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Th e ex istenc e o f  antisense papaya 1-am ino c yc l o pr o pane-1-c ar b o x yl ic  ac id  o x id ase 

( antisense C P A C O )  g ene and  th e ph ysio l o g ic al  c h ar ac ter s o f  tr ansg enic  Dendrobium 0 S o nia 

B O M 172  and  Den.  0 S o nia E ar sak u l 2  w er e stu d ied . Th e r esu l ts r ev eal ed  th at, at 1year  af ter  

tr anspl anted , 90 %  o f  antisense C P A C O  g ene and  10 0 %  o f  sel ec tab l e m ar k er  g ene, h p t , ex isted  

in th e tr ansg enic  l ines as c o nf ir m ed  b y PC R  tec h niq u e. Th e S o u th er n PC R  h yb r id iz atio n and  d o t 

b l o t anal ysis al so  c o nf ir m ed  th e sim il ar  r esu l ts. Th e g eno m ic  S o u th er n b l o t h yb r id iz atio n 

r ev eal ed  th e ex isted  o f  2-3 sets o f  g enes in 0 S o nia B O M 172  and  1-3 sets o f  g enes in 0 S o nia 

E ar sak u l 2  tr ansg enic  l ines as d etec ted  b y 35S  C aM V  pr o m o ter  spec if ic  pr o b e. 

 

Th e ex pr essio n o f  antisense C P A C O  g ene w as stu d ied  th r o u g h  th e l ev el  o f  AC O  

enz ym e ac tiv ity and  eth yl ene pr o d u c tio n in o r c h id  pl ants. Al l  o f  th e tr ansg enic  l ines h ad  l o w er  

AC O  enz ym e ac tiv ity and  l o w er  eth yl ene pr o d u c tio n th an th at o f  th e no n-tr ansf o r m ed  o r c h id  

pl ants. I n tr ansg enic  0 S o nia B O M 172 , th e ac tiv ity o f  AC O  w as d ec r eased  41-97%  and  th e 

eth yl ene pr o d u c tio n w as d ec r eased  60 -76% . S im il ar l y, in tr ansg enic  0 S o nia E ar sak u l 2 , th e 

ac tiv ity o f  AC O  w as d ec r eased  41-94.5%  and  th e eth yl ene pr o d u c tio n w as d ec r eased  42-76% .  

 

Th e ph ysio l o g ic al  stu d y o f  tr ansg enic  o r c h id  l ines, in o v er al l , d em o nstr ated  th e b etter  

g r o w th  as c o m par ed  to  th e no n-tr ansf o r m ed  pl ants. Th e po st h ar v est ph ysio l o g y o f  f l o w er s f r o m  

tr ansg enic  l ines sh o w ed  sim il ar  w ater  u ptak e c o m par ed  to  th e no n-tr ansf o r m ed  f l o w er s. 

H o w ev er , th e 30 %  l o ng er  v ase l if e th an th at o f  th e c o ntr o l  w as o b ser v ed  in f l o w er s o f  tr ansg enic  

l ines.  
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' 	��� 7 ��� �� 
������� � � �
� �9� 2 +��1 �0 7 ��� 
� ��� � .�  
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���+ )� �� �� � � 
 

 1. ���� ����(��
.��� � ����������	��
�� antisense C P A C O  / ���� � � ��� ��� .�� ��
' 	�� 

      � 7 ��� �� 
������� � � �
�� 
� ��� � .� 

 

 2. ���� ����' / �#2 ' $ #� ) $ 	���� �� 
���� �������� ���� ��

�� antisense C P A C O  �� 
� ��� � .� 

 

 3. ���� ������ �� 
���� �������� ���� ��

�� antisense C P A C O   �� 
� � � �����' �:� ' ���
�  
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�
����, �� ��
� 

 

1 .  % ( �
 � � � �� % /( � 
 ��    

 

     �� �� 
���'  =�+4" 7 � ' � �9
�' ���
�  (m o no c o tyl ed o no u s pl ant) �
.�7 �� ��0 O r c h id ac eae @ ���'  =� 

+4" ���� ��07 � 2 �� ������� � �������� / �
+��1 �0���� �����  I/ / �� ��+� �� �� 
��� �� ���  25,0 0 0  " �#� 
�� �� 
���' / �#2 ' $ #� ) $ ���7 �� ��� � �  
�' � ��� � � ���$ ��0�$ #� ) �
��� �7 � 2 �/ � +� 7 �' 	$ ���� 

 ((��" #$ , 2550 ) �� �� 
������� � ���#
� � .�����
����+��� � �
������ ���� � � �
 (Dendrobium)  
�� ���� (V a nda )  ���@ #' ��
� ( O nc idium) �� ������  (A ra nda ) �H�((����  (Mokara) �� ���� � �  
(Arac h ni s ) (��" �
 �� �(��, 2534) 
   

               �� ��
������� � ��
 (De nd rob i u m  s pp.) ' =����� ���$�9�	�9�7� R (.�.1799 )�
 ���+S �� ���$�0
" �����'��" 4�� P eter  Ol o f Sw ar tz  @ �����/�������+�0* �� �����(4� dendr o n � � ���$����� �� � b io s  

� � ��� " ��#$ ' =��������� ���#����" ��#$�������
�
.���$����� ��������� ��
��� ���� � ��
 ��������/�

+��1 �07�'	$������ �� �.�'���7��� ������� @ #K !�  I//����+������ ��
������� � ��
' =��� ��
���
���� 7� 2 ���������������� 1,200 " �#� (Ritter s h au s en and Ritter s h au s en, 2001) 

 

 � ��� �����+S �� ���$�0 �� ��
������� � ��
 

 

 �� ��
������� � ��
' =��� ��
������������������������ (s emi-epiph y te) ���
���� �        
��� ��� ������98���'
4��� ����
.�������� ���+��(� ��
K ���98� " ��
 T����������'� 
	���98�  
�� ��8�� ������������� �� )�
 �$#���/�����
'���
���
.�$��$����� � �4������ � .�  
  

 � 8�$���� ��
������� � ��
�����'/�#2 '$#�)$����	���� �4����@ #�)+'��
�  ( s y mpo dial ) (4�
'/�#2 � $�����������
'� ��� (r h iz o me) @ ���' =���������8�� ������' =�� 8�$��	���� ��
��� '�4��$��)$
'$:������ ��/�������$�� ���7� ��/��)(���'�#�	�9�'�4��
> �� �/�" ��
'�:������98��� ���� ��    
'��
�������9��� � 8�� .��� ��
 (ps eu do -b u l b ) ����	��� 8�� .��� ��
��9��	�� � ��� �� �$� ������ �$� 

' =�� ��� �� �'�#�' =�'� ���'� :�> ������ '/�#2 '$#�)$$��� ��� (��+�, 2548) 
   

 7�	���� ��
������� � ��
��� ��� ������� �� �	��� $���$�� �" �#�  7���� ������" ��
 

7�������'(���� 0��� 7�	���� ��
����������' =�������� (4� �- ��7� (l eaf b l ade) �� �����	��
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���7� (l eaf s h eath ))�
����- ��7���� ��� ����� 
�� ��� ���$���. $���� '����� ��7�� �4�'���
��
>
/��
.�7�� ��� ��	���� $��(���
��	��7� �- ��7�/��
.�" #�������7� ���' =�����$��/��      
�- ��7�" ��
� ��� ���� 8�$�� 
��7�������� 8�$�� ('��� O ���$�0, 2550) 

   

 �� ��
������� � ��
��������.��0'+� (h er maph r o ditic  � �4� per fec t fl o w er ) ����� ��
���
 ��������
 �� ����� 2 " �9������� �� ��'� �9
� (s epal ) 3 �� �� �� ��� ����� (petal ) 3 �� �� �� �����
" �9����/����. ������ ������'� �4����� �8�� ����� �����" �9�7� 2 �� ���� /����. ����'� �4����� 
�$��� ������ ������ ��� ���$�$�������  /����" 4��'��
�'<+�����  �� (l ip � �4� l ab el l u m) �� �����
��9� 6 �� �� /�'" 4���$�����'���'��� (c o l u mn) @ ���' =�������� ��������
'���'+�- .��� �'���'+�'��
 
'���'������ ��� ��' =�'�4�
� �4��������
4�������/���� �������� � �
���' =�����
.�	�����'��. 
(anth er ) * �
7����'��.��'��.��'� � 4��'������' =�����> ����'��.��9'��
���� �� ���'��. (po l l inia)      
7��� ��
������� � ��
 ���� ���'��. 2 �����
.�7����'��. � ��'	����	���7�	��'���'���/�' =�
��'���
'+�'��
 (s tig ma) )�
��/���
'� :� (r o s tel l u m) ��9��
.���� ����'���$��- .��� �'���$��'��
 $������ 

��'���$��'��
�����������98�'�4��'� ��
�	�9��� @ ���' =���#'����������� ��
'��. (po l l inatio n)       
�� ���'��.���$�� �����#'����9'�#������� ����'	��� 7�'���'��� * �
7�' =�" ���	������" .'���    
'+�'��
'" 4���$��� �� 
������	� )�
����� '�4�������� ��
� ����'���" �����9/�'" 4��� !��
������'�:�  
����	� (o v ar y ) 	������� ��
����
.�$����#'�������������
.�" #����)(��� ����� * �
7���" ��� 3 " ��� 
�$�'�4���/����������'" 4������	��- �������7� /���8�7� �'�#�" �������	�'+�
�" ���'��
� �$�� ���./��- ���
��������� ��/�'� :�����������' =� 3 ���� * �
7�����	����	����� (o v u l e) '�:�'� :�> '���$#�'��
�
' =� 3 ��� �	����������+�; ��'�4��������������- ��'����� �� (D er -P ij l  and D o ds o n, 1996) 

  

 " �����	���� ��
������� � ��
 (infl o r es c enc e) ' =���� r ac eme (4�' =�" ����������
����
������$��	�� )�
/����" �����/��	��@ ����
.���� � �
� 8�� .��� ��
 � �4�$��	��@ ����
.�� ��� ���
�������)(��	��� 8�� .��� ��
 (��+�, 2548) 
 

 �� ��
������� � ��
��- � @ ���'��
����N I� (po ds )  � ��� ��(� ��
���������� �4������ �   
���" �#��. �� N I���������'	�
� '�4�����/�' � ��
�' =����98�$�� ��'�� :��
.�����7�'+4��	
�
+��1 �0$���  
'�� :�	���� ��
�����	���'� :�������" �#��:(� ��
N �U�- �'�4��N I����/��$����������  � #�� �� 
���  '�4��$��
.�7�����������.��0�:/�'/�#2 ���������  �$�' ��0'@ :�$0��������9����
���      
('��� O ���$�0, 2550) 
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 �� ��
������� � ��
" �#������� � .�'+4��$�����' =����(��7� ��'����
(4�  �� �����0 
De nd rob i u m   0 P o mpado u r 2   ' =�+��1 �0����8�'	����/�� ��'��N ����'�� +���� ������ '/�#2 '$#�)$���
��7��* �+�����	�� ��'����
�� �7� ������
��� 7� R +.�. 2509 ��- .���� ��$��������� 	�

$��� ��'��  ���? ���������(����#
�/��������������� ��
���$�����$�9��$���9��� (�+�.� 
0, 2521) 
 I//���������- ���� �(��+��1 �0�� ��
������� � ��
'+4���8��� � .�$����������
� � �
" �#� �� � �� � .�
'� �9
�����8�(�2 ������ ����'�+�� ��(� �������(� �(� O � ������� �� ���" ���� 7� R 2551 

 ��'����
��+49���� � .��� ��
��� 20,739 ��� 7� �- � - � #$ 45,937 $�� �� �#����� ��.� (�����������
	���� ��
���$����� 24,564 $�� ���.� (�� 2,545  � ������ )�
������ ������� 
�� ��'��$���> 

������� 76  ��'��  I//���� ��'����
�������� ��
���$�����)�
����������$� ��)� ��
.���� 35.32%  

)�
����$� �����' =� 3 ����(4�$� ��
�)�  �� ��'���#$�� �' =�- .��8�'	��������� ���� ���� ���(4� 
'�'1 ��0�� ��0 �� � '
�����  $� ��'�'" �
�� ��'��2 �� �U�' =�- .��8�'	����
7� 2 � �� �$� ���'��#��  
����* �
7� ��'��'���:��(����#
��� ��
����
��������	���  
(�8�������'��� O �#/���'�� $�, 2551) 

 

 �
������:$�� �#����� ��.� (������������� ��
���$�����	����
��(������������   
�����' � ��
�� � ����>  R '�4���/�� ���� I2 � �'�4���(���- ��- ��	����(� �� �* ������0�	��	��
��� ��'��- .�- � #$(.��	�� ������  ��'���#�() �0 ��'� '@ �
 �� � �#�)���'@ �
 @ �������� ��� ���+��1 �0 
�� ��
���7� ���(��* �+�� ��(�����������	�9�)�
'<+��7�'�4���	����
����7" ���� (��'+�
�, 
2532); ��
" �  �� �(�� (2528) ��
������- .������� 63.52 ' ��0'@ :�$0�������/��/��� .�(��������
'� ��
� ������� 36.48 ' ��0'@ :�$0�������/������������ @ ��� I2 � �'� � ����9' =��� ���($�����	
�
$��
�� ����+�; ����$��� �������- � #$�� ��
���'+4����������� ��9���9'�4���/������� ��
���'�4��� .�$��
�
����/��$�� V ��0)��+4" 
��(��8�� �������� ��#/����$���> * �
7�'@ � � 0
��(��8�'�#�$���  

'+4��(����
.���� ���7� �'�#����' � ��
�� � ���9�������������  ������
* �+ �� �����" ��'(�� 
'" ��'��
����7�	������
.���$�� ����� ��
���
��(������� �
7/ ���(�
�98��� ����' � ��
���	��
�� ����� ���' � ��
�� � �'� � ����9� �����- � �����$��(��* �+�� ���
����7" ����	�������9��#9� 
(��
" � , 2531) '�4������� ��
���'�#������� ����/�����������'��#� �� '��#� ��/�'����8�7� ����
�� ��
���7� �'�4����* �+�� �'� ��
�'�:�	�9� (A k a m i n e , 1963) 
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2.  %�����*�(#0����
0���
��%(�
���� 
 

 ���'+��'� �9
�'�49�'
4���� ��
���' =����	
�
+��1 �0�� ��
����#1 �� �������' =�����#
�7� I//���� 
'�4���/�������� '+#��/8������ ��
�������
������'�:�'� ����8�� ������ � .�'� �9
�' =����(��$���� ��
���
������ � ��'" 49�)�( ���- � - � #$���8�'��� �����$������.�� ���� � ����
���������	
�
+��1 �0���
�#1 �
'+��'� �9
�'�49�'
4�� ��- � �8�7� �� .��� ��
��� ������ '/�#2 �������� ���(����	:�������.��0���
������� ���������$���
�� 8����
@ ���' =��#1 ����	
�
+��1 �07����$ (��+�, 2546) �� �/��������� �
	�� Sah av ac h ar in (1980) ���� ������ �
+��1 �0	���� ��
��� 21 ����  �����9��#9� 121 ��
+��1 �0  
7��* �+ � ��'" 49� +����7����- � #$�� ��
���/8����� �4��$�����
�#1 �'+��'� �9
�'�49�'
4����)�������
$�������� ��� ��'� �4��$��'�#� 99.99% �� � ������'�#� 0.01% ' =�$���� �
+��1 �0 �����9��#1 ����
'+��'� �9
�'�49�'
4��/��' =��#1 ����� ��������8���" ��
7����	
�
+��1 �0�� ��
�������� � � ��/�����'����� 
$���� ��
���� ��� ��$�����$�������� �� 

    

 ���'+��'� �9
�'�49�'
4���� ��
���'�#��/�� K nu ds o n (1922) ������ '+��'�� :��� ��
���7���� ��
�������������#����
0�� ���#����
0���" �#�' =���(0 ����� �� ����98�$�� �� .)(� 2 ' ��0'@ :�$0  
)�
���$���7��'" 49��� �$�$����������������	:����'� �4��$������������7��* �+1 ���" �$# 7� R (.�. 
1946 K nu ds o n ������ (��+��.$���� ��7� �����'� �����������'/�#2 	�� $������ �� �$�9�" 4���.$�
��� ����9��� I K nu ds o n2 s  CJ  $����7� R (.�. 1949 V ac in �� � W ent +�  �.$���� ����������� 7" �
'+��'�� :��� ��
����� �'� �9
�$���������' =�- � ��'" ����� �� �7� R'��
������9� Ro to r  (1949) ������
'� �9
�����" �����	���� ��
������� K ��� ���+@ #�7� �' =�$����� �� � Mo r el  (1960) ���" 4�����' =�
- .��8����'+��'� �9
�'�49�'
49��� ��
���'+4��'+#�� �#���7� ����/8�������' =�(���� )�
�8����	
�
+��1 �0
�� ��
������� @ #��#'��
� ( C y m b i d i u m ) 7� � ���/��'" 49������ �8�)�
$��" #9�����	��
�����- ������
K ��^ ��'" 49� '� �9
�7���� ���.$� K nu ds o n2 s  C /�'�#�' =�����'�49�'
4����'	�
�'� :�> 	�9� �� �7� �" 4����� 

