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 Parameters affecting gene transformation into Dendrobium =Pompadour@ by pMAT21 vector 
containing gus gene as reporter gene and ipt gene as selectable gene were studied.  The optimum conditions 
were used of Agrobacterium strain EHA105 at concentration of ~ 4.1 x 107 cfu/ml, co-cultivation between 
Agrobacterium and PLBs added with celite 4.5 g/l by vortex mixer for 30 min and use of cefotaxime 200 mg/l 
for growth suppression of Agrobacterium after transformation.  In this study, ethylene-related genes which are 
ACS and ACO genes were transformed into Dendrobium =Pompadour@ by pMAT21 vector to generate marker 
free transgenic orchid.  Both ACS and ACO genes were divided into 3 regions including 5´ region, central 
region and 3´ region that was named as ACSA, ACSB, ACSC for ACS gene and ACOA, ACOB and ACOC for 
ACO gene, respectively.  Each region was cloned into pMAT21 vector in antisense orientation for gene 
transformation into orchid by Agrobaterium.  The transformed PLBs developed extreme shooties within 3-4 
months after transformation. Then, normal shoot developed from shooties within 6-8 months after 
transformation.  From Southern blot analysis of normal shoots, it showed that five and two putative transgenic 
orchids transformed with AS-ACSB and AS-ACOB contained only one copy of transgene, respectively.  
While, orchids transformed with AS-ACOA contained 2-4 copies of transgene.  All of these putative 
transgenic orchids were free of marker gene.  From analysis of gene expression at RNA level, two transgenic 
lines of orchid transformed with AS-ACSB which are line AS-ACSB-203A and line AS-ACSB-208A showed 
high level of expression of antisense ACSB, but expression of endogenous sense ACS was low.  The results 
were the same in two transgenic lines of orchid transformed with AS-ACOB which are line AS-ACOB-10B 
and line AS-ACOB-11B.  Therefore, transformation with AS-ACS or AS-ACO cloned in pMAT21 vector 
could produce marker-free transgenic orchids containing AS-ACS or AS-ACO transgenes. 
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1 #� ��	 AS-ACS V�O��	 AS-ACO "	�
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ก��
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����	�������� �
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��"#�"	ก��$�
F
��L��O���	U^���U��ก��
����
��� ����ก��������	 �
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3 ��������
��"#�"	ก��$�
F
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��� RT-PCR 47 

4 T����ก��
 ��������	��� V�OL
��������	������V�
	����#U^�  
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������	�������� �
�� 56 

7 T�ก��
 ���
���ก�� co-cultivation ������V�
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�� 57 
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��"	�O�O�� ก�OF�ก  
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F
��L��O��Fj�	
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��
j�ก��������	 �
��#U^��O!ก�V�L
������! �
�$����� celite L
��������	 2.5 ก��� "	�O�
���ก�� co-cultivation ก) �����ก��
�$����� celite �) ��ก���$����� celite  60 

13 ��กNGOก��$� ��	̂j����	
���ก� F�กก��V� ���ก�����	 gus "	�	U^���U��ก��
���� 
PLBs 
���$����� celite "	�����G$��� l "	#�
����ก��
j� co-cultivation 62 

14 ��กNGOก���F��E��� PLBs ���ก��
������	�������� �
�����O���^���	�����
����L��O����$� VW 
������$��	̂j��O����
V�O�$������i�#�
	O cefotaxime  64 

15 ��กNGO����	U^���U��ก��
����M������ก��������	 ���O���^���	�������$� VW 
��
����$��	̂j��O����
 67 
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16 ก��$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O ��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
�������
�����G� �F�ก"	�
ก�$��� pCAMBIA1304-AS-ACSA, pCAMBIA1304-AS-
ACSB, pCAMBIA1304-AS-ACSC, pCAMBIA1304-AS-ACOA, 
pCAMBIA1304-AS-ACOB V�O pCAMBIA1304-AS-ACOC $���j� ��  
 �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O NOST-SmaI 71 

17 VT	
�������	 AS-ACSA, AS-ACSB, AS-ACSC, AS-ACOA, AS-ACOB V�O  
AS-ACOC 
������"	�
ก�$��� pGEM®-T Easy  72 

18 ก��$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
�� 
����"	�
ก�$��� pGEM®-T Easy $�
F���! �ก������ �
���	�\��$� Fj����O 
SpeI 73 

19 ก��$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O ��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
�� 
����"	�
ก�$��� pGEM®-T Easy $�
F���! �ก������ �
���	�\��$� Fj����O 
SmaI 74 

20 VT	
�������	 AS-ACS V�O AS-ACO 
�����F�"	�
ก�$��� pMAT21 V�O (ก) ก��
$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O ��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
������"	
�
ก�$��� pMAT21  �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O NOST-SmaI (�) 75 

21 ��^	$�	"	ก��������	�������ก��
���� �
��#U^��O!ก�V�L
������! �"#��
ก�$��� 
pMAT21  78 

22 ��กNGOก����n	���]	�� ก�OF�ก��� PLBs ก��
����M������ก��������	 
pMAT21-AS-ACS ��U� pMAT21-AS-ACO 79 
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23 ก��$�
F�����	 AS-ACSA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
ก�OF�ก �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS1BstEII "	ก��
$�
F�����	 AS-ACSA 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel 
electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 AS-ACSA  �
� 35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 
$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  81 

24 ก��$�
F�����	 AS-ACSB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
ก�OF�ก �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII "	ก��
$�
F�����	 AS-ACSB 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel 
electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 AS-ACSB  �
� 35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 
$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�) 82 

25 ก��$�
F�����	 AS-ACSC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
ก�OF�ก �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII $�
F���
��	 AS-ACSC 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) 
V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSC 
 �
� 35S-promoter probe (�)�������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O
�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt 
probe (�) 83 
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26 ก��$�
F�����	 AS-ACOA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
ก�OF�ก �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO1R-B1 $�
F�����	 
AS-ACOA 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O
�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOA  �
� 
35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O
j�
ก���U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt 
probe (�)  84 

27 ก��$�
F�����	 AS-ACOB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
ก�OF�ก �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 $�
F�����	 
AS-ACOB 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O
�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOB  �
� 
35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O
�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt 
probe (�)  85 

28 ก��$�
F�����	 AS-ACOC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
ก�OF�ก �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 $�
F�����	 
AS-ACOC 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O
�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOC  �
� 
35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O
�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt 
probe (�) 86 
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29 ก��$�
F�����	 AS-ACSA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 "	�O�O
�� �ก$� �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS1BstEII "	ก��
$�
F�����	 AS-ACSA 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel 
electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 AS-ACSA  �
� 35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 
"	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot 
hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  90 

30 ก��$�
F�����	 AS-ACSB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
�ก$� �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII "	ก��
$�
F�����	 AS-ACSB 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel 
electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 AS-ACSB  �
� 35S-promoter probe (�)�������� IPT1 V�O IPT2 
"	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot 
hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  91 

31 ก��$�
F�����	 AS-ACSC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
�ก$�  �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII "	ก��
$�
F�����	 AS-ACSC 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel 
electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 AS-ACSC  �
� 35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 
"	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot 
hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  92 

(9) 



�����CK�� ($��) 

 
  K����� ���� 

  

32 ก��$�
F�����	 AS-ACOA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
�ก$� �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO1R-B1 "	ก��$�
F���
��	 AS-ACOA 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) 
V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOA 
 �
� 35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt 
(L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� 
ipt probe (�)  93 

33 ก��$�
F�����	 AS-ACOB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
�ก$�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 "	ก��$�
F�����	 
AS-ACOB 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O
�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOB  �
� 
35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt (L) 
V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt 
probe (�)  94 

34 ก��$�
F�����	 AS-ACOC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� 
�ก$� �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 "	ก��
$�
F�����	 AS-ACOC 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel 
electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
$�
F�����	 AS-ACOC  �
� 35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 
"	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot 
hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  95 
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35 ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB V�O ipt "	ก��
���� � V���
��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSB ���� ���s	�� �
�
��	�\��$� Fj����O BglII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB V�O 
ipt  �
�
��� Southern blot hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก�� 
35S-promoter probe (�) V�O ipt probe (L) $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� 
chemiluminescence detection 98 

36 ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB V�O ipt "	ก��
���� � V���
��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSB ���� ���s	�� �
�
��	�\��$� Fj����O HindIII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB 
V�O ipt  �
�
��� Southern blot hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก��  
35S-promoter probe (�) V�O ipt probe (L) $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� 
chemiluminescence detection 99 

37 ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O ipt "	ก��
���� � V���
��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA ���� ���s	�� �
�
��	�\��Fj����O HindIII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O 
ipt  �
�
��� Southern blot hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก��  
35S-promoter probe (�) V�O ipt probe (L) $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� 
chemiluminescence detection 101 

38 ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O ipt "	ก��
���� � V���
��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA ���� ���s	�� �
�
��	�\�� BglII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O ipt  �
�

��� Southern blot hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก�� 35S-promoter probe 
(�) V�O ipt probe (L) $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� chemiluminescence 
detection 103 
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39 ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACOB V�O ipt "	ก��
���� � V���
��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOB ���� ���s	�� �
�
��	�\��Fj����O BglII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACOB V�O 
ipt  �
�
��� Southern blot hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก��  
35S-promoter probe (�) V�O ipt probe (L) $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� 
chemiluminescence detection 104 

40 ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACS V�O AS-ACSB "	$�	ก��
����
 � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSB  �
��
L	�L 
RT-PCR ! �"#��������� S-ACSBC1F2 V�O S-ACSBC215R2 �j�������	 sense 
ACS (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 
sense ACS  �
� sense ACS probe (�) "#��������� AS-ACS400R-BstEII V�O  
AS-ACS900F-SpeI �j�����$�
F�����	 AS-ACSB (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�

��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSB  �
� AS-ACSB probe (�)  107 

41 ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACO V�O AS-ACOA "	$�	ก��
����
 � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA  �
��
L	�L 
RT-PCR ! �"#��������� S-ACOA745F1 ก�� S-ACOA945R1 �j�������	 sense 
ACO (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 
sense ACO  �
� sense ACO probe (�) "#��������� AS-ACO301R-B2 V�O AS-
ACO635F-S1 �j�����$�
F�����	 AS-ACOA (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� 
Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOA  �
� AS-ACOA probe (�) 108 
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42 ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACO V�O AS-ACOB "	$�	ก��
���� 
 � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOB  �
��
L	�L 
RT-PCR ! �"#��������� S-ACOBC1F2 ก�� S-ACOBC200R2 �j�������	 sense 
ACO (ก) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 
sense ACO  �
� sense ACO probe (�) "#��������� AS-ACO301R-B2 V�O AS-
ACO635F-S1 �j�����$�
F�����	 AS-ACOB (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� 
Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOB  �
� AS-ACOB probe (�) 109 

43 ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACS (ก) ��	 AS-ACSB (�)  
��	 18s rRNA (L) "	$�	ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 
pMAT21-AS-ACOA ! �"#��
L	�L northern blot hybridization $�
F��� �
� 
AS-ACS RNA probe, sense ACS RNA probe V�O 18s rRNA probe $���j� �� 112 

44 ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACO (ก) ��	 AS-ACOA V�O  
AS-ACOB (�) ��	 18s rRNA (L) "	$�	ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��
������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA V�O pMAT21-AS-ACOB ! �"#��
L	�L 
northern blot hybridization $�
F��� �
� AS-ACO RNA probe, sense ACO 
RNA probe V�O 18s rRNA probe $���j� �� 113 

(13) 
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AS   = antisense 
bp   = base pair 
CaMV-35S promoter = 35S promoter from Cauliflower mosaic virus 
CIAP   = calf intestinal alkaline phosphatase  
dNTPs   = deoxynucleoside triphosphate 
gus gene   = β-glucuronidase gene 
hpt   = hygromycin phosphotransferase  
Hm   = hygromycin  
ipt gene   = isopentenyl transferase gene 
KPa   = kilopascal 
KV   = kilovolt 
lac Z gene   = β-galactosidase gene 
LB   = left border  
Luc gene  = firefly luciferase gene 
MATVS  = Multi-Auto-Transformation Vector System  
µF   = microfarad 
µg   = microgram 
µl   = microlitre 
µM   = micromolar 
M   = molar 
mM   = millimolar 
msec   = millisecond 
MCS   = multi-cloning site 
NAA   = naphthalene acetic acid 
NDM   = New Dogashima Medium  
Nos-terminator   = nopaline synthase terminator 
OD600   = optical density at six hundred nanometer 
Pat   = phosphinothricin acetyltransferase  
PCI   = phenol: chloroform: isoamyl alcohol 

(14) 
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PCR   = polymerase chain reaction 
PLBs   = protocorm-like bodies 
PPT   = phosphinothricin  
R
int

   = recombinase gene with intron sequences from Eucalyptus    
    histone gene 
RS   = recognition site 
RB gene  = right border 
VW medium  = Vacin & Went medium 
X-gluc   = 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronic acid 
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Transformation of Ethylene-Related Genes into Dendrobium VPompadourW Using 
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LU��U� 

 
ก��
������]	�	P��"	��	L���กN$�
�����L��ก�������ก�����$�� $�����O�
J��� ! �"	�� 

�.J.2552 �����L����O��G 2,400 ���	��
 ก��
����
��	������ก��U��$�  �ก"	�[FF���	 ��
	"�E�
��]	ก��
�����ก���
�� ��O��G�����O 80 ���T�T��$
�^���  �[E���j�L�E������	P��"	ก��T��$
V�O�����กก��
���� LU� ก����
�!����� �ก\P��
j�"����E�������L����� �กก��
���� ก��Vก��[E��
 ��ก���

j�� �����
��� V$�
���
��	���� �Vก� ก��"#�����O��� silver thiosulfate V�O��� 1-
methylcyclopropane (1-MCP) �P�V�����
�^����#	� FO"#�� �T� � V$�กs����^	$�	V�O
���ก��"#�
��
������ก 	�กF�ก	�^������	 (silver) 
��$กL���กs��]	��	$���$�����M��  ��	�^	ก����n	���	���ก��
����
"��������ก���[กVFก�		�	�P^	 ! �"#��
L	�L
����	��
�J
ก��� กs��F��]	��ก
����U�ก�	P��"	ก��
#�
�� �[E��V�OL
���������$�� �กก��
����
�������ก�����$�� $�����O�
J ��]	ก����������L��
"��ก����$���ก���ก�������กก��
����$�  �ก����
� 

 
"	�U##�^	�����
���	�ก� F�กก�O�
	ก�� biosynthetic pathway ! ������$�	F�กก��
�����


!�	�	 (methionine) ��ก������	��]	 S-adenosyl methionine (SAM)  �
���	�\�� S-adenosyl 
transferase V�O SAM ������	��]	 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC)  �
���	�\�� 
ACC synthase F�ก	�^	��	�\�� ACC oxidase FO������	 ACC ��]	��
���	"	�M��
������ก\��F	 
(Yang and Hoffman, 1984) 

 
"	ก�O�
	ก���������
���	����U##�^	��� ��	�\�� ACC sythase V�O ACC oxidase ��]	

��	�\���j�L�E
��L
�L��ก���������
���	 (rate-limiting step) 	�กF�ก	�^��
���	�������
	
���ก���
����
ก��ก�O�
	ก����
�!�� (senescence) "	��
	$��� l ����U# �#�	 T� "� V�O �ก ก�������^�
ก�O�
	ก���������
���	 ������#O��ก���ก� ก����
�!�� (senescence) � � V� �
����
���	��]	
$�
�����EE�G
���j�L�E"	��
	ก����U����M�� (senescence) "	�U# (Yang and Hoffman, 1984) 



 
2 

��	
��L
�L��ก���������
���	"	 �ก���LU� ACC synthase V�O ACC oxidase "	�GO
��
 �ก�����������
�!�� ก�Fก��������	�\�� ACC synthase V�O ACC oxidase ������	�����ก ��U��
 �ก����������
�!�� ก�Fก��������	�\��
�^����#	� 	�^FO���������ก�P^	 (���#� V�OLGO, 2540) 
V�O�[E���j�L�E���T�������ก �กก��
���������O�
J�
������� 2 ��Oก��LU�  �กก��
���������

\P���ก� ก�� �ก�����
�
�^� �ก$��V�O �ก��	 (���#�, 2530) V�O �กก��
��������
�������ก��
�[กVFก�	L��	������^	 (Ketsa, 1995)  

 
 ��	�^	FP���ก��	j��
L!	!���
������ก
�� antisense RNA technology ��"#���U�������^�ก��

V� ���ก�����	 ACC synthase (ACS) V�O��	 ACC oxidase (ACO) \P���ก���
����ก��ก����
�!��
��� �กก��
���� ! �
j�ก��JPกN���	 ��ก���
V�O	j��������#� ��	
��FO
j�"���ก� ก������� 
antisense RNA $����	
�^���� F�ก	�^	
j�ก������#� ��	
��� ���������	U^���U��ก��
�����ก���
����	���
����� �
�� ����O��]	ก��
����
��������"	ก���[กVFก�	
����^	��O��G 7-10 
�	 FP���U�ก"#�ก��
����
��	�������� �
����]	$�	V��"	ก��������	 ��U���U ����"	ก���[กVFก�	"����
	�	�P^	 

 
! �
��
��"	ก��������	��������U#"#���	
��$��	
�	$������i�#�
	O (antibiotic resistant 

gene) ��U���	
��$��	
�	���กj�F� 
�#�U# (herbicide resistant gene) ��]	��	L� ��U�ก (Permingeat et 
al., 2003) V$�ก��L� ��U�ก! �
���	�^กs����������������� �#�	 ���L� ��U�ก (selective agents) ���#	� FO
��� L
��������"	ก�������	� ����\��� V�Oก���F��E����]	$�	
�������G�����U# 
(Weising et al., 1988; Zuo et al., 2002) V�OL
��
�$กก��
�"	 ��	L
����� M��$��T�����!ML "	
ก��"#���	L� ��U�ก
��$��	
�	$������i�#�
	O$��� l \P����Fก��"���ก� ก������������	���"������
V�L
����� 
j�"��$��	
�	$������i�#�
	O
��ก��V�
�� ��U���	L� ��U�ก��FFO��ก�����������	
 ��ก���
�����F���	
�����U�	 l ��]	$�	  ��	�^	ก��"#��O��ก��������	
��FOกj�F� ��	L� ��U�ก��กF�ก
�U# � V�����	��ก��� FP���]	
����U�ก
��#�
�� L
��
�$กก��
��ก���
ก��L
����� M��
��#�
M��
����U# � V�����	��ก��� \P��� ���ก����n	��O��
������ก
�� MAT (Muli-Auto-Transformation) 
vector system ��"#�"	ก��������	 ��U��������U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก (marker-
free transgenic plant) (Dale and Ow, 1991; Yoder and Goldsbrough, 1994; Ebinuma et al., 2001; 
Hohn et al., 2001)  
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"	ก��JPกN�L��^�	�^FO"#��
ก�$��� pMAT21 "	ก��������	 antisense ACC synthase (AS-
ACS) V�O��	 antisense ACC oxidase (AS-ACO) �������ก��
�����ก���
����	�������� �
�� ��U��"��
� �ก��
���� � V�����	��ก���
������	
��$���ก��V�O���JF�ก��	L� ��U�ก  
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��$
���Q��L	 
 
 
 1.  JPกN��[FF��$��� l 
����T�$��ก��������	�������ก��
�����ก���
����	�������� �
�� ! �
ก��"#��#U^��O!ก�V�L
������
�����F��
ก�$��� pMAT21 ��U��"#�"	ก��������	��k������������ก��
���� 
 
 2.  ������	 ACS V�O ACO 
������"	��กNGO
������� antisense RNA �������ก��
�����ก���
��
��	�������� �
�� ! �"#��
ก�$��� pMAT21 ��U�������ก��
���� � V�����	��ก���
������	��k�����
V�O���JF�ก��	L� ��U�ก 
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ก��$��D��ก��� 
 
1.  L����U�L�C���ก�������"��#���H�GXก�D 
 
 ก��
������]	�U#"����^��� ���
����"	
�J� Orchidaceae \P�������������ก�� ��O�
J�
�
	����]	V����กj��	� ก��
����Fj�	
	��ก�P� 1,100 #	�  "	 150 �ก�� ก��
����V���$����กNGOก��
�F��E�$��!$� � 2 ��O�M
 LU� ��O�M

���F��E�$��!$��
����  � �Vก� �ก��V
	 �� �OV�	 ��V�O 
�s�LL���� ��ก��O�M
�	P���F��EV��V$กก���U������ � �Vก� �ก���
�� V�O��	\�� ��� ! ��ก$�
ก��
������]	�U#
��$���ก���M��V
 ����
�� �"	ก���F��E�$��!$ �#�	 	̂j�
���O��  L
����]	ก� -
 ��� ��O��G 5.2-6.2 V��V   40-60% ��G�M��� 25-32 ��J��\��\��� V�OL
��#U^	�����
�� 50-
60% (�j�	�ก
�F����n	�ก������ก���U#, 2548) 
  
 V����กj��	� ก��
�������
���j�L�E���!�ก�� 2 V����"�E� l LU� ��$�	�����ก� V�O���#��              
V�\���L �j�����"	��$�	�����ก���]	��G�����
G�����ก�ก���$� $��ก����$��	U���������ก�"$� 
��
	V����กj��	� ก��
�������"	M���M�L���#��V�OV�\���L ����O�
J�
���]	J�	��ก��� ����	���
ก��
���������]	Fj�	
	��ก V� �"����s	
����O�
J�
����M��V
 ������U^��j�	
�$��ก���F��E
��ก������ก��
���� (����	
�, 2543) 
 
 ก��
������]	���$�  �ก
���j�L�E����
� �	U���F�ก��L
�����ก���� ��	�� ก���	 �	�  
V�O���
�� 
j�"��V	
!	��ก�������กก��
�����$��!$$���	U��� ��L
��$���ก��
�����L�������P^	"	
$�� !�ก �
���]	��O�
J�����กก��
����$�  �ก��	 �� 1 ���!�ก ���L�������ก�� �.J. 2551 
���L�����$���	U���F�ก�� �.J. 2550 V�O�� �.J. 2551 	j����� �������O�
J���$�j�ก
�� 2,400-2,600 
���	��
 �����F�ก�� �.J. 2549-2550 ��O��G 10-20% (�j�	�ก��	�J�N�ก�Fก���กN$� ! �L
��
��
��U����ก��J��ก�ก�, 2552) �	U�����F�กก������$�
ก�������ก���$�� ���ก ! �����OE�����	 
����������ก� V�O��M����!�� �
�
�^�ก������$�
$�� "��� l ! �����OF�	 ��	���
��	������ก$� 
 �ก��ก
���� LU� ก��
�����
����กT�� \P���� �ก����
 ��
����� �#�	 Dendrobium Walter Oumae, 
D. Sonia Bom#17, D. Sonia Bom#18, D. Sonia Bom#28 (F�$�����G, 2537) V�Oก��
�����
��
��	�������� �
�� (D. Pompadour) \P����]	ก��
�����
����กT��
����L
���j�L�E
��ก��L��\P����]	
��กT���O�
��� D. Louis Bleriot ก�� D. Phalaenopsis (The Royal Horticultural Society, 1972) 
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 ก��
������]	�U#�J�N�ก�F
���j�L�E�����O�
J�
� ก�O
�
��กN$�V�O��ก�G�� �
กj��	 "��ก��
������]	 1 "	 4 ����U#�J�N�ก�F �	U���F�กL
��	���"#�"	��O�
J��� V�O�����G
ก�������ก��Fj�	
	�P� 24,567 $�	 (�j�	�ก��	�J�N�ก�Fก���กN$� ! �L
����
��U����ก��
J��ก�ก�, 2552) ��O�
J�
������กก��
���������$�� !�ก ! ���
�^����$�  �กV�O���ก�O��� 
ก��L��ก��
�����$��!$��ก
�^������GV�O���L�� ! ����U^	
�����กก��
������O��G 20,700 ��� 
(�j�	�ก��	�J�N�ก�Fก���กN$� ! �L
����
��U����ก��J��ก�ก�, 2552) ��
	"�E�����"	ก����
�� 
V�OF���
� "ก���L��� � �Vก� 	L���� ���
���L� ��#���� �
����	� V�O��O	L�J��������  
�	U���F�ก�M��M�����ก�J����Oก��ก���F��E�$��!$���ก��
���� "ก��V����	̂j� $��  V�Oก��
L�	�L��	����O 
ก �U^	
�����กก��
������V	
!	��FO����F�กก����
�� ��F���
� "ก���L�����ก
�P^	 �	U���F�ก
�� �	��L���� V�O��O���[E����M�
O	̂j�V�O��ก�J \P����T�$��ก���F��E�$��!$ 
V�OL�GM��ก��
���� (L��#�$, 2547) 
 
 �����GV�O���L��ก�������ก �กก��
��������
�������P^	
�ก l �� V$���L�$��#�� �กก���
� ��$��  ����$��	P����F�กL�GM����� �กก��
����\P����]	�[E���j�L�E"	ก�������ก! �T��
	j����� �กก��
��������
�FO��������	�[E�� 2 ��Oก��LU�  �กก��
���������
V�O �ก������
�
!��\P����
�^� �ก$��V�O �ก��	 (���#�, 2530) 	�กF�ก	�^�����
�� �กก��
���������O�
J�
�
������ก���[กVFก�	L��	������^	 (Ketsa, 1995) ! ��O�
���
����ก����
�!����ก���������
���	�������ก
�P^	V�O��
���	��]	$�
ก���j�L�E
j�"�� �ก��������	�^������ก���[กVFก�	��^	��ก
���ก$�V�O��
�!��
�� ������s
�P^	 (Borochov and Woodson, 1989) 
 
2.  ������� (Ethylene) 
 
 ��
���	��]	����!�	�U##	� � ��

�������	O��]	ก��\ ������� ��ก���	��sก	��� F� ��]	���
��O�M
��! �L�����	 (hydrocarbon) ����$�
���L��LU� CH2= CH2 $� ��V�O�ก� ก���O��� � �
"	#�
�L
��������	 3.2 � 32% ������V���ก�OF���������
	$��� l ����U#� ����� 
j�"������
����
$��ก���F��E�$��!$����U# ! �
��
����
���	FO��������$��ก����U����M������U#��U���
	����U# 
�U#V�OF���	
��������#	� ������T��$ก��\��
���	� � (Van et al., 1995) ก������L��O����
���	
M��"	�U# ! ������F�ก��
���	������P^	F�กก� �O��!	��
�
!�	�	 (methionine) T��	 S-adenosyl-
L-methionine (AdoMet ��U� SAM) V�Oก� �O��!	
�V�
	
������ ���]	��
	��Oก�����!��$�	  
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) (M��
�� 1) V�O��	�\��
���ก���
����ก���i�ก�����ก��
����L��O����
���	 � �Vก� SAM synthase, ACC synthase V�O ACC oxidase ��	�\�� ACC synthase 
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\P������M��"	�\!$���\P� 
j��	��
������� ACC V�O����� 5-methythioadenosine \P��	j���"#������
��
�
!�	�	�P^	��"���T��	 methionine cycle ��U�
������กก�	
�� 
�iF�ก� Yang $��#U��T��L�	��

���ก���������
���	 (M��
�� 2) "	
�iF�ก� Yang 	�^ FO��s	
��� �L�����	���	̂j�$����!�� (ribose) 
FO��ก������	����]	L�����	���ก�����
�
!�	�	\P����ก"#���"	ก���������
���	  ��	�^	L�����	
�O$�����!���ก�������
���	
����ก������P^	
��F���V��
� ���F�ก adenosine \P����F�ก ATP 	��	���
��
	ก���� methylthio 	�^	 FO��ก	j�ก�����"#�"	ก���������
�
!�	�	������U��� l  ��	�^	�U#FP�
������T��$��
���	� �"	�����G��ก �P�V��
��FO�������Gก� �O��!	��
�
!�	�	�������sก	��� 
(Crozier et al., 2000) 

 

 
K����� 1  ��^	$�	ก������L��O����
���	"	�U#  
�����: Crozier et al. (2000) 

 
�j����� ACC oxidase 	�^	 ��
����]	��	�\��
���ก���
����ก����U�������\���V�O��������

�	���	�	
�������	T�
 ��		�ก�����U�������\��� 	�กF�ก
j��	��
���������
���	V��
����� �����
L�����	� ��ก�\ � (CO2)  	̂j� (H2O) V�O��! ��F	�\ ����	\� (HCN) ��ก�� ! �
����
���	
� ���F�กL�����	$j�V�	��
�� 3 V�O 4 �����
�
!�	�	 "	�GO
�� HCN � �F�กL�����	$j�V�	��
�� 
2 ��
	 CO2 � �F�ก carboxyl group ! � HCN 
���ก� �P^	�
�$�
ก�� cysteine ������	����]	                      
β-cyanoalanine V�O������	��]	V������F�	 (asparagines) ��U� glutamyl-β-cyanoalanine 
j�"��
����ก� ก���O�� HCN F	�ก� ��]	��N$���U# (Crozier et al., 2000) 
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K����� 2  
��F�ก���
�
!�	�	��� Yang 
���ก���
����ก��ก������L��O����
���	  
�����: Crozier et al. (2000) 
  

	�กF�ก ACC FO��ก������	����]	��
���	� �V��
�����ก������	����]	 1-(malonylamino) 
cyclopropane-1-carboxylic acid (MACC) \P�����������������	ก�������]	 ACC � � V$��������	

��"	ก�G�
����L
��������	��� MACC ��� l ��FFOก�O$��	"���ก� ก��������	V��� MACC ก�����
��]	 ACC V�O�������	
�� MACC ������ก�O$��	"���ก� ก������� ACC "������ก�P^	� �"	 �ก
L����	#��	 V$����"#�ก��������	F�ก MACC ��]	��
���	 ก������� MACC �P^		�^	��FO��]	ก��ก�	P��
"	ก��L
�L���O ����� ACC V�O�����Gก���������
���	 (M��
�� 2) (Crozier et al., 2000) "	
ก�O�
	ก���������
���	����U##�^	��� ��	�\�� ACC synthase V�O��	�\�� ACC oxidase ��]	
��	�\���j�L�E
��L
�L��ก���������
���	 ! ���
���	����
	�ก���
����ก��ก���ก� ก����U����M�� 
(senescence) "	��
	$��� l ����U# �#�	 T� "�V�O �ก ก�������^�ก�O�
	ก���������
���	
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������#O��ก����U����M�� (senescence) � � V� �
����
���	��]	$�
�����EE�G
���j�L�E"	
ก�O�
	ก����U����M��"	�U# (Yang and Hoffman, 1984) 
 

  �ก�������กNGOก�����"FL����T���� ก���
LU� ��
�^�ก�����"FV�� climacteric \P�������
F�กก�����"F"	�O ��$�j�V�OL��� l ���������P^	��U��� l V��
ก�����"FFOL��� l � ������� l ก��
ก����U������ �ก �#�	 "	 �ก��EF��J �O���� L����	#��	 ��ก��� V�O daylily V�OV�� non-
climacteric \P��ก�����"F� ��! �$��  �#�	  �ก����� V�O narcissus ก��������P^	V��
� �����
��$��ก�����"F"	 �ก�����
	"�E�FO��"	 �ก���
��ก�O�
	ก����
�!����� �ก��� 
(senescence) ����M��"$�ก��L
�L�������
���	 ��
	 �ก���\P��ก�O�
	ก����
�!������ ���กL
�L��
! ���
���	FO��ก�����"F� ��! �$��  ��U������ก�����"F������P^	กs������P^	�������sก	��� ก��
������P^	���ก�����"F"	 �ก�����O�M
 climacteric ��F�ก� �P^	�	U���F�กก��$���	��$��ก��
T��$��
���	 (F���V
�, 2550)  
 
 2.1  L
������������ �ก����	U���F�ก��
���	 
 
  ��
���	��]	����!�	�U#
�����
��
��ก
���� �ก���
ก��L�GM����� �ก�����
���	
FO�ก� F�ก �ก��������U�F�กV�����U�	 l ������
j�L
���������"��ก�� �ก���� ����U�	ก�	                
��
���	"	�����ก�J����� 0.002-0.5 ��!L���$�$����$� (������s�) ������
j�L
���������"��ก��
 �ก���� �  �ก���
��� ������
���	FO������ก��"#���	��^	 ����O��
���	
j�"�� �ก��������
V�Oก���
 �ก��
���s
 $�
��������L
������������ �ก���
���ก� �P^	�	U���F�ก��
���	 �#�	 ก��� �ก��
	����
��U������	 (sleepiness) \P�����L��^�����ก
�� �ก�����U�#s�L �#�	 L����	#�	 V�Oก�������	 
(kalanchoe) ก��� �ก����\� V�Oก��� �ก��
	������ �#�	 T�ก��������� (morning glory) ก��� �ก����
\� V�O�������ก��� �ก�����
 �#�	 ก��
����"	�ก��VL
���� V
	 � �
�� V�O��V�		��\�� 
(���#�, 2531) 
 
 2.2  ก������L��O����
���	"	 �ก��� 

 

  �ก�������#	� ����$��ก��T��$��
���	���������P^	��ก ก��	
�� �กFOV� �
��ก�������
 ��U���� ��
� �#�	  �ก�k�� T�ก��������� #�� V�O �ก�O���� "	 �กL����	#�	��
��
��$��ก��T��$��
���	������P^	����� �P� 50-200 �
�� ��$��ก��T��$��
���		�^��L
�������	��ก������
��� �ก  �ก
����ก��T��$��
���	��กFO��������^	ก
�� �ก
����ก��T��$��
���		����������s	� �#�  
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V$��j����� �ก��EF��J V�O �ก narcissus �����ก��������P^	���ก��T��$��
���	 "	ก���� �ก
��
��ก��T��$��
���	��ก�P^	��
��ก�������
��� �ก�ก� F�กก��ก�O$��	 �
���
���	 ! �FO����$��ก��
T��$��
���	���ก
�� �ก
��ก�������
���� ��ก� �P^	F�กก��ก�O$��	�����
���	 (Van et al., 1993) 
  
 ! �
��
��ก���������
���	��� �ก�����Oก�� �
� 3 �O�O LU� 1) �O�OV�ก 
 �ก�������$��ก���������
���	L��	����$�j� 2) �O�Oก���  �ก�������$��ก���������
���	�����  V�O 
3) �O�O�� 
���  �ก�������$��ก���������
���	� �� ก���������
���	��� �ก���FO��s	#� "	
�O�Oก��� \P���ก� �P^	�����ก��ก��������	V���M��"	�U�	 l ��� �ก���\P��	j������ก���ก� ก��#��
M����� �ก��� �#�	 ก�������
��� �ก���  �ก������#	�  �#�	 �
��VFก�ก���	���
�� ����$��
ก���������
���	�����ก"	�O�O
�� �ก$�� V�O� ����U�� �ก�������	 ��$��ก���������
���	����P^	
��ก��U�� �ก
����	V��
��������O�O#��M�� (���#�, 2531) V�O#�� �กก��
�����
����	������
�� �
�� 
��������O �ก$������$��ก���������
���	���ก
��#�� �กก��
�����
��
��������O �ก��	 
 �ก$�����	� ��sก����$��ก���������
���	���ก
�� �ก$��
�����	� "�E�  �ก�������	����$��ก��
�������
���	���ก
�� �ก$��
�����	� !$ V�O �ก��	
��������������
��#��M������$��ก���������
���	
�������ก�P^	 (���#� V�OLGO, 2540) 

