศึกษาใน
แบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ท้ังในชวง exponential  และ stationary  ผลการศึกษาพบวาสายพันธุท่ีทําลาย sodBI จะไวตอ singlet oxygen 
เล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุท่ีทําลายยีน sodBII หรือ sodBIII ยิ่งไปกวานั้นสายพันธุท่ีทําลายทั้งยีน sodBI และ 
sodBII จะไวตอ singlet oxygen มากกวาที่พบในสายพันธุทําลายเพียง sodBI ยีนเดียวเทานั้นและความไวนี้อยูในระดับท่ีเทากับสายพันธุท่ี
ยีน sodB ถูกทําลายทั้งหมดในขณะที่ระดับความตานทานตอ singlet oxygen ของสายพันธุท่ียีน sodBI และ ยีน sodBIII ถูกทําลายอยูใน
ระดับท่ีเหมือนกับท่ีพบในสายพันธุท่ี sodBI ถูกทําลายเพียงยีนเดียว   การแสดงออกของยีน sodBI และ sodBII ในระดับสูงสามารถทําให
ความไวตอ MD, singlet oxygen และความตานทานตอ H2O2 ท่ีสูงข้ึนของสายพันธุท่ียีน sodB ท้ังสามถูกทําลายใหกลับมาอยูในระดับท่ี
เทากับสายพันธุดั้งเดิมในขณะที่การแสดงออกของ sodBIII สามารถทําใหคุณสมบัติของสายพันธุท่ียีน sodB ถูกทําลายทั้งหมดในกลับมา
ไดเพียงบางสวนเทานั้น   นอกจากนี้ SodB ยังมีบทบาทสําคัญตอความรุนแรงในการกอโรคของ A. tumefaciens ในพืชพบวาความสามารถ
ในการทําใหเกิดปุมปมบนใบยาสูบของสายพันธุท่ียีน sodBI ถูกทําลายเพียงยีนเดียวลดลงอยางเห็นไดชัดและความสามารถนี้จะหมดไปใน
สายพันธุท่ียีน sodB ท้ังสามถูกทําลายทั้งหมด  
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ABSTRACT 
         
        Phytopathogenic bacteria are always exposed to reactive oxygen species (ROS) 
generated from aerobic metabolisms as well as from the host plant’s first line defense. To 
avoid oxidative damage, this kind of bacteria produces an array of ROS-scavenging enzymes 
to get rid of the harmful of ROS before it can reach a toxic level. Superoxide dismutase 
(SOD) is a metalloenzyme catalyzing dismutation of superoxide anions to form H2O2 and 
molecular oxygen. The removal of superoxide blocks the secondary reaction which in turn 
leads to the formation of the most reactive hydroxyl radicals. Agrobacterium tumefaciens, the 
causative agent of crown gall disease in plants, possesses three open reading frames, Atu0876, 
Atu4583 and Atu4726, which encoded SOD. SOD activity inhibition tests and amino acid 
sequence analysis strongly suggests that these three putative genes encode FeSods and are 
named SodBI, SodBII and SodBIII. SodBI and SodBII are cytoplasmic isozymes while 
SodBIII is a periplasmic isozyme. sodBI is expressed at a high level throughout all growth 
phases while sodBII expression is highly induced upon exposure to superoxide anions in a 
SoxR dependent manner. sodBIII is expressed during its stationary phase. Deprivation of 
sodBI markedly alleviated resistance to menadione (MD), a superoxide generator. Moreover, 
the strain increased tolerance to H2O2 due to a compensatory expression of catalase-
peroxidase encoded by katA. Inactivation of sodBII or sodBIII alone slightly affected the 
bacteria’s ability to cope with superoxide toxicity.  A mutant lacking all three SodB enzymes 
showed the most sensitivity to MD treatment, which indicates that all sods contribute at 
varying levels towards the overall MD resistance level. The role of sodB genes regarding the 
protection of singlet oxygen toxicity generated from irradiated rose bengal was evaluated 
through various sodB mutants in both the exponential and stationary phases. sodBI mutant 
was slightly sensitive to singlet oxygen relative to wild type, sodBII and sodBIII mutant 
strains.  Moreover, sodBI sodBII double mutant was much more sensitive to singlet oxygen 
than sodBI single mutant and the sensitivity level was comparable to that of the sodB null 
mutant. While sodBI sodBIII double mutant showed a resistance level similar to the sodBI 
mutant, a high expression of sodBI, and sodBII fully complemented MD, singlet oxygen-
hypersensitive and H2O2 -hyperresistant phenotypes of the sodB null mutant. However, the 
expression of periplasmic sodBIII partially restored such altered phenotypes. SodBs also have 
important roles in A. tumefaciens virulence toward host plants. A sodBI, but not sodBII or 
sodBIII mutant, showed a marked reduction in their ability to induce tumor formation on 
tobacco leaf discs while the sodB null mutant was totally avirulent. 
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