I b u l b l etJ  @ ���$����' � ��
�' =� I pr o to c o r m l ik e b o dies J  (pl b s ) �� �����#�
����$�07�
�($�������
+�; ��'�(�#(��9'+4��7" �7����	
�
+��1 �0$���� ��
���� � �
����   I//���������� '+��'� �9
�'�49�'
4��
�� ��
������/���������' =�'�49�'
4��'/�#2 $���> '" �� $�
�� $�	��� �� � � �
������� (/#$��+���, 
2536) 7� ��'����
'�#��������8����'+��'� �9
�'�49�'
4����$�9��$�    R+.�. 2522 (��+�, 2546) /��������
 I//���� ���'+��'� �9
�'�49�'
4���� ��
���7� ��'����
��������+�; ��/�� ����������(���
��������	��� 
�.$���� ������#
�7" ��8�� ������'+��'� �9
�'�49�'
4���� ��
���(4� �.$����� � �	�� V ac in �� � W ent 

(V W ) 
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 	�9�$�����'+��'� �9
�'�49�'
4��)�
���'	  '�#��/��^ ��'" 49����- #�" #9������� ��
����� ���8���'� �9
�
7���� ��'� � ��.$����� � � V W  '	
��'+4��7� �'@ � � 0��������������
(���'�:� ����� 120 ���$��
����/������ pl b s  /��
��
� ���� ���	:�'+4�����$���7� ��� ��
��������$��������.��0 ( �����$�0, 
2538) ���+�; ��� ' =�$��/������ pl b s  	���� ��
��������� ����8�������
 �����9����'+��'� �9
�
'�49�'
4��/��' =�'�(�#(� ��������8���7" ������������ ��

��'	���.�+4"   
  
3.  %��1 )���#�2 �%(�
���� 
 

  I//������� ��� ���+��1 �0+4" ���
�#1 �� ��

�� ����(����8�'�:/7�+4" � � �
" �#���9�7�     
���- �  ��������� ����� @ �����$� � ����(0	������ ��

���$�$������� ������/�' =���������+4"  

���  ��$���* �+���� ���$���> �����+4" $����������8�/����" +4"  $������)�(�� ���� � 
4���
�     
���'�:����� � �����+4" ���7� ������������� � �7� �� ' =�$��+4" ������������� ��

��'	��� �� �
�����

����9�7� �'	��� �����
.�7�/�)��+4"  @ ���+4" ��/����� ��� ��	��
����9�> ��������'��
�+4" ��9����       
+4" ���� � �+��1 ����� (tr ans g enic  pl ant)  ��)
" �0	������ ��

������8�(�2 (4�  ������ �����+4"
+��1 �07� �����)�
7" ���
�'�� ������9��� �+4" $��7� ��
��(�� ��� ��'�#������'�������� ((��" #$, 2550) 

�#1 ����� ��

���
.����
���� � �
�#1 � @ ����$�� ��#1 ���	������ �	��'��
�$�$����������  @ ����#1 ����� ��

��
���
.� 2 ���� � ��(4� 

  

 3.1  ���� ��

��)�
$�� (dir ec t g ene tr ans fer )  

 

         ' =��#1 �������7" ����- ������+��1 ������ �4�
��'	���.�'@ � � 0+4" )�
���$�������
  +�� �
' =�$���8�'	���.�'@ � � 0� �4��#�'(� �
�  ������ �8����� � �
�#1 � '" �� ���� ��

��)�
7" �'	:�<�� 

(mic r o inj ec tio n) ���� ��

��)�
 l ipo s o me fu s io n  ���� ��

��)�
 s o nic atio n ���� ��

��)�
7" �
���'(��'" �����  po l y eth y l ene g l y c o l  ( P EG)  (���#���0, 2539) ���� ��

��)�
7" �������K K T�      
@ ����� 2 ���� (4� ���7" �(���$������
0�K K T�$�8� ��
�'�� ���� ��� ���7" �(���$������
0�K K T��.� 
��
�'�� ���9� (��1 #" �
, 2543) �� ����� ��

��)�
7" �'(�4���
#����* �(@ ����$�� ��#1 ����7" �7����� ��

��
)�
$����9���(���'� ������� �	����	��'��
	�9��
.����" �#�+4"  �� �" �#�	��'�49�'
4������8���7" � 
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  ���� ��

��)�
$��7��� ��
��� ��- .���
������� � �
���'" �� 

 

   Gr ies b ac h  and Hammo nd (1993) 7" �������K K T�7����� ��
+� ���#� pBI 121 �����

�� g u s  ' =�
����
���- � '	���.�'�49�'
4��'/�#2 ���� � �

�� apic al  mer is tem 	��'�:���#)� 	��
�� ��
�������  C al anth e  � � ��/������ ��

��+����������������	��
�� g u s  7�7�	��$���� ��
���
��
� 6 '�4�� 

  

  Gr ies b ac h  (1994) 7" �������K K T�7����� ��
+� ���#� pBI 121 '	���.� pl b s  	��
�� ��
�������  C al anth e   +����� � ������ ��

���� ���8����(��'� 4������� ��(��'� 4���� �� 1 '�4�� 

�� pl b s  ������" ��#$ 45% �����9�+�������
.��� �����������	��
�� g u s  7�$��� ��

�� 

  

  K u eh nl e and Su g ii (1992) ��� ��
#����* �(����'$�'(� 4�����
+� ���#� pGA482GG  

�����
�� c p P R V 4  @ ���(��(����������) �$��� ��� ������* �(	�� papay a r ing s po t v ir u s  (P RV  CP ) 

)�
�� CaMV  35S  ' =�) �)�'$��0 �� � 
�� g u s  ' =�
����
���- �  ��
�� neo my c in ph o s ph o tr ans fer as e 

(np tI I )  '	���.��� ��
������� � ��
� .�- ����
+��1 �0 J aq u el y n Th o mas  +����� � ��/��(��'� 4��'�49�'
4��
�� ��
���/8���� 280 ) �)$(��0����- ������
#����
���* �(�� ��' =�'�� � 21 '�4�� �8�$���� ��
��� 
������/8���� 13 $�����#'(���� 0���
�#1 � So u th er n  h y b r idiz atio n �� � �#1 � P CR  +����$���
�����9�� ��  
��
�� np tI I  �$�+�
�� c p P R V 4  '+�
�$��'��
� 

 

  Ch ai e t al . (1994)  � ��

��'	���.� pl b s  	���� ��
������� � ��
 )�

#����
���* �(
����'$�	��� 1-3 ��(������'(� 4�����
+� ���#� pU C19L U C �� � pMON530L U C �����
����
���
- � ����8�� ����������'���@ �0 fir efl y  l u c ifer as e (l u c )  * �
7$����(��(������������)�
) �)�'$��0 
CaMV  35S �� �'���0�#'�'$��0 no s 32  +���� � � ��/��
#����* �(' =�'�� � 3 ��� '$#���� l u c ifer in 
(���'	��	��  1 ��)(�)�� ��0 7���� �����7" �'� �9
� pl b s  ' =�'�� � 3 �� ��� 0 � � ��/����9�(��'� 4��$��
� ��

��)�
'� 4��/�����$�����������������	��
�� l u c  �� �$��/���������
.�	��
�����
�#1 � 
So u th er n b l o t anal y s is  �� �� ���$���� ��
���� ��

��������.��0 25 $�� 

 

  Y ang  e t al .  (1999) � ��

��)�
���
#����* �(������'(� 4�����
+� ���#� pK H200 �����      

����
���- �  β-g l u c u roni d as e  ( g u s ) �� ���
��(��'� 4�� neo my c in ph o s ph o tr ans fer as e (np t I I ) '	���.� 
pl b s  ��
� 6 '�4��	���� ��
������� @ #��#'��
�  �� ��(��'� 4������� ���.$� MS ���'$#���� ? #" ����       
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������
@ #� (k anamy c in) (���'	��	�� 200 �#� � #����$��� #$� ��� 9 '�4�� +����$��������" ��#$ 

��   
�� np t I I  �
.� '�4�������)�
�#1 � P o l y mer as e c h ain r eac tio n (P CR) 7��� ��
���� ��

�����$�� 
�� �+�����������	��
�� g u s   69.4 ' ��0'@ :�$0 '�4��$��/������
�#1 � h is to c h emic al  as s ay   

 

  K napp e t al . (2000) ��� ��
#����* �(������'(� 4�����
+� ���#� pD P G165 �����
��
(��'� 4�� b ar '	���.� pl b s  	���� ��
��� 3 ����  (4� Dori tae nop s i s   B ras s i a �� � C attl e y a � � ��/��
(��'� 4������� ���	:��.$� P h y tamax ���'$#� b ial aph o s   (���'	��	�� 1 �#� � #����$��� #$� ��� 1 '�4�� 
�� �(��'� 4��7���� ��'� � ��.$�'�#��$�' � ��
�(���'	��	��	�� b ial aph o s  ' =� 3 �#� � #����$��� #$�       
��� 2 '�4��/��" ���8�7� ��� ��
���' =�$��������.��0����� ���	:�������'$#� b ial aph o s  ��� 3-6 '�4�� 
+����� � ��/��$��/������
.�	��
�� b ar ���
�#1 � So u th er n b l o t anal y s is  �� �$��/������������� 
���
�#1 � no r th er n b l o t anal y s is  �� �$��/���(���$������$�� b ial aph o s  �� �����$���� ��
���     
� ��

�� Dori tae nop s i s   3 ��
$�� B ras s i a  2  ��
$�� �� � C attl e y a  2  ��
$�� 

  

  D av ina e t al .  (2007) ���� ��#1 ����� ��

��7��� ��
���  )�
'� 4��7" ��(� � ��	���� ��
���  
���� � ��
 ��
+��1 �0  De nd rob i u m   0 Madame Th o ng -In2  �� � De nd rob i u m  0 Ch ao  P r ay a Smil e2    
7" ��#1 ����� ��

��)�
���
#����* �(���������� u til iz ing  L - meth io nine s u l fo ximine (MSO)  )�
7" �
���* �(������'(� 4�����
+� ���#�  p S E P 1 F L  �����
��(��'� 4��(4�
�� b ar �� �
�� Dc O S E P 1  7" �
�������H�@ V �'� ��
� 1350 ps i ��
������� ����' T�� ��
  9 @ �. � � ��/������ ��

��'� �9
��(� � ����
��� ���	:��������� MSO ' =�'�� � 4 ��� �� ��
��
� ���� ���	:���� ��������
 5µ M MSO �8�� ���
��
+��1 �0 De nd rob i u m   0 Madame Th o ng -In2  �� � 0.5µ M MSO�8�� �����
+��1 �0 De nd rob i u m  

0 Ch ao  P r ay a Smil e2  ' � ��
���� �����>2 �� ��� 0  � � ��/����9� 6 �� ��� 0 
��
� ���� ���	:����
 ��������
 4.4 µ M BA �� �10µ M MSO �8�� �����
+��1 �0 De nd rob i u m  Madame Th o ng -In �� � 
4.4 µ M BA�� � 2 µ M MSO �8�� ����8�� �����
+��1 �0 De nd rob i u m  Ch ao  P r ay a Smil e $��/���
���
�#1 � P CR �� � So u th er n b l o t  anal y s is  +�
��b ar 7������
$��������������� ��

�� 

 

 3.2 ���� ��

��)�
+�� � (v ec to r  mediated g ene tr ans fer )  
 

         ' =�����8�
��'	���.�'@ � � 0+4" )�
7" �+�� �   I//����+�� �����#
�7" ��
��������	���(4� 
'" 49���(��'��
 Ag rob ac te ri u m  tu m e f ac i e ns  @ �������
�
.�7��#� $��1 ���" �$#��(��'��
" �#���9������
������'	���.�+4" �����#'�����������- � �8�7� �'�#�)�( c r o w n g al l  7�+4" 7�'� �9
�(.�'�4�����" �#� �$���
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+��1 �0��9�'�#���������� ���7� �'�#�)�(���+4" 7�'� �9
�'���
���� @ ���  A.  tu m e f ac i e ns  ��9��(��������� 

7����������/��������  � .�'" 49����7�+4" 7�'� �9
�'���
����" �#� '" ��7����
 (de l a Riv a e t al ., 1998)  
A.  tu m e f ac i e n s   ������ � ��
����	�� T-D NA (tr ans fer r ed-D NA) @ ����
.��� Ti pl as mid          
(tu mo r -indu c ing  pl as mid) '	���.�'@ � � 0+4"  )�

������
.�* �
7� T-D NA 	��'" 49�/�'	������7�/�)��
	��+4" �� ������� ����������7�+4"   '@ � � 0���'�#�/�����" ���8�	�� A.  tu m e f ac i e ns  /����
'� �4�����'@ � � 0���'�#�	�9�7�'�49�'
4�������  �� ���(4� ������ '+#��/8������ �'/�#2 ���7���� �� 

��� ���/�����7� �V ��0)��7��� ������@ #��� ��@ )$�(�#� A.  tu m e f ac i e ns  ��
+��1 �0���������/���    
Ti-pl as mid 	���7� 2 ����� �� 130 - 220 k b  @ ���' =�$��" ���8�7� �'�#� �U� � ����7���
+��1 �0������
������/���������� ������'	���.�'@ � � 0���+��������� Ti  pl as mid �8�7� �'�#� �U� �7�+4"  (Mo nic a, 

1996) ���7" � ��)
" �0/����(��'��
" �#���9'+4������ ��

�������� �8����)�
$������	��
�����" ��
�8�7� �'�#� �U� ������ �����������

�����$������7��$������	�� T-D NA @ ��� Gar dner  e t al . (1991) 

�� ������	��'	$	��T-D NA ���/����� ��
� 
��'@ � � 0+4"  �8�� ��)�
� 8����'��@ 98� 25 (.�'�� 2 	���
	�� T-D NA ���'��
���� l eft b o r der  (L B) �� � r ig h t b o r der  (RB) �� ��� �������� T-D NA '	���  

7�'@ � � 0+4" /�� .�(��(��)�
�� ���
�� v i ru l e nc e  @ �������9�� �� 8 tr ans c r iptio n u nit � �4�'��
���� 
o per o n  ��������
 v i r A  v i r B   v i r C   v i r D  v i r E   v i r G  �� � v i r F  (V an Haar en e t al . ,  1987)

)�

�� v i r  ��9/����� .�� ��
'	��'@ � � 0+4"  �� �������	��
�� c h v   ' =�
�����'���
�	������������'(���� 0
� �4����	�������(��0)��V '��$������98�� ���)�'� ��� $�8������� β-1,2-g l u c an c h v   ��������
 
c h r o mo s o mal  l o c i 5 $8��� ��������� c h v  A  c h v B   e x oC  ( p s c A)   c e l  �� � att   (Nes ter  and Go r do n, 

1984) 

 

       �� ������ ��
 T-D NA '	���.�'@ � � 0+4" )�
 A.  tu m e f ac i e ns  '�#��	�9�'�4��+4" '�#�����- �
�� �����'(���� 0��� ����� ph eno l ic  (ph eno l ic  c o mpo u nd) � � �
" �#� '" �� l ig nin �� � fl av o no id  

pr ec u r s o r  )�
��� ����� ph eno l ic  �8�(�2 @ ���' =� s ig nal  mo l ec u l e " �#�� �������+�(4� ac eto s y r ing o ne 

(3,5-dimeth o xy -4-h y dr o xy  ac eto ph eno ne) ac eto s y r ing o ne ��9'����- � ���$���7� �  A.  tu m e f ac i e ns  '	��
��/�����- #�'@ � � 0+4" 7���#'�� v itr o nec tin-l ik e pl ant c el l  r ec epto r  (P V N) (W ag ner  and Matth y s s e, 