 
 ก��T��$��
���	"	 �ก���
�� ������P^		�^��กก�O$��	� � �
���
���	��� ����ก
�� 
autocatalytic ethylene production ! ���
����
	$��� l ��� �ก��ก��T��$��
���	�������ก�P^	V�O
$���	��$����
���	"	#�
��
��
��$���ก�	  ��	�^	��
���		��FO����
	�ก���
����ก��ก�������EE�G"	
ก��L
�L��ก�O�
	ก����U����M�� (senescence) "	��
	$��� l ��� �ก ก��JPกN�"	�O ��               
#�
!���ก�� ��
����ก��V� ���ก�����	 ACS V�O ACO ! ��������G mRNA ������P^	ก��	 �ก               
L����	#�	FO�����
 \P����	�����	�^��]	$�
ก�O$��	�i�ก�����������	 SAM ��]	 ACC V�OF�ก ACC ��]	 
��
���	 $���j� �� �#�	ก��
 ���������	 antisense ACO "��L����	#�	
j�"�� �กL����	#�	��ก��
T��$��
���	$�j���V�Oก��� �ก��U����M��#���� (Woodson, 1994) 
 
  ก��T���ก�� (pollination) ��]	�[FF���	P��
��ก�O$��	ก��T��$��
���	"	
�ก��
	
��� �กก��
���� \P����T�$��ก��������	����� �ก ก��� �ก\�  ��������ก���F��E�$��!$ (Stead, 
1992) "	 �กL����	#�	 ก��
���� V�O��
��	�� ก��T���ก����]	ก��#�ก	j�"���ก� ก��T��$��
���	 \P��
�ก���
����ก��ก��V� ���ก�����	 ACS V�O ACO (Woodson et al., 1992; O@Neill et al., 1993; 
Tang and Woodson, 1996; O@Neill and Nadeau, 1997) 
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 ก����
�!����� �กก��
������กก�O$��	! �ก��กj�F� ����ก����JT����ก�� 
(emasculation) V�Oก��T���ก�� (pollination) ! ���
����ก��T��$��
���	��ก�P^	M������ 
emasculation V�Oก��T���ก�� 
j�"��ก��� �ก��U����M��������
 ��s
 O@Neill et al. (1993) 
��
������F�กก��
j� emasculation ก�� �กก��
����
j�"��$�
F�� ACS-mRNA V�O ACO-mRNA 
��ก"	��
	��� stigma, ovary V�O labelum "	��
	���ก��� �ก$�
F����
���	����P� 26 % F�ก
��
	��� �ก
�^���  V�O��ก���O����� ACO-mRNA M������ก��T���ก�������G��กV$����
�� ACS-mRNA "	��
	���ก��� �ก  
 
  �กL����	#�	FO����������� � 6-7 
�	 ������� ����ก��T���ก�� V$�FO�����
V�O
��� ��
�M��"	 1-2 
�	 ����ก��T���ก�� V$����"����� silver thiosulfate (STS) \P�������^�ก��

j���	�����
���	 ก��� �กFO���L�� ����� �	�	 ��U��
� ��$��ก��T��$��
���	"	��
	����ก����J
���� ��
���ก� ก���������
���	���������P^	M��"	 1-2 #��
!�� ����ก��T���ก�� $�� �
�ก��T��$              
��
���	"	��
	��������� V�Oก��� �ก ��G���� �กL����	#��	�������G ACC L��	�������FP���F
�����
"��ก���ก����J����V��
�L�U��	���������ก��� �ก ��U���F������	����]	��
���	V��
�L�U��	
��
�����ก��� �ก (Jonnes and Woodson, 1999) 

 
 ก��JPกN�ก��V� ���ก�����	 ACS V�O ACO "	 �กL����	#�	 ��
��ก��
V� ���ก�����	 ACS V�O ACO �ก� �P^	ก��	"	��
	����ก����J���� #�
��U	��	
��ก��T��$                
��
���	"	ก��� �ก��]	T���F�ก��
���	 "	��
	�ก����J����V�Oก����
�!�����ก��� �ก����
M��"$�ก��L
�L����� ��
���	 ก��"�� 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) Vก� �ก
M������ก����� ����ก����J������ก ���������ก�O$��	"��ก��� �ก�����
V�O��� ��
� V$����"�� 
ACC ก�� �ก
��������ก����J��������FOก�O$��	"���ก� ก����
�!����� �ก���� �����O�ก����J����
��]	��
	
����ก��T��$��	�\�� ACC synthase V�O ACC oxidase 
j�"���ก� ก���������
���	��� �ก
L����	#�	V�O�ก� ก�O�
	ก����
�!����� �ก����ก� �P^	 (Shibuya et al., 2000) 

 
  �ก��
��	��
��� ����ก��������G�FO�ก� ก��T��$��
���	���������P^	F�ก�ก$�"	
�O�O�
����	��^	 V�Oก��T��$��
���		�^���������P^	�O�O�
���	P��F�ก	�^	FO� �� V��
FP��ก� ก��
�������
���	��ก�P^	��ก����� l ก��ก����
�!�����ก��� �ก��ก�ก����J���������G�
������ก�	� � 
(Hoeskstra and Weges, 1986) 
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2.3  ก��JPกN�ก����U����M�� (senescence) ��� �กก��
�����ก���
�� 
(Dendrobium) 
 
 ก��
������]	���$�  �ก�J�N�ก�F
���j�L�E�����O�
J�
� \P����ก��T��$Fj��	���

�^�M��"	��O�
JV�O�����ก V��
��T�����ก���������กก��
����� � �ก
����L�GM�� � V$���U��
ก��
�����P��U�T��"#�L�GM����� �ก��กFO��U�����������
 ��s
 
j�"������ก���[กVFก�	��^	�� ! �
�[FF��
����T�$������ก���[กVFก�	 LU� L�GM�� �ก ������� �กก��	$�  V�O�M��ก���กs���กN�
�O�
���ก���	���  �กก��
������	�������� �
��, ���#28 V�O Jo Big White 
��� ��G�M���
��U^��$�	V�O�����!L	ก��	#�� �ก"	��� ����$�ก���F�����O��� AgNO3 30 �����ก���$����$� 
+ HQS 225 �����ก���$����$� + ก��!L� 4%  ��L�GM�� �ก
��V�O� ก
�� �กก��
�����ก���
��
�ก
��	���
��� ��G�M�����U^��$�	V�O�����!L	ก��	#�� �ก"	��� ����$�ก���F�	̂j�ก���	 ! ��� �ก$��
��
� 3.33 ������\s	$� ��
	"	ก�G�� ��G�M�����U^��$�	V�O�����!L	ก��	#�� �ก"	����O���
 ��ก���
  �ก$�������
� ! � �ก$����	��s
ก
��
�� �ก
�������!L	ก��	#�� �ก"		̂j�ก���	 ��
	
ก��
������	������#28 V�O Jo Big White 
��� ��G�M�����U^��$�	V�O�����!L	ก��	#�� �ก"	��� 
����$�ก���F�	̂j�ก���	�ก� ก����
�V�O��U����M����� �ก$����กก
��V�O��s
ก
�� �ก
�������!L	
ก��	#�� �ก"	����O����L��  �กก��
������	���!\�	�����#28 �ก� ก����U����M����� �ก$��
��กก
�� �กก��
������	�������� �
��V�O Jo Big white ��
	ก����
�V�O��U����M����� �ก��	
"	 �กก��
�����ก���
��
�ก��	���
��� ��G�M�����U^��$�	V�O�����!L	ก��	#�� �ก"	��� 
����$�ก���F�	̂j�ก���	�ก� ��กก
�� �ก
�������!L	ก��	#�� �ก"	��� ����$�ก���F�����O���
�L��  �กก��
������	��� Jo Big White V�O����� �
�� �� �ก��	��U����M����s
ก
�� �กก��
����
��	���!\�	�����#28 (���#� V�OLGO, 2540) 
 
 ก��JPกN���
������� �ก��	
����T�$��ก����
�V�Oก����	��� �ก$��"	
ก��
�����ก���
�� ! �"#� �กก��
������	�������� �
�� ���
�	 \�ก��O \�\���� V�O��	
�
�J� ���
��� V�O���  �ก��	��ก 50 V�O 100% V��
�[กVFก�	"		̂j�ก���		�	 15 
�	 ��
�� �กก��
����

�ก��	���
��������  �ก��	 �� �ก$����
�	���ก
��V�O �ก��	�������กก
�� �กก��
����
�����  �ก
��	 50 V�O 100%  �กก��
������	�������� �
��
�������� V�O���  �ก��	 50 V�O 100% �ก� 
ก����
���� �ก$����กก
����	����U�	��U����^	�� ก��
 ���  �กก��
������	�������� �
��
�������� 
V�O���  �ก��	 50 V�O 100% V��
�[กVFก�	"		̂j�ก���	 �������G reducing sugars (RS), total 
sugars (TS), total non-structural carbohydrates (TNC) "	 �ก$���	� "�E� (������ก) ��กก
��
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 �ก$���	� ��sก (����	���) �����G non reducing sugars (NRS) "	 �ก$���	� ��sก����กก
��
 �ก$���	� "�E� V�O�������G NRS, RS, TS, TNC � $�j�������ก���[กVFก�	 (������$	�, 2547) 
 
  �กก��
�����ก���
����	�������� �
�� \�	�� ���#28 V�O����\��� 
���กs��
�

����G�M��� 10º \. 	�	 60 	�
� ��ก��T��$��
���	"	 �ก$��V�O �ก��	� �� ! �
�� �ก$��� ��
��กก
��"	 �ก��	 V$� �ก$����ก��T��$��
���	��กก
�� �ก��	  �กก��
������	�������� �
��
V�O��
!F�

�
��T��	ก��� ��G�M��������[กVFก�	��กก
�� �ก
���กs��
�"	��G�M������� V�O �ก
ก��
����
�^� 3 ��	���
��T��	ก��� ��G�M�����ก����	��� �ก$����ก
����   �ก$��V�O �ก��	�ก� 
ก����U����M��	���V�O#�� V�Oก��������	V���	̂j��	�ก� V�Oก�� � 	̂j�� ��#��"	 �กก��
����
��	�������� �
�� ��
	 �กก��
������	���\�	�� ���#28 V�O����\�����ก��������	V���	̂j��	�ก� 
V�Oก�� � 	̂j����V$ก$���F�ก �ก
���กs��
�"	��G�M������� (
#��E�, 2542) ก��� ��G�M�����U^��$�	
��� �กก��
�����ก���
��! �������s	
����G�M��� 10º \. 	�	 30, 60, 90 V�O 120 	�
� ก��	���F� 
������� L
��������	��
���	M��"	ก����ก�O �N��ก��กV�Oก��� ��G�M�����U^��$�	��� �ก
ก��
�����
��
����G���� 10º \. 	�	 60 	�
� 
j�"��� ��$��ก���������
���	��� �กก��
�����
��
� ���ก
����  (���#� V�OLGO, 2540) 
 
 ก��������G�
j�"�� �กก��
�����
����U����M������s
ก
�� �ก
������ ����ก��
������G�! �����ก��!L�������ก��	 �ก 
j�"�� �กL
�j� ก��� �ก����� ก��� �ก����
G��ก��F
������	��]	�����U�� ����ก$��s	��^
�	ก��� �ก� �#� �F	V�O����ก����\� ��U�����ก����j�	̂j� ��$��
ก����U����M����� �ก
��� ����ก�������O�����G��P^	����ก�������GV�O#	� �����G� ก���
LU� ���
�����G��G���กก����
�!�����ก��� �กกs�ก� � ���s
�P^	 ก�������O�����G�#�ก	j�"���ก� ก�������
��
���	
j�"��ก��� �ก����ก� ก�������
 ��G�F�กก��
�����
��$��������	������	j���T��ก�	 �#�	 
ก��
������	�������� �
��V�O��	��� Sonia Bom#28 ���T�"����$��ก����U����M���ก� �P^	#����s

$���ก�	 ����Oก��
����V$��O#	� �������G��G���ก	���$���ก�	 ��G�
���������G ACC ��ก ��U���ก
����T��ก������ �FO���T�"���ก� ก����
�!��������
 ��s
 	�กF�ก	�^��G�F�ก�U##	� �U�	 �#�	 
$���$���������
j�"���ก� ก����
�!�����ก��� �กก��
�����
��� �������
 ��s
 "	�GO
����G�F�ก
 �ก���	ก���V�O����O�������T���ก	�ก ก����
�!�����ก��� �ก	�^�����	��ก����$��ก��
����L��O����
���	
���ก� �P^	M��"	ก��� �ก! �ก��ก�O$��	���ก��������G� "	�GO� ��
ก�	กs��
��
��
���	#�
�ก�O$��	"���ก� ก����n	�����������P^	������
 ��s
 (ก	ก��, 2541) 
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 �M�EE� (2544) �����	
������ก��T���ก�� �กก��
�����
����	���!\�	�� ��� 
#28 (Dendrobium Sonia #28) ก��� �ก�ก� ก����U����M��������
 ��s
V�O��ก�������	� ������
����ก� �P^	�����ก����ก��ก�O$��	"��T��$��
���	 Ketsa and Rugkong (2000) ��
��ก��T���ก��
 �กก��
�����
����	�������� �
��������ก�O$��	ก��T��$��
���	V�Oก�������	� ��������� 
 ��	�^	����ก��T���ก����F����������������T��	F�ก�ก��$�
T������ก��$�
���� ��U��ก�O$��	"���ก� 
ก��T��$��
���	V�O�ก� ก����U����M����� �ก$���� \P� ���� ��ก���
	��FO��]	 ACC                           
(1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid) ��U���ก\�	 �	U���F�ก����� ACC V�O IAA (indole 
acetic acid) "	�O����ก����� �กก��
���������G��ก (Stead, 1992; Ketsa and Luangsuwalai, 
1996) ��ก\�	��]	���
��#�
���������"����ก��T��$��
���	�P^	� �"	�	U^���U���U#! �#�ก	j�"����ก��
�������	�\�� ACC synthase ������P^	 (Abeles et al., 1992) ��
	 ACC ��]	$�
ก������ก��T��$              
��
���	 (Yang and Hoffman, 1984) ��]	��� �
����
���	V�O��ก\�	
j���	��
�ก�	"	ก����������
"����ก�������	� ���������M������� ����ก��T���ก����� �กก��
����V�O
j�"�� �ก
��U����M��������
 ��s
 (O@Neill and Nadeau, 1997)  

 
 ��OM��� (2539) �����	
��ก����U����M����� �กก��
�����
����	���\�\��� 
(Dendrobium Caesar) \P����]	��กT���O�
��� D. phalaenopsis ก�� D. stratiotes ��ก����"���ก� ��s

�P^	��U��� ����ก��T���ก��M��"	�
�� 3-4 
�	 V�O��ก��T��$��
���	"	 �ก
����ก��T���ก��
��กก
�� �ก
������ ����ก��T���ก�� Halevy (1986) JPกN�ก����
�!�����ก��
���� Phalaenopsis 
��
�� ACC ��ก�L�U��	����F�ก�O����ก��������� �ก��$�
���� V�O"	�
��$�����ก��$�
����FO
T��$ ACC �P^	! �ก��ก�O$��	�����	�\�� ACC synthase V�O ACC 
��T��$�P^	��"	�ก��$�
����FO
��ก��������ก��� �ก�����U��T��$��
���	 
 

3.  ก��L��L��ก������L��Q�	�������"��Q �����! �ก��"#���L!�!��� antisense RNA 
 
 ก�������^�ก��V� ���ก�����	
���ก���
����ก��ก���������
���	 � �Vก� ��	 ACS V�O��	 ACO 
! ��
L	�L
������ก
�� antisense RNA technology 
j�"��������#O��ก����กVก����T������U�
#O��ก����
�!����� �ก��� ! ���ก��JPกN�������	 antisense ACS ��U� ACO ������"	$�	�O��U�
�
J ��
��������#O��ก����ก���T��O��U��
J� ���]	����� � ��
	�O ��ก��#O��ก����กFO
�ก� �P^	��ก��U�	����P^	����ก��ก��V� ���ก��� antisense RNA V�O��
����O��G 5% ���
�O��U��
J
��� ����ก��������	V��
 ก���������
���	� ����กก
�� 99% V�OFO�����ก���������� ����
��
���	F�กM��	�ก V�O��O��G 25% ����O��U��
J
��� ����ก��������	��ก���������
���	� ��
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��กก
�� 95% V�O��
����U��ก���������
���	� ����กก
�� 90% FP�#O��ก����ก� � (Hamilton et 
al., 1997) Bolitho et al. (1997) JPกN���	 ACO ���V������ V�O
j�ก������ antisense ACO �������
�O��U��
J (Lycopersicon esculentum) ��
���O��U��
J
��� ����ก��������	������� ก��
����L��O����
���	� ��P� 95 ������\s	$� Klee et al. (1991) JPกN���	�\�� ACC \P����]	$�
กj��	 ก��
�������	�\�� ACC deaminase 
���������F�ก��	 ACC ���V�L
�����"	 �	 V�O
j�ก��������	�������
�O��U��
J �
� antisense ACS ��
��������#O��ก����กVก�����O��U��
J� ��	U���F�ก�����ก��
����L��O����
���	 
 
 �j�����ก�������^�ก���������
���	"	�U#! �����k�����
��$�
�����
���	 (ethylene receptor) 
	�^	 � ���ก��JPกN�������	 ERT1 F�ก Arabidopsis ������"	$�	�O��U��
J ��
��T�����O��U��
J
 � V�����	��ก������	� ��sก���U�	ก��T�F�ก$�	ก�����	��� Nerver ripen (Nr) \P�����L�����
��O!�#	�	�ก"	
��ก��L�� (Kieber, 1997)  ��	�^	ก�������^�ก���������
���	
������k�����
��$�
���   
��
���	FP�	��FO"#�ก���U#
��$���ก�������^�ก���������
���	"	ก����
�!����� �ก���V�O�U#
�����$���
"#���
���	��U��ก����ก��ก"	M������ (Mullins, 2000) 
 
 ก��"#��
L	�L antisense RNA technology ��U���U ����ก���[กVFก�	��� �ก���������
j�
� ��j���sF"	 �กL����	#��	V�O torenia ! � Savin et al. (1995) � �������	 antisense ACO �������                  
L����	#��	 ��
���������U ����ก���[กVFก�	��� �ก� �	�	�P^	 7 
�	 Aida et al. (1998) � �
 ���
�U ����ก���[กVFก�	��� torenia (Torenia fournier Lind.) ! �������	 sense V�O antisense ACO 
������� torenia ! �"#��#U^��O!ก�V�L
������ ��
��$�	
��� ����ก��������	 sense ACO ������#�
��U 
������� �ก torenia � ��P� 2.7-7.1 
�	 V�O$�	
��� ������	 antisense ACO ������#�
��U �������
 �ก� � 2.5-2.7 
�	 "	�GO
��$�	 torenia 
������ ����ก��������	�ก$�FO������ก���[กVFก�	 2 
�	 ��U��
	j���
��L��O��ก��V� ���ก�����	 �
�
��� northern blot analysis ��
��ก���U ����ก���[กVFก�	��
L
�������	��ก��ก��V� ���ก�����	 ! ���
���O �� mRNA �����	 ACO � ��V�Oก��T��$     
��
���	� ��
j�"�� �ก���������ก���[กVFก�		�	�P^	 
 
4.  ���L� ��M�กก��ก��
��������������M# 

 

 ��	L� ��U�ก"#���]	 genetic tag ��U��L� ��U�ก�������O�\�����U��	U^���U���U#
��� ����ก������
��	�
��	�^	 (transformed cells) ��	L� ��U�ก
��	���"#��� 2 ��O�M
 LU� ��	
�������L
��$��	
�	$��
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����i�#�
	O V�O��	
�������L
��$��	
�	$�����กj�F� 
�#�U#Vก��	U^���U����k�����
��
j�ก��������	 
(Keith, 1999) 
 

 ��	L� ��U�ก
��$��	
�	����i�#�
	O (antibiotic resistance gene) � �Vก� ��	 hpt/hph V�ก��
F�ก�#U^�V�L
����� Escherichia coli ��L�G����$�"	ก���������	�\�� hygromycin 
phosphotransferase (hpt) ��]	��	�\��� L
����]	��N��� hygromycin B (Hm) \P����]	���"	ก���� 
aminoglycoside antibiotic 
�����
��
"	ก����ก
	ก�O�
	ก������L��O��!��$�	 �U#
��"#� 
hygromycin B ��]	���L� ��U�ก � �Vก� ����� Arabidopsis ���
!�  ���
 �U#
�J��E�� (Brian and 
Sylvia, 2004) ����i�#�
	O aminoglycoside � �Vก� ก�	����\�	 	�!����\�	 gentamycin 
��� ���F�ก 
G418 V�O paromomycin ����
ก	�^��L
����]	��Nก���U# ��$
�V�O�#U^��� (Brian and Sylvia, 2004) 
 
 ��	L� ��U�ก
��$��	
�	$�����กj�F� 
�#�U# (herbicide resistant gene) � �Vก� ��	 bar \P�������
��	�\�� phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT) $��	
�	���"	ก���� phosphinothricin V�O 
bialaphos ��]	���
����T�"	ก�������^�ก��
j���	�����	�\�� glutamine synthase 
��"#�"	
ก�O�
	ก�� ammonia assimilation ����O��
��M�����"	ก��L� ��U�ก�\����U#"����^��� ���
 ��ก��
"#���	 bar ��]	��	L� ��U�ก"	�U# Brassica napus V�O Brassica oleracea V�O$������	 bar 	�^� ���ก
"#���]	��	L� ��U�ก"	�U#����#	�  � �Vก� ���
!�  ���
���� ���
 ���
 V�O�	 (Fromm et al., 1990) 
	�กF�ก	�^��	 bar �����ก	j���"#���O!�#	�"	�U##	� �U�	 �#�	 ก��
���� 
j�"��ก��
����$��	
�	$��
���กj�F� 
�#�U# (Brian and Sylvia, 2004)  
 
 �������ก��"#���	L� ��U�ก
��$��	
�	$������i�#�
	O��U����กj�F� 
�#�U#����������Oก�� 
� �Vก� 
 

1.  ���L� ��U�ก (selective agents) ���#	� FO��� L
��������"	ก�������	� ���
�\��� V�Oก����n	�����\�������]	$�	
�������G� (Weising et al., 1988; Zuo et al., 2002) 

 
2.  "	 ��	L
����� M��$��T�����!ML ก��"#���	L� ��U�ก
��$��	
�	$������i�#�
	O$���l 

��F
j�"���ก� ก������������	���"������V�L
����� 
j�"��$��	
�	$������i�#�
	O
��"#�"	
��
ก��V�
�� ��U�ก��"���ก� ก��V����$��T�����!ML ��U���	
��"#�"	ก��L� ��U�ก��FFO����
� �����          
F���	
����ก��!�L� �  
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3.  ก��������	���� l ��	��������U#! �"#���	L� ��U�ก#	� � ��
j�� ���ก ����O���������
V�กL
��V$ก$���� � (Ebinuma et al., 2000)  

 
4.  	�กF�ก	�^L
��
�$กก��
�"	ก��"#���	
��$��	
�	$�����กj�F� 
�#�U# ��FFO��ก��

����
� ! ��ก� ก��V���ก�OF��! ��O����ก��"��ก��
�#�U#
��
�� 
j�"��
�#�U#�ก� ก����n	�
$��	
�	$�����กj�F� 
�#�U#��U�
j�"���ก�  super weed V�O �
�����$�	�^��FFO��������	V���
�� ������O��	��
J	�� � (Lu et al., 2001) 

 
F�กก����O���	L
����� M��
��#�
M�������	L� ��U�ก"	�U# � V�����	��ก���! �

T���#���
#�EF�ก Internationally Recognized Scientific Bodies V�O Scientific Committees "	 
European Union V�OT���#���
#�EF�กVL	� � E�����	 �
�$�\���V�	V�O���ก�N ! �� �
j�ก��JPกN�
��	L� ��U�ก
��$��	
�	����i�#�
	O � �Vก� ��	 nptII 
��$��	
�	����i�#�
	O neomycin V�O 
kanamycin ��	 aad 
��$��	
�	����i�#�
	O streptomycin V�O spectinomycin V�O��	 bla 
��
$��	
�	���กj�F� 
�#�U# T���#���
#�E���$�ก�	
��L
����ก��������	L� ��U�ก
��$��	
�	����i�#�
	O
��U��L���L
��
�$กก��
��ก���
ก��L
����� M��
��#�
M�������	L� ��U�ก ��ก���
 \P����F
�L�U��	����F�ก�U# � V�����	��ก��������F���	
����� � (European Federation of Biotechnology, 
2001) 

 
5.  ก��������M# � R��������ก���"�����HD�ก���L� ��M�ก (marker-free transgenic plant)  

 

 F�กก��
���U# � V�����	��ก�������	L� ��U�ก
��$��	
�	����i�#�
	O��U����กj�F� 
�#�U#
�����]	
��������"	 ��	L
����� M��
��#�
M�� FP���ก����n	��
L	�L��U��กj�F� ��	L� ��U�ก��ก
F�กF�!	��U# � V�����	��ก���M������F�ก�U#� ����ก��������	V��
 ��U��� L
��
�$กก��
�"	
 ��	L
����� M��
��#�
M������U# � V�����	��ก���
����$������V
 ����V�OT�����!ML ! �ก��
������U# � V�����	��ก���"�����JF�ก��	L� ��U�ก��
���ก��$��� l  ��	�^ 
 

 5.1  
��� Co-transformation 
 
 ��]	
����	P��
��"#�V�ก��	L� ��U�ก��กF�ก��	
��$���ก��\P������$���#� ��	ก�	 ! �
j�ก��
������	
�^������������\����U#�� �
�ก�	 ��U����	
�^����V
�ก������
��$j�V�	�� unlinked loci ���
F�!	��U# ��	L� ��U�กFO��กV�ก��กF�ก��	
��$���ก��"	���	��กM������ก��T����	��� V�O������
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����
� ��������	��ก� � (progeny) 
j�"��� ��U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก"	���	��ก 
(Komari et al., 1996; Daley et al., 1998) ! �V�����ก��]	 3 
���LU� 
  
 5.1.1  ก��"#��#U^��O!ก�V�L
������ 2 �����	���
�����F������� $���#	� ก�	 ! ��#U^� 
�O!ก�V�L
�����������	���V�ก���F������� 
������	
���	"FV�O�#U^��O!ก�V�L
�����������	���
��
������F������� 
������	L� ��U�ก ������	��������U#�������ก�	 (two-plasmids/two-strains) (M��
�� 
3ก) 
  
 5.1.2  ก��"#��#U^��O!ก�V�L
�����������	���� ��
 
������	L� ��U�กV�O��	
���	"F���F�
����"	������ 
��V$ก$���ก�	 "	ก��������	��������U# (two-plasmid/one strain) (M��
�� 3�) 
  
 5.1.3  ก��"#��#U^��O!ก�V�L
�����������	���� ��
 
������	L� ��U�กV�O��	
���	"F���F�
����"	������ � ��
ก�	 "	ก��������	��������U# (two-T-DNA/one plasmid) (M��
�� 3L) 
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K����� 3  ก��T��$�U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก! �
��� co-transformation \P��

��Oก�� �
���	L� ��U�กV�O��	
���	"F��F�ก T-DNA 
��V$ก$���ก�	 2 #	�  ���
�$�

ก�	����
�� unlinked loci ! �
���ก�� co-transformation ��	
���	"F��กV�ก��กF�ก��	
L� ��U�ก! �ก��T������ (sexual crossing) 
ก. Two plasmid/two strain 
�. Two plasmid/one strain 
L. Two T-DNA/one plasmid 

 
  
 Komari et al. (1996) JPกN�ก��������	������������V�O���
 �
�
��� co-transformation 2 

��� LU� ก��"#��#U^��O!ก�V�L
������ 2 �����	���
�����F������� $���#	� ก�	 (two-plasmids/two-
strains) V��
������	��������U#�������ก�	 V�Oก��"#��#U^��O!ก�V�L
�����������	���� ��

������	
L� ��U�กV�O��	
���	"F���F�����"	������ � ��
ก�	 (two-T-DNA/ one plasmid) ��
��
���V�ก��	 
nptII/hpt V�O��	 gus ������V
�ก
��$j�V�	�� unlinked loci �������� ��	L� ��U�ก nptII ��กV�ก��ก
F�ก��	 gus "	���	��กM������F�กก��T��$�
��� 
j�"��� ������ � V�����	��ก���
�����JF�ก��	
L� ��U�กFj�	
	 10 $�	 F�ก
�^���  14 $�	 V�O� ����
 � V�����	��ก����
�����JF�ก��	L� ��U�ก 
2 $�	 F�ก
�^���  2 $�	 V�O
���
��"#��#U^��O!ก�V�L
�����������	���� ��

������	L� ��U�กV�O��	
��

L) Two T-DNA/one plasmid 

�) Two plasmid/one strain 

ก) Two plasmid/two strain Segregation by crossing

Marker-free

Unlinked loci

Co-transformation

= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	L� ��U�ก= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	
���	"F
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�	"F���F�����"	������ � ��
ก�	 ����������������"	���	��ก
����ก��V� ���ก�����	 gus V$�
�����ก��V� ���ก�����	L� ��U�ก Fj�	
	 5 $�	 F�ก
�^���  9 $�	 V�O��������������
� �Fj�	
	 
13 $�	 F�ก
�^���  20 $�	 $���j� �� 
j�"��
���
����	 gus ������V
�ก$��$j�V�	�� unlinked 
locus ��กก
��L�P�����ก��������	��������U# �
�
��� co-transformation 
 
 Daley et al. (1998) JPกN�ก��������	������� rapeseed V�O����� ! �"#��#U^��O!ก�
V�L
�����������	���� ��
ก�	 
������	L� ��U�กV�O��	
���	"F���F�����"	������ 
��V$ก$���ก�	 "	
ก��������	��������U# (two-plasmid/one strain) ��
�� rapeseed Fj�	
	 8 $�	F�ก
�^���  20 $�	 V�O
�����Fj�	
	 24 $�	F�ก
�^���  41 $�	 ��]	$�	�U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก ! �
�U# ��ก���
��ก��V�ก$�
�����	L� ��U�ก��กF�ก��	
���	"F
��$j�V�	�� unlinked loci 
 
 5.2  ก��"#� transposable element 
 
 ก��"#� transposable element ������������U#
�����JF�ก��	L� ��U�ก ! �ก������
$j�V�	�������	L� ��U�ก��กF�ก��	
���	"F"	�U#���	��ก ! ���J��ก��
j���	�����	�\�� 
transposase \P������"	��
	��� non-mobile unit �GO
�� mobile unit ����
	
��"#�"	ก��ก�j�����
�L�U��	������	L� ��U�ก��ก ���กก��LU� ��	L� ��U�ก��ก
��"	$j�V�	�� mobile element \P��FO��ก
กj�F� ��ก����ก��������	 \P������	����#	�  �#�	 Ac/Ds ����������
�^���
	
�� linked V�O unlinked 
site "	�U#� � V$������	�L�U��	����������"	��
	 unlinked site FO������������U# � V���
��	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก� ����������O��
��M�� (M��
�� 4) (Hohn et al., 2001) 
 

 Goldsbrough et al. (1993) JPกN�ก��������	��������O��U��
J! �"#��#U^��O!ก�
V�L
������
�����F� binary vector \P������	 gus �����	������ Ds ��	 Ac transposase V�O��	 nptII 
������������U# � V�����	��ก���� �! �ก��T��$�
���L� ��]	 2/87 (2.3%) V�O"	���	��ก 7/106 
(6.6%) \P����Oก�� �
� Ds/gus element V$��������	 nptII T������V� �"����s	
���O�� Ac/Ds ��
L
���������L�U��	����$j�V�	�������	
���	"FV�O������U# � V�����	��ก����
�����JF�ก��	
L� ��U�ก� � (M��
�� 4)  
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Transformation 

Segregation by crossing

Unlinked loci

T

T

T

T

Marker-freeTransposition  
 
K����� 4  ก���L�U��	������	L� ��U�ก! �
��� transposable elements \P����Oก�� �
���	 Ds �	������
  ��	
���	"F��
�ก����	L� ��U�กV�O��	 Ac transposase ����F�ก��	
���	"F�L�U��	
����
��
  $j�V�	�� unlinked loci��ก��V�ก��	L� ��U�ก! �ก��T������ (sexual crossing)  

 
  
 5.3  Site specific recombination  
 
  
���
��กj�F� ��	L� ��U�ก��กF�กF�!	�����U#! ���J��ก��
j���	�����	 recombinase 
\P����Oก�� �
� 3 �O�� � �Vก� 
 

 5.3.1  �O�� Cre/lox ��F�ก Escherichia coli ��� bacteriophage P1 ��Oก�� �
� 
��
	�����	 recombinase (Cre) V�O$j�V�	��
��Fj����O�F�OF� (recognition site) LU� lox P site ��	 
Cre �ก� ก�O�
	ก�� recombination $� ��
	 DNA $��$j�V�	�� lox P (Odell et al., 1990) ����F�ก
	�^	 ��	L� ��U�กFO��ก$� ��กF�กF�!	��U# ������������U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	
L� ��U�ก� �"	���	��ก (M��
�� 5)  
 

T= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F =Ds= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F =Ds=Ds = transposon
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 5.3.2  �O�� FLP/FRT ��F�ก���$� Saccharomyces cerevisiae ��Oก�� �
���
	���
��	 FLP \P��
j��	��
����]	��	 recombination V�O FRT ��]	$j�V�	��$� Fj����O (FRT site) \P�������� 2 
$j�V�	�� V�O��O��
��M������O�� FLP/FRT �P^	����ก��ก��V� ���ก�����	 FLP 
��FO�ก� 
ก�O�
	ก�� recombination $� ��
	��	L� ��U�ก��กF�กF�!	��U#V�O�P^	����ก��L
����
V�O
!L������������	 FRT  �
� 
 
 5.3.3  �O�� R/Rs \P����J��ก��
j���	���ก�O�
	ก��
������ก
�� site-specific 
recombination ������  pRS1 ��� Zygosaccharomyces rouxii (Araki et al., 1987) ��	 
recombinase (R) $�  ���s	��$��$j�V�	��$� Fj����O recognition site (RS) \P�������� 2 $j�V�	�� 
Onouchi et al. (1991, 1995) V�O�O��	�^��	L� ��U�ก (ipt/rol) V�O��	 R ��ก
���
��O�
���$j�V�	�� 
RS V�O��	
���	"F��ก
���
�M��	�ก R/RS cassette \P����	L� ��U�ก	�^FO��ก$� F�กF�!	��U#
��
$j�V�	�� RS ! �ก��
j���	�����	 recombinase 
j�"��� ��U#
������	
��$���ก�� V$��������	L� ��U�ก 
(Ebinuma et al., 1997b) (M��
��6) 
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K����� 5  ก���L�U��	������	L� ��U�ก��กF�ก�O��! �
��� Cre/lox \P����Oก�� �
���	 lox P �	��  
������	L� ��U�กV�O������
�ก����	
���	"F ��	 Cre 
j��	��
���L�U��	������	L� ��U�กV�O��	

���	"F! �
��� re-transformation V�Ocross-pollination V�O������������U# � V���
��	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก! �ก��T������  

 lox P = $j�V�	��$� Fj����O�F�OF� (recognition site) V�O��	 R (Recombinase) = ��	 cre 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F = lox P= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F = lox P R = ��	 cre
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R

R R

Transformation

Selection Excision Marker-free

 
K����� 6  ก��T��$�U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก! �"#� MAT Vector System  
 \P����Oก�� �
���	
���	"F��������	�ก��
	 recognition site ��	L� ��U�กV�O��	 

recombinase ����M��"	��	 RS, ��	L� ��U�กFO��กกj�F� ��กF�กF�!	��U# ! �ก��
j���	
�����	 recombinase (R) 

 
 
 Dale and Ow (1991) JPกN�ก��������	������������! �"#��#U^��O!ก�V�L
������ \P��"#�
��	 Cre "	ก���L�U��	������	L� ��U�ก LU���	 hpt ��กF�กF�!	�����U# ! ��O��	�^��	L� ��U�กFO
����"	��
	 lox P site ���#� ��	 ��
	��	
��$���ก������M��	�ก$j�V�	�� lox P (luc/lox/hpt/lox) \P��
��$�	�����
��� ����ก��������	Fj�	
	 78 $�	 ������� 42 $�	 
�����JF�ก��	L� ��U�ก! �ก��
j���	
��� Cre/lox 

 
 	�กF�ก	�^ Russell et al. (1992) ������	������� Arabidopsis ! �"#��O�� Cre/lox ��
��
Arabidopsis 
��� ����ก��������	"	���	��ก
�^���  14 $�	 $��	
�	��� sulfonylurea Fj�	
	 9 $�	 

j�"��������������U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก� �L� ��]	 64.3 % 
 

= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F = RS= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F= ��	L� ��U�ก = LB/RB ��� T-DNA= ��	
���	"F = RS
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 Xiao-Yi et al. (2006) 
j�ก��T��$����� � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก! �
"#� site-specific recombination �O�� FLP/FRT ! �"#��
ก�$��� pCAMBIA1300-betA-FRT-als-
FRT V�O�
ก�$��� pCAMBIA1300-HSP-FLP-hpt ��
�������������$�	����� � V�����	��ก���
 �
�
��� re-transformation V�O����F�ก	�^		j���
j� heat-shock $������	 FLP recombinase 
������
M��"$�ก��L
�L����� heat-shock inducible promoter (HSP) �ก� ก�O�
	ก�� site-specific 
recombination กj�F� ��	L� ��U�ก (als) ��กF�ก����� � V�����	��ก��� (re-transgenic tobacco 
plants) 
j�"������������������ � V�����	��ก���� ��P� 41% 
 
 "	ก��������U#
�����JF�ก��	L� ��U�ก! �"#� oncogenes ��]	��	
��"#�L� ��U�ก��
�ก��
�O�� site-specific recombination ��U��"���ก� ก����n	�����\����U#
��T� �ก$� �	U���F�กก��
V� ���ก�����	 ipt 
��"#���]	��	L� ��U�ก ����F�ก	�^	��	L� ��U�กFO��กกj�F� ��กF�ก�U# 
j�"��� �
$�	
������กNGOก���F��E
���ก$�V�O���JF�ก��	L� ��U�ก ����ก
�� Multi-Auto-Transformation 
Vector System (MATVS) �O��	�^#�ก	j�"���ก� ก��������	V�����กNGO
����G��	
�
��! �"#���	 
ipt ��U���	 rol F�ก�#U^��O!ก�V�L
��������]	��	L� ��U�ก V�O��	 recombinase (R) F�ก���$�! �
$�^�����
��$j�V�	��M��"	$j�V�	��F Fj� (recognition site; RS) V�O��	
��$���ก����ก
���
�M��	�ก 
R/RS cassette \P����	L� ��U�ก	�^FO��ก$� F�กF�!	��U#
��$j�V�	�� RS ! �ก��
j���	�����	 
recombinase 
j�"��� ��U#
������	
��$���ก�� V$��������	L� ��U�ก (Ebinuma et al., 1997b)  
 
 �
ก�$��� pMAT21 (M��
�� 7ก) ��J��ก��
j���	! �ก�O�
	ก��
������ก
�� site-
specific recombination (M��
�� 7�) \P����]	�
ก�$���
��������U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	
L� ��U�ก ! ��
ก�$���	�^��Oก�� �
���	 ipt (isopentenyl transferase) 
��L
�L��ก�����������!�	
�\!$�L	�	
��
j�"���ก� �� ก�OF�ก ��	 gus \P����]	��	�����	T� 
j�"���ก� ��	̂j����	�	�	U^���U��
��
� ����ก��������	 ��	 recombinase (R) \P��$�^�����M��"	 recognition site (RS) 
j��	��
���ก� 
ก�O�
	ก��
������ก
�� site-specific recombination $� #� �����	L� ��U�ก��กF�ก�O�� 
j�"��� �
�U#
�����JF�ก��	L� ��U�กV$�����	
���	"F V�O��
	��� lac Z 
��$�^�����M��	�ก R/RS cassette ��]	
��
	
���
����F���	
���	"F$��$j�V�	�� multi-cloning site (Ebinuma et al., 1997a, 1997b) 
 
 ��ก��	j��O�� MAT ��"#�"	ก��������	��������U#���� l #	�  ��U��������U# � V���
��	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก � �Vก� ����� (Niccotiana tabacum), snapdragon (Antirrhinum 
majus) ���
 (Sugita et al., 1999; Cui et al., 2001; Ebinuma and Komamine, 2001; Endo et al., 
2002) Nierembergia caerulea (Khan et al., 2006), white poplar (Populus alba L., cv. 
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=Villafranca@) (Zelasco et al., 2007) ��	�j��O������	��� KU50 (Saelim et al., 2008) hybrid aspen 
(Populus sieboldii × P. grandentata) (Ebinuma and Komamine, 2001), sweet orange (Citrus 
sinensis L.) (Ballester et al., 2007) V�O Apricot (Lopez-Noguera et al., 2007)  
 
 ก��������U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก �
�
��� co-transformation 
��O��L
���j���sF"	���
���U�������	��� Thorne \P������O��
��M��"	ก��������U# � V���
��	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก� ��P� 37.1% (Ye and Qin 2008) V�O canola (Brassica napus) \P��
����O��
��M��"	ก��������U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก� � 1.8%-9.9% (Richael 
et al., 2008) 	�กF�ก	�^���� ���ก������������	����U# � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก
$��	
�	!�LV���V�O
	�Ls�� � �#�	 �������������	����� 4 �����	��� (Solanum tuberosum cv. 
Mindnes, Kisvardai Rozsa, Gulbaba V�O Russet Burbank) 
��$��	
�	!�L Potato virus Y (PVY) 
! �������	����!��$�	 (��	 PVY-NTN) 
������"	��กNGO hairpin �����������^�ก���������	����!��$�	
����#U^� PVY ! �"#�
��� site specific recombination �O�� R/RS \P������	 ipt ��]	��	L� ��U�ก 
(Bukovinszki et al., 2007) ��������

��$��	
�	!�Lก��"�V��� (sheath blight resistant transgenic 
rice plants) ! �������	 chitinase (chi11) �����������^��#U^��� Rhizoctonia solani 
����]	����$����
!�Lก��"�V��� �
�
��� co-transformation ��
�������������^��#U^�!�L	�^� � 38-40% (Sripriya et al., 
2008) ����������
��$��	
�	V�����ก �  (Myzus persiceae) \P����]	V���J�$���U#
���j�L�E����U#
����#	�  �#�	 ����� �����������! �������	
��$��	
�	V��� (Allium sativum leaf agglutinin) 
! �"#��O�� Cre/lox \P����Oก�� �
� binary vector ��
������������ � V�����	��ก���
��
���JF�ก��	L� ��U�ก� ��P� 19.2 % (Chakraborti et al., 2008) V�O"#��O�� Cre/lox �#�	� ��
ก�	"	
ก��������	 glyoxalase I (glyI) F�ก Brassica juncea \P����]	��	
	�Ls�V�O"#� salt-inducible rd29A 
promoter L
�L����	 glyI "	ก��������	������� Arabidopsis thaliana ��
������������� 
Arabidopsis thaliana  � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก\P��
	�Ls�� ��P� 150 �����!��� 
(Roy et al., 2008) 
j�"���ก� ��O!�#	�
��ก���กN$�V�O
j�"������ก� T�ก�O
�$������V
 ���� 
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K����� 7  ��
	��Oก��$��� l ����
ก�$��� pMAT21 (ก) V�Oก��T��$�U# � V�����	��ก���
��
���JF�ก��	L� ��U�ก! �
��� site-specific recombination (�)  

 RB/LB = right border/left border; RS = Recombination site, CaMV-35S-P =  
 35S-promoter of Cauliflower mosaic virus, R

int
= Recombinase gene with intron 

sequences from Eucalyptus histone gene, ipt = isopentenyl transferase gene,  
 GUS = β-glucuronidase gene, MCS = multicloning site, lac Z = β-galactosidase gene 
 

EcoRI SseI

T-Rint-35SP

HindIII
SseI

HindIIISacI

T-GUS-nosPRS RS LBipt P-ipt-ipt- TLac Z

MCS

RB

ก
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���ก�E	R�Q����ก�� 
 
1.  ก���$������Mk���M��ก��������������Q���U�����"#�"�ก��
������ 

 
 �$���� protocorm-like bodies (PLBs) F�ก��
	�	U^���U���F��E (meristem) ! �ก��	j��	��
���	���ก��
�����ก���
����	�������� �
������ก����#U^�
��T�
��กก��"���กF	���U���
	����
��  $� ����O��
	�	U^���U���F��E�	� ��O��G 0.2-0.3 �������$� M��"$�ก����F��
��J	�V��              
��$���!� 	j��	U^���U�������O���^��"	��������
��$� VW (Vacin and Went, 1949) ������	�����

�ก l 2 ��� ��� ����F�ก	�^	��O��G 6 � U�	 	j� PLBs 
�����O���^��� ���$�
F��� �
� GLIFT kit 
��U��$�
F�� PLBs 
����� F�ก�#U^��
��� Cymbidium mosaic virus (CyMV) V�O Odontoglossum 
ringspot virus (ORSV) F�ก	�^		j� PLBs 
�����JF�ก�#U^��
��������O���^������������G��U��"#�"	ก��
������	 
 

2.  ก��HPกG��lDD��$��� m �����N�$��ก��
������������� PLBs ���ก��������ก�����������	����� ���	

! �ก��"#���ก�$��	 pMAT21  
 

	j��	U^���U�� PLBs ���ก��
�����ก���
����	�������� �
��
�����JF�ก�#U^��
��� ��"#�"	ก��
������	! �"#��
ก�$��� pMAT21 \P��� ����L
���	��L��O����F�ก Dr. H. Ebinuma (Nippon Paper 
Industries Co. Ltd., Japan) (M��
�� 7) \P������	 ipt (isopentenyl transferase) 
��L
�L��ก�������
����!�	 cytokinin ��]	��	L� ��U�ก V�O����	 gus ��]	��	�����	T� ! �JPกN��[FF��$��� l 
 ��$����	�^ LU� 

 
2.1  �����	�������#U^��O!ก�V�L
������
������Oก��ก��������	 ! �
j�ก��
 ����#U^�             

�O!ก�V�L
������ 3 �����	���
�����F��
ก�$��� pMAT21 � �Vก� AGL-1:: pMAT21, C58:: pMAT21
V�O EHA105:: pMAT21 

 
2.2  L
��������	����#U^��O!ก�V�L
������ ! �
� F�กL��ก�� � ก�U	V��
��L
����
L�U�	 

600 	�!	��$� ������V�
	����#U^��O!ก�V�L
������
������O�� (F�ก��� 2.1) ! �
j�ก��

 ���L��ก�� � ก�U	V��
��L
����
L�U�	 600 	�!	��$� (OD600)  
��#�
�$��� l  ��	�^ 0.80-1.20, 
1.21-1.60 V�O 1.61-2.00 

 



 

29 

2.3  ก��
 ���L
���FU�F��������V�
	����#U^��O!ก�V�L
������
������O���j�����
ก��������	 ! �
j�ก���FU�F�����V�
	����#U^��O!ก�V�L
������ G #�
�L�� OD600 
��� �F�กก��

 ������ 2.2  ��	�^ 1:0, 1:1, 1:10, 1:20, 1:50 V�O 1:100 (���V�
	����#U^� : ��������
��$� 
VW) ($����M�LT	
ก
�� 1) 
 

2.4  ก��
 ����O�O�
��"	ก�� co-cultivation �O�
������V�
	����#U^��O!ก�
V�L
������ก���	U^���U��ก��
���� � �Vก� 10, 30 V�O 60 	�
� 
 

2.5  ก��
 ���
���ก�� co-cultivation �O�
������V�
	����#U^��O!ก�V�L
������ก��
�	U^���U��ก��
���� � �Vก� ก���������]	L��^�L��

�ก l 5 	�
���]	�
�� 30 	�
�, ก��"#� vortex mixer 
������ vortex-2 Genie 
��L
����s
�O �� 7 V�Oก��"#��L�U��������
��L
����s
 175 ���$��	�
� 
 

2.6  ก��
 ��������G������ celite \P����]	���
��
j�"���ก� �� VT�ก���	U^���U���U#
����T�
$��ก��������	��������	U^���U��ก��
����! ��#U^��O!ก�V�L
������ 
 

2.7  ก��
 ����O ��L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 
����T�$��ก���F��E�$��!$
����	U^���U��ก��
���� 
 

2.8  ก��
 ����O ��L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 
��������กj�F� �#U^�                
�O!ก�V�L
��������กF�ก�	U^���U��ก��
����M������F�กก��������	 
 


j�ก��$�
F�����O��
��M��ก�����������	 gus ������� �	U^���U��ก��
���� �
�
��� 
histochemical assay (Jefferson, 1987) M������ก��������	��]	�
�� 7 
�	 	j� PLBs ��V#�"	
����O��� 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-Gluc) ���
����G�M��� 37 ��J�
�\��\��� 	�	 12-16 #��
!�� F�ก	�^	กj�F� ������
���L��!��������ก �
�V��ก����� 70 
������\s	$� $�
FT�! �ก��	�� PLBs 
��$� ��	̂j����	 ก��
 ���L��^�	�^
 ����[FF���O 3 \^j� l �O 
20 #�^	 V�O	j���
��L��O��L��
�����$� �
� Duncan@s Multiple Range Test (DMRT) ! �"#�
!��Vก�� SPSS 15.0 Family Serial 5048214 
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3.  ก������� construct ������ ACS R�Q ACO ���������ก�$��	 pMAT 21 

 
 ��	
���ก���
����ก��ก������L��O����
���	��� �กก��
������	�������� �
��\P��� �Vก� ��	                   
ACS (GeneBank Accession No. EF488013) V�O��	 ACO (GeneBank Accession No. EF487342) 
\P��� ����L
���	��L��O��F�ก!L��ก��
�F�� �ก���U ����ก���[กVFก�	���ก��
�����ก���
��� \P��

��!L��ก��� �V�����	 ACS V�O ACO V$��O��	��ก��]	��
	$��� l 3 ��
	 � �Vก� ����
G 5´ ���
��	 (��
	 A), ����
G central region (��
	 B) V�O����
G 3´ �����	 (��
	 C) \P������ก
�� ACSA, 
ACSB, ACSC �j�������	 ACS V�O ACOA, ACOB, ACOC �j�������	 ACO $���j� �� V�O��	
 ��ก���
��ก�������]	 construct "	��กNGO
����]	 antisense "	 pCAMBIA 1304 \P����]	 plant 
expression vector ��U��"#�"	ก��������	�������ก��
���� (M��
�� 8 V�O 9)  ��	�^	FP�����#� ��	\P��
��Oก�� �
� 35S promoter, ��	 ACS ��U���	 ACO (antisense orientation) V�O NOS-terminator 
������
ก�$��� pMAT21 \P����]	�
ก�$����j�����ก������� marker-free transgenic orchid (M��
�� 10) 
! �� ���กV������������U������#� ��	 ��ก���
! �"#��������� 35S-SmaI (5'  GG  CCC  GGG  
CAT  GGA  GTC  AAA  GAT  TCA  AA  3' ) V�O�������� NOS-T-SmaI (5'  GG  CCC  GGG  
CCC  GAT  CTA  GTA  ACA  TAG  AT  3') \P�����j� ����������	�\��$� Fj����O SmaI 
(CCCGGG) $����
	���� 5' ���V$��O�������� ��U���O 
ก"	ก��!L�	�������$j�V�	�� SmaI ���
�
ก�$��� pMAT21  
 

 ก��
j��i�ก����� PCR ! �"#� construct �����	 AS-ACS V�O AS-ACO "	�
ก�$��� 
pCAMBIA 1304 ��]	 ���s	��$�	V�� � �Vก� p1304-AS-ACSA, p1304-AS-ACSB V�O p1304-AS-
ACSC �j�������	 ACS V�O p1304-AS-ACOA, p1304-AS-ACOB V�O p1304-AS-ACOC �j�����
��	 ACO ��]	$�	V��"	ก��
j��i�ก����� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O NOS-T-SmaI 
��
	��Oก������i�ก����������$��
� 25 ��!L���$� ��Oก�� �
� 10X PCR buffer (500 mM 
KCl, 200 mM Tris HCl, pH 8.4) �����$� 2.5 ��!L���$�, 50 mM MgCl2 �����$� 1 ��!L���$�,      
2 mM dNTP �����$� 2 ��!L���$�, 20 µM �������� V$��O#	� �����$� 0.5 ��!L���$� V�O 
Taq DNA polymerase (0.02 ��	�$$����!L���$�; Invitrogen, USA) �����$� 1 ��!L���$� �����
�i�ก����� PCR ! �"#���G�M����j����� denaturation "	L��^�V�ก
�� 94 ��J��\��\��� ��]	�
�� 3 	�
� 
F�ก	�^	
j��i�ก����� PCR Fj�	
	 30 ��� ! �"#���G�M����j����� denaturation, annealing V�O 
extension ��]	 94, 55 V�O 72 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 
�	�
�, 30 
�	�
� V�O 1 	�
� $���j� �� 
V�O"#���G�M����j����� extension ����� 
��� 72 ��J��\��\��� ��]	�
�� 7 	�
� $�
F����	�  
 ���s	�� �
� 0.8% agarose gel electrophoresis � �T�T��$���V$��O��	 V�O$� V�� ���s	���	� 
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$��#� ��	
��$���ก�� ($����
�� 1) V��

j�ก���ก� V�ก ���s	��
��$���ก��F�กVT�	�F� �
�
��� QIA 
Quick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) $�
F����	�  ���s	�� �
� 0.8% agarose gel 
electrophoresis 
 
 	j� ���s	��
���ก� � � �
�
��� QIA Quick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) ���#U���$��
ก�������� ���O pGEM®-T Easy Vector (Promega, USA)  �
���	�\�����ก� ! ��i�ก�����
��Oก�� �
� ���s	�� 5 ��!L���$�, 10X ligation buffer (60 mM Tris HCl pH 7.8, 20 mM MgCl2, 
20 mM DTT, 2 mM ATP, 10% polyethylene glycol) �����$� 1 ��!L���$�, pGEM®-T Easy 
Vector (25 	�!	ก���$����!L���$�) �����$� 0.5 ��!L���$� V�O T4 DNA ligase (400 ��	�$$��
��!L���$�; Biolabs, USA) �����$� 1 ��!L���$� �$��	̂j�"��L�� 10 ��!L���$� 
j��i�ก�����
��
��G�M��� 16 ��J��\��\��� ��]	�
�� 12-16 #��
!�� 	j� ���s	�����T�� (recombinant DNA) 
��� �
������������#U^�V�L
����� E. coli �����	��� XL1-blue  �
�
��� heat shock transformation 
����G�M��� 42 
��J��\��\��� ��]	�
�� 1 	�
� L� ��U�ก�\���
��� ���� ���s	�����T�� �
��O�� blue-white colony 
�	��������^���#U^�
��������i�#�
	OV����\���	 100 �����ก���$����$� V�O�$�� IPTG (100 �����!�
����) 100 ��!L���$� V�O X-Gal (20 �����ก���$���������$�) 50 ��!L���$� L� ��U�ก!L!�	�����

��
L� 
��FO�� ���s	�����T�� �ก� V�ก ���s	��F�ก�\���! �
��� Alkaline lysis (Sambrook et al., 
1989) ! ����^���#U^�"	��������
 2X-YT 
���$������i�#�
	OV����\���	 100 �����ก���$����$� 
�����$� 1 �������$� 
����G�M��� 37 ��J��\��\��� ����� �
�L
����s
 200 ���$��	�
� ��]	�
�� 12-
16 #��
!�� ����F�ก	�^	
j�ก���ก�  ���s	��! �$ก$Oก�	�\���V�L
����� �
�L
����s
 10,000 ���
$��	�
� 	�	 2 	�
� �O���$Oก�	�\���"	 Solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 
10 mM EDTA, pH 8.0) �����$� 100 ��!L���$� V#�"		̂j�V�s� 5 	�
� F�ก	�^	�$�� Solution II [ 0.2 
N NaOH, 1% SDS] �����$� 200 ��!L���$� T��"������ก�	! ����ก��� ก�������V#�	̂j�V�s�
��]	�
�� 5 	�
� �$�� Solution III (3 M potassium acetate, 0.2 M glacial acetic acid) �����$� 150 
��!L���$� T��"������ก�	! ����ก��� ก������� V��
V#�	̂j�V�s�
�	
���]	�
�� 5 	�
� �[£	���	
��
���� �
�L
����s
 10,000 ���$��	�
�	�	 5 	�
�  � ��
	"���O��G 400 ��!L���$� ���$�� 
PCI (phenol:chroloform:isoamyl ��$����
	 25:24:1! ������$�) "	��$����
	 1:1 T��"������ก�	
 �
��L�U��� vortex V��
���	��
���� �
�L
����s
 10,000 ���$��	�
� 	�	 5 	�
� 	j���
	"����$�� 
2.5 �
����� absolute ethanol V��
V#�
����G�M��� �20 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� V��
	j���
���	��
������U��$ก$Oก�	 ���s	�� �
�L
����s
 10,000 ���$��	�
� 	�	 5 	�
� F�ก	�^	FP�����
$Oก�	 �
� 70% ethanol �����$� 500 ��!L���$� ���	��
����L
����s
 10,000 ���$��	�
� ��]	
�
�� 5 	�
� 
j�$Oก�	"��V���V��
�O���$Oก�	 �
� TE buffer (10 mM Tris, pH 8.0 V�O              
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1 mM EDTA, pH 8.0) 
���� RNase A 20 ��!L�ก���$���������$� �����$� 20 ��!L���$� ��U��กj�F�                   
������s	�� $�
F��������� ��กT��
��� � �
�ก��$�  ���s	�� �
���	�\�� SmaI ! �"#� ���s	��              
5 ��!L���$�, 10X NEB buffer 4 (50 mM potassium acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 mM 
magnesium acetate, 1 mM dithiothreitol, pH 7.9) �����$� 1 ��!L���$�V�O��	�\�� SmaI                    
(20 ��	�$$����!L���$�; BioLabs, USA) �����$� 0.2 ��!L���$��$��	̂j�"��L�� 10 ��!L���$� 
j�
�i�ก�����
����G�M��� 25 ��J��\��\��� ��]	�
�� 12-16 #��
!�� $�
F����	�  ���s	�� �
� 0.8% 
agarose gel electrophoresis ��U�ก ���s	���	� $��#� ��	
��$���ก�� ($����
�� 1) 
j�ก���ก� V�ก             
 ���s	��
��$���ก��F�กVT�	�F�! �"#� QIA Quick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) $�
F���
�	�  ���s	�� �
� 0.8% agarose gel eletrophoresis  
 
 �$�����
ก�$��� pMAT21 �	�  17.1 ก�!���� ��U��"#�"	ก������� construct ! �"#�              
 ���s	����� pMAT21 �����$� 15 ��!L���$�, 10X NEB buffer 4 (50 mM potassium acetate, 20 
mM Tris-acetate, 10 mM magnesium acetate, 1 mM dithiothreitol, pH 7.9) �����$� 10 
��!L���$� V�O��	�\�� SmaI (20 ��	�$$����!L���$�; Biolabs, USA) �����$� 4 ��!L���$� �$��
	̂j�"��L�� 60 ��!L���$� 
j��i�ก�����
����G�M��� 25 ��J��\��\��� ��]	�
�� 12-16 #��
!�� F�ก	�^	
�$�� PCI ��U��กj�F� ��	�\�� V��
	j� ���s	��
��� ���
j� dephosphorylation ��U��กj�F� ���������$
��
���� 5' ��� ���s	�� ! �"#� SmaI-digested pMAT21 �����$� 25��!L���$� 10X NEB buffer 3 
(100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol, pH 7.9) �����$� 10 
��!L���$� ��	�\�� calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP 1 ��	�$$����!L���$�; Biolabs, 
USA) �����$� 3 ��!L���$� �$��	̂j�"��L�� 100 ��!L���$� 
j��i�ก�����
����G�M��� 37 ��J�
�\��\��� ��]	�
�� 15 	�
� F�ก	�^	�$�� CIAP �������ก 3 ��!L���$� 
j��i�ก�����
�� 55 ��J��\��\��� 
��]	�
�� 15 	�
� �$�� 0.5% SDS Fj�	
	 5 ��!L���$� V�O 5 mM EDTA Fj�	
	 1 ��!L���$� 
T��"������ก�	V��
�$�� proteinase K (1 �����ก���$���������$�) �����$� 10 ��!L���$� 
j��i�ก�����
��
��G�M��� 56 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� 
j�ก���ก�  ���s	�� �
� PCI V�O�O��� ���s	�� �
�	̂j� 
20 ��!L���$� $�
F����	�  ���s	�� �
� 0.8% agarose gel eletrophoresis V�O$�
F���ก���ก�  
dephosphorylation 
���ก� �P^	�����G���U���� ! �ก��
j� �
� self-ligation ��� pMAT21 
��T��	ก��

j� dephosphorylation 
 
 �#U���$��#� ��	 AS-ACS V�O��	 AS-ACO \P����ก$�  �
���	�\�� SmaI $������ก���
ก�$��� 
pMAT21 ��
	T������i�ก�������Oก�� �
�#� ��	 AS-ACS cassette ��U�#� ��	 AS-ACO cassette 
�����$� 15 ��!L���$�, SmaI-digested pMAT21 
��T��	ก��
j� dephosphorylation �����$�  
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1 ��!L���$�, 10X T4 DNA ligase reaction buffer (500 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM MgCl2, 
100 mM dithiothreitol, 10 mM ATP) �����$� 1 ��!L���$�, ��	�\�� T4 DNA ligase (400                   
��	�$$����!L���$�; Biolabs, USA) �����$� 1 ��!L���$� �$��	̂j�"��L�� 20 ��!L���$� 
j�
�i�ก�����
�� 16 ��J��\��\��� ��]	�
�������	��� 16 #��
!�� F�ก	�^	�L�U��	���������� ���T������
��� A. tumefaciens �����	��� EHA105 (\P����]	�����	���
��� �F�กก��
 ����[FF��) ! �
��� 
electroporation  
 
 3.1 ก���$���� competent cell ����#U^� A. tumefaciens �j�����ก��
j� electroporation 
 
  	j�!L!�	�� ���
����#U^� A. tumefaciens �����	��� EHA105 ��U� C58 ��U� AGL-1 ��
���^��"	��������
 2X-YT �����$� 5 �������$� 
����G�M��� 28 ��J��\��\��� ����� �
�L
����s
 
250 ���$��	�
� ��]	�
�� 16-18 #�. 	j��#U^�
�����^���
� 1 �������$� �����^��$��"	����� 2X-YT 
�����$� 100 �������$� 
����G�M��� 28 ��J��\��\��� ��]	�
�� 3 #��
!�� ��U���L�� OD600nm ��O��G 
0.25-0.3 ���	��
����V�ก�\�����กF�ก����� �
�L
����s
 8,000 ���$��	�
� 
����G�M��� 4 ��J�
�\��\��� ��]	�
�� 15 	�
� �O���$Oก�	�\���"	 10% sterile glycerol 
��V#��
�"	
����s	�����$� 
100 �������$� V#�	̂j�V�s���]	�
�� 30 	�
� F�ก	�^		j���$ก$Oก�	�\��� �
�L
����s
 8,000 ���$��
	�
� 
����G�M��� 4 ��J��\��\��� ��]	�
�� 15 	�
� �O���$Oก�	�\���"	 10% sterile glycerol 
��
V#��
�"	
����s	�����$� 20 �������$� �[£	$ก$Oก�	�\��� �
�L
����s
 8,000 ���$��	�
� 
����G�M��� 
4 ��J��\��\��� ��]	�
�� 15 	�
� �O���$Oก�	�\���"	 10% sterile glycerol 
��V#��
�"	
����s	
�����$� 2 �������$� V���"�����  ��� �O 120 ��!L���$� 
j�"���\���V�s�������
 ��s
"	
�	!$��F	���
�กs��\����
�
�� -80 ��J��\��\��� ��U��	j���"#�"	ก���L�U��	���������� ��������\���
 �
�
��� electroporation (Walkerpeach and Velten, 1994) 
 
 3. 2 ��^	$�	ก������#� ��	 AS-ACS ��U� AS-ACO cassette ��������#U^��O!ก�V�L
������ 

 
 	j� ���s	�����T�� pMAT-AS-ACS ��U� pMAT21-AS-ACO ������������\����O!ก�
V�L
������ �
�
��� electroporation (Walkerpeach and Velten, 1994) ! �	j� competent cell ���
�#U^��O!ก�V�L
�����������	���
��� �F�กก��
 ����[FF�� �����$� 120 ��!L���$� ��V#�	̂j�V�s�
"����s	F�  �$�������� ���T�������$� 2 ��!L���$� (2.5 ��!L�ก���$����!L���$�) T��"������
ก�	V��
�$����"	 cuvette V#�"		̂j�V�s� ��]	�
�� 10-20 	�
� "#��M�
Oก��������	��������\���                     
�O!ก�V�L
�������$��Lj�V	O	j�������N�
 Bio-Rad ! �"#��L�U��� Gene Pulser \P��$�^�L��ก��"#�
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��	  ��	�^ Cuvette Gap 0.2 cm, Voltage 2.5 kV, Capacitor 25 µF, Resistor 400 Ω V�O time 
constant 8-9 msec �#s  cuvette "��V���V��
"��"	#����j�����T��	ก�OV����k� ก ���� pulse 
��
�	��F�FO���กi��� 9 \P��V� �
��� �T��	ก�OV���V��
 F�ก	�^	 P� cuvette ��ก V��
"#������F���
����$$������\���"��"	��� �	�  1.5 �������$� 
������������
 2X-YT �����$� 1 �������$� T��
�����ก���\������^���#U^�! �	j��������
��L
����s
 200 ���$��	�
� ��G�M��� 28 ��J��\��\��� ��]	
�
�� 1 #��
!�� 	j��#U^� 100 ��!L���$� V�O 200 ��!L���$� �����^���	�����V�s� 2X-YT 
���$��
����i�#�
	Oก�	����\�	L
��������	 50 �����ก���$����$� ���^���#U^�
����G�M��� 28 ��J��\��\��� 
	�	 2-3 
�	 $�
F���#� ��	 AS-ACS ��U� AS-ACO F�ก!L�	
���F��E� ��	�����L� ��U�ก �
�

��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI ก�� NOST-SmaI $�
F��� ���s	��
������L��O��� � �
� 0.8% 
agarose gel electrophoresis F�ก	�^		j�!L�	
��� ���"#�"	ก��������	�������ก��
������	�������� �
��
$���� 
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$������� 1  #� ��	 AS-ACS V�O��	 AS-ACO "	�
ก�$��� pMAT21 
��"#�"	ก��������	�������ก��
����
�ก���
����	�������� �
��  

 

 
1/ #� ��	��Oก�� �
��
ก�$��� pMAT21 ���	�  17,100 L�����, CaMV-35S promoter �	�  538  
L�����, ��	$�	V�� � �Vก� ��	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O NOS terminator �	�  253 L����� 
 
 
 

 

 

 

��	 
�	� 
���
��	 

 ���s	�� �	V����� PCR 
��
"#��������� 35P-SmaI/ 

NOST-Sma I 

�	� ���
PCR 

product 
(bp) 

#� ��	 

�	� ���
#� ��	


�^��� 1/ 

(bp) 

��� ACS 

 
 
 
ACSA 906 p1304 AS-ACSA 1697 pMAT21-AS-ACSA 18,797 
ACSB 470 p1304 AS-ACSB 1261 pMAT21-AS-ACSB 18,361 
ACSC 872 p1304 AS-ACSC 1663 pMAT21-AS-ACSC 18,763 
��� ACO 
 
 
 
ACOA 635 p1304 AS-ACOA 1426 pMAT21-AS-ACOA 18,526 
ACOB 334 p1304 AS-ACOB 1125 pMAT21-AS-ACOB  18,225 
ACOC 644 p1304 AS-ACOC 1435 pMAT21-AS-ACOC  18,535 

5 ́  3 ́  
ACOA (635 bp ) 

ACOB (334 bp ) 
ACOC (644 bp ) 

945 
5  3 

ACOA (635 bp ) 

ACO (334 bp ) 
ACO (644 bp ) 

945 

5 ́  3 ́  
ACSA (906 bp ) 

ACSB (470 bp ) 

ACSC (872 bp ) 

1308 
5 3 

ACSA (906 bp ) 
AC (470 bp ) 

AC (872 bp ) 