1992) �� �� A.  tu m e f ac i e ns  /����'(���� 0 c el l u l o s e fil ament ��
��'������- #�'@ � � 07� ����" #������� 
)�
�� ���	��
�����'���
�	�������������� fil ament /��
.���)(�)�)@ � (4� c h v  A  c h v B   e x oC ( p s c A)   

�� � att  (Matth y s s e, 1986) ���/�� ac eto s y r ing o ne /����$���7� �  A.  tu m e f ac i e ns  '	��
��'������
- #�'@ � � 0+4" �� ��
���8�� ���������$���7� � v i r g enes  �8�������
 (Stac h el  e t al ., 1985) )�
 ac eto s y r ing o ne 

/��8�� ���������$���7� �) �$�� V ir  A @ ���' =� tr ans memb r ane pr o tein '�#� au to ph o s ph o r y l atio n  



 

 

12 

@ ���/����- � 7� �) �$�� V ir  G ������ac tiv e @ ���'����
.����) �$�� V ir  A ' � ��
�' =� V ir  G ��� ac tiv e 

/����9� ac tiv e V ir  G ��9'��/��8�� ������' =� indu c er  7����' !���� tr ans c r iptio n 	�� v i r g enes  

�4��> �� Ti-pl as mid (J in e t al ., 1990) 	�9�$��$��� (4��������� T-D NA c o mpl ex '+4��� ��
'	���.�
'@ � � 0+4"  )�
) �$�� V ir D 1 �� � V ir D 2 @ �����(������$#'� �4��'���@ �0 endo nu c l eas e �8�� ������$�� 
T-D NA 7���#'�� l eft �� � r ig h t b o r der  )�
$��'+�
���
'��
�'<+�� b o tto m s tr and '�����9� (W ang  

e t al ., 1987) � � ��/��$���� �� ��
 T-D NA /�� .� mo b il iz e '	�����) �$�� V ir D  2  � ����)�'� ���   
��� � �
 52  ������� r ig h t b o r der  /����9�) �$�� V ir  E2 /�'	����/����
	�� T Ms tr and $� ��(���

�� '+4��7� ���
	�� T-s tr and ���+��@ ������  '��
�)(������� ��������
 T-D NA ) �$�� V ir D  2 

�� �) �$�� V ir E 2 ��9��� T-c o mpl ex @ �����(���
�� ����� 3,600 ��)�'�$� ����� ����� 2 ��
)�'�$� �� ����98�� ��� ����� 50,000 �#)� ��� $�� (Cito v s k y  e t al ., 1989) � � ��/�������  T-

c o mpl ex �� �� T-c o mpl ex /�'(� 4������/��'@ � � 0��(��'��
'	���.�'@ � � 0+4"  )�
- ���" ���' !���������
	�9���� ����	��- ���'@ � � 0	����(��'��
�� �'@ � � 0'��'���	��+4"  )�
����8�����������	��
) �$�� V ir B   11 " �#� (Ch r is tie, 1997) '�4�� T-D NA c o mpl ex '	���.� c y to pl as m 	��+4" �� ��/��� 
pl ant s ig nal  mo l ec u l e ���'��
����  nu c l ear  l o c al iz atio n s ig nal  (NL S) /��+4" '	����" ��
7����+�  
T-c o mpl ex '	���.��#�'(� �
� @ ��� pl ant s ig nal  mo l ec u l e ��9�� 2 " �#�(4� V ir D 2 NL S �� � V ir E2 NL S 

)�
�$�� �" �#�/�/����� V ir  D 2 �� � V ir E2 $��� 8���� �� ���8�+� T-D NA c o mpl ex '	���.��#�'(� �
�  
(Sh eng  and Cito v s k y , 1996) 7�	�9�$��������
(4� �������$��	��  T-D NA '	��������/�)��	��
+4" ��9���� � �
��
���'������ '�#�/����������� il l eg itimate r ec o mb inatio n (Gh ey s en e t al ., 

1989; L eh man e t al ., 1994 ; P u c h ta, 1998) '�#��/�� � �
 32  	�� T-D NA s tr and '	��/�����/�)��+4"  

)�
7" �� 8����'��(.���'+�
� 2-3 '��@ ���'��
���� mic r o -h o mo l o g ies  �� ��) �$�� V ir D 2 @ ����
.���� � �

���� 52  	�� T-D NA s tr and �� ���(������$#(� ��
'���@ �0 endo nu c l eas e /�$����'�:�'������
 32 -52  

	��+4" 7� �'�#�" ��������� ����� � �
 52  '	����� � �
���� 32  	��+4"  /����9� � �
 32  	�� T-D NA 

s tr and /��'	������������� 52  	��+4"  	�9�$��������
(4����'" 4���" ����������
���������@ ����@ �
)�
�� ��+4"  (Tinl and e t al ., 1995) 

 

  D e l a Riv a e t al . (1998) ��
������������������� ��
 T-D NA /�� A. tu m e f ac i e ns  

� 
��'@ � � 0+4" 	�9��
.����� � �
>  I//�
 '" �� ���'	��� '������+4" 7���#'������- �  ���" ���8�7� �
'�#�����8����	��
��7���(��'��
 ���- � #$��� �����$���> 7�������� ��
 T-D NA �� � 

�������$��	�� T-D NA '	��� 7�/�)��	��+4"   
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  ���� ��

��7" �)�
7" �  A. tu m e f ac i e ns  ' =�+�� �7��� ��
��� ��- .���
������� � �
���
'" �� 

  

  ���� ��

��'	���.��� ��
���7���
������9� �#
�7" ����� ��

��)�
'(�4���
#����* �(  
�$�* �
� � ���#
�7" ����� ��

��)�
 Ag rob ac te ri u m  '�4���/���� ���#�1 #* �+���� ��

���.����� 
��
������>��������� 7" � A. t u m e f a c i e n s 7����� ��

��'	���.��� ��
�������8�'�:/�������9 
 

  Hs ieh  e t al . (1997) ������� ����� ��

��7��� ��
������� K ��� ���+@ #� 4 ��
+��1 �0 
(4�Tr u e L ady  A76-13 Br o th er  Mir ag e A79-69  As ain El eg anc e B79-11�� � Tais u c o  K aal adian 

F80-13 )�
7" � tr ans v er s el y  b is ec ted  pl b s  '� �9
�������� A. t u m e f a c i e n s  ��
+��1 �0 EHA105 (pMT1)  
�����
��(��'� 4��(4�
�� ne om y c i n  p h os p h otrans f e ras e  (np t)  �� ���
�� g u s   ' =�
����
���- �   
- � ������ ��+���� '�4��$��/�������������	��
�� g u s  +����7���
+��1 �0 As ain El eg anc e 

B79-11 �� � Tais u c o  K aal adian F80-13 ������������	��
�� g u s    100 ' ��0'@ :�$0  ������

+��1 �0 Tr u e L ady  A76-13 +�����������	��
�� g u s  '+�
� 50-80 ' ��0'@ :�$0 ����7���
+��1 �0 
Br o th er  Mir ag e A79-69 +�����������	��
������ �� 50 ' ��0'@ :�$0 ������� ��
+��1 �0+4" ' =�
 I//�
� ���������- � $�� ���#�1 #* �+���� ��

��)�
7" � A. t u m e f a c i e n s  ' =�+�� � 

 

  Bel ar mino  and Mii (2000) ��
���- � ���(��'� 4��$���� ��
���� .�- ��K ��� ���+@ #�          
'+��'� �9
��������  A. t u m e f a c i e n s  ��
+��1 �0 LB A 4404  �� � E H A 101 @ �����
����
���- �                
β-g l u c u r o n i d a s e  ( g u s )  �� �
��$��������� ? #" ���� h y g r o m y c i n  p h o s p h o t r a n s f e r a s e  ( h p t ) +����
 ���#�1 #* �+���� ��

��/�'+#���.�	�9�'�4��'� �9
��� ���'@ � � 0�� ��
������'" 49� A. t u m e f a c i e n s   ���� .�
���$������
��� ac eto s y r ing o ne (���'	��	�� 200 ��)(�)�� ��0 ' =�'�� � 10 " ���)�� �� �� � ��/��
� ��

�� ����� 7 '�4�� +��������� ��
���K ��� ���+@ #�� .�- ��$������$����� A #" �����V )��
��
@ #�  ������� 100 $��  
 

  Y u  e t al . (2001) ������� ����� ��

��7��� ��
������� � ��
+��1 �0 Madame Th o ng -In 

)�
7" � th in-s ec tio n  pl b s  (���� ��	��� 1 ��. '� �9
�������� A. t u m e f a c i e n s  ��
+��1 �0 LB A 4404  
�����
�����(��(����������'���@ �0 ne om y c i n p h os p h otrans f e ras e  (np tI I ) ' =�
��(��'� 4�� �� ���
��
' T�� ��
(4� antis ens e 
�� DO H 1  �� � � � ��/��(��'� 4������� ���	:��.$� K nu ds o n C ���'$#����
 ? #" ����������
@ #�(���'	��	�� 200 �#� � #����$��� #$� ��� 15 �� ��� 0 +�������$���� ��
��� 
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���$������$����� ? #" ����������
@ #� 190 $�� �$���$���� ��
��� 154 $���������� ��� ����� 

K R)��� d- #� �$#(4������� �����/8����
��������� �$#�� ����������'�:�	�9�  
 

     Ch ai e t al .  (2002) ������� ����� ��

��7� �� ��
������� K ��� ���K @ #� 4 ��
+��1 �0 
(4� T0 T5 T10 �� � Hik ar u   )�
7" �  tr ans v er s el y  b is ec ted pl b s  �� � pl b s  ������- ������$��'� �9
�
������� A. t u m e f a c i e n s  ��
+��1 �0 LB A 4404 �����'�('$��0 pTOK 233 @ �����
�� g u s  ' =�
����
���- �  
�� �
�� np t I I  ' =�
��(��'� 4�� - � ������ ��+����'�4��$��/�������������	��
�� g u s  +����          
��
+��1 �0 T0 �� � Hik ar u  ������������	��
�� g u s   ����� 70 ' ��0'@ :�$0 �� ���
+��1 �0 Hik ar u  

������������� ��

���� pl b s  '+�
� 10 ' ��0'@ :�$0��������� " ���8�7� �'�#������ �+�; ��' =�$�����.��0
��� 
 

        Men e t al .  (2003) �������� I//�
$���> ���'���
�	���������� ��

��7��� ��
���          
���� � ��
+��1 �0 De n.  nob i l e )�
7" �  A. t u m e f a c i e n s  2 ��
+��1 �0 ������ ��
+��1 �0 EHA105 �� ���
+��1 �0 
AGL - 1 )�
7" � b inar y  v ec to r  '��
����(4� pCAMBIA 1301 @ �����
�� g u s  ' =�
����
���- �  �� �   


�� h p t  ' =�
��(��'� 4�� @ ��������� � � I//�
���'� ����8�� ������� ��

�����(4� ���'+��'� �9
� pl b s   

���$��7� ���	��� 4-6 �#� � #'�$� ������� A.  tu m e f ac i e ns  ��
+��1 �0 AGL - 1��� 30 ���� �� ��/�� c o -

c u l tiv atio n ����� �� �.$� ½  MS ���'$#� ac eto s y r ing o ne (���'	��	�� 100 ��)(�)�� ��0 ��� 2- 3 ��� 
�� ��/��(��'� 4�� pl b s  ����� �����'$#���� ? #" ��#���V )����
@ #� (���'	��	�� 30 �#� � #����$��� #$�  
�������� A #" ����@ �)K ��@ #�  (���'	��	�� 250 �#� � #����$��� #$� ��� 3 '�4�� �#1 ���97� � ���#�1 #* �+ 
���� ��

���.�������'������ 18 ' ��0'@ :�$0 
 

  L iau   e t al . (2003a) ������� ����� ��

��7� �� ��
������� ���@ #'��
� )�
7" �   
A. t u m e f a c i e n s  ��
+��1 �0 EHA105 @ �����+� ���#� pCAMBIA 1301 ' =�'��'$��0+�� � � � ��/�� 

���(��'� 4��7���� �� P R mediu m ���'$#���� ? #" �����V )����
@ #� 5  �#� � #����$��� #$� ��� 3 '�4�� 
+�������$���� ��
���� ��

����9�� �� 6 ��
$�� �� �7� R'��
���� L iau  et al . (2003b ) ���� ��

�� s w e e t 

p e p p e r f e rre d ox i n-l i ke  p rote i n ( p f l p )  @ ���' =�
��'���
�	�������� ����� T�����$��'��7�+�#�� ��� 
� � ��/��� ��

��'	���.� pl b s  �� �(��'� 4����� 3 '�4�� ������$���� ��
������$��������� ? #" ����  
17 ��
$���$��� 6 ��
$��'�����9����$��/+�����������	��
�� g u s   �� �$������$��'" 49� E rw i ni a  

c arotov ora 
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  Mis h ib a  e t al . (2005) ������� ����� ��

��7��� ��
������� K ��� ���K @ #�� .�- ��            
2  ��
+��1 �0 (4� S122-2 x S153 �� � S153 x S119-4  )�
7" � ) �)$(��0�������/�����'+��'�� :� 

'� �9
�������� A. t u m e f a c i e n s  ��
+��1 �0 EHA101 @ �����
�� g u s  ' =�
����
���- �  �� � h p t ' =�        

��(��'� 4�� - � ������ ��+���������� " ���8�) �)$(��0�7� �' =�$�������9�� �� 88 $�� �� �
� � ��/����9� 6 '�4�� �8�$���� ��
�����9�� ����$��/���������
.�	�� h p t  ���
�#1 � So u th er n b l o t 

+�������
.�	��
�� h p t 7����$�� 

 

  Sj ah r il  e t al .  (2006) ������� ����� ��

��7��� ��
������� K ��� ���K @ #�� .�- �� 

��
+��1 �0 W atab o u s h i #  6.13  )�
7" � emb r y o nic  c el l  s u s pens io n c u l tu r e '� �9
�������� A. t u m e f a c i e n s         
��
+��1 �0 EHA101 @ �����
�� np t  �� � h p t  ' =�
��(��'� 4�� �� �������	��
�� w as ab i  d e f e ns i n       
'�4��$��/���������
.����
�#1 � P CR �� � So u th er n b l o t $��/�������������	��
�����
�#1 �  
w es ter n b l o t +�" #9�����	��
�� w as ab i  d e f e ns i n �� �����7� 2 �	��$���� ��
������������
��   
w as ab i  d e f e ns i n ��(��������� $������'" 49�)�( E rw i ni a  c arotov ora 

 

  Semiar ti e t  al . (2007) ���� ����� ��

��'	���.�) �)$(��0�	���� ��
���                     
���� K ��� ���K @ #� ��
+��1 �0 0 amab il is 2  '� �9
�������� A.  tu m e f ac i e ns  ��
+��1 �0 L BA4404 @ �����  

��$��������� ? #" ���� ������
@ #� (��(������8����* �
7$� 35s  ) �)�'$��0 �� ���#'��       
T-D NA  ��������
 Arab i d op s i s  c l as s  1 K NO X  g ene, B P / K NAT 1  - � ������ ��+���� � � ��/��
" ���8�
����� +��. ����7��� ��
������- #� �$# ���'�#�/��
�� B P / K NAT  1  @ ���' =�
����������� " ���8�
7� �'�#�����$�
������ � �

��/��'�:���#)�'���
�> ��� �� �$��/���+����(��
.��� � 

����������	��
��$��������� ? #" ���� ������
@ #� 

 

  Fan (2008) ������� ����� ��

��$�����������	�� Cy MV   '	��7��� ��
���� .�- ��       
���� ���@ #'��
���
+��1 �0���(�� 2 ��
+��1 �0)�
� ��

��'	��7�'�49�'
4����#'��7� �� � pl b s  * �
7$�
�* ���$���> �����97" �  A. tu m e f ac i e ns  /�������� ��+���� ��������� " ���8�7� �' =��(� � ��� �4�' =�
) �)$(��0����/������	�� '�49�'
4����#'��7� ����7� pl b s  '�4���8����- �� pl b s  /��8�7� �'�#�' =�
�(� � ������� ������� '/�#2 '$#�)$��� �8� pl b s  " ���8�
��7���� �����'$#���� A #" �����V )����
@ #� 
5 �#� � #����$��� #$� ���> '�4�� ' =�'�� � 9 '�4�� �8��������	��$���� ��
������" ���8�
�������
$��/�������������	��
�����
�#1 � no r th er n b l o t �� ����(��
.�	��
�����
�#1 �  So u th er n b l o t  
�� � �#1 � P CR +�����������	��
���� ����(��
.�	��
�����$���������� " ���8�' =�$����� 
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4.  %��2 � ����' /
�- 
%���2 �%��3 %�� 4� � �� �%�� #��
 