1308 
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K����� 8  VT	M��V� ���
	$��� l �����	 ACS "	��กNGO antisense (AS-ACS) \P��V�����]	 3 
��
	 � �Vก� AS-ACSA, AS-ACSB V�O AS-ACSC V�O#	� �����������
��	j���"#�"	
ก������� construct �����	 AS-ACS "	 plant expression vector pCAMBIA1304 "	
$j�V�	�� Spel V�O BstEII 

 
 
 
 
 
 
 

 

1 400 900 1308

906AS-ACSA (906 bp)

AS-ACS1 BstEIII AS-ACS900 SpeI

1

AS-ACS400 BstEII

436 AS-ACSC (872bp) 1308

AS-ACSB(470 bp)436 906

AS-ACS400 BstEII AS-ACS900 SpeI

LB RB
CaMV35S polyA

hpt CaMV35S promoter
CaMV35S promoter

Lac Z alpha

SpeI BstEII

AS-ACS

pCambia1304 Vector4

Nos poly-A

AS-ACS1308 SpeI
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K����� 9  VT	M��V� ���
	$��� l �����	 ACO "	��กNGO antisense (AS-ACO) \P��V�����]	 3 
��
	 � �Vก� AS-ACOA, AS-ACOB V�O AS-ACOC V�O#	� �����������
��	j���"#�"	
ก������� construct �����	 AS-ACO "	 plant expression vector pCAMBIA1304 "	
$j�V�	�� Spel V�O BstEII  

 
 

 
 

 

 

 

 

1 301 635 945

ACO1R-B1 ACO635F-S1

ACO301R-B2 ACO635F-S1

ACO301R-B2 ACO945F-S2

1 635

301 635

301 945

AS-ACOA (635 bp)

AS-ACOB (334 bp)

AS-ACOC (644 bp)

LB RB
CaMV35S polyA

hpt CaMV35S promoterCaMV35S promoter Nos poly-A
Lac Z alpha

SpeI BstEII

AS-ACO

pCambia1304
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K����� 10  ��^	$�	ก�������#� ��	 AS-ACS V�O AS-ACO ��������
ก�$��� pMAT21 
 ! ������F�กก������������G ���s	�������	 AS-ACS V�O��	 AS-ACO 
������"	�
ก�$���
  pCAMBIA1304 \P����Oก�� �
� 35S promoter, AS-ACS ��U� AS-ACO V�O NOS-T 
  ����#� ��	��������
ก�$��� pGEM® -T Easy F�ก	�^	
j�ก������#� ��	��������
ก�$��� pMAT21 
  
��$j�V�	�� SmaI  ��	�^	FO� � pMAT21-AS-ACS ��U� pMAT21-AS-ACO  
  ��Oก�� �
���
	$��� l  ��	�^LU� RB = right border, LB = left border;  
  RS = Recombination site, CaMV-35SP = 35S-promoter of Cauliflower mosaic virus; 
  R

int
= Recombinase gene with intron sequences, ipt =isopentenyl transferase gene,  

  MCS = multicloning site, AS-ACO = antisense-1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
  acid oxidase (ACO) gene, AS-ACS = antisense-1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 
  synthase (ACS) gene, gus gene = β-galactosidase gene 

EcoRI SseI

T-Rint-35SP ipt P-ipt- T

HindIII
SseI

HindIIISmaI

CaMV35S promoter

AS-ACS/AS-ACO

NOS poly A

SpeI
BstEII SacI

T-GUS-nosPRS RS LB

Subclone into pMAT21 vector size 17.1 kb

AS-ACS/AS- ACO gene in pCAMBIA1304 Vector

SmaI

LB RB

CaMV35S polyA
hpt

CaMV35S promoter
CaMV35S promoter

Nos poly-A

LacZ alpha

SpeI BstEII

AS-ACS/AS-ACO

AS-ACS/AS- ACO gene  in pMAT21 Vector

AS-ACS/AS-ACO  gene in pGEM®-T  Easy Vector
SmaI

NOS poly A

SpeI BstEIISmaI

CaMV35S promoter

AS-ACS/AS-ACO

-PCR using 35S-SmaI  and NOST-SmaI primers
-Subclone into pGEM® -T Easy vector size  3015 bp

RB

35S-SmaI NOST-SmaI
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 3.3  ก��������	 AS-ACS ��U���	 AS-ACO ������� PLBs ���ก��
�����ก���
����	������
�� �
�� 
 
   ����F�ก� �
j�ก��
 ����[FF��$��� l V��
FP�� �	j�T�ก��
 �����"#�"	ก��������	 
\P����
���ก�� ��	�^ 
  
 3.3.1  �$�����#U^��O!ก�V�L
������
���������� ���T�� 
 

 ก���$�����#U^� A. tumefaciens �����	���
��� �F�กก��
 ����[FF�� 
�����F�#� 
��	��� pMAT21-AS-ACS ��U� pMAT21-AS-ACO ($����
�� 1) ! �ก�����^���#U^��O!ก�
V�L
������"	��������
 2X-YT 
���$������i�#�
	Oก�	����\�	 L
��������	 50 �����ก���$����$� 
V�O�$����� acetosyringone L
��������	 200 ��!L�!����� ���^���#U^��	�L�U�������� �
�L
����s
 
200-250 ���$��	�
� 
����G�M��� 28 ��J��\��\��� ��]	�
�� 16-18 #��
!�� F�ก	�^		j���
� L��L
��
������	����#U^�"��� �L�� OD600nm ��O��G 1.61-2.00 	j��#U^�
�����^��� ����[£	$ก$Oก�	�\���V��
�FU�
F���\���"	��������
��$� VW 
������$��	̂j��O����
"	��$�� 1:1 (���V�
	����#U^� : �����
���
��$� VW) \P����L
��������	��O��G 4.1×1017cfu/ml V��
�$����� acetosyringone L
��
������	 200 ��!L�!�����  
 
 3.3.2  ก��������	�������ก��
������	�������� �
��! �"#��#U^��O!ก�V�L
������ 
 
 $�  PLBs ���ก��
������]	#�^	�	� ��O��G 2 �������$� T�� PLBs ก�����
V�
	����#U^��O!ก�V�L
������! � co-cultivation  �
��L�U��� vortex mixer (vortex-2 Genie) 
��
L
����s
�O �� 7 
����G�M���������]	�
�� 30 	�
� ��U��L���
�� � ���V�
	����#U^���ก \�� PLBs 
�	ก�O �N
�##�
����� �#U^� 
���	�����V�s���$� VW 
������$��	̂j��O����
 V�O�$����� 
acetosyringone L
��������	 200 ��!L!����� ����
�	�	 3 
�	 
����G�M��� 25±2 ��J��\��\��� "	
�M���U  F�ก	�^	���������O���^���	�������$� VW 
������$��	̂j��O����
 V�O�$������i�#�
	O 
cefotaxime L
��������	 200 �����ก���$����$� ��U��กj�F� �#U^��O!ก�V�L
������V�O������	�����

�ก l 2 ��� ��� F	 PLBs ��n	���]	�� ก�OF�ก (ipt-shooties) F�ก	�^	���O���^��"����]	$�	� ���

��
�����G�$���� 
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4.  ก��$��D���L��Q�	$��ก����������� ����ก��
������ 

 
L� ��U�ก PLBs 
��� ����ก��������	\P������กNGO��]	�� ก�OF�ก
���ก�O$�
ก�	V	�	 (ipt-

shooty) \P����]	T���F�กก��V� ���ก�����	 ipt ���^���	�������$� VW 
������$��	̂j��O����
 
�$������i�#�
	O cefotaxime L
��������	 200 �����ก���$����$� V�O	j��� ก�OF�ก���ก��
����
��
� ����ก��������	��
��L��O�� �
��
L	�L polymerase chain reaction (PCR) V�O Southern blot 
hybridization of PCR products ����F�ก	�^		j��� ก�OF�ก
������	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O��	 
ipt \P����]	��	L� ��U�ก�����^���	�������$� VW 
������$��	̂j��O����
 V$��$������i�#�
	O 
cefotaxime L
��������	 200 �����ก���$����$� V�O����ก$ก����n	����ก��
����
��� ����ก������
��	��n	���]	�� �ก$� \P��L� 
�����JF�ก��	 ipt \P����]	��	L� ��U�ก �����^���	�������$� VW 
��
����$��	̂j��O����
 �j�������n	�"���ก� ��ก$����V�O	j��� �ก$� ��ก���
��
��L��O�� �
��
L	�L 
PCR, Southern blot analysis of PCR products V�O Southern blot analysis ! �V���ก��
��L��O��
��]	 2 ��
	 LU� 

 
4.1  ก��$�
F
��L��O���	U^���U��ก��
����
��� ����ก��������	! ��
L	�L polymerase chain 

reaction (PCR) 
  
 	j� PLBs 
��� ����ก��������	��$�
F�����O��
��M��ก�����������	! �ก��V�ก
�ก� F�!	��L ���s	�����ก��
����\P�� � V�����F�ก
������ Verwoerd et al. (1989) ! �"#�#�^	��
	
���"�ก��
������O��G 0.2 ก��� ��� "���O���� "	 TLES buffer (2 M Tris-HCl, 4 M LiCl, 0.5 
M EDTA, pH 8.0, 20% SDS) V�O 2% Na2SO3 �����$� 750 ��!L���$� V�O�$�� PCI (25 : 24 : 1 
�����$�! ������$�) "	��$����
	 1:1 T��"������ก�	 �
� vortex ��]	�
�� 2 	�
� 	j������	
��
���� �
�L
����s
 13,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 10 	�
�  � ��
	"�"����� "�����O��G 500 
��!L���$� V�O�$�� PCI "	��$����
	 1:1 T��"������ก�	 �
� vortex ��]	�
�� 2 	�
� 	j������	
��
���� �
�L
����s
 13,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 10 	�
�  � ��
	"�"����� "�����O��G 400 
��!L���$� �$�� 0.1 �
�� ��� sodium acetate, pH 5.2 V�O 1 �
�� ��� isopropanol F�ก	�^	T��! �
���ก��� ���� V#�
�� -20 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� 	j������	��
���� �
�L
����s
 13,000 
���$��	�
� ��]	�
�� 10 	�
� ����$Oก�	 ���s	�� �
� 70% ethanol �����$� 500 ��!L���$� 	j���
���	��
����
��L
����s
 13,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 5 	�
� �
��
	"�
�^� 
j�$Oก�	 ���s	��"��V��� 
V��
�O��� ���s	�� �
� TE buffer 
���� RNaseA 20 ��!L�ก���$���������$� �����$� 20 ��!L���$� 
F�ก	�^		j� ���s	��
��� ���$�
F�����	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O ��	 ipt  �
��
L	�L PCR ! �
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"#���������
����L
��Fj����O�F�OF�$����	 AS-ACS ��U� AS-ACO ($����
�� 2) �i�ก����� PCR 
�����$� 25 ��!L���$� ��Oก�� �
� 10X PCR buffer (50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-
HCl, pH 8.3, 0.1 mg/ml BSA, 10 mM (NH4)2SO4) �����$� 2.5 ��!L���$�, 10 mM dNTP 
�����$� 0.75 ��!L���$�, 10 ��!L�!����������������V$��O#	�  �����$� 1 ��!L���$�, Taq 
DNA polymerase (5 ��	�$$����!L���$�; RBC, Taiwan) �����$� 0.25 ��!L���$� V�O ���s	��
��
�ก� F�ก"�ก��
���� 1 ��!L���$� ������i�ก����� PCR ! �"#���G�M����j����� denaturation ���V�ก

�� 94 ��J��\��\��� ��]	�
�� 3 	�
� F�ก	�^	
j��i�ก����� PCR Fj�	
	 31 ��� ! �"#���G�M���
�j����� denaturation, annealing V�O extension ��]	 94, 55 V�O 72 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 

�	�
�, 30 
�	�
� V�O 1 	�
� $���j� �� V�O"#���G�M����j����� extension ����� 
��� 72 ��J�
�\��\��� ��]	�
�� 7 	�
� �j�����$�
F�����	 AS-ACS/AS-ACO ��
	��	 ipt"#���G�M����j����� 
denaturation ���V�ก
�� 94 ��J��\��\��� ��]	�
�� 3 	�
� F�ก	�^	
j��i�ก����� PCR Fj�	
	 31 
��� ! �"#���G�M����j����� denaturation, annealing V�O extension ��]	 94, 60 V�O 72                      
��J��\��\��� ��]	�
�� 30 
�	�
�, 30 
�	�
� V�O 1 	�
� $���j� �� V�O"#���G�M����j����� 
extension ����� 
��� 72 ��J��\��\��� ��]	�
�� 7 	�
� $�
F����	�  ���s	�� �
� 0.8% 
agarose gel electrophoresis "#�ก�OV����k�L
��$���J�ก�� 100 !
�$���]	�
�� 30 	�
� $�
F �V��
 ���s	��! ����� �
�����O�������� ���!���� � V�O$�
F �V�� ���s	��M��"$�V����$���
!���$ 

j�ก���U	��	T���� PCR  �
��
L	�L Southern blot hybridization of PCR products ! ��L�U��	����
 ���s	��F�ก�F������VT�	�	��	������	 (positively charged nylon membrane; Roche, 
Germany)  �
��
L	�L capillary transfer ! �	j��F���V#�"	 0.25 M HCl ��]	�
�� 10 	�
� 
��
��G�M������� ���� �
�	̂j�ก���		P������#U^� ��]	�
�� 1 	�
� F�ก	�^	V#��F�"	 0.4 N NaOH 
��
��G�M������� ��]	�
�� 10 	�
� ��U������ ���s	����������M����]	ก��� 
��VT�	����$�ก�� ��ก
ก����V��
	j�ก�O �Nก��� What mann 3 MM ��
���� VT�	����$�ก"������
�^� 2 �������
ก�O �NF���"	 0.4 N NaOH 
��VT�	�	��	���	�F� 
��VT�	ก�O �Nก���
���	VT�	�	��	 

��ก�O �N
�##�\��	 ��	�	$���j� �� "�������O��G 10 �\	$���$� 	j�
�� �ก 
�� ��	�	
	̂j��	�ก��O��G 1 ก�!�ก��� �����"�� ���s	���L�U��	����F�กVT�	�F������VT�	�	��	��]	�
�� 16-
20 #��
!�� F�ก	�^		j�VT�	�	��	������	��V#�"	 2X SSC buffer ��]	�
�� 10 	�
� 	j�VT�	
�	��	������	��
����G�M��� 120 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� ��U��$�P� ���s	���
�ก��VT�	
�	��	������	 V��
	j���$�
F���ก�������������	! �
j��i�ก����� prehybridization �����F�กV#�
VT�	�	��	������	"	����O��������� �\\�	 (5X SSC, 0.1% N-lauroylsarcosine, 1% 
blocking reagent, 0.02% SDS) 
����G�M��� 65 ��J��\��\��� ��]	�
�� 2 #��
!�� V#�VT�	������	
"	����O��������� �\\�	
���$�� 35S promoter probe ��U��$�
F�����	 AS-ACS ��U� AS-ACO 
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V�O"#� ipt probe ��U��$�
F�����	 ipt \P��$� ���ก �
���� digoxigenin ! �"#� PCR DIG Probe 
Synthesis Kit (Roche, Germany) 
j��i�ก����� hybridization 
����G�M��� 65 ��J��\��\��� ��]	�
�� 
16 #��
!�� ����F�ก	�^	���� probe ��
	�ก�	 �
� washing solution I (2X SSC, 0.1% SDS) 
��
��G�M������� 2 L��^� l �O 5 	�
� V�O���� �
� washing solution II (0.1X SSC, 0.1% SDS) 
��
��G�M��� 65 ��J��\��\��� Fj�	
	 2 L��^� l �O 15 	�
� V�O$�
FT������� �##�	 �
��
L	�L 
chemiluminescence detection ! �"#� CDP starTM (Roche, Germany) ��]	�����$�
 $��
���ก��
��
�O��! ����N�
T��T��$  
 
$������� 2  ��������
��"#�"	ก��$�
F
��L��O���	U^���U��ก��
����
��� ����ก��������	 �
�#� ��	  
 AS-ACS ��U� AS-ACO  

 

��	 �������� �j� ��	�
L��!��
 � 

��	 ACS 

AS-ACSA 
35S-SmaI  
AS-ACS1BstEII 

5′GG CCC GGG CAT GGA GTC AAA GAT TCA AA 3′ 
5′GGT TAC CAT GTC CAA AGA GTT TGG G 3′ 

 
AS-ACSB 

��U� 
AS-ACSC 

 
35S-SmaI 
AS-ACS400BstEII 

 
5′GG CCC GGG CAT GGA GTC AAA GAT TCA AA 3′ 
5′GGT TAC CGT CTG AGA AGA AAC AAG A 3′ 

 
��	 ACO 

AS-ACOA 
35S-SmaI  
ACO1R-B1 

5′GG CCC GGG CAT GGA GTC AAA GAT TCA AA 3′ 
5′GGT TAC CAT GGA GCT TCT TGA GGG T 3′ 

AS-ACOB 
��U� 

AS-ACOC 

 
35S-SmaI  
ACO301R-B2 

 
5′GG CCC GGG CAT GGA GTC AAA GAT TCA AA 3′ 
5′GGT TAC CGA TTG CCG CAG CAC GAT 3′ 

��	 ipt 
IPT1 
IPT2 

5′CTT GCA CAG GAA AGA CGT CG 3 
5′AAT GAA GAC AGG TGT GAC GC 3′ 
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 4.2  ก��$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	F�ก$�	ก��
���� � V�����	��ก���! �
��� 
Southern blot hybridization 
 

 $�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACS ��U� AS-ACO ���ก��
����$�	
��$�
F����	 
AS-ACS ��U� AS-ACO  �
��
L	�L PCR ! �"#�"�ก��
������O��G 5 ก��� ��� "	
�	!$��F	���
"���O����  	j���"��"	��� 
���� TLES buffer V�O 2% Na2SO3 �����$� 10 
�������$� 	j����$�� PCI "	��$����
	 1:1 T��"������ก�	 �
��L�U��� vortex 	j������	��
���� �
�
L
����s
��� 13,000 ���$��	�
�  � ��
	"�"����� "��� 	j����$�� PCI "	��$����
	 1:1 T��
"������ก�	 	j������	��
���� �
�L
����s
��� 13,000 ���$��	�
�  � ��
	"�"����� "���
��O��G 400 ��!L���$� �$�� 1 �
����� isopropanol F�ก	�^	���ก��� ก������� F�ก	�^		j���
���	��
����
��L
����s
��� 13,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 5 	�
� �
��
	"�
�^� ����$Oก�	 �
� 70% 
ethanol �����$� 500 ��!L���$� 	j������	��
���� �
�L
����s
 13,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 5 
	�
� �
��
	"�
�^� 
j�$Oก�	 ���s	��"��V���V��
�O��� ���s	�� �
� TE 
���� RNaseA 20 ���L�ก���
$���������$� �����$� 80 ��!L���$� 
��L��O����L
��������	��� ���s	��! �	j� ���s	��
��� ���
� 
L��ก�� � ก�U	V��
��L
����
L�U�	 260 	�!	��$� 	j� ���s	�� 100 ��!L�ก��� ��$�  �
���	�\�� 
BglII �����$� 17 ��!L���$� (10 units/µl; Biolabs, USA) "	�i�ก������
� 500 ��!L���$� 
��Oก�� �
� 10X NEB buffer 3 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 
dithiothreitol, pH 7.9) �����$� 50 ��!L���$� �$��	̂j�"��� �L�� 500 ��!L���$� T��"������ก�	
V��
	j���
j��i�ก�����
����G�M��� 37 ��J��\��\��� ��]	�
�� 12-16 #��
!�� ��U�$�  �
���	�\�� 
HindIII 3 ��!L���$� (100 ��	�$$����!L���$�; Biolabs, USA) "	�i�ก������
� 500 ��!L���$� 
��Oก�� �
� 10X NEB buffer 2 (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 
dithiothreitol, pH 7.9) �����$� 50 ��!L���$� �$��	̂j�"��� � 500 ��!L���$� T��"������ก�	V��

	j���
j��i�ก�����
����G�M��� 37 ��J��\��\��� ��]	�
�� 12-16 #��
!�� F�ก	�^	�ก�  ���s	�� �
� PCI 
V�O�O��� ���s	�� �
�	̂j�ก���		P������#U^� 40 ��!L���$�  
 
 	j� ���s	��
��� ���$�
F���Fj�	
	#� �����	! �V�ก�	�  ���s	�� �
� 0.8% 
agarose gel "	 1XTAE buffer (0.004 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA) ($����M�LT	
ก
�� 5) "#�
ก�OV����k�L
��$���J�ก�� 60 !
�$���]	�
�� 2 #��
!�� $�
F �V�� ���s	��! ����� �
�����O���
����� ���!���� � V�O$�
F �V�� ���s	��M��"$�V����$���
!���$ F�ก	�^	�L�U��	���� ���s	��F�ก
�F������VT�	�	��	������	 (positively charged nylon membrane; Roche, Germany)  �
�
�
L	�L capillary transfer ! �	j��F���V#�"	 0.25 M HCl ��]	�
�� 10 	�
� 
����G�M������� ����
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 �
�	̂j�ก���		P������#U^� ��]	�
�� 1 	�
� F�ก	�^	V#��F�"	 0.4 N NaOH 
����G�M������� ��]	�
�� 10 
	�
� ��U������ ���s	����������M����]	ก��� 
��VT�	����$�ก�� ��กก����V��
	j�ก�O �Nก��� 
What mann 3 MM ��
���� VT�	����$�ก"������
�^� 2 �������ก�O �NF���"	 0.4 N NaOH 
��
VT�	�	��	���	�F� 
��VT�	ก�O �Nก���
���	VT�	�	��	 
��ก�O �N
�##�\��	 ��	�	
$���j� �� "�������O��G 10 �\	$���$� 	j�
�� �ก 
�� ��	�		̂j��	�ก��O��G 1 ก�!�ก��� �����
"�� ���s	���L�U��	����F�กVT�	�F������VT�	�	��	��]	�
�� 16-20 #��
!�� F�ก	�^		j�VT�	�	��	
������	��V#�"	 2X SSC buffer ��]	�
�� 10 	�
� 	j�VT�	�	��	������	��
����G�M��� 120 
��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� ��U��$�P� ���s	���
�ก��VT�	�	��	������	 V��
	j���$�
F���
Fj�	
	#� �����	 AS-ACS ��U� AS-ACO ! �"#� 35S promoter probe ��U�$�
F�����	 ipt  �
� 
ipt probe ! �
j�$��
���ก��"	��
��� 4.1 V$�
j��i�ก����� prehybridization V�O hybridization 
��
��G�M��� 55 ��J��\��\���  
 

5.  ก��$��D���ก��R� ���ก������"�ก������� � R��������ก��� 

 

 $�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACS, antisense ACS (AS-ACS), sense ACO, 
antisense ACO (AS-ACO) V�O 18s rRNA "	�O ��������s	�� �
�
��� reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) V�O northern blot analysis  
 

 5.1  ก���ก�  total RNA F�กก��
���� � V�����	��ก��� 
 

 �ก�  total RNA F�ก"�ก��
����$��
���ก����� Verwoerd et al. (1989) ! �	j�
$�
�����$�	ก��
���� � V�����	��ก���
��
���T�ก��
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACS ��U� 
AS-ACO ��$�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACS V�O AS-ACO "	�O ��������s	�� "#�"��U# 
3 ก��� 	j����  �
��	!$��F	���
"���O����  	j���"��"	��� 
���� TLES buffer (0.1 M Tris-
HCL, pH 8.0, 0.1 M LiCl, 10 mM EDTA, pH 8.0, 1% SDS) V�O 2% Na2SO3 �����$� 7 �������$� 
�$�� phenol �����$� 7 �������$� T��"������ก�	! �"#� vortex ��O��G 2 	�
� �[£	���	��
���� �
�
L
����s
 12,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 10 	�
�  � 	̂j�"������$� 6 �������$� "��"	��� "��� �$�� 
chloroform : isoamyl alcohol, CI (24:1, �����$�$�������$�) T��"������ก�	 �! �"#� vortex ��]	
�
�� 2 	�
� F�ก	�^	���	��
������U��V�ก�กs�	̂j�"� �
�L
����s
��� 12,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 
15 	�
�  � ��
	"� �����$� 700 ��!L���$� "����� "��� �$�� 4 M LiCl �����$� 700 ��!L���$� 
T��"������ก�	 �กs�
����G�M��� 4 ��J��\��\��� 	�	����LU	 ���	��
���� �
�L
����s
 12,000 ���
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$��	�
� ��]	�
�� 15 	�
� 
����G�M��� 4 ��J��\��\��� 
j�$Oก�	������s	��"��V��� �O���������s	��
 �
�	̂j�
�����JF�ก RNase �����$� 100 ��!L���$� 
�� 37 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� F�ก	�^	
	j���$ก$Oก�	������s	�� �
� 2.5 M CH3COONa, pH 6.0 �����$� 0.1 �
�������
	"� V�O 
absolute ethanol �����$� 2.5 �
�������
	"� T��"������ก�	V��
	j����กs�
����G�M��� �70                 
��J��\��\��� ��]	�
�� 15 	�
� 	j������	��
���� �
�L
����s
 12,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 15 
	�
� �
��
		̂j�"�
�^� ����$Oก�	������s	�� �
� 70% ethanol �����$� 500 ��!L���$� ���ก��� 
ก�������V��
	j������	��
���� �
�L
����s
 12,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 5 	�
� 
j�$Oก�	"��
V��� �O���$Oก�	������s	�� �
�	̂j�
�����JF�ก RNase �����$� 30 ��!L���$� F�ก	�^		j���
� L��
ก�� � ก�U	V��
�� 230 	�!	��$� ! �"#��L�U��� spectrophotometer ��U��Lj�	
GL
��������	���             
������s	��  
 

 5. 2  ก��$�
F
��L��O��ก��V� ���ก�����	"	�O ��������s	�� �
��
L	�L reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 

กj�F�  ���s	��F�ก$�
����� total RNA 
���ก� � � ! ��i�ก�������Oก�� �
� total RNA 
L
��������	 1 ��!L�ก���, 10X Reaction buffer with MgCl2 (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM 
CaCl2, 50% glycerol) (Fermentas, Lithuania) �����$� 1��!L���$�, DNase I) (1 ��	�$$��
��!L���$�; Fermentas, Lithuania) �����$� 1 ��!L���$� V�O�$��	̂j�
�����JF�ก RNase "��
�����$�L�� 10 ��!L���$� 	j���
j��i�ก�����
����G�M��� 37 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� 
F�ก	�^	��� �i�ก�����! ��$�� 25 mM EDTA �����$� 1 ��!L���$� ! �	j������	
�� 65                      
��J��\��\��� ��]	�
�� 10 	�
� ��U��L���
��	j���� �i�ก�����V#�"		̂j�V�s�
�	
� F�ก	�^		j� total 
RNA 
��กj�F�  ���s	��V��
��"#�"	ก������L��O����	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O��	 18s rRNA \P��
	j���"#���]	 internal control  �
��
L	�L RT-PCR $����  
 
 �$�����i�ก����� reverse transcription ! ��$����
	T������i�ก����� ��	�^ total RNA 
��
j�
ก��กj�F�  ���s	��V��
L
��������	 1 ��!L�ก��� �$�� reverse primer �����	 sense ACSA � �Vก�              
S-ACSA-1270R1, ��	 sense ACSB V�O��	 sense ACSC � �Vก� S-ACSBC215R2, ��	 AS-ACS � �Vก� 
AS-ACS400R-BstEII ($����
�� 3) �����	 sense ACOA � �Vก� S-ACOA945R1, ��	 sense ACOB 
V�O sense ACOC � �Vก� S-ACOBC200R2, ��	 AS-ACO � �Vก� AS-ACO301R-B2 ($����
�� 3) V�O 
��	 18s rRNA \P����]	 internal control � �Vก� 18s rRNA-R ($����
�� 3) L
��������	 20 ��!L�!�
���� �����$� 2 ��!L���$� ����F�ก	�^	�$��	̂j�
�����JF�ก RNase "��L�������$� 12 ��!L���$� 
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	j���
j��i�ก�����
����G�M��� 70 ��J��\��\��� 	�	 5 	�
� V�OV#�	̂j�V�s�
�	
� F�ก	�^	�$��                     
5X Reaction buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT) 
(Fermentas, Lithuania) �����$� 4 ��!L���$�, 10 mM dNTP mix �����$� 2 ��!L���$�, 
Ribonuclease inhibitor (1.2 mM EDTA, 0.1 mg/ml E.coli [3H]-RNA, 50 mg/ml yeast RNA, 8 mM 
DTT (40 ��	�$$����!L���$�; Fermentas, Lithuania) �����$� 0.5 ��!L���$�, RevertAidTMM-
MuLV RT (200 ��	�$$����!L���$�; Fermentas, Lithuania) �����$� 0.5 ��!L���$�V�O�$��	̂j�
��
���JF�ก RNase "�������$�L�� 20 ��!L���$� T��"������ก�	 	j���
j��i�ก�����
����G�M��� 42 
��J��\��\��� ��]	�
�� 60 	�
� ��U��L���
����� �i�ก�����
����G�M��� 70 ��J��\��\��� ��]	�
�� 10 
	�
� F�ก	�^		j� cDNA 
������L��O��� ���"#���]	$�	V���j������i�ก����� PCR  
  

�j������i�ก����� PCR "	V$��O$�
�����FOV�����]	 3 #�  #� V�ก"#�L����������
������O
ก����	 AS-ACS ��U� AS-ACO) #� 
�����"#�L����������
������Oก����	 sense ACS ��U� sense ACO 
#� 
�����"#�L����������
������Oก����	 18s rRNA \P��	j���"#���]	 internal control ($����
�� 3)  
 

��
	T������i�ก����� PCR ��Oก�� �
� 10X PCR buffer (50 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 0.1 mg/ml BSA, 10 mM (NH4)2SO4) (RBC, Taiwan), 0.1 mM 
dNTPs, 0.3 ��!L�!����� �����������V$��O#	�  ($����
�� 3) V�O Taq DNA polymerase (RBC, 
Taiwan) (5 ��	�$$����!L���$�) �����$� 0.25 ��!L���$� �j������i�ก����� 25 ��!L���$� 
j�
�i�ก����� PCR Fj�	
	 30 ��� ��G�M���
��"#��j����� denature, annealing V�O extension LU� 94, 55 
V�O 72 ��J��\��\��� $���j� �� ��]	�
�� 50 
�	�
�, 1 	�
� V�O 1 	�
� $���j� �� ��U���i�ก����� 
PCR ��^	��  	j� PCR product 
��� ���$�
F����	� ��� ���s	�� �
� 1% agarose gel 
electrophoresis "	 1X TAE buffer V�O
j�ก���U	��	T���� PCR ! �ก��
j� Southern blot 
hybridization of PCR products $�
FT�! �
j��i�ก����� prehybridization �����F�กV#�VT�	�	��	
������	"	����O��������� �\\�	 (hybridization) (5X SSC, 0.1% N-lauroylsarcosine, 1% 
blocking reagent, 0.02% SDS) 
����G�M��� 65 ��J��\��\��� ��]	�
�� 2 #��
!�� V#�VT�	������	
"	����O��������� �\\�	
���$����	 AS-ACS/AS-ACO ��U���	 sense ACS/sense ACO ��U�                 
18s rRNA \P��$� ���ก �
���� digoxigenin ! �"#� PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche, 
Germany) 
j��i�ก����������� �##�	 
����G�M��� 65 ��J��\��\��� ��]	�
�� 16 #��
!�� ����F�ก	�^	
���� probe ��
	�ก�	 �
� washing solution I (2X SSC, 0.1% SDS) 
����G�M������� 2 L��^� l �O 5 
	�
� V�O���� �
� washing solution II (0.1X SSC, 0.1% SDS) 
����G�M��� 65 ��J��\��\��� Fj�	
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2 L��^� l �O 15 	�
� V�O$�
FT������� �##�	 �
��
L	�L chemiluminescence detection ! �"#� 
CDP starTM (Roche, Germany) ��]	�����$�
 $��
���ก��
���O��! ����N�
T��T��$  
 

$������� 3  ��������
��"#�"	ก��$�
F
��L��O��ก��V� ���ก�����	 AS-ACS V�O��	 AS-ACO 
 �
�
��� RT-PCR 

 

 

 

��	 �������� �j� ��	�
L��!��
 � 
�	�  PCR 

product (bp) 
��	 antisense-ACS 
AS-ACSA 
AS-ACSB 
AS-ACSC 

AS-ACS400R-BstEII 
AS-ACS900F-SpeI 

5′GTC CCG ACT CCT TAT TAC CC 3′ 
5′GTC TGA GAA GAA ACA AGA CT 3′ 

470 

��	 sense ACS 

ACSA 
S-ACSA1070F1 
S-ACSA-1270R1 

5′GAT TGT TCT GCT GGG TGA AT 3′ 
5′ATC TCT TCA GCG CCA CCT CC3′ 

215 

ACSB 
ACSC 

S-ACSBC1F2 
S-ACSBC215R2 

5′ATG TCC AAA GAG TTT GGG AT 3′ 
5′GCT TCT GGG TGC TGC TCC AG 3′ 

215 

��	 antisense-ACO 
AS-ACOA 
AS-ACOB 
AS-ACOC 

AS-ACO301R-B2 
AS-ACO635F-S1 

5′GAT TGC CGC AGC ACG ATG AA 3′ 
5′GCC GAT ATT AAC AAV AAT GG 3′ 

334 

��	 sense ACO    

ACOA 
S-ACOA745F1 
S-ACOA945R1 

5@AGC GAC GCT GTC ATC TTC CC3@ 
5@TCA AGC AGT AGG AAT CGG CT3@ 

200 

ACOB 
ACOC 

S-ACOBC1F2 
S-ACOBC200R2 

5′ATG GAG CTT CTT GAG GGT TC 3′ 
5′GAA TCT AAG GTT TTC GCA GC 3′ 

200 

��	 18s rRNA 
18s rRNA-F  
18s rRNA-R 

5@GGA TCC ATT GGA GGG CAA GT3@ 
5@CCC TCT TAA TCA TTA CTC-CG3@ 

295 



 

48 

 5.3  ก��$�
F
��L��O��ก��V� ���ก�����	"	�O ��������s	��"	ก��
���� � V���
��	��ก���! �
��� northern blot hybridization 
 

	j� total RNA 
���ก� � �F�กก��
���� � V�����	��ก��� ��$�
F���ก��V� ���ก
�����	 �
��
L	�L northern blot hybridization ! �	j� total RNA L
��������	 30 ��!L�ก��� ��

j��i�ก�����
����Oก�� �
� 10X Reaction buffer with MgCl2 (100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM 
CaCl2, 50% glycerol) (Fermentas, Lithuania) �����$� 30��!L���$�, DNase I (1 ��	�$$��
��!L���$�; Fermentas, Lithuania) �����$� 30 ��!L���$� ����F�ก	�^	�$��	̂j�
�����JF�ก RNase 
"�������$�L�� 100��!L���$� 
j��i�ก�����
����G�M��� 37 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� ��� 
�i�ก�����! ��$�� 25 mM EDTA �����$� 10 ��!L���$� ! �	j������	
����G�M��� 65 ��J��\��\��� 
��]	�
�� 10 	�
� ��U��L���
��	j���� �i�ก�����V#�"		̂j�V�s�
�	
� 	j����$�� PCI "	��$����
	 1:1 
T��"������ก�	 �
��L�U��� vortex 	j����[£	 �
�L
����s
��� 13,000 ���$��	�
�  � ��
	"�"��
��� "�����O��G 400 ��!L���$� �$�� 1 �
����� isopropanol V�O 0.1 �
����� sodium acetate, 
pH5.2 T��"������ก�	! ����ก��� ก�������V#�
����G�M��� -20 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� 
	j������	��
���� �
�L
����s
��� 13,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 5 	�
� �
��
	"�
�^� ����$Oก�	
 �
� 70% ethanol �����$� 500 ��!L���$� 	j������	��
���� �
�L
����s
 13,000 ���$��	�
� �

��
	"�
�^� 
j�$Oก�	 ���s	��"��V��� V��
�O���$Oก�	 RNA  �
�	̂j�
�����JF�ก RNase ����F�ก
	�^	�$�� 2 �
�����$�
����� �
� 1.5X RNA loading dye [1.5X dye (0.06% bromophenal blue, 0.06% 
xylene cyanol), 1.5X MOPS, 9% formaldehyde, 60% formamide] 	j���$��
����G�M��� 65                   
��J��\��\��� ��]	�
�� 10 	�
� V#�	̂j�V�s���]	�
�� 5 	�
� V�ก�	� ������s	�� �
� 1% 
formaldehyde gel "	 1X MOPS (20 mM MOPS, 5 mM sodium citrate, 2 mM EDTA) ! �����
�F� ก��	�$�� 37% formaldehyde "#�ก�OV����k�
��L
��$���J�ก�� 60 !
�$� ����������s	��F�ก�F�
�����VT�	�	��	������	! �"#� 20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M sodium citrate, pH 7.0) ��]	�
��
��O��G 12-16 #��
!�� 	j�VT�	�	��	������	������ �
� 2X SSC ��]	�
�� 10 	�
� $�P�VT�	
�	��	������	! ���
����G�M��� 120 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� ����F�ก	�^	$�
FT�! �

j��i�ก����� prehybridization V�O hybridization �����F�กV#�VT�	�	��	������	"	����O��� 
high SDS (50 mM Sodium phosphate, pH 7.0, 30X SSC, 0.1% (w/v) N-lauroylsarcosine,                  
2% blocking reagent, 7% SDS, 50% formamide deionized) 
����G�M��� 68 ��J��\��\��� ��]	�
�� 
2 #��
!�� V#�VT�	�	��	������	"	����O��� high SDS 
���$�� AS-ACS probe ��U� AS-ACO 
probe (antisense RNA probe) ��U��"#�$�
Fก��V� ���ก�����	 ACS ��U� ACO 
��T��$F�ก�U#��� 
(sense RNA) V�O$�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACS ��U� AS-ACO (antisense RNA) 
��"��
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������"	�U# sense RNA probe 
��Fj����O�F�OF��j�����V$��O��	 $� ���ก �
���� digoxigenin 
! �"#� RNA Labelling Kit (Roche, Germany) $��
���
���O��! ����N�
T��T��$ ��U�$�
F�����	 
18s rRNA \P��"#���]	 internal control ! �$� ���ก �
� digoxigenin ! �"#� PCR DIG Probe 
Synthesis Kit (Roche, Germany) 
j��i�ก����� hybridize 
����G�M��� 68 ��J��\��\��� ��]	�
��              
16-20 #��
!�� ����F�ก	�^	���� probe ��
	�ก�	 �
� washing solution I (2X SSC, 0.1% SDS) 
��
��G�M������� 2 L��^� l �O 5 	�
� V�O���� �
� washing solution II (0.1X SSC, 0.1% SDS) 
��
��G�M��� 68 ��J��\��\��� Fj�	
	 2 L��^� l �O 15 	�
� V�O$�
FT������� �##�	 (hybridization) 
 �
��
L	�L chemiluminescence detection ! �"#������$�
 CDPStar (Roche, Germany) $��
���
��
�O��! �T��T��$ 
 

5.3.1  ก������� RNA Probe ! �"#� DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) 
 
 5.3.1.1  ก���$���������� ���T�� 
  

 	j������� ���T�� pGEM®-T Easy AS-ACSB ��U� pGEM®-T Easy 
AS-ACOA \P����!L���������	 ��M��
�� 11 ��$�  �
���	�\�� PstI "	ก�G������ sense RNA probe 
�����	 ACS V�O ACO V�O$�  �
���	�\�� SacII �j���������� antisense RNA probe �����	 ACS 
V�O ACO L
��������	 1 ��!L�ก��� ��
j��i�ก�����ก������� RNA probe  �
�#� �i�ก����� DIG 
RNA Labeling Kit (SP6/T7) (Roche, Germany) "	�i�ก�������Oก�� �
������� ���T��L
��
������	 1 ��!L�ก��� 10X NEB buffer 3 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 
dithiothreitol, pH 7.9) �����$� 2 ��!L���$�, �$�� 100 ��!L�ก���$����!L���$� BSA �����$� 
0.2 ��!L���$�, ��	�\�� PstI (10 ��	�$$����!L���$�; Biolabs; USA) �����$� 1 ��!L���$� 
�j���������� sense RNA probe ��
	ก������� antisense RNA probe �i�ก�������Oก�� �
� 10X 
NEB buffer 4 (50 mM potassium acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 mM magnesium acetate, 1 mM 
dithiothreitol, pH 7.9), ��	�\�� SacII (10 ��	�$$����!L���$�; Biolabs; USA) �����$�                            
1 ��!L���$� V�O�$��	̂j�"�������$�L�� 20 ��!L���$� 
j��i�ก�����
����G�M��� 37 ��J��\��\��� 
��]	�
�� 2 #��
!����U�F	ก
��FO����  ���s	��� ������G� 	j������� ���T��
��$� �����G�V��
 ��

j�"�� ���s	�������
��~! �"#�#� �i�ก����� GF-1 Gel DNA Recovery Kit (Vivantis, Malaysia) V�O
�O���$Oก�	 ���s	�� �
� 10 mM Tris; pH 8.0 	j� ���s	��
��� ���"#�"	ก��T��$ RNA probe 
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SmaI

NOS poly A

SpeI
BstEII

CaMV35S promoter

AS-ACSB/AS-ACOA

SacII
PstI

T7 SP6

Antisense ACS probesense ACS probe

Antisense ACO probesense ACO probe

pGEM® T-Easy-AS-ACS B

Or
pGEM® T-Easy-AS-ACOA 

 
 

K����� 11  V� �$j�V�	��V�O
�J
�������	 AS-ACSB ��U� AS-ACOA 
������"	������   
    pGEM®-T Easy ��กJ���$��� l V� �!���#	� $��� l  ��	�^ 

sense ACS probe antisense ACS probe sense ACO probe antisense ACO probe
 

  
 5.3.1.2  
���ก��$� ���ก RNA probe  �
�#�  DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) 
(Roche, Germany) 
 
 ก������� sense RNA probe ��U��"#�$�
F���ก��V� ���ก�����	 
AS-ACS ��U� AS-ACO F�กก��
���� � V�����	��ก��� ! �"#� T7 RNA polymerase �i�ก�����ก��
����L��O�� sense RNA probe  �
�#� �i�ก����� DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) (Roche, 
Germany) ��Oก�� �
�������  pGEM®-T Easy-AS-ACSB �j���������� sense ACS RNA probe 
V�O pGEM®-T Easy-AS-ACOA �j���������� sense ACO RNA probe \P������ �
���	�\�� PstI 
L
��������	 1 ��!L�ก���, 10X NTP labeling mixture (10 mM ATP, 10mM GTP, 6.5 mM UTP, 
3.5 mM DIG-UTP in Tris-HCl, pH 7.5) �����$� 2 ��!L���$�, 10X Transcription buffer                   
(400 mM Tris-HCl, pH 8.0, 60 mM MgCl2, 100 mM dithioerythritol (DTE), 20 mM spermidine, 
100 mM NaCl, 1 ��	�$$���������$� RNase inhibitor �����$� 2 ��!L���$�, protector RNase 
inhibitor �����$� 1 ��!L���$� , T7 RNA polymerase (20 ��	�$$����!L���$�) �����$� 2 
��!L���$� ���������$� �
�	̂j�ก���	
�����JF�ก RNase "��L�� 20 ��!L���$� T��"������ก�	��� 
l V�O	j���
j��i�ก�����
����G�M��� 37 ��J��\��\��� ��]	�
�� 2 #��
!�� ��� �i�ก�����! ��$��            
0.2 mM EDTA, pH 8.0 �����$� 2 ��!L���$� ����F�ก	�^		j� RNA probe 
��� ���$ก$Oก�	! �
�$�� 4 M LiCl �����$� 2.5 ��!L���$�V�O 100% ethanol �����$� 75 ��!L���$� T��"������ก�	 
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	j���V#�
����G�M���-70 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� ��U�
����G�M��� �15 �P� �25 ��J��\��\��� 
��]	�
�� 2 #��
!�� ��U��$ก$Oก�	������s	�� 	j����[£	���	��
���� �
�L
����s
 13,000 ���$��	�
� 
��]	�
�� 15 	�
� 
����G�M��� 2-8 ��J��\��\��� ����$Oก�	 �
� 70% ethanol �����$� 50 
��!L���$� V�O	j����[£	���	��
���� �
�L
����s
 13,000 ���$��	�
� ��]	�
�� 5 	�
� 
����G�M��� 
2-8 ��J��\��\��� 
j�$Oก�	"��V��� �O���$Oก�	������s	�� �
�	̂j�
�����JF�ก RNAse �����$� 
100 ��!L���$� 
����G�M��� 37 ��J��\��\��� ��]	�
�� 30 	�
� �กs� RNA probe �
�
����G�M��� �70                          
��J��\��\��� ! �V����กs�$�������$�
��$���ก��"#�"	V$��OL��^� 
 
 ก������� antisense RNA probe ��U��"#�"	ก��$�
F���ก��V� ���ก
�����	 ACS ��U� ACO F�กก��
���� � V�����	��ก���! �"#� SP6 RNA polymerase �i�ก�����ก��
����L��O�� antisense RNA probe  �
�#� �i�ก����� DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) �i�ก�����
��Oก�� �
�������  pGEM®-T Easy-AS-ACSB �j���������� AS-ACS RNA probe V�O 
pGEM®-T Easy-AS-ACOA �j���������� AS-ACO RNA probe \P������ �
���	�\�� SacII L
��
������	 1 ��!L�ก���, 10X NTP labeling mixture (10 mM ATP, 10mM GTP, 6.5 mM UTP, 3.5 
mM DIG-UTP in Tris-HCl, pH 7.5) �����$� 2 ��!L���$�, 10X Transcription buffer (400 mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 60 mM MgCl2, 100 mM dithioerythritol (DTE), 20 mM spermidine, 100 mM 
NaCl, 1 ��	�$$���������$� RNase inhibitor �����$� 2 ��!L���$�, protector RNase inhibitor 
�����$� 1 ��!L���$� , SP6 RNA polymerase (20 ��	�$$����!L���$�) �����$� 2 ��!L���$� 
���������$� �
�	̂j�ก���	
�����JF�ก RNase "��L�� 20 ��!L���$� V�O��^	$�	ก������L��O�� 
antisense RNA probe �#�	� ��
ก��ก������� sense RNA probe 
 

6.  �
������U�ก��� ��� 

  
ก����
�F�� ��	�U# J�	����	��
�J
ก���V�O�
L!	!���#�
M��V���#�$� ���
�
������กN$�J��$�� 


�
����$กj�V��V�	 
!����U�	���ก�U#
 ������ก����
�F�� ��	�U# J�	����	��
�J
ก���V�O�
L!	!���#�
M��V���#�$� 

���
�
������กN$�J��$�� 
�
����$กj�V��V�	 
 

7.  �Q�Q�����U�ก��� ��� 

 

ก��
 ���L��^�	�^�����$�^�V$�ก��M���	�� 2549 �P� ก��M���	�� 2552 



 
52 

N�R�Q��D��E	 
 

N� 

 
1.  ก��HPกG��lDD��$��� m �����N�$��ก��
�������������ก��������ก�����������	����� ���	 ����Q!ก�

R�L�������! �"#���ก�$��	 pMAT21  

 
 1.1  ก��JPกN������	���V�OL
��������	������V�
	����#U^��O!ก�V�L
������
��
����O��"	ก��������	������� PLBs ���ก��
������	�������� �
��  
 
 F�กก��
 ��������	��� A. tumefaciens 
��"#�"	ก��JPกN�ก��������	! �"#��
ก�$��� 
pMAT21 ������� PLBs ���ก��
������	�������� �
�� � �Vก� �����	��� EHA105, C58 V�O AGL-1 
! �"#�L
��������	����#U^�
��"#�����"	#�
� OD600 0.8-1.20 , 1.21-1.60 V�O 1.61-2.00 \P�������G
L
��������	����#U^��O!ก�V�L
������V$��O�����	���V$ก$���ก�	"	V$��O#�
� OD600 LU� �����	��� 
C58 "	#�
� OD600= 0.80-1.20 ��L
��������	����#U^� ~ 4.4×107 cfu/ml "	#�
� OD600= 1.21-1.60  
��L
��������	����#U^� ~ 2.0×108 cfu/ml V�O"	#�
� OD600= 1.60-2.00 ��L
��������	����#U^�                 
~ 2.5×108 cfu/ml ��
	�����	��� AGL-1 "	#�
� OD600 = 0.80-1.20 ��L
��������	����#U^� ~ 1.0×108 
cfu/ml "	#�
� OD600= 1.21-1.60 ��L
��������	����#U^� ~ 1.9×108 cfu/ml V�O"	#�
� OD600= 1.60-
2.00 ��L
��������	����#U^� ~ 2.9×108 cfu/ml V�O�����	��� EHA105 "	#�
� OD600 = 0.80-1.20 ��
L
��������	����#U^� ~ 6.0×1016 cfu/ml "	#�
� OD600= 1.21-1.60 ��L
��������	����#U^� ~ 4.7×1017 
cfu/ml V�O "	#�
� OD600 = 1.60-2.00 ��L
��������	����#U^� ~ 8.2 ×1017 cfu/ml$�
F���ก��
V� ���ก�����	 gus  �
�
��� histochemical assay 
 

T�ก��
 �����
���#U^��O!ก�V�L
������
�^���������	�������O��
��M��"	ก������
��	
�������L
��V$ก$���ก�	�������	���j�L�E
�����$� (p<0.05) F�กก��$�
F	��Fj�	
	 PLBs 
��$� ��
	̂j����	�����	 gus "	ก��
����
��� ����ก��������	 �
��
ก�$��� pMAT21 ��
���#U^� A. tumefaciens 
�����	��� EHA105 "	#�
�L
��������	 OD600 = 1.61-2.00 ��Fj�	
	#�^	 PLBs 
��$� ��	̂j����	��ก

����  LU� 85 ������\s	$� ��
	�#U^� A. tumefaciens �����	��� AGL-1 V�O C58 "	#�
�L
��������	
�� 
OD600 = 1.61-2.00 �� PLBs $� ��	̂j����	 75 V�O 70 ������\s	$� $���j� �� ($����
�� 4) 
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 ��	�^	ก��
 �����^	$�	$����FP���U�ก"#��#U^� A. tumefaciens �����	��� EHA105 
��
L
��������	 8.2 ×1017 cfu/ml ��L�� OD600  �
��ก�� 1.61-2.00 \P���������G����#U^�
������O��"	ก��
������	�������ก��
������	�������� �
�� 

 

$������� 4  T����ก��
 ��������	���V�OL
��������	������V�
	����#U^� A. tumefaciens  
 �����	��� EHA105, AGL-1 V�O C58 
�����F��
ก�$��� pMAT21 $����O��
��M��"	 
 ก��������	������� PLBs ���ก��
�����ก���
����	�������� �
�� 
 

 

1/L��������F�กก��
 ��� 3 \^j�! � 1 \^j�"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	  
2/L��������
��$�� �
���กN�
��$���ก�	��L
��V$ก$���ก�	
�����$� 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 
�������
���! �
��� DMRT  
* V$ก$���
�����$��������	���j�L�E ��U���������
���! �
��� DMRT 
���O ��L
���#U�����	 95 
������\s	$� 
 
 

�����	����#U^� 
�O!ก�V�L
������ 

L
��������	����#U^� 
�O!ก�V�L
������ 


�� OD600 

Fj�	
	 PLBs 
��"��T� 
��	 gus �
ก $��Fj�	
	

PLBs 
�^��� 1/ 

������\s	$�ก���ก� �� 
	̂j����	��� PLBs
��� � 
���ก��������	2/, 

0.80 - 1.20 12.00/20 60.00b 
1.21 - 1.60 13.33/20 66.67a EHA105 
1.61 - 2.00 17.00/20 85.00a 
0.80 - 1.20 11.67/20 58.35b 
1.21 - 1.60 14.00/20 70.00a AGL-1 
1.61 - 2.00 15.00/20 75.00a 
0.80 - 1.20 8.00/20 40.00b 
1.21 - 1.60 13.00/20 65.00a C58 
1.61 - 2.00 14.00/20 70.00a 

F-test   * 
CV (%)   16.04 
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 1.2  ก��JPกN���$��ก���FU�F��������V�
	����#U^� A. tumefaciens �����	��� EHA105  
  
 F�กก��
 ���������	
��T��	�� ��U�ก"#� A. tumefaciens �����	��� EHA105 
�����F�
�
ก�$��� pMAT21 ������	������� PLBs ก��
������	�������� �
��  �
�ก���FU�F���\���V�
	���
����#U^��O!ก�V�L
������
��L�� OD600 = 1.61-2.00 ��^	$����
j�ก��
 �����$��ก���FU�F�����
V�
	����#U^��O!ก�V�L
������$����������
���O���^��ก��
������$� VW 
������$��	̂j��O����
"	
��$�� 1:0, 1:1, 1:10, 1:20, 1:50 V�O 1:100 V�O$�
F���ก��V� ���ก�����	 gus  �
�
��� 
histochemical assay 
 
 T�ก��
 �����
�� PLBs 
��T��	ก��������	 ��ก��$� ��	̂j����	�����	 gus �
��ก�� 
48.35, 68.35, 50.00, 48.35, 46.35 V�O 48.35 ������\s	$� $���j� �� \P�������L
��V$ก$���ก�	�������
	���j�L�E
�����$� (p<0.05) ($����
��  5) �������กs$����U����F��G��P�ก��กj�F� �#U^�                            
�O!ก�V�L
� �������กF�ก PLBs ���ก��
����M������ก��������	 �����G����#U^�
��"#����L
���ก
�ก�	�� �	U���F�กFOกj�F� �#U^���กF�ก#�^	�U#M������ก��������	� ���ก V�O��T������^�ก��
�F��E�$��!$����	U^���U���U#
j�"����O��
��M��ก��������	� �� (Lin et al., 1994)  ��	�^	�����G
�#U^��O!ก�V�L
������
������O���j�����"#�"	ก��������	 LU� ��L�� OD600 "	#�
� 1.61-2.00 V�O�FU�
F���#U^�"	��$�� 1:1 \P���������G�#U^��O!ก�V�L
������
����#�
�$ 4.1× 1017 cfu/ml ($����
�� 5) 
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$������� 5  T����ก���FU�F�����V�
	����#U^��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 
�����F�
 �
ก�$��� pMAT21 "	#�
�L�� OD600 = 1.61-2.00 
����$����O��
��M��ก��������	������� 
 PLBs ���ก��
�����ก���
����	�������� �
�� 
 

 

1/L��������F�กก��
 ��� 3 \^j�! � 1 \^j�"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	  
2/L��������
��$�� �
���กN�
�����U�	ก�	�����L
��V$ก$���ก�	
�����$� 
���O ��L
���#U�����	 95 
������\s	$� �������
���! �
��� DMRT  
ns ���V$ก$���
�����$� ��U���������
���! �
��� DMRT 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 
  
 1.3  ก��JPกN��O�O�
��
��"#�"	ก�� co-cultivation �O�
��� PLBs ���ก��
�����ก���
��
��	�������� �
��ก�����V�
	����#U^��O!ก�V�L
������ 
 

��U��
j�ก�� co-cultivation �O�
��� PLBs ���ก��
����ก�����V�
	����#U^��O!ก�
V�L
������ �
�
��� vortex mixer (Vortex-2 Genie) 
��L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 10 	�
�, 30 	�
� 
V�O 60 	�
� V�O$�
F���ก��V� ���ก�����	 gus  �
�
��� histochemical assay ��
��
������\s	$�ก���ก� ��	̂j����	�����	 gus �	 PLBs �
��ก�� 20.00, 53.35 V�O 38.35 ������\s	$� 

T�ก��V� ���ก�����	 gus "	 PLBs 
���ก��
���� #�
�L
��������	

����#U^��O!ก�
V�L
�������
�� 

OD600 

��$��ก���FU�F���#U^� 
�O!ก�V�L
������"	

��������
��$� VW 
��
����$��	̂j��O����
 

L�����������Fj�	
	 PLBs 

��� ����ก��������	$��

Fj�	
	 PLBs 
��
j� 
ก��������	1/ 

������\s	$�ก��
�ก� ��	̂j����	��� 

PLBs 
��� ����ก��
������	2/ 

1:0 (~8.2 ×1017cfu/ml) 9.67/20 48.35a 
1:1 (~4.1× 1017cfu/ml) 13.67/20 68.35a 

1:10 (~8.2×1016cfu/ml) 10.00/20 50.00a 
1:20 (~4.1× 1016cfu/ml) 9.67/20 48.35a 
1:50 (~1.64×1016cfu/ml) 9.33/20 46.65a 

1.61-2.00 
(~8.2× 1017 cfu/ml) 

1:100 (~8.2×1015cfu/ml) 9.67/20 48.35a 
F-test   ns 

CV (%)   34.81 
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$���j� �� \P�������L
��V$ก$���ก�	�������	���j�L�E
�����$� (p<0.05) ($����
�� 6) "	ก��
 ���
$����� ���U�ก"#��O�O�
��"	ก�� co-cultivation ��]	�
�� 30 	�
� "	ก�������
ก�$��� pMAT21 
! �"#��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 ������� PLBs  ���ก��
������	�������� �
�� �	U���F�ก
��]	�O�O�
��
����Fj�	
	 PLBs $� ��	̂j����	��ก
����  

 
$������� 6  T�ก��
 ����O�O�
��
��"#�"	ก�� co-cultivation �O�
������V�
	����#U^��O!ก�
 V�L
����������	��� EHA105 ก�� PLBs ���ก��
�����ก���
����	�������� �
��  

 

1/L��������F�กก��
 ��� 3 \^j�! � 1 \^j�"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	  
2/L��������
��$�� �
���กN�
�����U�	ก�	�����L
��V$ก$���ก�	
�����$� 
���O ��L
���#U�����	 95 
������\s	$� �������
���! �
��� DMRT  
ns ���V$ก$���
�����$� ��U���������
���! �
��� DMRT 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 
 
 1.4  ก��
 ���
���"	ก�� co-cultivation �O�
��� PLBs ���ก��
�����ก���
����	������
�� �
��ก�����V�
	����#U^��O!ก�V�L
������ 
 

F�กก��
 ���
���ก��$��� l ���ก�� co-cultivation � �Vก� 
���T�����V�
	���
�#U^��O!ก�V�L
������ก�� PLBs ! ������������]	L��^�L��

�ก l 5 	�
� ��]	�
�� 30 	�
� "#�
�L�U��� vortex mixer (Vortex-2 Genie) 
��L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 	�
� V�O"#��L�U��������
��
L
����s
 175 ���$��	�
� 
j�ก�� co-cultivation ��]	�
�� 30 	�
� 
����G�M������� V�O$�
F���
ก��V� ���ก�����	 gus  �
�
��� histochemical assay 

T�ก��V� ���ก�����	 gus "	 PLBs  ก��
���� 
�O�O�
��"	ก�� 

co-cultivation L��������Fj�	
	 PLBs 
��� ����ก��������	 
$��Fj�	
	 PLBs 
��
j�ก��������	1/ 

������\s	$�ก���ก� ��	̂j����	 
��� PLBs 
��� ����ก�� 

������	2/ 
10 	�
� 4.00/20 20.00a 

30 	�
� 10.67/20 53.35a 

60 	�
� 7.67/20 38.35a 
F-test  ns 

CV (%)      50.46 
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��U��	j� PLBs ���ก��
����
��T��	ก��������	��$�
F���ก��V� ���ก�����	 gus 
M������ก��������	 7 
�	 ��
��
���ก�� co-cultivation ! �"#��L�U��� vortex mixer (Vortex-2 Genie) 

��L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 	�
� V�O"#��L�U��������
��L
����s
 175 ���$��	�
� ��]	�
�� 30 
	�
� ��]	
���
���� PLBs 
��$� ��	̂j����	��ก
����  LU� 65 V�O 60 ������\s	$� $���j� �� \P�������L
��
V$ก$���ก�	�������	���j�L�E
�����$� (p<0.05) �j�����
���ก�� co-cultivation ! �ก�������������]	
L��^�L��

�ก l 5 	�
� ��]	�
�� 30 	�
� �� PLBs 
��$� ��	̂j����	$�j���  LU� 31.65 ������\s	$� ($����

�� 7)  ��	�^	
���ก��
������O��"	ก��
j� co-cultivation LU� 
���T�����V�
	����#U^��O!ก�
V�L
������ก�� PLBs ! �"#��L�U��� vortex mixer (Vortex-2 Genie) 
��L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 
	�
� 
����G�M������� �	U���F�ก��]	
���ก��
����Fj�	
	 PLBs 
��$� ��	̂j����	��ก
����  
 

$������� 7  T�ก��
 ���
���ก�� co-cultivation ������V�
	����#U^��O!ก�V�L
�����������	��� 
     EHA105 ก�� PLBs ���ก��
�����ก���
����	�������� �
�� 
 

 
1/L��������F�กก��
 ��� 3 \^j�! � 1 \^j�"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	  
2/L��������
��$�� �
���กN�
��$���ก�	��L
��V$ก$���ก�	
�����$� 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$�  
* V$ก$���
�����$��������	���j�L�E �������
���! �
��� DMRT 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 

T�ก��V� ���ก�����	 gus "	 PLBs ก��
���� 


��� co-cultivation L��������Fj�	
	 PLBs 
��
� ����ก��������	$��Fj�	
	

PLBs  
��
j�ก��������	1/ 

������\s	$�ก���ก� �� 
	̂j����	��� PLBs 
��� � 

���ก��������	2/ 
�����������]	L��^�L��

�ก l 

5 	�
� ��]	�
�� 30 	�
� 
6.33/20 31.65b 

"#��L�U��� vortex mixer 
��L
�� 
��s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 	�
� 

13.00/20 65.00a 

"#��L�U��������
��L
����s
 175 ��� 
$��	�
� ��]	�
�� 30 	�
� 

12.00/20 60.00a 

F-test  * 
CV (%)  24.62 
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 1.5  ก��
 ���ก���$����� celite 
����T�$����O��
��M��ก��������	������� PLBs ���
ก��
���� �
��#U^��O!ก�V�L
������ 
  

F�กก��
j� co-cultivation ��� PLBs ก��
����ก�����V�
	����#U^��O!ก�V�L
������ 
! �"#��L�U��� vortex mixer 
��L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 	�
� ��]	
���
������O���j�����ก������
��	 V�O��U���������O��
��M��ก��������	"�� ������P^	 FP�	j���� celite \P����]	���
��
j�"���ก� �� VT�
��#�
�"	ก�����������	������� PLBs ก��
����  ��	�^	FP�� �
j�ก��
 ����$����� celite �����G 2.5 
ก���$����$� ��"	���V�
	����#U^�"	#�
�ก�� co-cultivation 
���O�O�
��	�	 10, 30, V�O 60 
	�
� $���j� �� �������
���ก��ก������$����� celite V�O$�
F���ก��V� ���ก�����	 gus  �
�

��� histochemical assay 
 
 T�ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 gus "	 PLBs ก��
����
��T��	ก��������	"	
�M�
O
��� �ก���
��V��
����$�	��]	�
�� 7 
�	 ��
��ก���$����� celite �����G 2.5 ก���$����$� ��
"	���V�
	����#U^��O!ก�V�L
������"	#�
�ก�� co-cultivation 
���O�O�
��	�	 10, 30 V�O 60 
	�
� $�
F�� PLBs 
��$� ��	̂j����	�
��ก�� 33.35, 65.00 V�O 51.65 ������\s	$� \P����กก
��"	ก��

 ���
������$����� celite ! ���L
��V$ก$���ก�	�������	���j�L�E
�����$� (p<0.05) ($����
�� 8 
V�OM��
�� 12)  ��	�^	ก���$����� celite ��"	���V�
	����#U^��O!ก�V�L
������"	#�
�ก��
j� 
co-cultivation �����G 2.5 ก���$����$� 
���O�O�
��	�	 30 	�
� �������������O��
��M��"	ก��
���������	������� PLBs ���ก��
������	�������� �
�� "	ก��
 �����^	$����FP�
j�ก��
 ���
�����G������ celite "	�����G$��� l  ��	�^ 0, 0.5, 2.5, 4.5, 6.5, 8.5 V�O 10.5 ก���$����$� 
��
����O��$��ก��������	������� PLBs ���ก��
���� �
��#U^��O!ก�V�L
������ 
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$������� 8  T����ก���$����� celite "	���V�
	����#U^��O!ก�V�L
������"	ก�� co-cultivation  
   ก�� PLBs ���ก��
����$����O��
��M��ก��������	�������ก��
������	�������� �
�� 
 

 
1/L��������F�กก��
 ��� 3 \^j�! � 1 \^j�"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	  
2/L��������
��$�� �
���กN�
��$���ก�	��L
��V$ก$���ก�	
�����$� 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 
�������
���! �
��� DMRT  
* V$ก$���
�����$��������	���j�L�E 
�� ��U���������
���! �
��� DMRT �O ��L
���#U�����	 95 
������\s	$� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T�ก��V� ���ก�����	 gus "	 PLBs ก��
���� 
�O�O�
��"	ก��

co-cultivation 
(	�
�) 

ก���$�� 
��� celite 

L�����������Fj�	
	 PLBs 

��� ����ก��������	$��Fj�	
	  

PLBs  
��
j�ก��������	1/ 

������\s	$�ก���ก� ��	̂j�
���	��� PLBs 
��� ����ก��

������	2/ 
����$�� 5.67/20 28.35c 

10 
�$�� 6.67/20 33.35c 

����$�� 6.00/20 30.00c 
30 

�$�� 13.00/20 65.00a 
����$�� 8.33/20 41.65bc 

60 
�$�� 10.33/20 51.65ab 

F-test   * 
CV (%)   18.46 
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K����� 12  ก��$� ��	̂j����	��� PLBs ก��
����
��
j�ก��������	 �
��#U^��O!ก�V�L
������! ��$����� 
  celite �����G 2.5 ก��� "	�O�
���ก�� co-cultivation  
  ก) �����ก���$����� celite  
  �)  ��ก���$����� celite  

 
 1.6  ก��
 ��������G������ celite 
����T�$����O��
��M��"	ก��������	 �
��#U^� 
�O!ก�V�L
������������� PLBs ���ก��
���� 
 
 F�กก��
 ��������G������ celite �����G$��� l  ��	�^ 0, 0.5, 2.5, 4.5, 6.5, 8.5 
V�O 10.5 ก���$����$� "	�O�
���ก�� co-cultivation ! �"#��L�U��� vortex mixer (Vortex-2 Genie) 

��L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 	�
� V�O$�
F���ก��V� ���ก�����	 gus  �
�
��� 
histochemical assay ��
��ก���$����� celite �����G 0, 0.5, 2.5, 4.5, 6.5, 8.5 V�O 10.5 ก���$��
��$� "	���V�
	����#U^��O!ก�V�L
������"	#�
�ก�� co-cultivation ��]	�
�� 30 	�
� ��
������\s	$�ก��$� ��	̂j����	�	 PLBs �
��ก�� 60.00, 65.00, 66.65, 85.00, 81.65, 75 V�O 78.50 
$���j� �� \P�������L
��V$ก$���
�����$� (p<0.05) V�O��
�� PLBs 
��� ����ก��������	$� F� ��	̂j�
���	"	�O ��L
������
��V$ก$���ก�	 ! ���
��ก���$����� celite �����G 4.5 ก���$����$� PLBs $� 
��	̂j����	������กก
��ก���$����� celite 
�������G�U�	 l ($����
�� 9 V�OM��
�� 13)  
 

 ��	�^	"	ก��
 ���L��^�$����� ���U�ก�$����� celite �����G 4.5 ก���$����$� ��"	
���V�
	����#U^��O!ก�V�L
������#�
�"	ก�� co-cultivation �	U���F�ก#�
��������O��
��M��"	
ก��������	������� PLBs ���ก��
������	�������� �
��� � �
���� V�O
j�"�� PLBs ��ก��$� ��	̂j����	"	
�����G
��������ก�P^	 
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$������� 9  T�ก��
 ���ก���$����� celite �����G$��� l "	���V�
	����#U^��O!ก�V�L
������
  "	ก�� co-cultivation  
 

 

1/L��������F�กก��
 ��� 3 \^j�! � 1 \^j�"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	  
2/L��������
��$�� �
���กN�
�����U�	ก�	�����L
��V$ก$���ก�	
�����$� 
���O ��L
���#U�����	 95 
������\s	$� �������
���! �
��� DMRT  
ns �����L
��V$ก$���
�����$� ��U���������
���! �
��� DMRT 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 
 

 

 

 

 

 

 

T�ก��V� ���ก�����	 gus "	 PLBs ���ก��
���� �����G��� 
��� celite 

(ก���$����$�) 
L�����������Fj�	
	 PLBs 
��� ����ก������

��	$��Fj�	
	 PLBs 
��
j�ก��������	1/ 
������\s	$�ก���ก� ��	̂j����	��� 

PLBs 
��� ����ก��������	2/ 
0 12.00/20 60.00a 

0.5 13.33/20 65.00a 
2.5 14.33/20 66.67a 
4.5 17.00/20 85.00a 
6.5 16.33/20 81.65a 
8.5 15.00/20 75.00a 