 

      4.1  ������'(���� 0'��#� �� 

 

        V ��0)��� � �����+4" �����	�9��������' =� (pl ant h o r mo ne) 5 �� ��� (4� ���@ #� (au xin)        
�@ )$�(�#� (c y to k inin) /#�'�� '�� � #� (g ib er el l in) '��#� �� (eth y l ene) �� �������@ #�#� (ab s c is ic  ac id) 

@ ���'��#� ��' =�V ��0)��+4" ������� ����H�@  �� � +4" ����������'��#� ��7������
�	�����'/�#2 '$#�)$
�� ������
����+�; ��'�#��$�9��$�������	��'�� :�/��������� �����$�
	��+4"  '��#� ���������
'���
�	��������
����7" ����	��������� � �����$�������������� ���/����9+4" ������ ���'��#� ��
/���� � ���4��> /��* �
���������'� �4�� ���+4" �����	�9�/��* �
7����������'��#� ��/�'�#�/��
�� � ��7��:$�� ������ �8�(���'��
� �
7� ���������� �8�7� �����������
����7" ������9� (��
" � , 
2531) 
 

  4.1.1  	�9�$��������'(���� 0'��#� ��7�+4"  
 

             ������������'(���� 0'��#� ��� .�(��+�)�
 Y ang  and Ho ffman (1984)  

)�
+���� +4" ������ ���'(���� 0'��#� �����/��������#)� meth io nine ���+4" ������ ���'(���� 0���'��
/������#����
0������
.�* �
7�'@ � � 0 �� � meth io nine /�� .�' � ��
�� ' =� S- a d e n o s y l -L-m e t h i o n i n e  

(SAM) )�
����8����	��'���@ �0 meth io nine-S-adeno s y l  tr ans fer as e �8����������� adeno s ine 

tr iph o s ph ate (ATP ) $����SAM /�� .�' � ��
�' =�1- a m i n o c y c l o p r o p a n e -1- c a r b o x y l i c  a c i d  (A C C ) 
)�
'���@ �0ACC s y nth as e (ACS) @ ������
.�7��@ )$+� ��@ �� ���/�� � .�' � ��
�' =� ACC �� ��
�������	�� SAM 
��� .�' � ��
�� ' =� 5- meth y l th io adeno s ine @ ��������� �8��� ��� 7" ����'(���� 0
������#)� meth io nine ���7� �� ( * �+��� 1) �����9�+4" /�������� - � #$'��#� �����7� �#������ 
� ��������/��� �#���������#)�'����)����'+�
�'� :����
 ���� ACC /�� .�' � ��
�� � �$��� 
' =� '��#� ��)�
'���@ �0 ACC o xidas e (ACO)7��* �+������H�" ���@ #'/� )�
7" ������	��'� � :� 
(Fe2+ ) �� ���� as c o r b ic  ' =� c o fac to r  (Y ang , 1984; K ende, 1993) '�������� +�'���@ �0 ACC 

o xidas e ��#'��'
4��� ���'@ � � 0  ���/����9 ACC 
�������� ' � ��
�' =�  1- mal o ny l amino c y c l o pr o pane-

1-c ar b o xy l ic  ac id (MACC))�
'���@ �0 ACC mal o ny l tr ans fer as e @ ��� MACC ��9)�
 �$#���������
' � ��
��� ��� ' =� ACC ��� �$�����
������7����������(���'	��	��	�� MACC �.�> ��/���$���
7� �'�#����' � ��
�� � ��� ��� ' =� ACC ��� )�
+���� MACC ������ ���$���7� �'�#��������� 
ACC 7� ������	�9�7����(��0'�" ��� �$����7" ����' � ��
�/�� MACC � ' =�'��#� �� �����9��������� 
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MACC /��/�� 	�9�' =��� ��� �����8�� ���(��(�������	�� ACC �� �  �#�����������'��#� �� 

(Cr o z ier  e t al ., 2000) ���/����9������'(���� 0'��#� ��7�	�9�������
��������������4��> ���
'" ��
�H�@ (��0���������@ �0 �� � ����V )��'/��@ 
����0 @ ���* �
� � �����������* �
7�'@ � � 0+4"  

/�� �(���' =�+#� )�
' � ��
�����V )��'/��@ 
����0� ' =���� βMc y ano al anine '+4�� T����� 

����������+#�  (K ende, 1993)  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� ��" #� 1  ��A /���'����)����	�� Y ang  ���'���
�	������������'(���� 0'��#� ��  
 

" #���:  Cr o z ier  e t al .  (2000) 
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 4.2  (���'��
� �
	��������'�4���/��'��#� �� 

  

  '��#� ��' =�V ��0)��+4" �������������������'���
����(��* �+	�������� '��#� �����'�#�
/��������'��� �4�/���� � ��* �
����4��> '�4���������������:������ �8�(���'��
� �
7� ����
���������'" ����� '��#� ��7����
����'+�
� 0.002-0.5 ��)(�� #$�$��� #$� ������ �8�(���'��
� �

7� ������������� ���������������'��#� ��/�����
����7" ������9� '+���'��#� ���8�7� ��� ��������'� ��
�
�� ��������'�:� $���
��������	�����������'�#�	�9�� � ��/��������'��#� �� '" �� ���(��0'�" ��  
�� ���������'	��� �4������� (s l eepines s ) @ ������(��9�'��
�������K ��� �4�" :�(  ��� � ��� #� ( K al anc h oe ) 

/���������� ���������@ ���� ��� �����������'	��  - ������N ���� (mo r ning  g l o r y ) �� ���������@ ��
�� � � �
	���� �����'� ��
�   �� ��
���7����� �(�� �
� ����� � ��
 �� �K ��� ���+@ #�/���
��������'� ��
��� ��� ���������  �� ��
������� ��� � �� /����������	���� ��
���)(���� (epinas ty ) 

�� � �� �����	����� � ��' � ��
���/�������' =����98�'�#����� (b l u eing ) @ ��������'� � ����9	�9��
.����
(���'	��	��	��'��#� �� " �#�	�������� ��
	�������� �� ����� * .�# (��
" � , 2531) 
 

  (���'��
� �
	������� ��
���'�4�����/��'��#� ����9�����
���7�$��� ��'��� � �

��
���'" ��  
 

  Hal ev y  (1986) ���� ��������)�
	������� ��
�������  P h al ae nop s i s  +���� ACC          

� .�'(� 4���
��
/��� ����'���� �.�
��'���$��'��
 �� �7�'�� �$����'���$��'��
/�- � #$ ACC     

	�9�)�
������$���	��'���@ �0 ACC s y nth as e �� � ACC ���- � #$	�9���7�'���$��'��
/�� .�����       


���� ����� '+4��- � #$'��#� �� 

  

  Nair  and Tu ng  (1987) +������ ��
������� � ��
+��1 �0 P o mpado u r  � � ��������'$:� 

��� 3 �� ��� 0 �����- � #$'��#� ���.���� �� ����+��1 0������������� ACC ���$��/������7�'�49�'
4�� 

����� ��
��� �8�7� �'�#����������	���� ������� �� ����
����7" ���� '�4��7� ���� ACC /��
* �
���7�	�����������'$:�����8�7� �'������'�4����* �+�� ��������	������� ��
���7� �'�:�	�9� 

 

  W o l ter ing  e t al . (1993) +��������� ��
������� @ #���'��
� ���� .� � #�����'���$��- .�
��������� " ���8�7� �'�#�������'(���� 0'��#� ��* �
7� 24 " ���)�� '�4���8�'<+�������- �� �� 
(l ab el l u m) �" ��98�* �
7�'�� � 10-15 " ���)�� � � �� � #�'���$��- .� ������ " �� ����' � ��
�� � ���
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	���- �� ��7� �" ��� � ����������' � ��
�� � ������/�'���
�	������ I//�
����
������������
'(� 4������'	��� �4����7��- �� �� �� �/�������� �#���'��#� ��7��$�� �" ���'�� �	�����
��$���>
	����� +�������'+#��	�9�	��'��#� ��7������� ��	���- �� �� ��������	� �- �� �� �� ��� �����
�����- � #$'��#� ��'+�
�'� :����
  
 

  �8�� ���7� ��'����
�:����
��� I2 � ����'�#������ ��
���'�4���/��'��#� �����
'" �� 

 

  7� R +.�. 2528 ��
" � �� �(�������
���- � ����������� ��
������'�4��� ���4�
- .���#)* (+���� 63.52 ' ��0'@ :�$0 	������� ��
������������ ����������'� ��
� ��� 36.48 ' ��0'@ :�$0 
�������������� 

 

  K ��/����0 (2536) +�������$.� ����
�� �� �������	������� ��
������� � ��
    

+��1 �0 �� �����0������ ACC 0.5 �#� � #)�� ��0 )�
�" �)(�����" �����'�#���������'��#� ��'+#��	�9� 
'������" ��* �+ �� �����
���� I��/���� �� � �� � ACC (���'	��	���.�	�9�(4� 2.0 �#� � #)�� ��0    
�8�7� ������ ��
���� ��
+��1 �0@ �@ ��0 4N '�#����'�4����* �+'�:���������� ��
������������ ACC  

(���'	��	��$�8�����(4� 0.5 �� � 1.0 �#� � #)�� ��0 
 

   ��* �+� (2539) ��
���������'�4����* �+	������� ��
���� ��
+��1 �0@ �@ ��0 
(De nd rob i u m  0 Caes ar 2 ) @ ���' =�� .�- ����� ���� D.  p h al ae nop s i s  ��� D.  s trati ote s  � .�'���7� �'�#�'�:�
	�9�'�4�����������- ��'���* �
7�'�� � 3-4 ��� �� ������- � #$'��#� ��7������������- ��'���
�������������������������- ��'���  
 

  ��#'�� (2540) ��
����������� ��
���������������- ��'���/���(�����7����$������
$��'��#� ��'+#��	�9� '�4��7� �'��#� ���������� ��
���� ��
������������- ��'��� ���'�4����* �+��(���
����������������������������������- ��'����$�������'��#� �� 
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 4.3  ������'(���� 0'��#� ��7������� 
 

  ����� ��
���/��' =������� ��'* ������(�����$��'��#� �� (Hu nter  e t al ., 2004; Reid 

and W u , 1992; V an D o o r n and Stead, 1994) ������ ��'* ���9��(��������� 7���������'��#� ��
���'� �4��- � ��� ��'* � c l imac ter ic  (4� ��������������'��#� ����� au to c atal y tic  s y s tem 

�� ���(4� ���������'��#� ��/��* �
�����9� ������ " ���8�7� ����������'(���� 0'��#� ��	�9���'����� 
������'�4�����������$��
$���> '" �� '�#�����- �  � �4����������'(�����' =�+#�  �:/������� ���$���
7� ����������* �
7�	�������������'��#� ����� '��#� ����������������	�9�'�4���/����'� $�
����� ���'��
���� w o u nded eth y l ene )�
����� ������'(���� 0  '��#� �� ��������
 3 ��
� (4� 
��
���� ����������$��������'(���� 0'��#� ��(���	���$�8� ��
��� �� ����������$��������'(���� 0
'��#� ���.���� �� ���
�������
 ����������$��������'(���� 0'��#� ��� �� � ������'(���� 0'��#� ��
	��������/�'� :�" ��7���
��� �� @ ���'�#�	�9�+����������' � ��
�� � �7������4��> 	��������
@ ����8�� �.����'�#����" ��* �+	�������� '" �� ���'� ��
�	����� �����9����" ���8�7� ���������      
��$����������'��#� ���.�	�9�7���
��� �� �:/��8�7� �����������
����7" ������9�� �$��� ���
 
���������" �#� '" �� �� ��
������� � ��
 +��1 �0 J aq u el y n Haw aii ����
������' =��� ��
����������$��
������'(���� 0'��#� ���.����7���
�������$.� �� �� �� �'�4�����'�#����� ��$��������'(���� 0     
'��#� ��/��.�	�9����'�4������������� ��'	���.���
�" ��* �+ (Go h  e t al . ,  1985) �������$�� �" �#���
��$����������'��#� ���� ���" ���'�� �	�����'�#����" ��* �+�$�$������  �����9��������$�� �" �#�
������ - � #$'��#� ���� ���$��'��#� ��7� �#�������$�$������   ���/������- �  �� ����+#� �� ��

����+���H�@ ��'@ ��� �� (ac ety l ene) �� � )+�+#� �� (pr o py l ene) @ ����8�� ������(� ��
'��#� ��  (eth y l ene 

anal o g ) ���/����9 ���� * .�#�.� ���- ��'��� �� ����(��(�����'/�#2 '$#�)$7� �� ������@ #� '" �� 
NAA �� � 2,4-dic h l o r o ph eno xy ac etic  ac id (2,4-D ) �:������ ���$���7� ������������'��#� ��'+#��	�9�
���
'" �����  �$�)�
* �+����� ���#1 ����$���> /�'�#�	�9�)�
- ��� ���������������������������� 
ACC s y nth as e ���	�9� ACC s y nth as e /�' =�$��'������'�#� ? #�#�#
����' � ��
� Ado Met ' =� ACC 

�� �7������� ACC /�� .�' � ��
�' =�'��#� �� (��
" � , 2531) 
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 4.4  ���
��
�9�������'(���� 0'��#� �� 

 

        ���������� .�
��
�9�������'(���� 0'��#� �� /�����
����7" �������	�9� ���
��
�9� 

��������'��#� ��7������������� �8����� � �
�#1 ���9��#1 ����7" ����'(���� ��#1 ����������7" ����'(�� 
�8�� ��� ���
��
�9�� �4�	��	���������'(���� 0�� �����8����	��'��#� ������' =� 6 �� ���������  
 

           1)  ���
��
�9� py r ido xal  enz y me '" �� a m i n o e t h o x y v i n y l  g l y c i n e  (AV G) �� � 
amino o xy ac etic  ac id (AOA)  

 

           2)  ino r g anic  io ns  '" �� Co +2  )�
������9����/�'	��� /������ �.� s u l f h y d r y  l  	��
'���@ �0 A C O  @ �����- � 
��
�9����' � ��
� A C C  � ' =�'��#� ��  
 

           3)  u nc o u pl er s  �� � memb r ane-dis r u ptiv e ag ents  �4��> '" �� 2, 4 dinitr ph eno l  (D NP ) 

�� � c ar b o ny l c y anide MM-c h l o r o ph eny l h y dr az o ne (CCCP ) 

 

           4)  fr ee r adic al  s c av eng er s  '" �� n-pr o py l  g al l ate �� � s o diu m b enz o ate  

 

           5)  po l y amines  '" �� s per midine �� � s per mine   

 

           6)  ���������.$�)(�������(� ��
��� ACC '" �� α-amino is o b u ty r ic  ac id +�����(��(��
���'/�#2 '$#�)$	��+4"  @ �����- � 
��
�9����' � ��
� Ado Met � ' =� A C C  '" �� �@ )$�(�#� /#�'���#� #� 
�:������ 
4���
����7" ����	�����������   
 

            �������
��
�9�'��#� ��)�
���7" ����'(���:��� � �
�#1 �'" �� ���7" ����� * .�#$�8� ���7" �      
(���'	��	��	�����@ #'/�$�8����� 21 ' ��0'@ :�$0 � �4���/7" �(���'	��	��	��(��0���������@ �0
�.����� 0.03 ' ��0'@ :�$0 (Y a n g  a n d  H o f f m a n , 1984) �$��#1 ����������/��� ���#�1 #* �+7� �- � � ���  
�����9�
��� �(��7" �/��
�� �� ����7" ����'(�� )�
��������� 
��
�9� ������'(���� 0'��#� �����)�
$��
������ ���� ��

�� AC O  ��� antis ens e '	���.�+4"  @ ����#1 ������9������ 
��
�9�������'(���� 0 '��#� �� 

7����������������	��
��7�	�9�������
 @ ���' =�	�9�$��	�����
��
�9������ ���#�1 #* �+��� 
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  4.4.1  ���(��(��������'(���� 0'��#� ��7������
��)�
���7" � Antis ens e tec h no l o g y  

    

   ���(��(������������	��
�����'���
�	������$8��� ������/8�'+��$�� � 8����
'��	����
�#�(� �)����0� .�(��(��)�
) �$�� 7�+��
.(��#)�$��) �$��/8����������' =���9�
$�����$����� �$��
��
�9����� ���� �� ���(��(��������'(���� 0) �$��/�� mRNA (��(��)�

) �$���� �$8��� ��������� 8����'�����/8�'+������
 RNA �� �)(���������$#
* .�# '" �� h air pin �� ��
���(��(��7�) �(��#)�$ +��������8�)�'� ��� RNA '	��� /����� mRNA ������ (��(��
���/8�� ��$��	�� +� ���#� �� �����(��(��������'(���� 0) �$�� )�
����8�����	�� RNA  

��������������'(���� 0) �$�����' =�'��(.������ mRNA � �4������ ��������7�	��
�������7/  
'+4��(��(������8������ �����������	��
����9� '��
���
 RNA ��9���� antis ens e  @ ��� antis ens e  
(4� )�'� ��� 	����'�:�'� � �4� ���0'�:�'����� '	��(.������'�:�'�� �4����0'�:�'�)�'� ��� �4���� ���8�7� �
)�'� ��� ��9�����8���� 

 

   4.4.1.1  �� ������8����	�� antis ens e 

 

    Bl o k l and e t al . (1993) ���'������ �� ������8������- � 
��
�9� 

����������	��
��)�
 antis ens e ��/'�#����/��������������$��� ��9 
 

    1)  ���������
��
�9���� tr ans c r iptio n 

    

     )�
 antis ens e RNA /�'	��� ������ D NA  templ ate '�#�' =� 
tr ipl e h el ix ������ antis ens e RNA '	��� �����9 /��8�7� ���������� tr ans c r iptio n � 
��� ��������/�
'�#���8� ��� tr ans c r ib e /��������� �+���� s ing l e s tr and po l y  dT /�'	��� /����� po l y  dA- po l y dT 

du pl ex �� ��'�#�' =� tr ipl e h el ix ����(4�  po l y  dT /�'	��� ��� maj o r  g r o o v e '+4�����/�'	��� /��'���
��� po l y  dA '�#�' =� du pl ex @ ���)(���������9/�� 	��	������'�#��$��	������ tr ans c r iptio n �� � 
el o ng atio n ���
'� $������9���
 s ens e �� � antis ens e ������ ���/���������' =� tr ipl e h el ix c o mpl ex 

���  �����9�/������8�(�2 (4� �� ������8�������/�	�9��
.����(��'	��	��	�� o l ig o nu c l eo tide � �4�
)�'� ��� 	�� RNA �����#'��' T�� ��
 �����9�'�4���� o l ig o nu c l eo tide '	��	���.����> /�� 	��	��� 
tr ans c r iptio n �� � el o ng atio n 
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    2)  ���
��
�9�	������$��$�� RNA �� �������- ��� mRNA ���/��
�#�'(� �
� 

    

     antis ens e RNA ������ 
��
�9�	������$��$�� pr e-mRNA  

)�
���'	��� /����#'�����/�'�#� s pl ic ing  �� �'$#� po l y A �8�7� �'���@ �0/8�������  ? #�#�#
�/�����
'�#�	�9� �8�7� ���� mRNA ���������.��0 $���
���'" �� antis ens e RNA ��������� '	��(.����������  
pr e-mRNA 7�
�� β-g l o b in 7����� 
0 � �4���#'�� 32  	��
��er b  A al ph a-2 7�� �. �$�/����+�
'� $�����0����� ���7�+4"  '�4���/��
�������� � ��O �������������� pr e-mRNA �����
�����	�9� �$���/
' =�� ������  pr e-mRNA '� � ����9��� �
� �
������'�:� ���/����9
��+����
�������� �4������ intr o n 

������ � .�
��
�9����'���> ��� 

     
     ��#'��	�� po l y  A tail  ��- � $��(���(���	�� mRNA 7�
.(��#)�$ 
�$�'�4��  antis ens e  RNA '	��� '�����#'�� po l y  A 	�� pr e-mRNA �� ����/�8�7� � pr e-mRNA � .�

��
�� �
� �
������'�:� �$����
��
�9���#'�� � �
 32  ���7" ���'� $��8�(�2 ���� �����������	��
�� 
'�4���/��+���� antis ens e RNA �����������' T�� ��
�
.���#'�� po l y  A �:������ � �����������	��
��
��� ���/����9���� � ��O ���������" ����� ��#'�� � �
 32  	�� RNA /8�' =�$�������� RNA ���
/���#�'(� �
��.��@ )$+� ��@ �� ���/����9�
��+���� antis ens e RNA � �����������- ��� mRNA 

���/���#�'(� �
� '�4���/�������������� tr ans c r iptio n ���������$���$�� pr e-mRNA �� �
������������- ��� mRNA �������#�'(� �
� ' =�������������������- ������� ���� 
	��	���� �4�
��
�9�" ���7�" ���� ���� /��8�7� �	��������9�� ��� 
��� � @ ��������� $��/������ 
)�
�#1 ���� i n s i tu  h y b r idiz atio n 

  

    3)  ���
��
�9���������� tr ans l atio n 

   

     antis ens e RNA /�� 
��
�9�	������ tr ans l atio n ��9�7�) �(��#)�$
�� �
.(��#)�$ 7�) �(��#)�$��9� antis ens e RNA /�� 
��
�9�	������'�#��$��	����� tr ans l atio n )�

/�'	��� /�������#'�� r ib o s o me b inding  s ite ����7�
.(��#)�$/�	�9��
.���� �#���	�� antis ens e RNA 

7�  �@ )$+� ��@ �� /�������� ��<�� antis ens e ad h  RNA '	��� 7��@ )$+� ��@ ��'@ � � 0 o o c y te 

	�� X e nop u s  +���� antis ens e ad h  RNA /�� 
��
�9���� tr ans l atio n 	�� al c o h o l  deh y dr o g enas e (ad h ) 

)�
'�#�' =� RNA-RNA h y b r id �� ������������� � antis ens e 	�� b ial aph o s  r es is tanc e ( b ar) g ene 



 

 

24 

7�+4"  +���� �#/����	��
�� b ar  /�� �� � ¼   '��� @ ���'�#�/�����'	��(.����������'�� �
�	����
 s ens e 

�� � antis ens e b ar RNA /���� ���������  ���#�1 #* �+	����� tr ans l atio n �� � b ar mRNA  

���� �� � ' =�- � '�4�����/��  ? #�#�#
�	�� antis ens e RNA 7� c y to pl as m �� �7��#�'(� �
� $��� 8���� 

 

    4)  antis ens e RNA " ���8�7� �'�#������ �
$��	�� mRNA 

   

     ������'�� �
�* �+	�� mRNA @ ���� .�" ���8�)�
 antis ens e RNA 

'�4���/��+���� '�4����
 s ens e �� � antis ens e RNA ��/��(.����' =� ds RNA �� ��/�� .�
��
�� �
� 
�
������'�:�)�
 '���@ �0 r ib o nu c l eas e @ ����������
���+���� ds RNA 7�+4" �$�� ��. ���	�� 
ds RNA 
������������" �� �$�' =�� ������ ds RNA �.2 '��
� ��� ������������� is o l atio n 

 

 
 

� ��" #� 2  ����8����	�� antis ens e o l ig o nu c l eo tide  

 

" #���: L amb er t e t al . (2000) 
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 $���
�������#/�
��� ����(����8�'�:/7����7" � antis ens e tec h no l o g y   

 

 �8�� �������#/�
���7" � antis ens e tec h no l o g y  7���� ��� ����������� ������ ����#/�
	�� 
El o maa e t al . (1993) ���� ��

�� c h al c one  s y nth as e  (c h s ) ��� antis ens e )�
7" � A. t u m e f a c i e n s   
@ ��� ��- � �8�7� ����'
����������' � ��
�' =���" �+.�� ���(��� ���������������������
�� d f r ���  
antis ens e 7� ����7� ��' =���" �+.  Co u r tney - Gu tter s o n e t al .  (1994) ��
������'�4��� ��

�� c h s        

���)(� ����/��'�2 /������ s ens e �� � antis ens e '	���.�'�2 /�����
+��1 �0 Mo ney mak er  @ �����     
�����" �+./��8�7� ����' � ��
�' =���	�� �� � Aida e t al . (2000)  ��� ��������)�'�'��
 

)�
���� ��

�� d f r ��� antis ens e  ��9�/�7� �������98�'�#�����$�����������
�� c h s  ��� antis ens e 

�� �
��+����������� ��

�� d f r ��/�8�7� � �#������)��@ 
��#�� �� � �� ��8�7� � �#������K
� �)��'+#��	�9� �������� ��

�� c h s  �8�7� �������'(���� 0���)��@ 
��#��� ����K � �)��� �� � 

  

 J imenez -Ber mu dez  e t al . (2002) ���� ����� ��

�� antis ens e 	�� pec tate l y as e * �
7$�   
���(��(��	�� 35S pr o mo ter  '	���.��$�'����� +����$��������������� ��

����97� �- � �����	����� �
����������������$�$���� /��- � 	��$�� �$# �$�7� �(�������'�49��.� �� �+���(0 �����
	��- ���'@ � � 0'" �� '+($#�7�- � ������������� ��

�� antis ens e ��9� .�
��
�� �
���
� �����- � 	��    

$�� �$#����#/�
���7" � antis ens e tec h no l o g y  7����� ����- � #$'���@ �0 ACC o xidas e  

 

 Hamil to n e t al .  (1990) �8����� ��

�� AC O  ��� antis ens e '	���.���'	4�'��+����     
������ 
��
�9�������'(���� 0'��#� ������ �� 87 ' ��0'@ :�$0 ���� K l ee e t al .  (1991) �8���������       


������8�� ����������'���@ �0 ACC s y nth as e ��� antis ens e RNA �� ��� ��
N ��
��$����9� � 

7�     ��'	4�'�� +������'	4�'��� � �+��1 �0������������'�4���/�������������'(���� 0'��#� �� �� �    
Bo l ith o  e t al . (1997) ���� ��

�� AC O  	���� ' !y� ��� antis ens e '	���.���'	4�'�� +������'	4�'��
������������� ��

�������� � �������'(���� 0'��#� ������ �� 95 ' ��0'@ :�$0 
 

 Fl o r es  e t  al .(2000) ���� ����� ��

�� AC O  ��� antis ens e '	���.��(�$�� . ��
+��1 �0���(��
'�4��$��/���� ��� ����������#�
�	��- � �(�$�� .  +���� 35 ���� � ��/��- ��'��� ����(��$� � 
'" �� (� �)�K !� � 0 �� � �()�����
�0 7�$���(�$�� . ���������������� ��

�� ����(��$� ���9����$�� 
� �� � ����- � ������/��$��������������� ��

��
��(�������(��$� ���9����" �#�7� �#����.�7�� �'(�
�
���������> '�4��$��/��� �#������c itr ic  �� � �#����98�$�� @ .)(��+���� - � 	��$��������������
���� ��

���� �#������c itr ic  �� ��98�$�� @ .)(��7� �#������$�8����� - � 	��$��������������� ��

��
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�
������ �� �'�4��$��/������- � #$'��#� ���� ����� �
7/	��- � �(�$�� . +���� - � 	��$��      
���������������� ��

������$������ �
7/�� ����- � #$'��#� ���.�$�9��$������� 30 � � ��/��- ��'���    
����- � 	��$��������������� ��

��
������$������ �
7/�� ����- � #$'��#� ��7� �#������$�8�7�� �'(�
�
������������/�'� 
��� �������� 45 �� ���:$�� 

 

 Bo w er  e t al . (2002) ���� ����� ��

�� antis ens e AC O  '	���.��$� Ch ar entais  (C u c u m i s   

m e l o) +����)�
 �$#� �� � ��
7� �- � ���(�$���� ��- � �$�/������� �
7/��� no n-c l imac ter ic  �$�� ��
'�:�'���
�- � /������������ c l imac ter ic  �� �'�4��� ��

�� antis ens e AC O  �� ��+������9����� �
7/
�� ����- � #$'��#� ���
.�7������$�8�$� ��'�� � 

 

 Sil v a e t al . (2004) ���� �� ��� ��	��'�� ��������������� ��

�� antis ens e AC O  /��       
�� ' !y�  +����- � 	��'�� ��$��������������� ��

������
�
���������- � 	��$�������������� 

���   � ��

�� 10 ���/��������� ����
�'�:�'���
� �� �'�4��$��/�����#'��' � 4��	��'�� �� +���� 
(� �)�K !� � 0��9��8�� ���- � 	��$��������������� ��

����(� �)�K !� � 0�.�����- � 	��$�������������� 

���� ��

������
.�7���
����'�:�'���
� �$�+�����()�����
�0��9��� �#�������$�$��������9�7�- �
	��$��������������� ��

���� �������������� ��

�� ����'�4��$��/�����#'��'�49�	��'�� ��+����
�� �#������ titr atab l e �.�7�- � 	��$��������������� ��

�� @ ���(������$#��������� � ��/�������� 

���� ��

����9�' =�(������$#���$�������8�� ���+��1 �0���(�� 

  

 ���" �� (2549) ���� ����� ��

�� antis ens e C P AC O  '	���.��� ��
������� � ��
�����
+��1 �0
(4� ��� 17 �� � '��
����  )�
7" ���)����(��'��
�' =�+�� � +���� �� ��
������� � ��
��9����+��1 �0
7��* �+ � ��'" 49��������
� 8 '�4��������������� ��

�� antis ens e C P AC O  �����- � #$'��#� ��$�8�����$��
���������������� ��

�� �� �'�4��$��/����#/����	��'���@ �0 ACO +����$���� ��
������������ 

���� ��

�����#/����'���@ �0 ACO $�8������� ��
��� �$# 
 

 L i and e t al . (2007) ���� ����� ��

�� AC C  s y nth as e �� � AC C  o xidas e 	����H�()(� �� 
��� antis ens e '	���.����+#�.'��
 )�
7" �+�� ���)����(��'��
� '�4��$��/�������������	��
$��+#�.'��
������������� ��

�� +���� �����- � #$'��#� ��7���#'��'�49�'
4��	������ �� � �� �+���� 
$��+#�.'��
������������� ��

�� AC C  o xidas e ��� antis ens e ������ � ����- � #$'��#� ���� �'�#� 

���" �� ����'�4����* �+����������$��+#�.'��
������������� ��

�� AC C  s y nth as e ��� antis ens e 
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�)����� �����$�
� 

 

�/� %�� ! 