10.5 15.67/20 78.35a 
F-test  ns 

CV (%)  5.52 
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K����� 13  ��กNGOก��$� ��	̂j����	
���ก� F�กก��V� ���ก�����	 gus "	�	U^���U��ก��
���� PLBs 
��
  �$����� celite "	�����G$��� l "	#�
����ก��
j� co-cultivation 
  ก. ����$����� celite "	#�
�ก��
j� co-cultivation 
  �.  �$����� celite "	�����G 0.5 ก���$����$� 
  L.  �$����� celite "	�����G 2.5 ก���$����$� 
  �.  �$����� celite "	�����G 4.5 ก���$����$� 
  F.  �$����� celite "	�����G 6.5 ก���$����$� 
  �.  �$����� celite "	�����G 8.5 ก���$����$� 
  #.  �$����� celite "	�����G 10.5 ก���$����$� 

 
 
 

ก � L

� D v

#
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1.7  ก��
 ���T��������i�#�
	O cefotaxime V�O�O ��L
��������	�������i�#�
	O 
cefotaxime $��ก���F��E�$��!$��� PLBs ก��
������	�������� �
��  
 
 1.7.1  ก��
 ���T��������i�#�
	O cefotaxime $��ก���F��E�$��!$��� PLBs 
ก��
������	�������� �
�� 

 
 $�  PLBs ก��
�����	���O��G 2 �������$� ���O���^���	�������$� VW 
��

����$��	̂j��O����
 ($����M�LT	
ก
�� 1) �$������i�#�
	O cefotaxime L
��������	 0, 100, 200, 
300 V�O 400 �����ก���$����$� ! �"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	 "	V$��OL
��������	 
j�ก��
 ��� 3 
\^j� $�
FT�! �ก��	��Fj�	
	 PLBs 
���F��E� �M������ก�����O���^��	�	 4 ��� ��� T�ก��

 �����
�� �	U^���U��ก��
�����������F��E� �"	�����
��������i�#�
	O cefotaxime 
�ก�O ��
L
��������	 ��U�����O���^��	�	 4 ��� ��� ! ��	U^���U��ก��
�������	�  V�O�����G�������ก�P^	 ก����
����	U^���U����������
 V�O��������n	�����]	�� � �$���ก$� (M��
�� 14)  
 
  ��	�^	ก�����O���^�� PLBs ���ก��
���������	�������� �
�� ! �ก���$�����
�i�#�
	O cefotaxime 
���O ��L
��������	 100 � 400 �����ก���$����$� "	�������$� VW 
������$��
	̂j��O����
 �����T�$��ก�������^�ก���F��E�$��!$����]	�� ����	U^���U��ก��
����  ��	�^	"	ก������
��	FP���������U�ก"#�����i�#�
	O cefotaxime "	ก��กj�F� �#U^��O!ก�V�L
������M������ก������
��	� � 
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K����� 14  ��กNGOก���F��E��� PLBs ���ก��
������	�������� �
�����O���^���	����� 
  ����L��O����$� VW 
������$��	̂j��O����
V�O�$������i�#�
	O cefotaxime  
  �O ��L
��������	$��� l ��]	�
�� 4 ��� ��� 
  ก.  L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 0 �����ก���$����$� 
  �. L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 100 �����ก���$����$� 
  L.  L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 200 �����ก���$����$� 
  �.  L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 300 �����ก���$����$� 
  F.  L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 400 �����ก���$����$� 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก �

L � D
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 1.7.2 ก��
 ����O ��L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 
������O���j�����"#�
"	ก��กj�F� �#U^��O!ก�V�L
��������กF�ก PLBs ���ก��
����M������F�กก��������	 
 
    	j� PLBs ���ก��
������	�������� �
��
��� ����ก��������	 �
��O!ก�V�L
������
�����	��� EHA105 \P�����F��
ก�$��� pMAT21 �����O���^���	�������$� VW 
������$��	̂j�
�O����
 V�O�$������i�#�
	O cefotaxime L
��������	 0, 100, 200, 300 V�O 400 �����ก���$��
��$� $���j� �� ��U��กj�F� �#U^��O!ก�V�L
������M������ก��������	 ! ���U��	j� PLBs 
��T��	ก������
��	�����O���^���	�����V�s���$� VW 
������$��	̂j��O����
 V�O����$������i�#�
	O cefotaxime 
��
�� PLBs 
�ก#�^	
��
 ������#U^��O!ก�V�L
������������
���	�F��E�กL���#�^	�U#V�O�	����� 
M������ก�����O���^���	�������]	�
�� 1 ��� ��� (M��
�� 15) ��
	 PLBs 
�����O���^���	�����
��$� VW 
������$��	̂j��O����
 V�O�$������i�#�
	O cefotaxime 
���O ��L
��������	 50 V�O 100 
�����ก���$����$� $�
F��ก���	��§¨�	����#U^��O!ก�V�L
�������	 PLBs ���ก��
���� 31.65 
V�O 26.65 ������\s	$� $���j� �� ��
	�	U^���U��
�����O���^���	�������$� VW 
������$��	̂j��O����
 
V�O�$������i�#�
	O cefotaxime 
���O ��L
��������	 200, 300 V�O 400 �����ก���$����$� �����
ก���	��§¨�	����#U^��O!ก�V�L
������ ��U�����O���^��F	L���
�� 4 ��� ���($����
�� 10 V�OM��
�� 
15) 
  
     ��	�^	"	ก��������	�������ก��
����FP���U�ก"#�����i�#�
	O cefotaxime 
���O ��L
��
������	 200 �����ก���$����$� �$����"	������j��������O���^���	U^���U��ก��
���� ��U��กj�F� �#U^��O!ก�
V�L
������M������ก��������	 ! ������T�$��ก���F��E�$��!$��� PLBs ���ก��
���� 
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$������� 10  T�ก��
 ����O ��L
��������	�������i�#�
	O cefotaxime 
��������กj�F� �#U^� 
  �O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 ��กF�ก PLBs ���ก��
�����ก���
����	������
  �� �
��M������ก��������	��]	�
�� 4 ��� ��� 
 

 

1/L��������F�กก��
 ��� 3 \^j�! � 1 \^j�"#� PLBs Fj�	
	 20 #�^	  
2/L��������
��$�� �
���กN�
��$���ก�	��L
��V$ก$���ก�	
�����$� 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 
�������
���! �
��� DMRT  
* V$ก$���
�����$��������	���j�L�E 
���O ��L
���#U�����	 95 ������\s	$� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�O ��L
��������	������
�i�#�
	O cefotaxime 

(�����ก���$����$�) 

L�����������Fj�	
	 PLBs 
��
�	��§¨�	�#U^��O!ก�V�L
������ 

$��Fj�	
	 PLBs 
��
 ���1/ 

������\s	$�ก���	��§¨�	���
�#U^��O!ก�V�L
������2/ 

0 20.00/20 100.00a 
50 6.33/20 31.65b 

100 5.33/20 26.65b 
200 0.00/20 0.00c 
300 0.00/20 0.00c 
400 0.00/20 0.00c 
F-test  * 

CV (%)  5.90 
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K����� 15  ��กNGO����	U^���U��ก��
����M������ก��������	 ���O���^���	�������$� VW 
������$��  
     	̂j��O����
 
   ก. ����$������i�#�
	O cefotaxime ��"	����� V�O���O���^����]	�
�� 1 ��� ��� 
   �.  �$������i�#�
	O cefotaxime L
��������	 200 �����ก���$����$� ��"	�����V�O
   ���O���^����]	�
�� 1 ��� ���  
   L. ����$������i�#�
	O cefotaxime ��"	����� V�O���O���^����]	�
�� 4 ��� ��� 

   �.  �$������i�#�
	O cefotaxime L
��������	 200 �����ก���$����$� ��"	�����V�O 
���O���^����]	�
�� 4 ��� ���  

 
 
 

 

ก �

L �
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2. ก��!L����� AS-ACS R�Q AS-ACO ���������ก�$��	 pMAT21 

 
 F�กก������������G#� ��	 AS-ACSA, AS-ACSB V�O AS-ACSC V�O#�  AS-ACOA, 
AS-ACOB V�O AS-ACOC F�ก�
ก�$��� pCAMBIA1304-AS-ACSA, pCAMBIA1304-AS-ACSB, 
pCAMBIA1304-AS-ACSC, pCAMBIA1304-AS-ACOA, pCAMBIA1304-AS-ACOB V�O 
pCAMBIA1304-AS-ACOC 
����Oก�� �
� 35S-promoter ��	 ACS ��U� ACO ��
	 A, B V�O C 
V�O NOS-terminator  �
��
L	�L PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O NOST-SmaI �����������
�����G#� ��	� � ��	�^ #� ��	 AS-ACSA ���	�  1,697 L����� #� ��	 AS-ACSB ���	�  1,261 L����� 
#� ��	 AS-ACSC ���	�  1,663 L����� #� ��	 AS-ACOA ���	�  1,426 L����� #� ��	 AS-ACOB ��
�	�  1,125 L����� V�O#� ��	 AS-ACOC ���	�  1,435 L�����$���j� �� (M��
�� 16 V�O $����
�� 
11)  
 
 ����#� ��	 ��ก���
��������
ก�$��� pGEM®-T Easy ��U������������G ���s	�� V�O$�
F���

�J
�����#� ��	
������"	�
ก�$��� pGEM®-T Easy ! �"#���	�\�� SpeI T�ก��$�
F�����
�� #� 
��	 AS-ACSA ��V�� ���s	���	�  4,110 V�O 602 L����� ��	 AS-ACSB ��V�� ���s	���	�  
3,674 V�O 602 L����� ��	 AS-ACSC ��V�� ���s	���	�  3,489 V�O 1,189 L����� ��	 AS-ACOA 
��V�� ���s	���	�  3,839 V�O 602 L����� ��	 AS-ACOB ��V�� ���s	���	�  3,489 V�O 651  
L����� V�O��	 AS-ACOC ��V�� ���s	���	�  3,839 V�O 602 L����� (M��
�� 17, M��
�� 18 V�O
$����
�� 11) \P����]	�	� 
����ก$����j�����V$��O#� ��	  
 
 F�ก	�^	
j�ก������#� ��	 AS-ACS ��U� AS-ACO ��
	 A, B V�O C F�ก�
ก�$��� pGEM®-T 
Easy ! ����� �
���	�\�� SmaI T�ก��$�
F�����
��#� ��	 AS-ACSA ��V�� ���s	���	�  
3,015 V�O 1,697 L����� ��
	��	 AS-ACSB ��V�� ���s	���	�  3,015 V�O 1,261 L����� ��	 AS-
ACSC ��V�� ���s	���	�  3,015 V�O 1,663 L����� ��	 AS-ACOA ��V�� ���s	���	�  3,015 
V�O 1,426 L����� ��	AS-ACOB ��V�� ���s	���	�  3,015 V�O 1,125 L����� V�O��	 AS-ACOC 
��V�� ���s	���	�  3,015 V�O 1,435 L����� (M��
�� 17, M��
�� 19 V�O$����
�� 11) \P����]	�	� 
��
��ก$����j�����V$��O#� ��	  
 
 	j�#� ��	 ��ก���
�#U���$������ก���
ก�$��� pMAT21 
��$j�V�	�� SmaI "	����
G multi-
cloning site (M��
�� 7)� �#� ��	 pMAT21-AS-ACS ��U� AS-ACO ��
	 A, B V�O C (M��
�� 20ก) 
F�ก	�^	
j�ก������#� ��	
��� ���������#U^� A. tumefaciens �����	��� EHA105 \P��$�
F���ก�����������
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#� ��	 pMAT21-AS-ACS ��U� AS-ACO ��
	 A, B V�O C "	�#U^��O!ก�V�L
������! ��
L	�L 
PCR ! �"#��������� 35S-SmaI ก�� NOST-SmaI (M��
�� 20ก) $�
F��#� ��	 AS-ACSA ���	�  
1,697 L����� #� ��	 AS-ACSB ���	�  1,261 L����� #� ��	 AS-ACSC ���	�  1,663 L����� #� ��	 
AS-ACOA ���	�  1,426 L����� #� ��	 AS-ACOB ���	�  1,125 L����� V�O#� ��	 AS-ACOC ��
�	�  1,435 L�����$���j� �� (M��
�� 20� V�O$����
�� 11) \P����]	�	� ��� 35S promoter, AS-
ACS ��U� AS-ACO ��
	 A, B V�O C, V�O NOS-poly A "	
�ก construct  ��M��
�� 20ก V�O$����

�� 11 F�ก	�^	"#��#U^��O!ก�V�L
������ ��ก���
"	ก��������	������� PLBs ก��
�����ก���
����	���
����� �
��$���� 
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K����� 16  ก��$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O ��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
������������G� �
  F�ก"	�
ก�$��� pCAMBIA1304-AS-ACSA, pCAMBIA1304-AS-ACSB,  
  pCAMBIA1304-AS-ACSC, pCAMBIA1304-AS-ACOA, pCAMBIA1304-AS-ACOB 
  V�O pCAMBIA1304-AS-ACOC $���j� ��  �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI 
  V�O NOST-SmaI 
  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  1 : PCR product �	�  1,697 L����� F�ก pCAMBIA1304-AS-ACSA 
  2 : PCR product �	�  1,261 L����� F�ก pCAMBIA1304-AS-ACSB 
  3 : PCR product �	�  1,663 L����� F�ก pCAMBIA1304-AS-ACSC 
  4 : PCR product �	�  1,426 L����� F�ก pCAMBIA1304-AS-ACOA 
  5 : PCR product �	�  1,125 L����� F�ก pCAMBIA1304-AS-ACOB 
  6 : PCR product �	�  1,435 L����� F�ก pCAMBIA1304-AS-ACOC 

 
 
 
 
 
 
 

2.0

10.0

3.0

1.0

kb M       H       1       2        3         4        5       6     
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K����� 17  VT	
�������	 AS-ACSA,AS-ACSB, AS-ACSC, AS-ACOA, AS-ACOB V�O AS-ACOC
  
�����F�����"	�
ก�$��� pGEM®-T Easy  
  ก.  pGEM®-T Easy-AS-ACSA 
  �.  pGEM®-T Easy-AS-ACSB 
  L.  pGEM®-T Easy-AS-ACSC 
  �.  pGEM®-T Easy-AS-ACOA 
  F.  pGEM®-T Easy-AS-ACOB 
  �.  pGEM®-T Easy-AS-ACOC 
 
 

 

SmaI

NOS poly A

SpeI
BstEII

SmaI

CaMV35S promoter

AS-ACSA

SpeI (64)
EcoRI (52)

T7 SP6

SmaI

NOS poly A

SpeI
BstEII

SmaI

CaMV35S promoter

AS-ACSB

SpeI (64)
EcoRI (52)

T7 SP6

SmaI

NOS poly A

SpeI
BstEII

SmaI

CaMV35S promoter

AS-ACSC

SpeI (64)
EcoRI (52)

SP6T7

SmaI

NOS poly A

SpeI
BstEII

SmaI

CaMV35S promoter

AS-ACOA

SpeI (64)
EcoRI (52)

T7 SP6

SmaI

NOS poly A

SpeI
BstEII

SmaI

CaMV35S promoter

AS-ACOB

SpeI (64)

EcoRI (52)

SP6T7

SmaI

NOS poly A

SpeI
BstEII

SmaI

CaMV35S promoter

AS-ACOC

SpeI (64)
EcoRI (52)

T7 SP6

ก �

L �

D v



 

73 

 

K����� 18  ก��$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O ��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
������"	�
ก�$���  
  pGEM®-T Easy $�
F���! �ก������ �
���	�\��$� Fj����O SpeI 
  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  1 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSA 
������ ����� �
���	�\��  
  2 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSA 
������ �
���	�\��$� Fj����O SpeI  
  3 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSB 
������ ����� �
���	�\��  
  4 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSB 
������ �
���	�\��$� Fj����O SpeI 
  5 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSC 
������ ����� �
���	�\��  
  6 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSC 
������ �
���	�\��$� Fj����O SpeI 
  7 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOA 
������ ����� �
���	�\�� 
  8 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOA 
������ �
���	�\��$� Fj����O SpeI 
  9 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOB 
������ ����� �
���	�\�� 
  10 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOB 
������ �
���	�\��$� Fj����O SpeI 
  11 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOC 
������ ����� �
���	�\�� 
  12 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOC 
������ �
���	�\��$� Fj����O SpeI 
 
 
 

 

5.0
4.0

2.0

10.0

3.0

0.75

kb

1.5

M       1     2      3     4        5     6      7      8        9     10     11   12     

0.50
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K����� 19  ก��$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O ��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
������"	�
ก�$���  
  pGEM®-T Easy $�
F���! �ก������ �
���	�\��$� Fj����O SmaI 
  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  1 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSA 
������ ����� �
���	�\��  
  2 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSA 
������ �
���	�\��$� Fj����O SmaI  
  3 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSB 
������ ����� �
���	�\��  
  4 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSB 
������ �
���	�\��$� Fj����O SmaI 
  5 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSC 
������ ����� �
���	�\��  
  6 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACSC 
������ �
���	�\��$� Fj����O SmaI 
  7 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOA 
������ ����� �
���	�\�� 
  8 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOA 
������ �
���	�\��$� Fj����O SmaI 
  9 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOB 
������ ����� �
���	�\�� 
  10 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOB 
������ �
���	�\��$� Fj����O SmaI 
  11 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOC 
������ ����� �
���	�\�� 
  12 :  ���s	����� pGEM®-T Easy -AS-ACOC 
������ �
���	�\��$� Fj����O SmaI 
 
 

2.0

10.0

3.0

0.75

kb

1.5

M      1       2       3       4     5       6      7       8      9   10   11    12     

0.50
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EcoRI
SseI

T-Rint-35SP

HindIII
SseI

HindIII
SmaI

CaMV35S promoter

AS-ACS/AS-ACO

NOS poly A

SpeI
BstEII SacI

T-GUS-nosPRS RS LB

SmaI

iptP-ipt-TRB

35S-SmaI NOS T-SmaI 
ก

 

2.0

10.0

3.0

1.0

kb M       H       1         2       3        4         5       6      H        M     

1.5
2.0

10.0

3.0

1.0

kb

1.5

�
 

 

K����� 20  VT	
�������	 AS-ACS V�O AS-ACO 
�����F�"	�
ก�$��� pMAT21 (ก) V�O 
  ก��$�
F
��L��O��#� ��	 AS-ACS V�O��	 AS-ACO ��
	 A, B V�O C 
������"	�
ก�$��� 
  pMAT21  �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O NOST-SmaI (�) 
  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  1 : PCR product �	� ��O��G 1,697 L����� F�ก pMAT21-AS-ACSA 
  2 : PCR product �	� ��O��G 1,261 L����� F�ก pMAT21-AS-ACSB 
  3 : PCR product �	� ��O��G 1,663 L����� F�ก pMAT21-AS-ACSC 
  4 : PCR product �	� ��O��G 1,426 L����� F�ก pMAT21-AS-ACOA 
  5 : PCR product �	� ��O��G 1,125 L����� F�ก pMAT21-AS-ACOB 
  6 : PCR product �	� ��O��G 1,435 L����� F�ก pMAT21-AS-ACOC 
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3.  ก��$��D������ AS-ACS ��M� AS-ACO R�Q��� ipt xP����y����L� ��M�ก"�ก������� � R���

�����ก���"��Q�Q�� ก�QD�ก 

 

 F�กก��������	 pMAT21-AS-ACS V�O pMAT21-AS-ACO 
������	 AS-ACS V�O AS-ACO 
��
	 A, B V�O C �������ก��
�����ก���
����	�������� �
��! �"#��#U^��O!ก�V�L
������ ��
��
M������ก��������	��]	�
�� 2 � U�	 �	U^���U���������n	���]	ก����VL����������
 V�O��n	�$������]	
�� ก�OF�ก ��U�����^���	�������$� VW 
������$��	̂j��O����
 	�	��O��G 4-6 � U�	 (M��
�� 21 
V�OM��
�� 22) ��กNGO����� ก�OF�ก
������ก$� ��� 2 V�� LU� �� ก�OF�กV��
���ก�O$�
ก�	�����
�	�V	�	 V�OV���ก�O$�
ก�	��
� l F�ก	�^		j��� ก�OF�ก
���ก�O$�
ก�	������	�V	�	��$�
F

��L��O������	 AS-ACS, AS-ACO V�O��	 ipt ! ��
L	�L PCR V�O Southern blot hybridization of 
PCR products 
 

 T�ก��$�
F�����	 AS-ACSA, AS-ACSB, AS-ACSC, AS-ACOA, AS-ACOB, AS-ACOC 
V�O��	 ipt "	ก��
���� � V�����	��ก���"	�O�O�� ก�OF�ก �
��
L	�L PCR V�O
j�ก���U	��	
T� �
� Southern blot hybridization of PCR products ! �"#��������� 35S-SmaI V�O AS-
ACS1BstEII, 35S-SmaI V�O AS-ACS400BstEII, 35S-SmaI V�O AS-ACS400BstEII, 35S-SmaI 
V�O ACO1R-B1, 35S-SmaI V�O ACO301R-B2, 35S-SmaI V�O ACO301R-B2, IPT1 V�O IPT2 
$���j� �� ($����
�� 2) 
 
 ก��
����
������	 AS-ACSA $�
F��V�� ���s	���	�  1,440 L����� (M��
�� 23ก V�O 23�) 
V�O��	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 23L V�O 23�) Fj�	
	 8 $�	 F�กFj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  
300 ก�OF�ก \P������O��
��M��"	ก��������	L� ��]	 2.66 ������\s	$� ($����
�� 12)  
 
 ก��
����
������	 AS-ACSB $�
F��V�� ���s	���	�  1,008 L����� (M��
�� 24ก V�O 24�) 
V�O��	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 24L V�O24�) Fj�	
	 124 $�	 F�กFj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  
281 ก�OF�ก \P������O��
��M��"	ก��������	L� ��]	 44.12 ������\s	$� ($����
�� 12) 
 
 ก��
����
������	 AS-ACSC $�
F��V�� ���s	���	�  1,410 L����� (M��
�� 25ก V�O25�) 
V�O��	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 25L V�O 25�) Fj�	
	 76 $�	 F�กFj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  
300 ก�OF�ก \P������O��
��M��"	ก��������	L� ��]	 25.33 ������\s	$� ($����
�� 12)  
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 ก��
����
������	 AS-ACOA $�
F��V�� ���s	���	�  1,173 L����� (M��
�� 26ก V�O 26�) 
V�O��	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 26L V�O 26�) Fj�	
	 219 $�	 F�กFj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  
540 ก�OF�ก \P������O��
��M��"	ก��������	L� ��]	 40.55 ������\s	$� ($����
�� 12)  
 
 ก��
����
������	 AS-ACOB $�
F��V�� ���s	���	�  872 L����� (M��
�� 27ก V�O 27�) 
V�O��	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 27L V�O 28�) Fj�	
	 240 $�	 F�กFj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  
404 ก�OF�ก \P������O��
��M��"	ก��������	L� ��]	 59.40 ������\s	$� ($����
�� 12)  
 
 V�Oก��
����
������	 AS-ACOC $�
F��V�� ���s	���	�  1,182 L����� (M��
�� 28ก V�O 
28�) V�O��	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 28L V�O 28�) Fj�	
	 169 $�	 F�กFj�	
	�� ก�OF�ก

�^���  457 ก�OF�ก \P������O��
��M��"	ก��������	L� ��]	 36.98 ������\s	$� ($����
�� 12) ��
	
$�	
��� �
j�ก��������	
���������	V�O$�	
������ �������	FO$�
F�����V�� ���s	���	�  ��ก���
  
 
 ก��$�
F���ก�����������#� ��	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O��	 ipt 	�^	 ��]	ก��
$�
F�����	��U^��$�	 "	�	U^���U��
����n	���]	�� ก�OF�ก 	j��� ก�OF�ก
��"��T��
กF�กก��
$�
F��� �
�
��� PCR V�O Southern blot hybridization of PCR products ($����
�� 12) ��
���O���^��"����n	�"����]	$�	
�������G� (M��
�� 21 V�O 22) V�O	j���$�
F�����	 AS-ACS,                    
AS-ACO V�O��	 ipt  �
�
��� PCR V�O Southern blot hybridization of PCR product ��กL��^� ��U��
$�
F
��L��O��
����	 ipt \P����]	��	L� ��U�ก� ���ก$� ��กF�กF�!	�ก��
����V�O������O��	 AS-ACS 
��U� AS-ACO  
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K����� 21  ��^	$�	"	ก��������	�������ก��
���� �
��#U^��O!ก�V�L
������! �"#��
ก�$��� pMAT21  
  ก.  ��กNGO��� PLBs 
��"#��j�����ก��������	 

  �.  ��^	$�	ก�� co-cultivation "	ก��������	�������ก��
���� �
��#U^��O!ก�V�L
������  
  L.  ���� PLBs 
���	�������$� VW 
������$��	̂j��O����
 
  �.  ��กNGO�	U^���U����n	���]	ก����VL����������
 M������ก��������	��]	�
�� 2 � U�	 
  F.  ��กNGO�� 
��V$ก��]	ก�OF�ก (ipt-shooties) M������ก��������	��]	�
�� 4 � U�	 
  �.  ��กNGO�� 
��V$ก��]	ก�OF�ก (ipt-shooties) M������ก��������	��]	�
�� 5 � U�	 
  #.  ��กNGO�� 
��V$ก��]	ก�OF�ก (ipt-shooties) M������ก��������	��]	�
�� 6 � U�	 
  \.  �� �ก$���n	���F�ก�� ก�OF�ก ����
G��กJ�#�^  
  ©.  ��n	��� �ก$�"����]	$�	V�O��ก
�������G�  

ก

L�

#

ก

�

x

vD

z
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K����� 22  ��กNGOก����n	���]	�� ก�OF�ก��� PLBs ก��
����M������ก��������	 pMAT21-AS-
    ACS ��U� pMAT21-AS-ACO 

 ก-L.  ก���ก� �� ���ก��
����
������ ����ก��������	 
 �-�.  ก���ก� �� ก�OF�ก (ipt-shooties) M������ก��������	��]	�
�� 4-5 � U�	 
 #-©. ก���ก� �� �ก$� (normal-shooty) ����
G��กJ�#�^ M������ก��������	��]	�
�� 
   6-8 � U�	  

 

 

 

v� D

ก � L

x# z
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$������� 12  ��O��
��M��"	ก��������	�������ก��
������	�������� �
��"	�O�O�� ก�OF�ก 
 (ipt shooties) 
 

 

 

#� ��	 
Fj�	
	 PLBs  

��"#�"	ก�� 

������	 

Fj�	
	�� ก�OF�ก
��$�
F����	
AS-ACS ��U� AS-ACO  V�O��	 ipt 
�
ก$��Fj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  

������\s	$� 

��� ����ก��

������	(1) 
��	 AS-ACS 
pMAT21-AS-ACSA 250 8/300 2.66 
pMAT21-AS-ACSB 290 124/281 44.12 
pMAT21-AS-ACSC 220 76/300 25.33 
��	 AS-ACO 
pMAT21-AS-ACOA 300 219/540 40.55 
pMAT21-AS-ACOB 285 240/404 59.40 
pMAT21-AS-ACOC 230 169/457 36.98 

× 100 
(1)������\s	$�
��� ����ก��������	 = Fj�	
	�� ก�OF�ก
��$�
F����	 AS-ACS+/AS-ACO+ V�O��	 ipt+ 

   Fj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  

 



 

81 

M     H   N    1      2     3     4      5    6     7     8     P1

1,444 bp

ก

1,500 bp

M   H   N  1      2       3      4       5     6      7     8      P1

1,444 bp

�

M     P2     H    N    1       2     3      4     5     6      7     8

800 bp
�

1,000 bp

1,000 bp

M     P2    H    N    1      2     3     4      5    6     7      8

800 bp

L
750 bp

 
 

K����� 23  ก��$�
F�����	 AS-ACSA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� ก�OF�ก
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS1BstEII "	ก��$�
F�����	  
  AS-ACSA 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	
  T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSA  �
�  
  35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� 
  PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

 M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
 H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
 1-8 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-8 

   P1 : ������  pMAT21-AS-ACSA ��]	 positive control �����	 AS-ACSA \P���� 
    �	�  1,444 L����� 

   P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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H   N  P2 1     2     3  4     5   6     7    8    9 10  11  12 13 

800 bp
�

800 bp
1,000 bp

M P2 H   N   1    2    3     4    5   6    7   8     9    10  11  12  13

L

P1 1  2   3   4     5   6    7   8  9  10   11 12   13  H  N

1,008 bp

1,500 bp

�

M   P1 1    2     3    4    5   6     7    8     9  10   11  12  13   H  N

1,008 bp1,000 bp
ก

750 bp

 
 
K����� 24  ก��$�
F�����	 AS-ACSB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� ก�OF�ก  
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII "	ก��$�
F�����	  
  AS-ACSB 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	
  T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSB  �
�  
  35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� 
  PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

 M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
 H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
 N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
 1-13 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-13 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACSB ��]	 positive control �����	 AS-ACSB \P����   

  �	�  1,008 L�����  
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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M  P2 H    N    1   2    3     4    5    6    7    8    9   10  11  12  13

800 bp
1,000 bp

L

800 bp

P2 H    N   1     2     3    4     5   6    7    8     9   10   11   12   13

�

M   P1 H   N    1   2    3    4    5    6   7    8    9   10  11  12  13

1,410 bp1,000 bp

ก
P1 H   N   1     2     3    4    5    6    7     8   9   10   11  12   13

1,410 bp
�

1,500 bp

750 bp

 
 
K����� 25  ก��$�
F�����	 AS-ACSC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� ก�OF�ก
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII $�
F�����	 AS-ACSC 
  
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR 
   �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSC  �
� 35S-promoter probe 
  (�)�������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T�
��L��O�� PCR  �
�
��� 
   Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
  1-13 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-13 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACSC ��]	 positive control �����	 AS-ACSC \P���� 

   �	�  1,410 L����� 
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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M  H  N    P1    1   2    3  4    5   6    7    8  9   10  11   12  13 14

1,173 bp

M H N  P2 1    2    3   4    5   6    7   8    9    10  11  12  13 14  

800 bp1,000 bp

P2 H    N     1    2     3   4  5   6   7   8   9   10  11 12  13  14  

800 bp

M  H  N   P1 1    2    3  4    5   6   7   8    9   10 11  12   13 14

1,500 bp 1,173 bp

ก

�

L

�

1,000 bp

500 bp

 
 

K����� 26  ก��$�
F�����	 AS-ACOA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� ก�OF�ก 
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO1R-B1 $�
F�����	 AS-ACOA   
  
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR 
   �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOA  �
� 35S-promoter probe 
  (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O
j�ก���U	��	T� PCR  �
�
��� 
  Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^�"#���]	 negative control  
  N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
  1-14 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-14 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACOA ��]	 positive control �����	 AS-ACOA \P����

    �	�  1,173 L����� 
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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M  H   N   P1     1     2    3    4    5    6    7     8    9  10   11   12  13  14

872 bp

1,000 bp

M  H   N  P1 1    2    3    4    5   6     7    8   9    10   11  12   13  14  

872 bp

M  H    N   P2 1     2     3    4   5     6    7    8  9   10  11   12   13 14  

800 bp1,000 bp

P2 H    N      1     2    3 4   5    6    7    8  9   10   11  12  13  14  

800 bp

ก

�

L

�

750 bp

750 bp

 
 

K����� 27  ก��$�
F�����	 AS-ACOB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� ก�OF�ก  
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 $�
F�����	 AS-ACOB   
  
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR 
   �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOB  �
� 35S-promoter probe 
  (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern 
  blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

 M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
 H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
 N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
 1-14 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-14 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACOB ��]	 positive control �����	 AS-ACOB \P����

    �	�  872 L����� 
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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P1 H   N    1    2      3   4     5     6      7     8    9  10  11   12   13    

1,182 bp

800 bp

M  H   N    P2 1    2    3    4     5    6   7     8     9  10   11  12  13    

800 bp

ก

�

M  H    N     P2 1   2   3    4     5    6   7     8   9    10    11  12   13   

M    P1 H  N 1    2     3    4   5    6    7      8    9  10   11   12    13    

1,182 bp1,500 bp

1,000 bp

L

�

ก

�

1,000 bp

750 bp

 
 
K����� 28  ก��$�
F�����	 AS-ACOC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� ก�OF�ก  
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 $�
F�����	 AS-ACOC 
  
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� PCR 
   �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOC  �
� 35S-promoter probe 
  (�) �������� IPT1 V�O IPT2 $�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR  �
� 
��� Southern 
  blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
  1-13 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-13 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACOC ��]	 positive control �����	 AS-ACOC \P����

    �	�  1,182 L����� 
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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4.  ก��$��D������ AS-ACS ��M� AS-ACO R�Q��� ipt xP����y����L� ��M�ก"�ก������� � R���

�����ก���"��Q�Q$���ก$� 

 

 	j��� ก�OF�ก
��$�
F����	 AS-ACS V�O AS-ACO ��
	 A, B, V�O C V�O$�
F����	 
ipt  �
�
��� PCR V�O Southern blot hybridization of PCR product ($����
�� 12) �����^��"����n	�
��]	$�	
�������G� (M��
�� 21 V�O 22) V�O	j���$�
F�����	 ��ก���
��กL��^� �
�
��� PCR V�O
j�
ก���U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization of PCR products ��U��
��L��O��
��$�	�ก$�
��
� ����L�����	 AS-ACS V�O AS-ACO ����V$����JF�ก��	 ipt \P����]	��	L� ��U�ก T�ก��$�
F���
��
��ก��
����
��� ����ก��������	��	 AS-ACSA $�
F��$�	
������	 AS-ACSA (M��
�� 29ก V�O 29
�) 
���������	 ipt ����"	F�!	� (M��
�� 29L, 29� V�O$����
�� 13)  

 
 $�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACSB 
����]	�� � ���
V�O"��T� PCR �
ก"	�O�O�� 
ก�OF�ก Fj�	
	 124 $�	 ��$�
F��� �
�
��� PCR ��กL��^� ��$�	
������	 AS-ACSB \P��"��V��                   
 ���s	���	�  1,008 L����� (M��
�� 30ก V�O 30�) V$�$�
F�������	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 30
L V�O 30�) Fj�	
	 5 $�	 � �Vก� $�	ก��
���� line 1 = AS-ACSB-107A, line 2 = AS-ACSB-108A, 
line 3 = AS-ACSB-117A, line 5 = AS-ACSB-203A V�O line 6 = AS-ACSB-208A L� ��]	ก��
����
 � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก�
��ก�� 4 ������\s	$� ($����
�� 13) 
 
 $�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACSC 
����]	�� � ���
\P��"��T� PCR �
ก"	�O�O�� 
ก�OF�ก Fj�	
	 76 $�	 ��$�
F��� �
�
��� PCR ��กL��^� ��$�	
������	 AS-ACSC \P��"��V��               
 ���s	���	�  1,410 L����� (M��
�� 31ก V�O 31�) V$�$�
F�������	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 31
L V�O 31�) Fj�	
	 4 $�	 � �Vก�$�	ก��
���� line 2 = AS-ACSC-2E, line 3 = AS-ACSC-7E, line 6 = 
AS-ACSC-34E V�O line 7 = AS-ACSC-50E L� ��]	ก��
���� � V�����	��ก���
�����JF�ก��	
L� ��U�ก�
��ก�� 5.26 ������\s	$� ($����
�� 13)  

 
�j�����$�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACOA 
����]	�� � ���

��"��T� PCR �
ก"	

�O�O�� ก�OF�ก Fj�	
	 219 $�	 ��$�
F��� �
�
��� PCR ��กL��^� ��$�	
������	 AS-ACOA \P��"��
V�� ���s	���	�  1,173 L����� (M��
�� 32ก V�O 32�) V$�$�
F�������	 ipt �	�  800 L����� (M��

�� 32� V�O 32�) Fj�	
	 11 $�	 � �Vก� $�	ก��
���� line 1 = AS-ACOA-30B, line 2 = AS-ACOA-
10C, line 3 = AS-ACOA-11C, line 4 = AS-ACOA -12C, line 5 = AS-ACOA-14C, line 6 = AS-
ACOA-16C, line 7 = AS-ACOA-18C, line 8 = AS-ACOA-29C, line 11 = AS-ACOA-33C, line 12 = 
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AS-ACOA-45C V�O line 13 = AS-ACOA-61C L� ��]	ก��
���� � V�����	��ก���
�����JF�ก��	
L� ��U�ก�
��ก�� 5 ������\s	$� ($����
�� 13)  

 
 $�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACOB 
����]	�� � ���

��"��T� PCR �
ก"	�O�O�� 
ก�OF�ก Fj�	
	 221 $�	 ��$�
F��� �
�
��� PCR ��กL��^� ��$�	
������	 AS-ACOB \P��"��V��                
 ���s	���	�  872 L����� (M��
�� 33ก V�O 33�) V$�$�
F�������	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 33L 
V�O33�) Fj�	
	 2 $�	 � �Vก� $�	ก��
���� line 11 = AS-ACOB-10B V�O line 12 = AS-ACOB-11B 
L� ��]	ก��
���� � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก�
��ก�� 0.90 ������\s	$� ($����
�� 13)  

 
 $�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACOC 
����]	�� � ���

��"��T� PCR �
ก"	�O�O�� 
ก�OF�ก Fj�	
	 169 $�	 ��$�
F��� �
�
��� PCR ��กL��^� $�
F��$�	
������	 AS-ACOC \P��"��V��
 ���s	���	�  1,182 L����� (M��
�� 34ก V�O 34�) V$�$�
F�������	 ipt �	�  800 L����� (M��
�� 34
L V�O 34�) Fj�	
	 12 $�	 � �Vก� $�	ก��
���� line 2 = AS-ACOC-7E, line 3 = AS-ACOC-10E, 
line 4 = AS-ACOC-14E, line 5 = AS-ACOC-20E, line 6 = AS-ACOC-21E, line 7 = AS-ACOC-
22E, line 9 = AS-ACOC-30E, line 10 = AS-ACOC-34E, line 11 = AS-ACOC-36E, line 12 = AS-
ACOC-55E, line 13 = AS-ACOC-56E V�O line 14 = AS-ACOC-98E L� ��]	ก��
���� � V���
��	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก�
��ก�� 7.10 ������\s	$� ($����
�� 13)  
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$������� 13  ��O��
��M��"	ก��������	 AS-ACS V�O AS-ACO �������ก��
������	�������� �
��
$�
F���"	�O�O$�	�ก$�! �
��� PCR 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

#� ��	 
Fj�	
	�� �ก$� 
��$�
F����	 ACS+/ACO+

V�O��	 ipt-$��Fj�	
	�� ก�OF�ก
�^���  

����]	�� � ���

��"��T� PCR �
ก 

������\s	$�ก��
����
 � V�����	��ก���


�����JF�ก��	
L� ��U�ก(1) 

��	 AS-ACS 
pMAT21-AS-ACSA 0/8 0.00 
pMAT21-AS-ACSB 5/124 4.00 
pMAT21-AS-ACSC 4/76 5.26 
��	 AS-ACO 
pMAT21-AS-ACOA 11/219 5.00 
pMAT21-AS-ACOB 2/221 0.90 
pMAT21-AS-ACOC 12/169 7.10 

(1) % ก��
���� � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก = Fj�	
	�� ก�OF�ก
������	 AS-ACS+/AS-ACO+��	 ipt_ 

                                  Fj�	
	�� ก�OF�ก
�^��� 
����]	�� � ���

��"��T� PCR �
ก 
 

× 100 
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1,000 bp

M     H      N      P2        1      2      3      4       5      6       7     8

800 bp
L

1,500 bp

M   H      N        P1        1       2       3      4       5       6     7     8

1,444 bp

ก
M    H    N       P1      1        2        3     4       5       6       7      8

1,444 bp

�

M      H       N       P2       1       2      3       4      5       6     7      8

800 bp

�

1,000 bp

750 bp

 
 

K����� 29  ก��$�
F�����	 AS-ACSA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 "	�O�O�� �ก$�
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS1BstEII "	ก��$�
F�����	 AS-
  ACSA 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	T� 
  PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSA  �
� 35S-promoter 
  probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR 
  V�O
��L��O�� PCR product  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� 
  ipt probe (�)  

 M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
 H : 	̂j�ก���		P������#U^�"#���]	 negative control  
 N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
 1-8 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-8 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACSB ��]	 positive control �����	 AS-ACSB \P���� 

   �	�  1,008 L����� 
 P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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1,008 bp

H      N    1        2       3       4        5      6        7       8     P1

�

800 bp

H      N     1     2       3        4       5       6       7       8      P2

�

M     H     N    1       2      3      4      5       6      7     8     P1

1,008 bp

ก

1,500 bp1,000 bp

800 bp

M     H      N     1     2      3      4      5      6     7      8     P2

L

1,000 bp750 bp

 
 
K����� 30  ก��$�
F�����	 AS-ACSB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� �ก$� 
     �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII "	ก��$�
F�����	  
    AS-ACSB 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	
    T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSB  �
� 35S-  
    promoter probe (�)�������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� 
    PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  
    M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
    H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
    N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
    1-8 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-8 
     P1 : ������  pMAT21-AS-ACSC ��]	 positive control �����	 AS-ACSC \P���� 
    �	�  1,410 L����� 
     P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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H       N       P2        1     2     3      4      5      6      7      8      9

800 bp

�

1,410 bp

M    H      N      P1 1     2      3      4      5    6      7       8      9

ก

1,500 bp

1,410 bp

H      N      P1 1       2       3      4      5       6      7       8      9

�

1,000 bp
800 bp

M    H     N    P2 1      2      3      4       5      6      7       8    9

L

1,000 bp

750 bp

 
 
K����� 31  ก��$�
F�����	 AS-ACSC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� �ก$�
      �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACS400BstEII "	ก��$�
F�����	  
     AS-ACSC 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	
     T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACSC  �
�  
     35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O
      �U	��	T� PCR  �
� 
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
  1-9 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-9 
   P1 : ������  pMAT21-AS-ACSC ��]	 positive control �����	 AS-ACSC \P���� 

   �	�  1,410 L����� 
   P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L�����  
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H  N   P1    1    2   3   4    5    6  7    8    9   10  11  12 13 14

1,173 bp

�

H   N  P2     1    2    3  4     5   6  7  8 9 10  11  12 13 14

800 bp
�

M  H  N P2 1    2    3   4    5   6  7   8  9  10  11 12 13 14

800 bp
L

1,000 bp

M  H  N P1   1   2  3    4   5   6   7  8   9 10  11  12  13 14

1,173 bp

ก

1,500 bp
1,000 bp

500 bp

 
 

K����� 32  ก��$�
F�����	 AS-ACOA V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� �ก$� 
 �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO1R-B1 "	ก��$�
F�����	 AS-
ACOA 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	 T� 
PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOA  �
�35S-promoter 
probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O�U	��	T� PCR 
 �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
  1-14 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-14 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACOA ��]	 positive control �����	 AS-ACOA \P���� 

   �	�  1,173 L����� 
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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872 bp

M     H     N    P1    1      2    3       4     5      6       7    8      9    10     11   12   13  

�

872 bp

M     H    N    P1    1     2       3    4     5      6     7      8     9     10    11   12    13  

ก

1,000 bp

M      H   N     P2 1     2      3     4     5     6     7     8      9    10   11   12   13

800 bp
L

1,000 bp

750 bp

500 bp

M   H    N P2 1     2      3   4      5      6     7     8      9  10     11   12   13

�

800 bp

 
 

K����� 33  ก��$�
F�����	 AS-ACOB V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� �ก$�
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 "	ก��$�
F�����	  
  AS-ACOB
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	
  T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOB  �
�  
  35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O  
  �U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  
  M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
  N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
  1-13 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-13 
   P1 : ������  pMAT21-AS-ACOB ��]	 positive control �����	 AS-ACOB \P���� 

   �	�  872 L����� 
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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M  H   N   1      2   3   4   5    6 7   8    9    10    11  12 13  14    P2

800 bp
�

M  H   N     P1     1     2    3     4    5   6    7    8   9    10   11    12  13  14

1,182 bp

�
M  H    N     P2     1   2    3    4     5     6   7    8   9     10  11  12   13  14

800 bp
L

1,000 bp

M  H    N   P1   1    2     3   4    5   6   7    8     9  10 11 12  13 14

1,182 bp

ก

1,500 bp
1,000 bp

500 bp

 
 

K����� 34  ก��$�
F�����	 AS-ACOC V�O��	 ipt "	ก��
����
��� ����ก��������	 �O�O�� �ก$� 
   �
�
��� PCR ! �"#��������� 35S-SmaI V�O ACO301R-B2 "	ก��$�
F�����	  
  AS-ACOC 
��L��O���	�  ���s	�� �
� 0.8 % agarose gel electrophoresis (ก) V�O�U	��	
  T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 AS-ACOC  �
�  
  35S-promoter probe (�) �������� IPT1 V�O IPT2 "	ก��$�
F�����	 ipt (L) V�O  
  �U	��	T� PCR  �
�
��� 
  Southern blot hybridization $�
F�����	 ipt  �
� ipt probe (�)  

 M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
 H : 	̂j�ก���		P������#U^� "#���]	 negative control  
 N :  ���s	��F�กก��
����
������ �������	 "#���]	 negative control 
 1-14 :  ���s	��F�กก��
���� � V�����	��ก��� line 1-14 
  P1 : ������  pMAT21-AS-ACOC ��]	 positive control �����	 AS-ACOC \P���� 
   �	�  1,182 L����� 
  P2 : ������  pMAT21 vector ��]	 positive control �����	 ipt \P�����	�  800 L����� 
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5.  ก��$��D���DU����#� ������ AS-ACS ��M� AS-ACO R�Q��� ipt "�$��ก������� � R���

�����ก���! ����� Genomic Southern blot hybridization  
 

 $�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O��	 ipt �	!L�!�!\����$�	
ก��
���� � V�����	��ก���! �	j� ���s	��
���ก� � ������� �
���	�\��$� Fj����O HindIII ��U� 
BglII V�O$�
F����	 AS-ACSB ��U� AS-ACO V�O��	 ipt  �
��
L	�L Southern blot hybridization 
T�ก��$�
F���"	$�	ก��
����
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSB Fj�	
	 5 line 
� �Vก� line AS-ACSB-107A, AS-ACSB-108A, AS-ACSB-117A, AS-ACSB-203A V�O AS-ACSB-
208A $�
F����	 AS-ACSB V
�ก����"	!L�!�!\����ก��
����Fj�	
	 1 #�  (M��
�� 35�, 36� 
V�O$����
�� 14) V�O$�
F�������	 ipt (M��
�� 35L V�O 36L) 
 
 T�ก��$�
F���$�	ก��
����
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA Fj�	
	 
11 $�	 ��
��$�	ก��
���� line AS-ACOA-30B, AS-ACOA-10C, AS-ACOA-12C, AS-ACOA-14C, 
AS-ACOA-18C, AS-ACOA-33C V�O AS-ACOA-61C ����	 AS-ACOA V
�ก����"	!L�!�!\�
���ก��
����Fj�	
	 2 #�  ��
	 line AS-ACOA-29C $�
F����	 AS-ACOA V
�ก����"	
!L�!�!\����ก��
����Fj�	
	 4 #�  V�O line AS-ACOA-11C, AS-ACOA-16C V�O AS-ACOA-
45C $�
F����	 AS-ACOA V
�ก����"	!L�!�!\����ก��
����Fj�	
	 3 #�  (M��
�� 37�, 38� 
V�O$����
�� 14) V�O$�
F�������	 ipt F�กก��
���� � V�����	��ก���
�ก$�	 (M��
�� 37L, 38L 
V�O$����
�� 14) 
 
 $�	ก��
����
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOB Fj�	
	 2 $�	 � �Vก� line 
AS-ACOB-10B V�O AS-ACOB-11B ������$�
F����	 AS-ACOB V
�ก����"	!L�!�!\����
ก��
����Fj�	
	 1 #�  (M��
�� 39� V�O$����
�� 14) V�O$�
F�������	 ipt (M��
�� 39L) V� �"��
��s	
��$�	ก��
���� � V�����	��ก���
��
j�ก��$�
F�����]	$�	
�����JF�ก��	L� ��U�ก (marker 
free transgenic orchid) 	j�$�	ก��
����
�����JF�ก��	L� ��U�ก��JPกN�ก��V� ���ก�����	"	
�O ��������s	��$���� 
  
 �j�����$�	ก��
����
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSC V�O��	 pMAT21-
AS-ACOC ������������	j���$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O��	 ipt ! �

��� Southern blot hybridization � � �	U���F�ก$�	ก��
���������	�^���	� ��sก��ก����������O�� 
�j�����	j���"#�"	ก��$�
F��� �
�
��� ��ก���
 \P��$���"#������G���F�!	��L ���s	�������	��� 
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100 ��!L�ก��� V�O$���"#�"��U#�����$�	"	ก���ก�  ���s	����O��G 3 ก��� FP��������G���
�������"	ก��$�
F��� �
��
L	�L Southern blot hybridization 
 
$������� 14  ก��$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	
������"	F�!	����ก��
������	�������� �
��
��
 � ����ก��������	 �
�#� ��	 AS-ACS V�O AS-ACO ��
	 A, B V�O C  �
��
L	�L   
 Southern blot hybridization 

 

 

#� ��	
�������������ก��
����/ line Fj�	
	#� �����	 AS-ACS/AS-ACO 
��$�
F�� 
��	 AS-ACS ��
	 B  

AS-ACSB-107A 1 
AS-ACSB-108A 1 
AS-ACSB-117A 1 
AS-ACSB-203A 1 
AS-ACSB-208A 1 

��	 AS-ACO ��
	 A  
AS-ACOA-30B 2 
AS-ACOA-10C 2 
AS-ACOA-11C 3 
AS-ACOA-12C 2 
AS-ACOA-14C 2 
AS-ACOA-16C 3 
AS-ACOA-18C 2 
AS-ACOA-29C 4 
AS-ACOA-33C 2 
AS-ACOA-45C 3 
AS-ACOA-61C 2 

��	 AS-ACOB  
AS-ACOB-10B 1 
AS-ACOB-11B 1 
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N    107A  203A  208A  P35S

1,125bp

538bp
�

N 107A   203A  208A  Pipt

800bp

L  
 

K����� 35  ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB V�O ipt "	ก��
���� � V�����	��ก���
��   
  � ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSB ���� ���s	�� �
���	�\��$� Fj����O   
  BglII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB V�O ipt  �
�
��� Southern blot  
  hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก�� 35S-promoter probe (�) V�O ipt probe (L)  
  $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� chemiluminescence detection 
  N   : $�	ก��
����
������ �������	\P��"#���]	 negative control 
  P35S    : PCR products ��� 35S- promoter F�ก pGEM®-T Easy-AS-

      ACOB �	�  538 L����� "#���]	 positive control V�O  
        35S-promoter F�กpGEM®-T Easy-AS-ACOB �	�  1,125 
         L����� ��]	 positive control 
  P

ipt
    : pMAT21-AS-ACOB \P��"#���
	��	 ipt ��]	 positive control 

 AS-ACSB-107A : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 107A 
 AS-ACSB-203A : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 203A 
 AS-ACSB-208A : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 208A 

35S-P
probe

AS-ACSB

orchid chromosome

RSNOST LBRB

BglII (759)

35S-P

BglII (710)

BglII 

BglII

ก
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L

N   107A  108A 117A 203A 

�

N  107A  108A  117A 203A 

 
 

K����� 36  ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB V�O ipt "	ก��
���� � V�����	��ก���
��   
 � ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSB ���� ���s	�� �
���	�\��$� Fj����O  
    HindIII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACSB V�O ipt  �
�
��� Southern  
    blot hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก�� 35S-promoter probe (�) V�O ipt probe 
    (L) $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� chemiluminescence detection 
  N   : $�	ก��
����
������ �������	 \P��"#���]	 negative control 
  AS-ACSB-107A : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 107A 
  AS-ACSB-108A : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 108A 
  AS-ACSB-117A : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 117A 
  AS-ACSB-203A : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 203A 
 

AS-ACSB

orchid chromosome 

RSNOSTRB

HindIII

35S-P

HindIIIHindIIIHindIII 

HindIII

ก

LB

35S-P
probe
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K����� 37  ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O ipt "	ก��
���� � V�����	��ก���
��  
 � ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA ���� ���s	�� �
���	�\��Fj����O 
 HindIII (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O ipt  �
�
��� Southern 
 blot hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก�� 35S-promoter probe (�) V�O ipt probe 
 (L) $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� chemiluminescence detection 
   N   : $�	ก��
����
������ �������	\P��"#���]	 negative control 
   AS-ACOA-30B : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 30B 
   AS-ACOA-10C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 10C 
   AS-ACOA-11C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 11C 
   AS-ACOA-12C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 12C 
   AS-ACOA-14C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 14C 
   AS-ACOA-16C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 16C 
   AS-ACOA-18C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 18C 
   AS-ACOA-29C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 29C 
   AS-ACOA-33C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 33C 
   AS-ACOA-45C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 45C 
   AS-ACOA-61C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 61C 
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101 

 
 

N     30B   10C  11C  12C 14C  16C  18C   29C  33C 45C 61C

�

N    30B   10C   11C   12C  14C   16C 18C 29C   33C  45C 61C  

L  
 

35S-P 
probe

AS-ACOA

orchid chromosome 

RSNOST LBRB 35S-P

HindIIIBglII 

BglII/HindIII

ก
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K����� 38  ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O ipt "	ก��
���� � V�����	��ก���
�� 
� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA ���� ���s	�� �
���	�\�� BglII (ก) 
V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACOA V�O ipt  �
�
��� Southern blot 
hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก�� 35S-promoter probe (�) V�O ipt probe (L) 
$���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� chemiluminescence detection 

  N   : $�	ก��
����
������ �������	\P��"#���]	 negative control 
  AS-ACOA-30B : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 30B 
  AS-ACOA-10C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 10C 
  AS-ACOA-11C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 11C 
  AS-ACOA-12C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 12C 
  AS-ACOA-14C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 14C 
  AS-ACOA-16C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 16C 
  AS-ACOA-18C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 18C 
  AS-ACOA-29C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 29C 
  AS-ACOA-33C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 33C 
  AS-ACOA-45C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 45C 

AS-ACOA-61C : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 61C 
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N       30B    10C   11C    12C   14C     16C     18C  29C     33C    45C   61C

�

N      30B    10C   11C     12C    14C     16C    18C   29C   33C    45C   61C     

L  
 

35S-P 
probe

AS-ACOA

orchid chromosome 

RSNOST LBRB 35S-P

HindIIIBglII 

BglII/HindIII

ก
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� L

N          10B        11B N          10B           11B

 
 
K����� 39  ก��$�
F���Fj�	
	#� �����	 AS-ACOB V�O ipt "	ก��
���� � V�����	��ก���
��  
  � ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOB ���� ���s	�� �
���	�\��Fj����O BglII   
  (ก) V�O$�
F
��L��O��Fj�	
	#� �����	 AS-ACOB V�O ipt  �
�
��� Southern blot  
  hybridization 
j��i�ก����������� �\#��	ก�� 35S-promoter probe (�) V�O ipt probe (L)  
  $���j� �� V�O$�
F��� �
�
��� chemiluminescence detection 

 N   : $�	ก��
����
������ �������	\P��"#���]	 negative control 
 AS-ACOB-10B : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 10B 
 AS-ACOB-11B : $�	ก��
���� � V�����	��ก������	 R0-line 11B 

 

 

35S-P 
probe

AS-ACOB RSNOST LBRB 35S-P

HindIIIBglII 

BglII/HindIII

ก
orchid chromosome 
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6.  ก��$��D���ก��R� ���ก"��Q �����	��O��������� AS-ACS ��M� AS-ACO �����������ก��

ก��R� ���ก������ ACS ��M� ACO D�กก������� � R��������ก��� �����L��L RT-PCR 

 

 ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACS V�O AS-ACO "	ก��
���� � V���
��	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก �
��
L	�L RT-PCR V�O
j�ก���U	��	T���� PCR products of 
RT-PCR  �
��
L	�L Southern blot hybridization ��U��JPกN�ก��������	V���"	ก��V� ���ก���
��	 sense ACS V�O sense ACO ����F�กก��
����� ����ก��������	 AS-ACS V�O AS-ACO ! �"#� 
18s rRNA ��]	 internal control 
 

 ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 AS-ACSB $�
F��ก��
V� ���ก�����	 AS-ACSB Fj�	
	 5 $�	 � �Vก� line AS-ACSB-107A, AS-ACSB-108A, AS-
ACSB-117A, AS-ACSB-203A V�O AS-ACSB-208A ! �$�
F��V�� ���s	���	� ��O��G 470 
L����� ��
��$�
F�����V�� ���s	�� ��ก���
"	ก��
����
������ �������	 (M��
�� 40L V�O 40�) V�O
ก��
���� � V�����	��ก���V�Oก��
����
������ �������	
�ก$�	 $�
F��ก��V� ���ก�����	 
sense ACS �	�  215 L����� (M��
�� 40ก V�O 40�) ! ���
��$�	
����ก��V� ���ก�����	 AS-
ACSB ��ก FO��ก��V� ���ก�����	 sense ACS 	����� � �Vก� line AS-ACSB-203A V�O AS-
ACSB-208A ��
	$�	
����ก��V� ���ก�����	 AS-ACSB 	��� FO��
����ก��V� ���ก�����	 
sense ACS ��ก � �Vก� line AS-ACSB-107A, AS-ACSB-108A, AS-ACSB-117A (M��
�� 40 V�O
$����
�� 15) 
 
 ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 AS-ACOA $�
F��ก��V� ���ก�����	 
AS-ACOA Fj�	
	 11 $�	 � �Vก� line AS-ACOA-30B, AS-ACOA-10C, AS-ACOA-11C, AS-
ACOA-12C, AS-ACOA-16C, AS-ACOA-18C, AS-ACOA-29C, AS-ACOA-33C, AS-ACOA-45C, 
AS-ACOA-61C (M��
�� 41L V�O 41�) ! �$�
F��V�� ���s	���	� ��O��G 334 L����� V$�$�
F
�����V�� ���s	���	�  ��ก���
"	$�	ก��
����
������ �������	 V�O$�
F��ก��V� ���ก�����	 
sense ACO �	�  200 L����� 
�ก$�	 (M��
�� 41ก V�O 41�) ! ���
��$�	
����ก��V� ���ก�����	 
AS-ACOA ��กFO��ก��V� ���ก�����	 sense ACO 	��� ��
	$�	
����ก��V� ���ก�����	 AS-
ACOA 	��� FO��ก��V� ���ก�����	 sense ACO ��ก � �Vก� line AS-ACOA-30B, AS-ACOA-
10C, AS-ACOA-11C, AS-ACOA-12C, AS-ACOA-14C, AS-ACOA-16C, AS-ACOA-18C, AS-
ACOA-29C, AS-ACOA-33C, AS-ACOA-45C V�O AS-ACOA-61C (M��
�� 41 V�O$����
�� 15) 



 

106 

ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 AS-ACOB $�
F��ก��V� ���ก�����	 
AS-ACOB Fj�	
	 2 $�	 � �Vก� line AS-ACOB-10B, AS-ACOB-11B (M��
�� 42L V�O 42�) ! �
$�
F��V�� ���s	���	�  334 L����� $�
F�����V�� ���s	���	�  ��ก���
"	ก��
����
������ �
������	 V�O$�
F��ก��V� ���ก�����	 sense ACO �	�  200 L����� 
�ก$�	 (M��
�� 42ก V�O 42
�) ก��
���� � V�����	��ก���
����ก��V� ���ก�����	 AS-ACOB ��ก FO��ก��V� ���ก�����	 
sense ACO "	�����G	��� � �Vก� line AS-ACOB-10B, AS-ACOB-11B ��U���
���ก��$�	
������ �����
��	 (M��
�� 42 V�O$����
�� 15) 
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�

M      H    N       1      2       3     4       5    Psense

215 bp
500 bp
250 bp

ก

�
Sense ACS

AS-ACSB

�

470 bp500 bp
250 bp

L

H      N      1        2        3         4        5      Psense

M      H    N      1       2       3       4      5      PAS

H    N      1         2        3           4        5      PAS

 
 

K����� 40  ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACS V�O AS-ACSB "	$�	ก��
���� � V���
  ��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACSB  �
��
L	�L RT-PCR ! �
  "#��������� S-ACSBC1F2 V�O S-ACSBC215R2 �j�������	 sense ACS (ก) V�O�U	��	
  T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 sense ACS  �
� sense ACS 
  probe (�) "#��������� AS-ACS400R-BstEII V�O AS-ACS900F-SpeI �j�����  
  $�
F�����	 AS-ACSB (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization 
  $�
F�����	 AS-ACSB  �
� AS-ACSB probe (�)  

 M  :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
  H  : H2O (	̂j�) 
  N  : ก��
����
������ ����ก��������	\P�� "#���]	 negative control 
  Psense  : ������  pMAT21-AS-ACSB "#���]	 positive control �����	  
     sense ACO 
  PAS  : ������  pMAT21-AS-ACSB "#���]	 positive control �����	  
     AS-ACOB 

 1-5  : $�	ก��
���� � V�����	��ก��������	��� AS-ACSB-107A, AS-ACSB-
    108A, AS-ACSB-117A, AS-ACSB- 203A V�O AS-ACSB-208A 
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200 bp
500bp
250bp

ก
ก

�
Sense ACO

M  H   N      1     2    3    4      5    6 7     8    9    10  11   Psense

500bp
250bp 334 bp

L

�
AS-ACOA

H   N    1      2       3     4    5     6 7      8      9    10   11   Psense

M  H   N     1    2       3    4    5     6      7     8    9    10  11   P AS

H  N    1       2    3      4     5      6     7     8      9    10   11    P AS

 
 

K����� 41  ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACO V�O AS-ACOA "	$�	ก��
���� � V���
  ��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA  �
��
L	�L RT-PCR ! �
  "#��������� S-ACOA745F1 ก�� S-ACOA945R1 �j�������	 sense ACO (ก) V�O�U	��	
  T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 sense ACO  �
� sense ACO 
  probe (�) "#��������� AS-ACO301R-B2 V�O AS-ACO635F-S1 �j�����$�
F�����	 
  AS-ACOA (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 
  AS-ACOA  �
� AS-ACOA probe (�)  
  H  : H2O (	̂j�) 
  N  : ก��
����
������ ����ก��������	 \P��"#���]	 negative control 

 Psense  : ������  pMAT21-AS-ACOA "#���]	 positive control  
    �����	 sense ACO 
  PAS  : ������  pMAT21-AS-ACOA "#���]	 positive control  
    �����	 AS-ACOA 
  1-11  : $�	ก��
���� � V�����	��ก��� line-AS-ACOA-30B, AS-ACOA-10C, 
    AS-ACOA-11C, AS-ACOA-12C, AS-ACOA-14C, AS-ACOA-16C, AS-
    ACOA-18C, AS-ACOA-29C, AS-ACOA-33C, AS-ACOA-45C  

    AS-ACOA-61C 
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200 bp
500 bp
250 bp

ก

Sense ACO

M     H    N    10B  11B  Psense
M   H  N   10B  11B   PAS

334 bp
500 bp
250 bp

AS-ACOB

L

�
H      N     10B    11B   PASH        N     10B    11B    Psense

�

 
 
K����� 42  ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACO V�O AS-ACOB "	$�	ก��
���� � V���
  ��	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOB  �
��
L	�L RT-PCR ! �
  "#��������� S-ACOBC1F2 ก�� S-ACOBC200R2 �j�������	 sense ACO (ก) V�O�U	��	
  T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 sense ACO  �
� sense ACO 
  probe (�) "#��������� AS-ACO301R-B2 V�O AS-ACO635F-S1 �j�����$�
F�����	 
  AS-ACOB (L) V�O�U	��	T� PCR  �
�
��� Southern blot hybridization $�
F�����	 
  AS-ACOB  �
� AS-ACOB probe (�)  

 M :  ���s	����$���	 (1 kb ladder-DNA marker; Fermentas, Lithuania) 
 H : H2O (	̂j�)  
 N : ก��
����
������ ����ก��������	 \P��"#���]	 negative control 
  Psense : ������  pMAT21-AS-ACOB "#���]	 positive control �����	  

   sense ACO 
  PAS : ������  pMAT21-AS-ACOB "#���]	 positive control �����	 

   AS-ACOB 
  1-2 : ก��
���� � V�����	��ก��������	��� AS-ACOB-10B V�O AS-ACOB-11B 
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7.  N�ก��$��D���ก��R� ���ก"��Q �����	��O��������� AS-ACS ��M� AS-ACO R�Q��� 

Sense ACS ��M� Sense ACO D�กก������� � R��������ก��� �����L��L northern blot 

hybridization 

 $�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACS V�O AS-ACO "	ก��
���� � V�����	��ก���
��
���JF�ก��	L� ��U�ก �
��
L	�L northern blot hybridization ! �"#� sense ACS RNA probe V�O
sense ACO RNA probe "	ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACS V�O AS-ACO "	ก��
����
 � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 AS-ACS V�O AS-ACO $���j� �� V�O"#� AS-ACS RNA 
probe V�O AS-ACO RNA probe "	ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACS V�O sense 
ACO "	ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 AS-ACS V�O AS-ACO $���j� ��  

 
F�กก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACSB F�กก��
���� � V�����	��ก���
��

� ����ก��������	 AS-ACSB $�
F�����ก��V� ���ก�����	 AS-ACSB V�O sense ACS (M��
�� 
43) 
�^�	�^��]	����O
����	 AS-ACS 
��	j���"#�"	ก�������ก��
���� � V�����	��ก���V�OT��$ 
probe ��]	��	
����ก��V� ���ก����O"	 �ก�����
�
��	�^	 FP�$�
F�����ก��V� ���ก�����	 
sense ACS F�ก��
	"����ก��
���� V�Oก��
��$�
F�����ก��V� ���ก�����	 AS-ACSB F�ก
ก��
���� � V�����	��ก���
������	 AS-ACSB  �
��
L	�L northern blot hybridization V$�$�
F��
 �
��
L	�L RT-PCR ��F��]	����O
��ก��
������ก��V� ���ก�����	 AS-ACSB 	�����กF	���
������$�
F���� � �
��
L	�L northern blot hybridization� � (M��
�� 43 V�O$����
�� 15) 

 
F�กก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACOA V�O AS-ACOB "	ก��
���� � V���

��	��ก���
��� ����ก��������	 AS-ACOA V�O AS-ACOB $�
F��ก��V� ���ก��	 AS-ACOA 
V�O AS-ACOB 
�ก$�	"	�����G
��V$ก$���ก�	 V�O$�
F����	 sense ACO 
�ก$�	 \P����ก��
V� ���ก"	�����G
��V$ก$���ก�	 $�	
����ก��V� ���ก�����	 AS-ACO ��ก FO��ก��
V� ���ก�����	 sense ACO 	��� � �Vก� AS-ACOB-10B V�O AS-ACOB-11B ��
	$�	
����ก��
V� ���ก�����	 AS-ACO 	��� FO��ก��V� ���ก�����	 sense ACO ��ก � �Vก� AS-ACOA-
30B, AS-ACOA-10C, AS-ACOA-11C, AS-ACOA-12C, AS-ACOA-14C, AS-ACOA-16C, AS-
ACOA-18C, AS-ACOA-29C, AS-ACOA-33C, AS-ACOA-45C V�O AS-ACOA-61 (M��
�� 44 V�O
$����
�� 15) 
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$������� 15  T�ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 AS-ACS V�O AS-ACO "	�O ��������s	�����
  ก��
���� � V�����	��ก��� �
�
��� RT-PCR V�O northern blot analysis  
 

 

������$�   + = ก��V� ���ก�����	"	�O ��$�j�, + + = ก��V� ���ก�����	"	�O ����	ก��� 
 + + + = ก��V� ���ก�����	"	�O ����ก, - = �����ก��V� ���ก�����	 

ก��V� ���ก�����	  
AS-ACS V�O AS-ACO 

 �
�
��� RT-PCR 

ก��V� ���ก�����	  
AS-ACS V�O AS-ACO 

 �
�
��� northern blot analysis  

#	� ���#� ��	
�� 
�����������ก��
���� 

/ line 

Fj�	
	#� ���
��	 ASACS  

V�O AS-ACO 

��$�
F��(#� ) sense AS sense AS 

��	 AS-ACS ��
	 B  

AS-ACSB-107A 1 + + + + - - 

AS-ACSB-108A 1 + + + + - - 

AS-ACSB-117A 1 + + + + + - - 

AS-ACSB-203A 1 + + + + + - - 

AS-ACSB-208A 1 + + + + + - - 
��	 AS-ACO ��
	 A 

AS-ACOA-30B 2 + + + + + + + + 

AS-ACOA-10C 2 + + + + + + + + 

AS-ACOA-11C 3 + + + + + + 

AS-ACOA-12C 2 + + + + + 

AS-ACOA-14C 2 + + + + + + + + + + 

AS-ACOA-16C 3 + +  + + + 

AS-ACOA-18C 2 + + + + + + + 

AS-ACOA-29C 4 + + + + + + + 

AS-ACOA-33C 2 + + + + + + 

AS-ACOA-45C 3 + + + + + + + + 

AS-ACOA-61C 2 + + + + + + 
��	 AS-ACO ��
	 B 

AS-ACOB-10B 1 + + + + + + + + 

AS-ACOB-11B 1 + + + + + + + + 
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N           1           2          3           4            5