 

1.  �
� " #�2 � �2 �%��" � (�� 

              

         1.1  ��
$���� ��
������� � ��
7��* �+ � ��'" 49� 2 +��1 �0 ���������������� ��

��������/��
����#/�
	�����" �� (2549) (4� 

  

  +��1 �0��� 17 (De nd rob i u m  So nia 0 BOM 172 ) 

  +��1 �0'��
����  (De nd rob i u m  So nia 0 Ear s ak u l 2 ) 

  

 1.2  ��
$���� ��
������� � ��
7��* �+ � ��'" 49� 2 +��1 �0 ������������� ��

�� antis ens e   

C P AC O  /����� ��� ������/������#/�
	�����" �� (2549) +��1 �0� �4 ��
$��   (4� 

 

  +��1 �0��� 17 (De nd rob i u m  So nia 0 BOM 172 ) /8���� 4 ��
$������������ ��

�� �����9 
 

  -  ��
$�� AB1 �� � ��
$�� AB2 ���������� ��

��)�
7" � pCAMBIA 1301aAC O 1   
�����
�� AC O 1  ���$����� antis ens e  

  

  -  ��
$�� AB3 �� � ��
$�� AB4 ���������� ��

��)�
7" � pCAMBIA 13121aAC O 2  
�����
�� AC O 2  ���$����� antis ens e 

 

  +��1 �0'��
����  (De nd rob i u m  So nia 0 Ear s ak u l 2 ) /8���� 4 ��
$������������ ��

�� �����9 
    
  -  ��
$�� AE1 AE2 AE3 �� �  AE4 ���������� ��

��)�
7" � pCAMBIA 1301aAC O 1  
�����
�� AC O 1  ���$����� antis ens e  

 

     �� ��
������� � ��
���+��1 �0��9�������������� ��

���� �������������� ��

��7��$�� �
��
$�� ����9�� �� 20 $�� (R1� �� R20) 
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2.  
�� � /3 (*�/� %�� !2 �%�����*�(#0����
0���
��  
    

 2.1  '(�4����4��� ��� ���0���7" �7����'$��
���� ��  

 

  2.1.1  '(�4������� '" �� ���'���0 ������$�� ��������(����  !' $$0 	��	���  
4 ���@ 0 	���. " �+.�	��� 125 �#� � #� #$� ' =�$�� 

 

  2.1.2 � �������(���������98� (Au to c l av e mac h ine, Sany o  L ab  Au to c l av e ML S-

3780) 

 

  2.1.3 $.��� (h o t air  o v en, Memmer t) 

 

  2.1.4 '(�4������(���' =�������� (Mu l ti-par ameter  anal y z er , Co ns o r t C831) 

 

 2.2  '(�4����4��� ��� ���0���7" �7����'+#�� �#���$���� ��
���7��* �+ � ��'" 49� 

  

  2.2.1  $.�
��
'�49�'
4�� (l aminar  fl o w  b io l o g ic al  s afety  c ab inet c l as s  II, Th ai  inter fil e) 

 

  2.2.2  ���- ��$��  ��(�� /������ (P etr i dis h ) �� �$�'��
���� ��V �� 0 
 

  2.2.3  " �9����	��'�49�'
4�� 

 

3.  
�� � /�/� %�� !� 5�� ��� , �
� � �� %��	����)3 (*%��3 � � ���%� ���#� 

 

 3.1  '(�4����4��� ��� ���0�8�� ���$��/������(��
.�	��
�� 

 

  3.3.1  '(�4��� Th er mo c y c l e (Bio metr a®) �8�� ����8� ? #�#�#
� po l y mer as e c h ain  

r eac tio n (P CR) 

 

  3.3.2  '(�4������$���� (V o r tex®) 
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  3.3.3  '(�4��� Iz�'� ���
� (c entr ifu g e) 

 

  3.3.4  '(�4������(������.��� 4���� (s pec tr o ph o to meter ) 

 

  3.3.5  '(�4���� ��
* �+'/�  (g el  do c u mentatio n s y s tem) 

 

  3.3.6  '(�4����
�	�����'�:�'����
������K K T� (Gel Mate 2000, To y o b o ) 

 

  3.3.7  P ipetman P 2 P 20 P 200 P 1000 (P ipetman mo del , Gil s o n) 

 

  3.3.8  Inc u b ato r  Sh ak er  (Info r s  Mo del  AI 72, Minitr o n) 

  

 3.2  '(�4����4��� ��� ���0�8�� ���$��/�������������	��
�� 

 

  3.2.1  '(�4��� Gas  c h r o mato g r aph y  ���� Sh imadz a GC 14A 

 

  3.2.2  '	:�<��
� 	��� 28 G �� �������<��
� 

 

  3.2.3  � � ������	��� 9 �#� � #� #$� +����/��
�� 

 

  3.2.4  '���0'��
�0(�� # ' ��0  
 

4.  � ���	�#  

 

 4.1 ���'(�����7" �'$��
���� ���.$� V W  (V ac in and W ent, 1949) ($����* �(- ������1) 

 

 4.2 ���'(�����7" ��8�� ��� ���(��(���' =����' =����� ������ h y dr o c h l o r ic  ac id (HCl ) 

s o diu m h y dr o xide (NaOH) �� � po tas s iu m h y dr o xide (K OH) 
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 4.3 ���'(�����7" �7����$��/������(��
.�	��
��$���>)�
�#1 � P CR �� � So u th er n b l o t 

h y b r idiz atio n ($����* �(- ������ 5) 

 

 4.4 ���'(�����7" �7����$��/����#/����	��'���@ �0 1-amino c y c l o pr o pane-1-

c ar b o xy l ate o xidas e (ACO) ($����* �(- ������ 6 �� � 7) 
 

5.  �������!� 5�� ��� , �
� � �� �#� a n t i s e n s e  CPA CO  3 (*�#�	�� �(
�%  

 

 5.1 �+�'���0�8�� ���$��/���������
.�	��
��(��'� 4�� h y g rom y c i n p h os p h otrans f e ras e  

( h p t)  @ ���� � ��/���8� ? #�#�#
� P CR �� �� " #9�������'�:�'����'+#�� �#��������	��� 800 (.�'�� (��" /��, 
2552) 

 

  HP T-2F (fo r w ar d):  52 -CCT GAA CTC ACC GCG ACG-32  

  HP T-2Rv  (r ev er s e):  52 -AAG ACC AAT GCG GAG CAT ATA-32  

 

  5.2 �+�'���0�8�� ���$��/����������	��
�� antis ens e C P AC O  	����
$�����������
���� ��

��)�
7" �  pCAMBIA 1301aAC O 1  �����
�� AC O 1  ���$����� antis ens e @ ���� � ��/���8�
 ? #�#�#
� P CR �� �� " #9�������'�:�'����'+#�� �#��������	��� ����� 759 (.�'�� (���" ��, 2549) 
 

  aACO1F (fo r w ar d):  52 -GGAGCTCGCTAGCCACCATGATCTCTC 

      TCATGA CCTGATGGA-32  

  aACO1R (r ev er s e):  52 -GGTCTAGACCATGGTCTACCAG 

        AGATGGTGCTGG-32  

    

 5.3  �+�0'���0�8�� ���$��/����������	��35S CaMV  ) �)�'$��0 �� �
�� antis ens e 

C P AC O  �8�� �����
$��������������� ��

��)�
7" � pCAMBIA 1301aAC O 1  �����
�� AC O 1  ���$��
��� antis ens e @ ���� � ��/���8� ? #�#�#
� P CR �� �� " #9�������'�:�'����'+#�� �#��������	��� ����� 

1200 (.�'�� 

 

  35SF (fo r w ar d):  52 - GCCTCTGCCGACAGTGGTCCCA -32  
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  aACO1R (r ev er s e):  52 -GGTCTAGACCATGGTCTACCA 

           GAGATGGTGCTGG-32  

 

 5.4 �+�'���0�8�� ���$��/����������	��
�� antis ens e C P AC O  	����
$�����������
���� ��

��)�
7" �  pCAMBIA 13121aAC O 2  �����
�� AC O 2  ���$����� antis ens e @ ���� � ��/���8�
 ? #�#�#
� P CR �� �� " #9�������'�:�'����'+#�� �#��������	��� ����� 759 (.�'�� (���" ��, 2549) 
 

  aACO2F (fo r w ar d):  52 GGAGCTCGCTAGCCACCATGTGAATT 

            CGCATGTGAGAATTG -32  

  aACO2R (r ev er s e):  52 -GGTCTAGACCATGGTACAGCTTCATG 

           TAATCCTCGA-32  

 

   5.5  �+�0'���0�8�� ���$��/����������	�� 35S CaMV  ) �)�'$��0 �� �
�� antis ens e 

C P AC O  	����
$��������������� ��

��)�
7" � pCAMBIA 13121aAC O 2  �����
�� AC O 2  ���$����� 
antis ens e @ ���� � ��/���8� ? #�#�#
� P CR �� �� " #9�������'�:�'����'+#�� �#��������	��� ����� 1200 

(.�'�� 

 

  aACO2F (fo r w ar d):  52 GGAGCTCGCTAGCCACCATGTGAATTCGC 

         ATGTGAGAATTG -32  

  35SR (r ev er s e):  52 -GACTGGTGATTTCAGCGCGTGTCC-32  

 


�' #%�� 

 

1.  %�������� ����� , ��%(�
����2 �� � ��� (�� �� 
0� 

    
 '+��'� �9
�$���� ��
������� � ��
��9� 2 +��1 �0����� �����'(���� 0�.$� V ac in �� � W ent 

(V ac in and W ent, 1949) ���'$#��98�$�� @ .)(�� 2 ' ��0'@ :�$0 �98���+���� 15 ' ��0'@ :�$0 ���� 0.7 ' ��0'@ :�$0 
�� �- �� ��� 0.2 ' ��0'@ :�$0 ����� pH 4.9 '+��'� �9
�7��* �+��� ����� 55 ��)(�)�� $��$����
'�$�$���#���� ' =�'�� � 16 " ���)��$����� ���� * .�# 25±2 ����'@ �'@ �
� ' � ��
���� ����� 4 �� ��� 0 
/�������$�� ���7� ��' =�$��������.��0  /����9��
�$������������.��0�� ��� ���� ��7�	��7� �� 
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�� ��' � ��
���� ����� 6-8 �� ��� 0 /��� �#����� ��
������+��8�� ����8������� �� �� ��/���8�
��� � .�  
    

2.  %��, �
� � �� %��	����)� ���#� a n t i s e n s e  CPA CO  

  

 � � ��/��'+#�� �#����� ��
��������
$��������������� ��

���� �������������� ��

�� 

��/8�������+��� �� �8�$����������� � .���
$��� � 20 @ 98� /����9�'� 4������
$��� � 5 @ 98�)�
'� 4��
@ 98���� 1 (R1) @ 98���� 5 (R5) @ 98���� 9 (R9) @ 98���� 13 (R13) �� � @ 98���� 17 (R17)  �8�7�������/�)��#(��'�:�
'��� �� �8����$��/������(��
.�	��
�����
'�(�#( P CR do t b l o t h y b r idiz atio n  So u th er n P CR 

h y b r idiz atio n  �� � So u th er n b l o t h y b r idiz atio n)�
���#1 ���������9 
 

 2.1  ���������'�:�'�/��7��� ��
��� 
  

  ����/�)��#(��'�:��/��7��� ��
���������������� ��

�� antis ens e C P AC O  �� �/��$��
�� ��
��� �$#���������������� ��

�� �������
� �����  1  R ���
�#1 � TL Es  @ ������� � ���/���#1 �	�� 
V er w o er d e t al ., 1989 )�
7" �7��� ��
��� ����� 5  ���� ��7� �� �'��
�7� TL Es  b u ffer  
( * �(- ���$������� 3) '$#� 2% po l y v iny l py r r o l ido ne (P V P -40)  �#��$� 10 �#� � #� #$� �� �'$#� 
ph eno l  :  c h l o r o fo r m :  is o amy l  al c o h o l  (P CI) (25: 24: 1 )�
 �#��$�) 7���$������ 1: 1 - ��7� �'	��
������
'(�4��� V o r tex® ' =�'�� � 2 ���� �� ���8�� � ���'� ���
����
(���'�:� 13,000 ���$������ ' =�
'�� � 10 ���� �.�����7� ����� 7 �#� � #� #$� 7��� � ��7� �� �� �'$#����� �� �
 P CI 7���$������ 1: 1 
- ��7� �'	��������
'(�4��� V o r tex® ' =�'�� � 2 ���� �8�� ���'� ���
����
(���'�:� 13,000 ���$������
' =�'�� � 10 ���� �.�����7� �#��$� 5 �#� � #� #$� 7��� � ��7� ��  '$#� s o diu m ac etate pH 5.2 

 �#��$� 0.1 '��� �� � '$#� is o pr o pano l   �#��$� 1.5 '���  	������7� - ��7� �'	�����)�
+� #�� � ��
�� ��� �� �8�� �" ���� -20 ����'@ � '@ �
� ' =�'�� � 30 ���� �� ��/���8�� � ���'� ���
����
(���'�:� 
13,000 ���$������ ' =�'�� � 10 ���� 7" ���������'���
�$������'�:�'�7��� � ����)(�'@ �$�#K !�/0  
�� ��� ���$�������
  eth ano l  70%  �#��$� 500 ��)(�� #$� �8���� ���'� ���
����(���'�:� 13,000 

���$������ ' =�'�� � 5 ���� �� ��'�����7��#9� - ���$������'�:�'�7� ��� �� �� ��� �� �
��'�:�'����
 
TE b u ffer  ����� RNas e 20 ��)(�����$���#� � #� #$� �#��$� 300 ��)(�� #$� (1mM Tr is -HCl  pH8.0, 

0.1 mM ED TA pH8.0) $��/���(���'	��	��	����'�:�'�����������)�
�8����� �� �
��'�:�'� 1 

��)(�� #$� ���8��#'� ()$�)K ��@ ��)�
7" �����)��'/�  0.8 ' ��0'@ :�$0 7" �������K  100 )�� $0 
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��� 45 ���� 7���K 'K ��0 1X  TBE  '��
������'�:�'���$��O �� �� � d�� ��'�:�'� ���0('���0  

���'/� 7����� �� �
'��1 #'��
�)�����0 $��/���- � * �
7$������� $����)�'� $ �� �������* �+ 
���� �� �
��'�:�'����
��������7" �'�:����������� * .�# -20 ����'@ � '@ �
� '+4��7" ��8�� ������$��/���
���(��
.�	��
��$���  

 

 2.2  ���$��/���������
.�	��
�����
'�(�#( po l y mer as e c h ain r eac tio n (P CR) 

 

  �8���'�:�'�������/��	�� 2.1 ��$��/���������
.�	��
�� antis ens e C P AC O  
�� h p t  

����	�� 35S CaMV  ) �)�'$��0 �� �
�� antis ens e C P AC O  +������� ���
'�(�#( P CR )�
7" �
�+�'���0�����(���/8�'+��'/��/�$��
����9�>�����9(4�  
 

  $��/���������
.�
�� antis ens e C P AC O  (4� aACO1F pr imer  (fo r w o r d) �� � 

aACO1R pr imer  (r ev er s e) @ ���'�4��'+#�� �#������
'�(�#( P CR �� ��/����" #9�������'�:�'������	��� 
759 (.�'�� 

  
  $��/���������
.�	��
�� h p t 7" ��+�'���0�����(���/8�'+��$��
�� h p t (4� HP T-2F 

(fo r w ar d) �� � HP T-2Rv  (r ev er s e) @ ���'�4��'+#�� �#������
'�(�#( P CR �� ��/����" #9�������'�:�'� 

�����	��� 800 (.�'��   
   

  $��/���������
.�	��) �)�'$��0 35SCaMV  �� �
�� antis ens e C P AC O  +������� 
)�
7" ��+�0'���0� ���������(���/8�'+��$��) �)�'$��0 35SCaMV  �� � �+�0'���0���$��� ���������
(���/8�'+��$�� 
�� antis ens e C P AC O  (�+�'���0" �� 5.3 �� � 5.5) @ ���� � ��/���8� ? #�#�#
� P CR 

�� ��$��/���" #9�������'�:�'� ����� 1200 (.�'�� 

 

  ���$��/� �
����9������97" �����- ��	�� ? #�#�#
� P CR '" ��'��
����(4�7� ����- �� 25 

��)(�� #$�  ��������
 1X  P CR b u ffer   2.5 �#� � #)�� ��0 Mg Cl
2
 250��)(�)�� ��0 dNTP  10      

��)(�0)�� ��0 �+�'���0 T aq  D NA po l y mer as e 5 
.�#$$����)(�� #$� �� �7" � ��'�:�'��������/�� 

7��� ��
��������(���'	��	�� ����� 100-300 ��)�����$����)(�� #$� �8�� ���+� ���#���'�:�'� 

�����(���'	��	�� ����� 0.5-1 ��)�����$����)(�� #$�  �#��$� 1 ��)(�� #$� �8�����- ��
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 A #�#�#
�� 7��'(�4��� Th er mo c y c l e (��#� �� Bio metr a®) �� ��8�� ������ * .�#)�
7" �) �����'<+��
	���$�� �
�� �����9 
 

  �8�� ���
�� h p t 7" �) ����������9 
 

   Initial  P CR ac tiv atio n s tep  ��� 96°@  ��� 3 ���� 
    

   3 s tep c y c l ing  /8���� 35 ��� �8�� ������ * .�#�����9 
   denatu r e      ��� 96°@  ��� 20 �#���� 
   anneal ing     ��� 55°@  ��� 60 �#���� 
   extens io n    ��� 72°@  ��� 60 �#���� 
   �� � final  extens io n  ��� 72°@  ��� 5 ���� 
 

   �8�� ���) �)�'$��0 35SCaMV  �� �
�� antis ens e C P AC O  7" �) ����������9 
 

   Initial  P CR ac tiv atio n s tep  ��� 94°@  ��� 3 ���� 
 

   3 s tep c y c l ing  /8���� 40 ��� 

 

   denatu r e      ��� 94°@  ��� 30 �#���� 
   anneal ing     ��� 55°@  ��� 30 �#���� 
   extens io n    ��� 72°@  ��� 60 �#���� 
   �� � final  extens io n  ��� 72°@  ��� 7 ���� 
 

  $��/���- � - � #$	�� A #�#�#
� P CR ������)�
�8����8��#'� ()��)K ��@ #�������)��'/�    
1 ' ��0'@ :�$0 7���+'K ��0 1X  TBE 7" �������K  100 )�� $0 ��� 45 ���� '��
������'�:�'�
��$��O �� 1 k b  D NA l adder  mar k er  (Fer mentas ) '�4��(��'�� ��8�'/� ��
������
���� �� �
  
'��1 #'��
�)�����0 $��/���- � * �
7$������� $����)�'� $ �� �������* �+ 
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 2.3  ���$��/������(��
.�	��
�����
'�(�#( do t b l o t h y b r idiz atio n 

 

  � � ��/���������- � ������
.�	��
�����
'�(�#( P CR �� �� 
4�
��- � '+#��'$#�)�
����8�  
/�)��#(/��	�� 2.1 ��$��/���������
.�	��
�� antis ens e C P AC O  ���
 '�(�#( do t b l o t h y b r idiz atio n 

@ ������$��/������
�#1 ���9��	�9�$��(4� ���'$��
��� �$#�<� ����'�:�'�$��$��/��� (pr o b e)  

���/8�'+����� 
�� antis ens e C P AC O ���'$��
� D NA b l o t �� � ����8� A #�#�#
� h y b r idiz atio n  

@ ����$�� �	�9�$������
� �'��
������9 
 

  2.3.1 ���'$��
� D NA b l o t 

 

   �8���'�:�'��������/��7��� ��
���$���#1 ����	�� 2.1 ��9����������������� ��

��
�� ����������� ��

�� antis ens e C P AC O  ��$���
���� � 2 ��)(����� �8�� $��7��98�'�4����� 8 ���� 
'+4���
���'�:�'�7� �' =���
'���
� �� ���8����" ��98��	:�)�
����� /����9��8����� �� �
��'�:�'���� 
�
� ������ ��'��'��� (Hy b o nd-N+ ��#� �� Amer s h am) - ���'��'���7� ��� �� �� ���8�� <�
���
��� $����)�'� $��� 3 ���� '+4��$�����'�:�'�������'��'��� 

 

  2.3.2  ���'$��
��� ����$#�<� ����'�:�'�$��/��� (pr o b e) ���/8�'+�����
�� 
antis ens e C P AC O  

 

   7" �+� ���#� pCAMBIA 1301aAC O 1  (���" ��, 2549) ' =���'�:�'�$����� 

7����'$��
���'�:�'�$��$��/��� )�
7" �(���'	��	��	��+� ���#� 200 +#)(���� �� �7" ��+�'���0
���/8�'+���8�� ���
�� antis ens e C P AC O  (4� aAC O 1F  (fo r w o r d) �� � aAC O 1R  (r ev er s e) �
���� � 
0.25 ��)(�)�� ��0 �8� ? #�#�#
� P CR $���#1 ����7�	�� 2.2 � � ��/����9��8�- � - � #$ A #�#�#
� P CR  

���������8��#'� ()$�)K �#@ ��������)��'/�  1% 7���+'K ��0 1X TBE 7" �������K K T� 50 )�� $0 
��� 1 " ���)�� '��
������'�:�'���$�O �� 1k b  D NA l adder  mar k er  � � ��/����9�$��/���	���
- � - � #$ P CR * �
7$������� $�����)�'� $ $��'/� ������� ���'�:�'�	��� 759 (.�'�� 	��
�� antis ens e 

C P AC O  @ ���/��8����8�' =�$�����	����'�:�'�$��/��� �8���������'�:�'����/��'/� )�
7" � 
Q IA q u ic k  Gel  Extr ac tio n k it (Q IAGEN, Ger many ) � � ��/�������'�:�'�$�����$��/����� ��
�8����8� A #�#�#
� P CR ���(��9�'+4��$#�<� ����'�:�'�$��/���)�
7" � P CR D IG L ab el ing  k it (Ro c h e 

Appl ied Sienc e) 7" �����- ���� ����� * .�# ? #�#�#
� P CR '" ��'��
����	�� 2.2  
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  2.3.3 ����8� ? #�#�#
� h y b r idiz atio n  

 

   �8���� ��'��'���������/��	�� 2.3.1 �� pr e-h y b r idiz atio n 7����� �� �
 
h y b r idiz atio n ($����* �(- ������ 5) )�
'$#����� �� �
 h y b r idiz atio n � �7�� � �� h y b r idiz atio n  

���7����� ��'��'��� 7" � �#��$����� �� �
 10 �#� � #� #$� $��+49������� ��'��'��� 100 $����
'@ �$#'�$�  ���������� * .�# 65 ����'@ � '@ �
� ��� 1 " ���)�� /����9��8���'�:�'�$��/���������/�� 
	�� 2.3.2  �#��$� 2 ��)(�� #$� 7��� �7�� � ��'@ �$�#K !�/0������98��� ��� �#��$� 50 ��)(�� #$�  
�� ���8�� $��������� * .�# 100 ����'@ � '@ �
� ��� 8 ���� �� ���" �7��98��	:������ � � ��/����9�'$#�
���� �� �
 h y b r idiz atio n  �#��$� 1 �#� � #� #$�7�� � ��'@ �$�#K !�/0  �� ��/���8����� �� �
������
��9�� ��'$#�� �7�� � �� h y b r idiz atio n �������� ��'��'����
.� '+4���8� ? #�#�#
� h y b r idiz atio n  

)�
���������� * .�# 60 ����'@ � '@ �
� ��� 16 " ���)�� 

 

  2.3.4 ���$��/���- � ��� h y b r idiz atio n 

 

   �8���� ��'��'������- �������8� h y b r idiz atio n �� ��/��	�� 2.3.3 ��� ������

���� �� �
 h ig h  s tr ing enc y  b u ffer  ($����* �(- ������ 5))�
'$#����� �� �
7� �������� ��'��'��� 
'	
��������� * .�#� ��� ��� 10 ���� �� ��'����� �� �
�#9� �� ��8�@ 98� 2 (��9� �� ��� ������
���� �� �
 
l o w  s tr ing enc y  b u ffer  ($����* �(- ������ 5))�
'	
��'��> ������� * .�# 60 ����'@ � '@ �
� ���  
15 ���� �8�@ 98� 2 (��9� �� ��/��� ������ ��'��'������
���� �� �
 w as h ing  b u ffer  (* �(- ��� �) 
'	
��������� * .�#� ��� ' =�'�� � 15 ���� �� �� 
��
��� ��'��'���� �7�� ��+� ��$#� '$#����� �� �
 
b l o c k ing  s o l u tio n ($����* �(- ������ 5)  �#��$� 25 �#� � #� #$�  !� ��� ��7� ���#� �8�� '	
��'��> 
��'(�4���'	
��������� * .�#� ������ 30 ���� �� ���8���� ��'��'���� �" �7����� �� �
 anti-

dig o xig enin c o nj u g ated al k al ine ph o s ph atas e ���'/4�/�����
���� �� �
 b l o c k ing  s o l u tio n  

7���$������ 1: 10,000 '	
��'��> ������� * .�#� ������ 30 ���� � ������ ��'��'������
 w as h ing  

b u ffer  2 (��9�> � � 15 ���� �� �� ����* �+��� ��'��'���)�
�" ���� ��'��'���� �7����� �� �
 
detec tio n b u ffer  ($����* �(- ������ 5) ��� 3 ����  �� ��
��
��� ��'��'��������� ��- ��
+� ��$#� - ������ �� �
 detec tio n b u ffer  ��� c h emil u mines c ent s u b s tr ate (CD P  s tar  T M )  

7���$������ 1: 500  �#��$� 1 �#� � #� #$� �� ���8�� '�� ��
� ������ ��'��'���7� ����� ������ ��
'��'������7�����4���� 15 ���� �� ��/�����'������ �� �
����'�#��#9� �8���� ��'��'���� 
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 ��������- ��K !� �07�� ����4� ��� 30 ���� � �� 2 " ���)�� � � ��/����9�� ���K !� �0���
���� �� �
 
dev el o per  �� � fixer  $��� 8���� $��/�.�� ���2 2 �����8���� ���A ���- ��K !� �0 
 

 2.4 ���$��/������(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  ���
'�(�#( So u th er n  P CR 

h y b r idiz atio n  
  

          � � ��/������- � ���$��/������(��
.�	��
�����
'�(�#( P CR �� � do t b l o t 

h y b r idiz atio n �� �� �8�- � - � #$/�� A #�#�#
� P CR 7��$�� ���
$��)�
'� 4��@ 98����1 (R1) ���7� �- � ���
��9���������� �� ���8��#'� ()$�)K �#@ ��������)��'/�  1% 7���+'K ��0 1xTBE 7" �������K K T� 
50 )�� $0 ��� 1 " ���)�� '��
������'�:�'���$�O �� 1k b  D NA l adder  mar k er  * �
� � ��/�����$��/���
����
�	���� ���'�:�'����
�#1 ��#'� :�)��)K ��@ ���� �$��/�.�� ���'�:�'����- ��'/� ���
 U V -

tr ans il l u minato r   �� �� /���8����
��
��'�:�'�� 
����� ��'��'��� (Hy b o nd-N+ ��#� �� Amer s h am) 
@ �����	�9�$�������9 � ����- ��'/� ���
���� �� �
 0.25M HCl   �#��$� 250 �#� � #� #$� ������� * .�#� ���
��� 10 ����  '����� �� �
�#9��� ��� ���'/� ���
�98���������@ 0 ���- ����������^ ��'" 49��� �� /����9� ���
�* �+��'�:�'�)�
�" �'/� 7����� �� �
 denatu r atio n (0.5M NaOH �� � 1.5M NaCl )  �#��$� 250 

�#� � #� #$� ������� * .�#� ������ 5 ���� '����� �� �
�#9��� ���8�@ 98�	�9�$����9���(��9� � � ��/����9�� ���
'/� ���
�98����������@ 0�������^ ��'" 49��� �� /����9�/��'$#����� �� �
 neu tr al iz atio n (0.5 M Tr is -HCl :  

pH 7.5 �� � 1.5 M NaCl  ) '	
��'��> ������� * .�#� ������ 15 ���� '����� �� �
�#9��� ���8�@ 98����(��9� 
� ���'/� ���
�98����������@ 0�������^ ��'" 49��� �� 

 

  '$��
�" ���� ���0�8�� ���
��
��'�:�'�/��'/� ���
.������ ��'��'���)�
���������  
W h atman 3 MM 7" �' =���+��7�������������� �� �
 10x SSC (0.3M So diu m c itr ate �� � 3M 

NaCl ) �8�'/� ������/��	�9�$�����������" �7����� �� �
7����� �� �
 10x SSC (1.5M NaCl , 

0.5M Na-c itr ate:  pH 7.0)  �#��$� 200 �#� � #� #$� ������� * .�#� ������ 10 ���� �� ���8��- ��'/� ���
(��8�� ���� ���������  W h atman 3MM /����9��8���� ��'��'���������- ��'/�  ���������
 

������  3 MM /8���� 3 �- �� �� �����������
������ @ ��� � �
>" �9�7� ���(���� �� 20 '@ �$#'�$� 
/����9������$� �������98�� ��� 500 ���� ����������� @ �����(��9��� ��$�9��#9����������� * .�#� ���' =�'�� �
	���(4�'+4��7� ��� ���'�:�'�'(� 4���
��
/���- ��'/� 	�9���$#��
.������ ��'��'��� /����9�� ��
��� ��'��'������/��'/� �� ���8����" �7����� �� �
 2x SSC ��� 5 ���� - ������ ��'��'���
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7� ��� �� �� ���8�� ��������� * .�#� ��� 80 ����'@ � '@ �
� ' =�'�� � 2 " ���)�� '+4��$�����'�:�'�7� �$#����
��� ��'��'����� ��8�� �8� A #�#�#
��V ��#��'@ " ���7�	�9�$��$���  

 

    ����8� ? #�#�#
� h y b r idiz atio n )�
�8���� ��'��'������������8� pr e-h y b r idiz atio n 

)�
 �#1 ���� '" ��'��
����	�� 2.3.3 $��/���- � ����8� ? #�#�#
� h y b r idiz atio n )�
�8���� ��'��
'��� ������/����� pr e-h y b r idiz atio n ��$��/���)�
�#1 �'" ��'��
����	�� 2.3.4   

   

 2.5 ���$��/������(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  ���
'�(�#( So u th er n  b l o t 

h y b r idiz atio n  
  

    

  2.5.1  ����/�)��#(��'�:�'�/��7��� ��
���������������� ��

�� antis ens e C P AC O  �� �
/��$�� �$#���������������� ��

�� �������
� 1  R 7��$�� ���
$��)�
'� 4��@ 98���� 1(R1) ���
�#1 � TL Es  

@ ������� � ���/���#1 �	�� V er w o er d e t al ., 1989 '" ��'��
����	�� 2.1 

   

  2.5.2  �8���'�:�'�����������/��	�� 2.5.1 /8���� 300 ��)(����� )�
+��1 �0 '��
����  
��
$�� AE1 AE2 AE3 AE4 �� �+��1 �0��� 17 ��
$�� AB1 AB2 ��$�����
'���@ �0$��/8�'+�� 

Nc oI ����+��1 �0��� 17 ��
$�� AB3 �� � AB4 $�����
'���@ �0$��/8�'+�� H i ndIII  (* �+��� 3) ������
���� * .�# 37 ����'@ � '@ �
� ���	���(4�'+4��7� �'�#����$����'�:�'�������.��0 /����9��8���'�:����$��
���.��0�� ��� �8��#'� :�)��)K ��@ ��'+4���
�	���" #9���'�:�'����$��������'/� ����)��                  
1 ' ��0'@ :�$0 7���+'K ��0 1X  TBE '��
������'�:�'���$�O �� 1 k b  D NA l adder  mar k er  )�
7" �
������K K T� 50 )�� $0 ��� ����� 1 " ���)��(���� �� ��
���'/� ���
���� �� �
'��1 #'��
�)�����0 
$��/���* �
7$������� $����)�'� $�� �������* �+ 

 

  2.5.3 
��
��'�:�'����/�$��/���/��'/� ����)��� �.���� ��'��'��� )�
�8��- ��
'/� ����)��/��	�� 2.5.2 ���8��#1 ����'" ��'��
����	�� 2.4 �$�' � ��
���'�:�'�$��/���' =���#'�� 
35S CaMV ) �)�'$��0    
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� ��" #� 3  �- �������$�����
'���@ �0$��/8�'+������8�(�2 	�� b inar y  v ec to r  �����
�� antis ens e C P AC O  

�� �����" ��
��A ������� � ��/�����$�����
'���@ �0$��/8�'+��@ ���������	�� 35S CaMV  

) �)�'$��0 �8�� ���� �/8����" ��
�����
�#1 � So u th er n b l o t h y b r idiz atio n 

 

" #���: ���" �� (2549) 
 

 

 

 

� /� �#� A 

� /� �#� A 
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3.  - $%& ��*� � %���%�� 3 %8� ��" �(#�2 �, ��%(�
���� 
 

 '�4���/��$���� ��
���������������� ��

���� 35S CaMV  ) �)�'$��0' =�$��(��(�������9�  
@ ���/��8�7� �
�� antis ens e C P AC O  ������8����$� ��'�� � ��/�8�7� ������- � #$�H�@ '��#� ��� �� � 

7������
�	���� ��
���'" ��7���
����' =�$�� � �4� ��
����' =���� �����9�/����(���/8�' =����/�$���
���� ����- � #$'��#� ��7������
����'/�#2 '$#�)$	��$���� ��
���������������� ��

��' ��
�'��
����
�� ��
������������������� ��

�� �$�'�4���/�����'�:���:�'��#� ��/��$���� ��
�����9�$��
���������
���
������� ������� �����9�/������8������� ��'�:���:�'��#� �� )�
7" �* �" ��������� � �	�9�' =� 

���'<+�� (* �+��� 4) �� ����� �/8����$���� ��
������7��� �7�* �" �� �� �'�� ����7" �7����'�:���:�  
'+4���8�7� �����#1 �������'� ������8�� ����8�� 7" �7����$��/������$��������������� ��

��$���  

    

 )�
7������� ����9���� �7�$���� ��
������������������� ��

��7�" �����
� 1 6 9 �� � 12 
'�4��� � ����� � .� )�
���� � 2  I//�
 (4� /8����$��7�* �" ������ � � @ �������9�� �� 4 �#����� �� 
(4�/8���� 1 2 3 �� � 4 $��$��* �" �� �� ���� I//�
� ���� (4���
�'�� �7�������/�$���� ��
������
7�* �" ��$�9��$� 1 � �� 9 " ���)�� )�
���#1 ������� ��(4� ���/�$���� ��
���7�* �" �� ( * �+��� 4)  
������������� * .�# 25 ����'@ � '@ �
� �� �(���" 49����+��1 0* �
7�� ������ �� 60-65% �* �+���
1 ���" �$#7������� � � ��/����9�'�4��'�� �- ����  1  2  3  4  5 6 7 8 �� � 9 " ���)�� '�:��H�@ /���$�� �
	�� �#��$� 1 �#� � #� #$� )�
7" �������<��
��� �'	:�	��� 28 G /����9�<����:�'	��7� c o l u mn 