L

N         1         2            3              4            5

ก

�

N          1        2            3          4             5   

Sense ACS

AS- ACS

18s rRNA

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K����� 43  ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACS (ก) ��	 AS-ACSB (�) ��	 18s rRNA (L) 
  "	$�	ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA 
  ! �"#��
L	�L northern blot hybridization $�
F��� �
� AS-ACS RNA probe, sense 
  ACS RNA probe V�O 18s rRNA $���j� �� 
  N : ก��
����
������ ����ก��������	\P��"#���]	 negative control 

 1-5 : $�	ก��
���� � V�����	��ก��� line AS-ACSB-107A, AS-ACSB-108A,  
     AS-ACSB-117A, AS-ACSB-203A V�O AS-ACSB-208A 
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K����� 44  ก��$�
F���ก��V� ���ก�����	 sense ACO (ก) ��	 AS-ACOA V�O AS-ACOB (�)  
  ��	 18s rRNA (L) "	$�	ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	   
  pMAT21-AS-ACOA V�O pMAT21-AS-ACOB ! �"#��
L	�L northern blot   
  hybridization $�
F��� �
� AS-ACO RNA probe, sense ACO RNA probe V�O 
  18s rRNA $���j� �� 
  N   : ก��
����
������ ����ก��������	 \P��"#���]	 negative control 
  1-11 : ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOA 

   line $��� l  ��	�^ AS-ACOA-30B, AS-ACOA-10C, AS-ACOA-11C,  
  AS-ACOA-12C, AS-ACOA-14C, AS-ACOA-16C, AS-ACOA-18C,  
  AS-ACOA-29C, AS-ACOA-33C, AS-ACOA-45C V�O AS-ACOA-61C, 
  12-13   : ก��
���� � V�����	��ก���
��� ����ก��������	 �
�#� ��	 pMAT21-AS-ACOB 

      line $��� l  ��	�^ AS-ACOB-10B V�O AS-ACOB-11B  
 

�

AS-ACO

L

18s  rRNA

Sense ACO

ก

N      1      2      3       4      5       6       7     8       9     10     11    12    13

N      1      2      3       4      5       6       7     8       9     10     11     12    13

N      1      2      3       4      5       6       7      8       9     10    11    12   13

ACOBACOA
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��D��E	 
 

 ก��������	�������ก��
�����ก���
����	�������� �
��! �"#��
ก�$��� pMAT21 Fj���]	$���
JPกN��P��[FF��$��� l 
����T�$��ก��������	 ! �
��ก��
������]	�U#"����^��� ���
V�O���#U^��O!ก�
V�L
��������������	����
��	�^	
����O��L
���j���sF"	ก��������	��������U#"����^��� ���
 FP�
Fj���]	$���JPกN�
 ��������	���V�O�����GL
��������	����#U^��O!ก�V�L
������
��"#�"	ก��
������	 F�ก�����	$��� l ��
���#U^��O!ก�V�L
������
��"#��j�����ก��������	��������U#���������
��	��� �#�	 EHA101, EHA105, AGL0, AGL-1, C58 V�O LBA4404  ��	�^	L
���U�ก�����	���
����
L
��������"	ก����������\����U#��� ��L
��������	����#U^��O!ก�V�L
������
������O��ก��#	� 
����U# ! ������G�#U^���ก��]	�����!�ก��"���#U^��O!ก�V�L
��������������\����U#� ���ก�P^	 V$����
�����G�#U^���ก�ก�	��
j�"��กj�F� �#U^�M������ก��������	� ���กV�O��T������^�ก���F��E�$��!$���
�	U^���U���U# 
j�"����O��
��M��ก��������	$�j��� (Lin et al., 1994) 	�กF�ก	�^�O�O�
�� co-
cultivation �O�
��� PLBs ก���#U^��O!ก�V�L
��������ก��U�	���V$ก$���ก�	 �P^	����ก�������	���
����#U^��O!ก�V�L
������ #	� ����U# ��O�M
����	U^���U��
��	j���"#�"	ก��������	 	�กF�ก	�^

���ก�� co-cultivation V�O������j��������^���	U^���U��
��� ����ก��������	 กs��T�$����O��
��M��ก��
������	 (Mondal et al.,2001; Suzuki et al., 2001; Yu et al., 2001) M������ก��������	$�����ก��
กj�F� �#U^��O!ก�V�L
������ ! �����i�#�
	O\P��	���"#�ก�	�� 3 #	�  LU� cefotaxime, carbenicillin 
V�O vancomycin ! �����i�#�
	O�����	�^FO$������
j�����	U^���U���U# ���Lj�	P��P�"	ก����U�ก"#�
����i�#�
	O�����	�^ � �Vก� #	� �U#, �����	�������#U^��O!ก�V�L
������, ����i�#�
	O
��"#�
L� ��U�ก�U#
��� ����ก��������	 V�O#	� �������i�#�
	O
��"#�"	ก��กj�F� �#U^��O!ก�V�L
������ 
(Silva and Fukai., 2001)  
 

ก��
 ���L��^�	�^� �JPกN���O��
��M��ก��������	������� PLBs ���ก��
�����ก���
����	���
����� �
�� ! �"#��#U^��O!ก�V�L
������
�����F��
ก�$��� pMAT21 \P������	 gus ��]	��	�����	T�
V�O��	 ipt ��]	��	L� ��U�ก ��
��ก��"#��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 L
��������	 ~ 4.1× 
1017 cfu/ml V�Oก�� co-cultivation �O�
������V�
	����#U^��O!ก�V�L
������ก�� PLBs ���
ก��
������
�ก����� celite L
��������	 4.5 ก���$����$�  �
�
���ก��"#��L�U��� vortex mixer 
��
L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 	�
� ��]	
���
������O��"	ก��������	 V�O"#�����i�#�
	O 
cefotaxime L
��������	 200 �����ก���$����$� "	ก��กj�F� �#U^��O!ก�V�L
������M������ก������
��	 ! ������T������^�ก���F��E�$��!$��� PLBs ก��
����  
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 Liau et al. (2003) ������	�������ก��
�����ก����	\�� ��� =Sherry Baby cv. OM8@ ! �"#�
�#U^��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 \P�����F� ������  pCAMBIA 1301 ��F� ��	̂j����	
��"�
ก��
����
��� ����ก��������	 V�O$�
F����	 gus V
�ก"	F�!	�����U# 1 #�  Fj�	
	 6 $�	 L� ��]	 
21 % �#�	� ��
ก��ก��
 ������ Sreeramanan et al. (2008) 
��������	�������ก��
���� Phalaenopsis 
 �
��
ก�$��� pCAMBIA1304 ��
��ก��"#��#U^��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 "��������\s	$�
ก��$� ��	̂j����	�����	 gus ���ก
�������	��� EHA101 V$� Chai et al. (2002) "#� A. tumefaciens ���
��	��� LBA4404 
�����F�������  pTOK 233 "	ก��������	�������ก��
���� Phalaenopsis 4 �����	��� 
� �Vก� T0, T5, T10 V�O Hikaru ��
��L
��������	����#U^�
������O�� LU� OD600 = 0.2 ��ก��
V� ���ก�����	 gus �����  De Bondt et al. (1994) ก���

���[FF��
����T�$��ก��������	��������U# 
	�กF�กL
��������	����#U^��O!ก�V�L
������V��
 ����P^	����ก�������	�������#U^�O!ก�V�L
������
V�O#	� �U# V$�ก��"#�L
��������	����#U^��O!ก�V�L
������
������ก�	�� 
j�"��ก���F��E�$��!$
����U#� ��V�O�	U^���U���U#$��M������ก��������	(Wilson et al,. 2006) V$����U#���#	� 
��$���
��J���#U^��O!ก�V�L
�����������G��ก"	ก�����������	 �#�	 ก��
���� Phalaenopsis ! �"#�
�O�O�
��"	ก������#U^��O!ก�V�L
��������
�ก���	U^���U��ก��
����
����^	��V�O��ก���$�����                    
L-cysteine V�Oก�  ascorbic ��"	��������O���^��ก��
���� ��U���k��ก�	�	U^���U��ก��
�����ก� �M�
O
�L���  �����^�ก��$������	U^���U���U#� � (Sreeramanan et al., 2008) Wilson et al. (2006) ��
��L
��
������	����#U^��O!ก�V�L
������
��V$ก$���ก�	 ��T�$����O��
��M��ก��������	 ! ��O!ก�
V�L
�����������	��� EHA105 "	#�
� OD600 = 0.8 �������GL
��������	����#U^� ~ 1×107 cfu/ml 
"����O��
��M������� "	ก��������	������� Melastomataceae malabathricum V�O Tibouchina 
semidecandra V�O� �JPกN�ก��������	���������
	$��� l �#�	 ���V�O�� ��� M. malabathricum 
! �"#�L�� OD600 � ��
ก�	 ��
������O��
��M��"	ก��������	� �� V� �"����s	
����O��
��M��
ก��������	��������U#! �"#��#U^��O!ก�V�L
������ �P^	����ก�������	�������#U^� �����GL
��������	
����#U^� #	� ����U#
��"#�"	ก��������	 V�O#�^	��
	����U#
��	j���������	 �
� �#�	 "� ��� ��  
V�O!��!$�L���� ��]	$�	 
 
 �O�O�
��"	ก�����ก�#U^�"	V$��O�U#V$ก$���ก�	�P^	����ก��#	� ����U#V�O#�^	��
	
��
	j���"#�"	ก��������	 �
� �#�	 ก��������	�������!��!$�L����ก��
�����ก��V
	 �� ! �"#��#U^�                
�O!ก�V�L
�����������	��� EHA101 
�����F��
ก�$��� pIG121Hm \P������	 gus ��]	��	�����	T� 
V�O��	L� ��U�กLU� ��	 hpt V�O nptII ��
���[FF��
������O��$��ก��������	 LU� ก������#U^��O!ก�
V�L
��������
�ก��!��!$L���� ��]	�
�� 240 	�
� ��
�ก��
��� sonication ��]	�
�� 5 	�
� 
j�"��
!��!$L�����ก� �� VT� #�
��������O��
��M��ก��������	V�O��ก��V� ���ก�����	 gus � � �
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�P^	 (Shrestha et al., 2007) Belarmino and Mii (2000) ������	�������ก��
���� Phalaenopsis ��กT��
�O�
��� [Doritaenopsis Coral Fantasy×Phalanenopsis (Baby Hat×Ann Jessical)] ! �"#��#U^�                 
A. tumefaciens �����	��� LBA4404 
�����F�������  pTOK233 V�O�����	��� EHA101 
�����F�            
������  pIG121Hm ����	 gus ��]	��	�����	T� ��
��ก�� co-cultivation PLBs ��
�ก�����
V�
	����#U^��O!ก�V�L
��������]	�
�� 10 #��
!�� �������������O��
��M��ก��������	 ! ���
ก��V� ���ก�����	 gus �ก� F� ��	̂j����	
��VL���� "� V�O��ก  
 
 "	ก��
 ���L��^�	�^� �
 ����������O��
��M��"	ก��������	! �ก���$����� celite \P��
��]	���
��
j�"���ก� �� VT��	 PLBs ��
���ก� F� ��	̂j����	�	�V	�	��ก�����P^	 �	U���F�ก�#U^��O!ก�
V�L
���������������������	������� PLBs � � ��P^	 \P���� L����ก��ก��
 ������	̂j�
���� (2544) 
������	����������
�����	����F�����! �"#��#U^��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 ! ��$����� celite 5 
�����ก���$����$� "	#�
�ก�� co-cultivation 
j�"���������������O��
��M��ก��������	� � ��P^	 ! �
��ก���ก� ��	̂j����	�����	 gus F�ก 12 ��]	 30 ������\s	$�  
 
 ก��กj�F� �#U^�O!ก�V�L
������M������ก��������	�������ก��
�����ก���
����	�������� �
��
! �"#�����i�#�
	O cefotaxime 200 �����ก���$����$� ��
�� PLBs �������F��E�$��!$� �
$���ก$� �� L����ก��ก��"#�����i�#�
	O
��L
��������	 ��ก���
"	ก��กj�ก� �#U^��O!ก�
V�L
������M������ก��������	"	ก��
���� Phalaenopsis (Chai et al., 2002) V$� Belarmino and Mii 
(2000) �����	ก��"#�����i�#�
	O cefotaxime 300 �����ก���$����$� �j�����กj�F� �#U^��O!ก�
V�L
������M������ก��������	�������ก��
������	���� ��
ก�	 V�O�������	
����U��"#� timentin 200 
�����ก���$����$� ��
�ก�� cefotaxime 200 �����ก���$����$� #�
��������O��
��M��"	ก��กj�F� 
�#U^��O!ก�V�L
������"	ก��������	�������ก��
�����ก����	\�� ��� (Liau et al., 2003)  
 
 "	ก��
 ���L��^�	�^� �	j���	 ACS ��U� ACO �#U���$��ก���
ก�$��� pMAT21 ."	��กNGO
��
��]	 antisense orientation ��U��"#�"	ก��������	�������ก��
�����ก���
����	�������� �
��! �"#�
�#U^��O!ก�V�L
������ ! ��
ก�$���	�^����	 ipt 
��L
�L��ก�����������!�	�\!$�L	�	��]	��	
L� ��U�ก 
j�"��������L� ��U�ก�	U^���U��ก��
����
��� ����ก��������	 F�ก��กNGOก���F��E��]	�� 
ก�OF�ก (ipt-shooty) (Ebinuma et al., 2001; Ebinuma and Komamine, 2001) F�ก	�^	�� ก�OF�ก
��������n	���]	�� �ก$�� �M������ก�����O���^���	�����
�������ก���$������!�	 �	U���F�ก
ก��$� ��	 ipt ��กF�กF�!	����ก��
����! �ก�O�
	ก�� site-specific recombination "	ก������
��	�������ก��
����! �"#��
ก�$��� pMAT21 �	U^���U^�
��� ���ก�ก��������	��ก����n	��ก� ��]	�� 
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ก�OF�ก
���ก�O$�
ก�	V	�	 \P����]	T���F�กก��V� ���ก�����	 ipt 
j�"����ก�����������!�	�\!$
�L	�	��ก�P^	 V$�กs��
���	U^���U��ก��
����
������ ����ก��������	กs��ก����n	��ก� ��]	�� ก�OF�ก
�#�	� ��
ก�	 V$�����ก�O$�
ก�	�	�V	�	���U�	ก���� ก�OF�ก
����n	���F�ก�	U^���U��
��� ����ก������
��	 \P��
j�"���ก� �[E��"	ก��L� ��U�ก  ��	�^	��U����]	ก���������O��
��M��ก��L� ��U�ก�� ก�OF�ก

��� ����ก��������	 ��ก��
 ���"#�!��!��$���$��� l ��U��L
�L��ก��ก��V� ���ก�����	 ipt 
��
����O�� ! � Ebinuma et al. (2000) ������	������������V�O aspen ! �"#�!��!��$���
��V$ก$���
ก�	L
�L��ก��
j���	�����	 ipt � �Vก� CaMV-35S promoter, ipt promoter V�O ribulose-1,5-
biphosphate carboxylase small subunit 3B promoter ��
���������ก����n	���]	�� ก�OF�ก
��
����P^	 V$�ก��"#� rbcS 3B promoter 
j�"���������������n	���]	�� ก�OF�ก���ก
��ก��"#� 
CaMV-35S promoter V�O ipt promoter ! �����O��
��M��ก��������	������P^	 10 �
�� V�O� 
�O�O�
��"	ก����n	���]	�� ก�OF�ก�������� �
� Richael et al. (2008) ������	�������U#$�Oก�� 
Solanaceous "#��
ก�$��� pSIM108 
��"#�!��!��$��� Ubiquitin-3 (Ubi3) L
�L��ก��
j���	�����	 
ipt 
j�"����	�������n	���]	�� ก�OF�ก� ��P� 93.4 ������\s	$� 	�กF�ก	�^��F"#���	L� ��U�ก�U�	
��
�ก����	 ipt ��U���������O��
��M��"	ก��L� ��U�ก�� ก�OF�ก ! � Endo et al. (2002) JPกN�ก��
"#��
ก�$��� pIPTIMH \P������	 ipt ��
�ก����	 iaaM/H L
�L��ก�����������!�	��ก\�	 ��]	��	
L� ��U�ก ��U��������	������������ ��
��������L� ��U�ก�	U^���U��
��� ����ก��������	����P^	�P� 80 
������\s	$� 	�กF�ก	�^"#� GST promoter \P����]	 inducible promoter L
�L��ก��
j���	�����	 
recombinase 
j�"��� ������ � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก����P� 41.6% 
 
 "	ก��
 ���	�^�����������ก��
���� � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก� �V$�
��
������O��
��M��$�j� ��O��G 1-7% �	U���F�กก��
j���	�����	 recombinase "	�
ก�$��� 
pMAT21 L
�L��! � 35S-promoter \P����]	 constitutive promoter 
j�"����ก��V� ���ก
$�� �
��"	
�ก��
	����	U^���U���U# \P�����L��^���ก��กj�F� ��	 ipt $�^�V$�"	�O�OV�ก l ���ก��
��n	�����	U^���U��M������ก��������	 
j�"���	U^���U�� ��ก���
����ก� ��]	�� ก�OF�ก
���ก�O$�
ก�	
������	�V	�	 
j�"����ก$��ก��L� ��U�ก��U����L��^��ก� ก��T� ��� L� ��U�ก�	U^���U�� ��ก���

�^��� 
����O����"FT� 
����]	�	U^���U��
������ ����ก��������	  ��	�^	��U��Vก����[E�� ��ก���
F����ก��JPกN�
ก��"#� inducible promoter ��U��L
�L��ก��V� ���ก�����	 recombinase �#�	 GST-II-27 
promoter ��� gluthathione-S-transferase gene F�ก���
!�  ! �"#�����L�� Safener ก�O$��	ก��

j���	��� GST-II-27 promoter ��U��#�ก	j�"���� ก�OF�ก����������n	���]	�� �ก$� V�O�����
����� � V�����	��ก���
�����JF�ก��	L� ��U�ก� ��P� 14 ������\s	$� (Sugita et al., 2000) Schaart 
et al. (2004) JPกN�ก��"#���	L� ��U�ก�#���� (negative selection) LU� ��	 cytosine deaminase (codA) 



 

118 

 ��
�ก����	L� ��U�ก nptII �j�����������	��������$����������  \P� ���	 codA \P���
$�����                                 
5-fluorocytosine (5-FC) ! �"	�O�OV�ก
j�ก��L� ��U�ก�	U^���U��
��� ����ก��������	
��������
$��	
�	$������i�#�
	Oก�	����\�	 ����F�ก	�^	
j�ก��L� ��U�ก�	U^���U��
����ก��กj�F� ��	L� ��U�ก
�	�����
���$�� �
���� 5-FC  �	U^���U��
�����L�����	L� ��U�ก
�^����LU���	 nptII V�O��	 codA ��U��
���O���^���	����� ��ก���
FO$�� ��
	�	U^���U��
����ก��กj�F� ��	L� ��U�ก��ก�������F��E�$��!$� �  
 
 �[E���j�L�E������	P��"	ก��T��$V�O�����กก��
���� LU� ก����
�!����� �ก\P��������$�
��F�ก��
���	\P��
j�"����E�������L����� �กก��
���� �[FF���		�^��ก��Vก��[E�� ��ก���

j�� �����

��� V$�
���
��	���� �Vก�ก��"#�����O��� silver thiosulfate (Veen, 1979) ��� 1-methylcyclopropane 
(1-MCP) (J������� V�OLGO, 2550) V�O 1,1-dimethyl-4-(phenylsulfonyl) semicarbazide (DPSS) 
(Midoh et al., 1996) �P�V�����
�^����#	� FO"#�� �T� � V$�กs����^	$�	V�O
���ก��"#�
��������ก 
	�กF�ก	�^������	 (silver) 
��$กL���กs��]	��	$���$�����M��V�O��� 1-MCP ��U���U#�����$�
���             
��
���	�P^	��"���กs����������k��ก�	ก��T��$��
���	� �  ��	�^	ก����n	���	���ก��
����"��������
ก���[กVFก�		�	�P^	 ! �"#��
L	�L
����	��
�J
ก��� � �Vก� �
L!	!��� antisense V�O�
L!	!��� 
RNA interference (RNAi) ��]	
����U�ก�	P��"	ก��#�
�� �[E��V�OL
���������$�� �ก
ก��
����
�������ก�����$�� $�����O�
J ��]	ก����������L��"��ก����$���ก���ก�������กก��
����
$�  �ก����
�  

 
 ! �"	ก��
 ���L��^�	�^"#��
L!	!��� antisense RNA "	ก������������	���ก��
����"����
����ก���[กVFก�	��
	�	�P^	 ��
��F�กก��$�
Fก��V� ���ก�����	"	�O ��������s	�� $�	
ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACSB � �Vก� line AS-ACSB-203A V�O AS-ACSB-208A ��ก��
V� ���ก�����	 AS-ACSB ��ก V�O��ก��V� ���ก�����	 sense ACS 	����� "	ก��
$�
F��� �
�
��� RT-PCR V$���U��$�
F��� �
��
L	�L northern blot analysis �����ก��
V� ���ก�����	 AS-ACS V�O��	 sense ACS 
�^�	�^��]	����O
����	 AS-ACS 
��	j���"#�"	ก�������
ก��
���� � V�����	��ก��� ��]	��	
����ก��V� ���ก����O"	 �ก�����
�
��	�^	 FP�$�
F�����ก��
V� ���ก�����	 sense ACS F�ก��
	"����ก��
���� "��T��#�	� ��
ก����	
�F����� Yu et al. 
(2000) � �������	 sense/antisense DOH1 (Dendrobium orchid homeobox1) �������ก��
�����ก��
�
����	��� Madame Thong-In ! �"#��#U^� A. tumefaciens �����	��� LBA4404 \P����]	��	
��L
�L��
ก������� shoot apical meristem (SAM) V�Oก����ก �ก (early flowering) \P�����������
$�
F���ก��V� ���ก�����	 DOH1 "	"����	V�O"�Vก����ก��
����� � V$�FO$�
F��ก��
V� ���ก
�� leaf primordial � � Lanahan et al. (1994) JPกN�ก��V� ���ก�����	 ACS "	�O��U�
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�
J � V�����	��ก��� ��ก��V� ���ก�����	 ACS �����G��ก
��ก��	"�V�O �ก"	�O�Oก��	
ก����
�!��V�O��� ��
� V$���ก��V� ���ก�����	 ACS ���� �	#� "	"�
����
�!�� (senescence) 
"	ก�G����$�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACOA ��ก��V� ���ก�����	 AS-ACOA "	
�����G
��V$ก$���ก�	  ��	�^����O��	 ��ก���
��V
�ก$�
���$j�V�	��
�����
j�"���ก� ก��V� ���ก
�����	 (gene silencing) V�O�P^	ก��Fj�	
	#� �����	 
j�"����ก��V� ���ก�����	 sense ACO 
��กก
����	 AS-ACO  
 
 ��	
�F��
���ก���
����ก��ก������������	���ก��
����! �"#� antisense RNA technology "	ก��
�����^�ก��V� ���ก�����	
���ก���
����ก��ก���������
���	 � �Vก���	 ACS V�O��	 ACO 
j�"��#O��
ก����
�!����� �ก����#�	�����	��� Iwazaki et al. (2004) ������	 sense/antisense ACS �������
L����	#�	 (Dianthus caryophyllus L. cv. Nora) ! �"#��#U^��O!ก�V�L
������ � �L����	#��	 � V���
��	��ก���
��� ������	 sense ACS Fj�	
	 2 lines V�O� ������	 antisense ACS Fj�	
	 3 lines 
�����������^�ก���������
���	"	�O�
���
�� �กL����	#�	�ก� ก����
�!����U���������
���ก��$�	
��
���� ����ก��������	 V�O line sense ACS-1 
��� ����F���	 sense ACS ������ ก���������
���	V�O
 �กL����	#��	������ก���[กVFก�	
����
	�	�P^	 
�^�	�^�	U���F�ก$j�V�	��V�OFj�	
	#� �����	 sense 
ACS 
��������V
�ก$�
"	!L�!�!\��U#
��$j�V�	��$��� l ก�	 ! ����$j�V�	����F
j�"���ก�  
silencing �����	 endogenous ACS 
j�"����	 ��ก���
���������V� ���ก� �V�O
j�"����	��ก��
V� ���ก"	�O ��
��V$ก$���ก�	 V�Oก��
����	 sense ACS �����^�ก��V� ���ก�����	 endogenous 
ACS � � ���	 antisense ACS �	U���F�ก��	 ��ก���
��ก��V� ���ก"	��กNGO
������ก
�� co-expression 
��
�ก����	 endogenosue ACS M��"	�U#��� (Iwazaki et al., 2004) Kosugi et al. (2000) ก���

�#�	� ��
ก�	
��L����	#��	
��������	 sense ACO ��ก���������
���	"	 �ก� �� \P���ก� F�ก
ก�O�
	ก�� co-suppression ��
�ก����	 endogous ACO 
j�"������ก���[กVFก�		�	�P^	 Kinouchi 
et al. (2006) ������	 sense/antisense ACO ������� �กL����	#��	 (D. caryophyllus L. cv. Lillipot) 
��
��ก��V� ���ก��	 sense ACO � �� 
j�"��ก�Fก������ ACC oxidase M��"	�U#� ��"	���
�����	������L����	#��	 � V�����	��ก���  
 
 "	ก��
 ���L��^�	�^�����������ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACS ��U� AS-ACO 
��
���JF�ก��	L� ��U�กV�O��ก��V� ���ก�����	 endogenous ACS ��U� ACO � �� ��U��
�������
���ก��$�	
������ ����ก��������	 \P��$�	ก��
���� � V�����	��ก��� ��ก���
��V	
!	��
��FO
������ก���[กVFก�	
��	�	�P^	 \P��	��FO��]	��O!�#	�"	ก�������ก��
���� � V�����	��ก���
��
�������U ����ก���[กVFก�	��� �กก��
�����ก���
��� �"	�	�L$ 
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���� 
 

 ��	
�F��L��^�	�^� �
j�ก��JPกN� 2 ��U���� �Vก� ก��JPกN��[FF��$��� l 
����T�$��ก��������	�������
ก��
�����ก���
����	�������� �
�� ! �ก��"#��#U^��O!ก�V�L
������
�����F��
ก�$��� pMAT 21 
V�Oก��������	
���ก���
����ก��ก���������
���	�������ก��
�����ก���
����	�������� �
�� ! �"#�
�
ก�$��� pMAT21 ��U�������ก��
���� � V�����	��ก���
������	��k�����V�O���JF�ก��	L� ��U�ก 
\P��� �����T�ก��
 ��� ��	�^ 
  
 1.  ก��JPกN��[FF��$��� l 
����T�$��ก��������	�������ก��
�����ก���
����	�������� �
�� 
! �ก��"#��#U^��O!ก�V�L
������
�����F��
ก�$��� pMAT21  

 
1.1  �#U^��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 ����O��
��M��"	ก�����������	�������

ก��
������	�������� �
��� � �ก
�������	��� AGL-1 V�O C58 �	U���F�ก�������	
���O!ก�
V�L
�����������	��� EHA105 ����O�j�����"#�"	�U#"����^��� ���
FP���U�ก"#��O!ก�V�L
���������
��	��� EHA105 "	ก��������	 
 

1.2  �����G�#U^��O!ก�V�L
�����������	��� EHA105 :: pMAT21 vector 
������O��
�j�����"#�"	ก��������	�������ก��
�����ก���
����	�������� �
�� LU� �#U^��O!ก�V�L
������
����
L
��������	��U��
� L�� OD600 "	#�
� 1.61-2.00 V�O�FU�F���#U^� 1:1 \P���������G�#U^� ~ 4.1× 1017 
cfu/ml 
 

1.3 
���ก��V�O�
��
������O��"	ก��
j� co-cultivation LU� 
���T�����V�
	����#U^� 
�O!ก�V�L
������ก���	U^���U��ก��
����! �"#��L�U��� vortex mixer 
��L
����s
�O �� 7 ��]	�
�� 30 
	�
�  
 

1.4  ก���$����� celite \P����]	���
��
j�"���ก� �� VT� ��"	���V�
	����#U^��O!ก�
V�L
������"	#�
�ก��
j� co-cultivation 
��L
��������	 4.5 ก���$����$� ��]	�
�� 30 	�
� #�
������
��O��
��M��"	ก��������	��������	U^���U��ก��
����� � �
����  
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1.5  ก��กj�F� �#U^��O!ก�V�L
������F�ก PLBs M������ก��������	! �"#� 200 �����ก���$��
��$� �����������^�ก���F��E�$��!$����#U^��O!ก�V�L
������� ����������O��
��M�� ! ������
T�ก�O
�$��ก���F��E�$��!$����	U^���U��ก��
���� 

 
 2.  ก��������	
���ก���
����ก��ก���������
���	LU� ��	 ACS V�O ACO ������ก��
�����ก��
�
����	�������� �
��! �"#��
ก�$��� pMAT21 ��U�������ก��
���� � V�����	��ก���
������	
��k�����V�O���JF�ก��	L� ��U�ก 
 
 ก��
 ���L��^�	�^
j�ก��V�����	 ACS V�O ACO ��ก��]	��
	$��� l 3 ��
	 � �Vก� 
����
G 5´ �����	, ����
G central region V�O����
G 3´ �����	 \P������ก
�� ACSA, ACSB, ACSC 
�j�������	 ACS V�O ACOA, ACOB, ACOC �j�������	 ACO $���j� �� F�ก	�^	
j�ก�������#� ��	
V$��O��
	 ��ก���
"	��กNGO antisense orientation ��������
ก�$��� pMAT21 ��U�������������ก��
����
! �"#��#U^��O!ก�V�L
������ ��
��M������ก��������	 3-4 � U�	 PLBs ��n	���]	�� ก�OF�ก
��
�ก�O$�
ก�	V	�	 V�O�ก� ก����n	���]	$�	�ก$�F�ก�� ก�OF�ก ��ก���
M������ก��������	 6-8 
� U�	 ����F�ก	�^		j�$�	�ก$���$�
F��� �
�
��� Southern blot analysis ��
��ก��
����
��� ����ก��
������	 AS-ACSB V�O��	 AS-ACOB ����	V
�ก$�
����"	F�!	� 1 #�  Fj�	
	 5 V�O 2 $�	 
$���j� �� "	�GO
��ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACOA ����	V
�ก$�
����"	F�!	�$�^�V$� 2-4 #�  
! �$�	ก��
���� ��ก���

�ก$�	���JF�ก��	L� ��U�ก F�กก��$�
Fก��V� ���ก�����	"	�O ��
������s	�� ��
��$�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACSB � �Vก� line AS-ACSB-203A V�O AS-
ACSB-208A ��ก��V� ���ก�����	 AS-ACSB ��ก V�O��ก��V� ���ก�����	 sense ACS 
	����� V�O"	$�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACOA ��ก��V� ���ก�����	 AS-ACOA "	
�����G
��V$ก$���ก�	V�O"	$�	ก��
����
��� ����ก��������	 AS-ACOB � �Vก� line AS-ACOB-10B 
V�O AS-ACOB-11B ��ก��V� ���ก�����	 AS-ACOB ��ก V�O��ก��V� ���ก�����	 sense 
ACO 	�����  ��	�^	ก��������	 AS-ACS ��U� AS-ACO  �
��
ก�$��� pMAT21 �����������
ก��
���� � V�����	��ก���
������	 AS-ACS ��U� AS-ACO V�O���JF�ก��	L� ��U�ก� � 
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$����N��ก��� 1  ��L���Oก��������������L��O����$� VW 
������$��	̂j��O����
 ( � V�����F�ก 
  Vacin and Went, 1949) 
 

��
	��Oก�� L
��������	 (�����ก���$����$�) 
Macronutrients  

KNO3 525 
(NH4)2SO4 500 
KH2PO4 250 

MgSO4.7H2O 250 
Ca3(PO4)2 200 

Micronutrients  
MnSO4.H2O 5.7 

Iron 
Fe2(C4H4O6)3.2H2O 

Other 

28 

Sucrose 20 ก���$����$� 
pH 4.8-5.0 

 
$����N��ก��� 2  ��L���Oก�������$� 2X-YT (Sambrook et al., 1989) �j��������^���#U^�V�L
����� 
 

��
	��Oก�� ก���$����$� 

Bacto-tryptone 16 

Bacto-yeast extract 10 

NaCl 
pH 7.5 
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$����N��ก��� 3  ก���$��������O��� X-gluc solution �����$� 50 �������$� "#��j������
L	�L                                   
GUS histochemical assay  � V���F�ก
������ Jefferson et al. (1987)  

 

$����N��ก��� 4  ����O������������j������ก�  ���s	��F�กF�!	����ก��
����! � � V���F�ก 

  
��� TLES (Verword et al., 1989) 

 
 

 

 

 

 

 

 

����O��� ��
	��Oก�� (�������$�) 

0.1 M Na2HPO4 5 

0.025 M K3Fe(CN)6 1 

0.025 M K4 Fe(CN)6 1 

0.25 M NaH2PO4 5 

10% Triton X-100 0.5 

�$�� substrate X-gluc 25 �����ก��� 

�$��	̂j�ก���	"��L�� 50 

��
	��Oก�� ก���$����$� 

Tris-HCl, pH8.0 0.1 M 

LiCl, 0.1 M 

EDTA, pH 8.0 10 mM 

SDS 1% 

Na2SO3 2% 
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$����N��ก��� 5  ก���$�������������j������
L	�L agarose gel electrophoresis  
  (Sambrook et al., 1989) 
 

�������� L
��������	�� 
��� L
�������������O��� 
Tris-borate(TBE) 0.9 M Tris-borate 10X : Tris base �����$� 109 ก��� 
 0.646 M boric acid : boric acid �����$� 40 ก��� 
 0.025 M EDTA : EDTA-free acid �����$� 7.3 ก��� 
  : 	̂j� �����$� 750 �������$� 
Tris-acetate (TAE) 0.004 M Tris-acetate 50X : Tris base �����$� 242 ก��� 
 0.001 M EDTA : glacial acetic acid �����$� 51.1 �������$� 
  : 0.5 M EDTA pH 8.0�����$� 100 �������$� 
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�
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M���กN$� 
L��^�
�� 3 ��U��� Production of marker-free transgenic 
orchid using ipt- type MAT vector  
2.  	j���	�!���$���"	��	 BioAsia 2007  
Transformation of Dendrobium orchid for production of 
marker-free transgenic orchid. 
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