	��'(�4��� Gas  c h r o mato g r aph y  ���� Sh imadz u  GC 14A ����� detec to r  " �#� fl ame io niz atio n 

detec to r  (FID ) '+4����� �#���'��#� ���� �(��0���������@ �0���'�#�	�9�/���� ��
��� �8�" �����
�� � 

5 @ 98� (1 ��� ��(4� 1 @ 98�) '�:�	���.� �� ���#'(���� 0� �(������+��1 0��� ����/8����$���� ��
������ 
 �#���'��#� ���� � �#���(��0���������@ �0 ���$��/������ )�
(8����� ���* �+$���� ��
��� 
���/�$����8�� ���� �$��  
 

4.  %��, �
� � �� %��3 � � ���%� ���#� a n t i s e n s e  CPA CO  

    

 4.1  ���$��/����#/����	��'���@ �0 ACO  

       

  $��/����#/����	��'���@ �0 ACO )�
�#1 ����������� � �/���#1 �	�� K o to  and 

Hy o do  (1999) )�
�8�7�	���� ��
���������������� ��

���� �������������� ��

�������
�  9 '�4��
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� � ��/��  ��� � .��� ����� 3 ���� 7��� �7� extr ac tio n b u ffer  ($����* �(- ��� �) 7���$������ 
1: 3 (�98�� ���$�� �#��$�) �� ���8��� Iz����
'(�4��� h o mo g eniz er  7� �� �'��
� /����9��������
       
c h ees e c l o th  4 " �9� �� ���8��  Iz�'� ���
����
(���'�:� 12000 ���$������ ' =�'�� � 20 ���� �
�����
7�'�:����7" �7��������#/����'���@ �0 �� �7" �7������� �#���) �$�� 

 

  ������ �#���) �$��$���#1 �	�� Bar dfo r d (1976) 

 

  '�4���/�����(8����� ��#/����	��'���@ �0 ACO $���' ��
�'��
���� �#���
) �$�������9�/��$������ �#���) �$��7����� �� �
����7����������� )�
�#1 ����	�� Bar dfo r d 

(1976) @ ����8�)�
�.����� �� �
����7����������� 1 �#� � #� #$� 7��7�� � ����� �� �� �'$#����� �� �
 

Co o mas s ie Br il l ant Bl u e G-250 (���'	��	�� 0.0125 ' ��0'@ :�$0  �#��$� 4  �#� � #� #$� - ��7� �'	��
��� $�9��#9����������� * .�#� ���' =�'�� � 5-60 ���� /����9��8�� ���(������.��� 4���� ���(���
��(� 4�� 
595 ��)�'�$� ���
'(�4��� U V -240 s pec tr o ph o to meter   �8�(��������������' ��
�'��
����(����$��O ��
	�� b o v ine s er u m al b u min(BSA) (���'	��	�� 0-100 ��)(�����$���#� � #� #$� 

 

  ����#'(���� 0�#/����	��'���@ �0 ACO �8�)�
7" � r eac tio n b u ffer  ( * �(- ��� �) 
 �#��$� 400 ��)(�� #$� �� ���� ACC (���'	��	�� 10 �#� � #)�� ��0  �#��$� 100 ��)(�� #$�  
7��� � ����� ��	��� 7 �#� � #� #$� /8���� 6 � � �� ����' =� 2 �� ���> � � 3 � � �� �� ������ 1   
' =��� ���$���
��� ���'$#����� �� �
����7�����������  �#��� 500 ��)(�� #$� �� ������ 2 ' =� inter nal  

s tandar d 7�� extr ac tio n b u ffer   �#��$� 500��)(�� #$� /����9� !� ��� � �����
/��
��7� ����� 
�� ���8��  inc u b ate ������� * .�# 30 ����'@ � '@ �
� ' =�'�� � 30 ���� �� ���8�� � ����� ���" �7�����
�98��	:� /����9�7" �� � ��<��
��.��H�@ '� �4����� �� �
 �#��$� 1 �#� � #� #$� �8������ �#���'��#� ��
���
'(�4��� Gas  c h r o mato g r aph  ���� Sh imadz a GC 14A '+4��$��/��� �#����H�@ '��#� ��/��
$���
��� �� ���8�(��������� (8����� ��#/����	��'���@ �0 ACC o xidas e ��� ���
' =� +#)(� #$� 

'��#� ��$���#� � #����) �$��$��" ���)��)�
7" ��.$������9 
 

  �#/����	��'���@ �0 ACC o xidas e   =      (��'��#� �����$��/������    
   

         �#���) �$����9�� �� X  '�� �7����inc u b ate 
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� ��" #� 4  * �" ���8�� ������/�$���� ��
���'+4��'�:���:�'��#� �� )�
���N �	��'/���.�� ��'��
����
 

   ��

��@ #� #)(� 

 

�. * �" �����/�$���� ��
�����
� 1 '�4��� � ����� � .� 7" �	������ �#��$� 250  

  �#� � #� #$� 

	. * �" ���8�� ������/�$���� ��
�����
� 6 �� � 9 '�4��� � ����� � .� 7" �	��)� �  

  +� ��$#� �#��$� 2.5 � #$� 

(. * �" ���8�� ������/�$���� ��
�����
� 1  R� � ����� � .� 7" �	��)� � +� ��$#� 

      �#��$� 25 � #$� 

�.  * �" ���8�� ������/������ ��
��� �
����$.��� ������� 7" �	��)� � +� ��$#� 

           �#��$� 500 �#� � #� #$� 

   

 

� 	 ( � 
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 4.2  ������ �#���'��#� ��7��� ��
���������������� ��

�� antis ens e C P AC O   

 

  4.2.1  ������ �#���'��#� ��7�$���� ��
��� 
   

   ������ �#���'��#� �����'�#�	�9�7�$���� ��
��������
� 1 6 9 �� � 12 '�4��� � ��
��� � .� )�
7" ��#1 ����� � �/�� Bo l ith o  e t al .  (1997) ' ��
�'��
���� ������ ��
���������������� ��


�� antis ens e C P AC O  ����� ��
������������������� ��

�� �����)�
7" ��� ��
��� ��
$��� � 20 @ 98�  
)�
�8�$���� ��
���@ 98���� 1- 4 7��� �7�* �" ���8�� ���'�:���H�7���� 1 $���� ��
���@ 98���� 5-8 7��� �
* �" ���8�� ���'�:���H�7���� 2 $���� ��
���@ 98���� 9-12 7��� �* �" ���8�� ���'�:���H�7���� 3 $��
�� ��
���@ 98���� 13- 16 7��* �" ���8�� ���'�:���H�7���� 4 �� �$���� ��
���@ 98���� 17-20 7��* �" ��
�8�� ���'�:���H�7���� 5 � � ��/����9�  !����
N �	�����'/���.�� ��'��
����
��

����������� ����H�@
������ * �" �����7" �	�������� �	��)� � +� ��$#�	���$���> ( * �+��� 4) ������������� * .�#� ������ 
 ����� 3 " ���)�� �� ��'�:��H�@ /���$�� �	�� �#��$� 1 �#� � #� #$� ���
������<��
����7" �'	:�
	��� 28 G �� ��<���H�@ '	��7� c o l u mn 	��'(�4��� Gas  c h r o mato g r aph y  ���� Sh imadz u  GC 14A ����� 
detec to r  " �#� fl ame io niz atio n detec to r  (FID )  '+4����� �#���'��#� �����'�#�	�9�/���� ��
��� �8� 5 @ 98� 
)�
 1	��(4� 1 @ 98� 

 

  4.2.2  ������ �#���'��#� ��7������ ��
��� 
 

   ���������� �#���'��#� ��7������ ��
��� )�
7" ��#1 ����� � �/�� Bo l ith o  e t al .  

(1997) '" ��'��
���������� �#���'��#� ��7�$���� ��
��� )�
' ��
�'��
���� ��������� ��
��� 
������������� ��

�� antis ens e C P AC O  �������� ��
������������������� ��

�� @ ����8�)�
" ����98�� ���
	������� ��
����$�� �" ����� (* �+��� 5�) � � ��/����9�$���
���� �������$.� �� ������� ���
/����� (* �+��� 5	) )�
�8�����" �����$.�'��
�� �7�� � ���������/��98��� ����������^ ��'" 49��� ��
 �#��$� 5 �#� � #� #$� �� �����" ��������'��
�� �7�� � ������	��� 15 �#� � #� #$� �� ���8����/�� �
7���� ��+� ��$#� �#��$� 25 � #$�  !�	�����
N �	�����'/���.�� ��'��
����
��

����������� ���
�H�@ ������ ( * �+��� 5 () ������������� * .�#� ���' =�'�� � 2 " ���)�� (��/#��, 2549) �� ��'�:��H�@ /��	��
 �#��$� 1 �#� � #� #$� ���
������<��
����7" �'	:�	��� 28 G �� ��<��'	��7� c o l u mn 	��'(�4��� Gas  

c h r o mato g r aph y  ���� Sh imadz u  GC 14A ����� detec to r  " �#� fl ame io niz atio n detec to r  (FID ) '+4�����
 �#���'��#� �����'�#�	�9�/������� ��
��� �$�� ���
$���8���9�� �� 5 @ 98� ( 1	��(4� 1 @ 98�) �8����'�:�
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�H�@  7�" ���'�� �'��
����������/�������������������'�4����* �+7" �'�� � ����� 14 ���)�

� � ��/�����'�:��H�@ '��#� ���� ��7� �' !�N ���� ������� ���8�" �����$.��� �" �������� ������ 

7�� ������������ * .�# 25 ����'@ � '@ �
� �� ���(���" 49����+��1 0 60-65% �* �+���1 ���" �$# 
 

 

�

 

� ��" #� 5  ������ �#���'��#� ��7������ ��
��� )�
7" ��#1 ����� � �/�� Bo l ith o  e t al .  (1997)  
 

�. " ������� ��
�������8���7" ���� �#���'��#� �� �������� �����(����" �� 

	. �8�" ������� ��
�����$���
��������$.��� ����������/������� ���8��$�� � 

  �����  I����7��98��� ����������^ ��'" 49��� �� 

(. �8���9�" �����$.��� �" ��������7��� �* �" ��	��� 2.5 � #$�7" ��8�� ������ �#���
  '��#� �� !�N �' =�'�� � 2 " ���)�� 

� � 
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5.  %��- $%& ����/%��� 4%3 � %��� ��� �%%(�
���� 
   

 ���� ���
���� I��/���	������� ��
���)�
���� �7��� ��
���������������� ��

�� ' ��
�'��
�
������/��$������������������ ��

�� �8�)�
���� � 2 ���(4� ��
���� I��/���	����9�" ����� 

(* �+��� 6�) �� ���
���� I��/���'<+����� (* �+��� 6	) 7�" ������� ��
��� �����	���
�� ����� 
40 '@ �$#'�$� �����$.� 3 � �� 5 ��� �� ��������� 4 � �� 6 ��� $������" �����7� �'� � 4�(���
��
/�� � �
����� ������ ������  ����� 10 '@ �$#'�$� )�
'��
�����" ������ �7�� � ������	��� 
15 �#� � #� #$� ������/��98��� ��� 14 �#� � #� #$� ����������� �7��$�� ����
��
�8�)�
7" ����)��$������
������������/������" ������ � �� )�
�
��� ������' =����$.� � �
" �� ���$.�7� 2 � ���
����� ��" �� �� �������)(�" �� �8��$�� ����
��
��'��
�� �7�	��+� ��$#�	��� 5 �#� � #� #$� 
�� ���8�� ������7�� ������������ * .�# 25 ����'@ � '@ �
� �� ���(���" 49����+��1 0 60-65 % 7��* �+
���1 ���" �$# �8������� ����
$��� � 5 @ 98� ������- � ������ �������9 
 

 1.  ��������
���� I��/��� )�
�8�� ��/���#9����(4� '�4��������7�" ��'�#����'�4����* �+
������� 50 ' ��0'@ :�$0	����������9�� ��� 4����� ����
���� I��/��� @ ���/�� 4����������
'�4����* �+ '�4��������'�#���������(��8� ���'�$'� :�'���'�� (v ien) �� �����@ �� � �4�'� � 4�� 
�� ����'� ��
�� �4����� (* �+��� 7) 
 

 2. ������������	�����$.� )�
(#�' =�' ��0'@ :�$0������	�����$.�7��$�� ����'��
�
���/8�������	�����$.���9�� �� '�4��'�#��$�������� �� 7" ��.$������9 
 

   %������	�����$.�  =      (/8����	�����$.�������7��$�� ����) X  100 

                     
              (/8����	�����$.���������� I��/���) 
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 3.  (8����' ��0'@ :�$0�������	�����$.��� ������� )�
(#�' ��0'@ :�$0�������	�� 

���$.��� �������7��$�� ����'��
����/8�������	�����$.��� ���������9�� ��'�4��'�#��$�� 

������ ��7" ��.$������9 
 

 

    % ���'�4����* �+	�����$.� =   (/8����	�����$.����'�4����* �+7��$�� ����) X  100 

                     
              (/8����	�����$.���������� I��/���) 
 

      % ���'�4����* �+	��������= (/8����	�����������'�4����* �+7��$�� ����) X  100 

                     
              (/8����	����������������� I��/���) 
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�

 

�.

D

A

AA

B.

B

CC

C

D
D

1 2

�

 
 

� ��" #� 6  �#1 �������� ���
���� I��/�������� ��
��������9�" ����� (�) �� �����
��$�� ���� (	) 
 

�.  ������� �7�" ������� ��
�����9�" �� �8���������� ��
����" �7�� � ������ 

 	��� 15 �#� � #� #$� ������/��98��� ��� 14 �#� � #� #$� 

	. ������� �7�'<+���������$���
������ ��
����� ���������' =� 4 �� ��� $����
�
���'/�#2 '$#�)$)�
 A (4����$.� � �
" �� B (4����$.�7� 2  C (4��������� ��" �� 

 D  (4� ������)(�" �� �� ���8����
��
�$�� ���� I�� �7�	�+� ��$#�	��� 5 
�#� � #� #$�  ������/��98��� ��� 4 �#� � #� #$� 
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� ��

���

 
 

� ��" #� 7  ���������'�4����* �+	������� ��
��� 
 

�.  ���$.�' � ��
�' =�������" 98� �� ��������'� ��
� 

	. ���$.�' � ��
�' =���'� � 4���� �� � ������ 

(. ���$.��������<�8��98� �� �'���'� � 

�. �� ��������� .�'	��	���7��� ��� ������������@ ��'� � 4�� 

/. ����������������(��8� 

<. �������������'� :�'���'�� 

 

5.  - $%& �%���� ��� �, ��  , � ��, ��%(�
���� 
   

 �� ��
������� � ��
�����'/�#2 '$#�)$���@ #�)+'��
�  (4� '/�#2 � $�����������
'� ��� 
@ ����8�� ������' =�� 8�$��	���� ��
��� '�4��'$#�)$'$:������ ��/�������$�� ���7� ��/��)(���	�9���
'�4��
> /�������
���	�� +���� (2550) +����� 8�� .��� ��
����
.�� 8�� ������7����#/�������
���'(���� 0����.���� �����9�7�������� ����'/�#2 '$#�)$	���� ��
���(��9���9/��'� 4�����/���� 

���'/�#2 '$#�)$� 8�� .��� ��
�������
.�� 8�� ������ (� 8���� ac tiv e) )�
���� ���
$��� � 20 @ 98�������- �
������ ��7� ��'�:�$���> �����9$� ����
�'�� �������� � 
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 -  (����.�	��� 8�� .��� ��
���)�
7������9'� 4��� 8�� ���������' =�� 8�� .��� ��
��� 5 �� � 10  

)�
���/��)(�	��� 8�� .��� ��
/�� ��)(����7�	��7��� ��
��� (* �+��� 8) 

 

 -  (��������	��� 8�� .��� ��
��� )�
7������9'� 4��� 8�� ���������' =�� 8�� .��� ��
��� 5 �� � 10 

)�
���'���- ����.�
0�� ����#'������ 8�� .��� ��
��(����������������� ( * �+��� 8) 

 

 -  /8����7�$���� ���/8����7���9�� ��$���� 

 

 -  /8����� 8�$���� ���/8����� 8�� .��� ��
��9�� ��$���� 

 

 

����������	��
������

�	�� 
� a c t i v e

����� 
��	��
������

 

 � ��" #� 8  $8��� ������������(����.��� �(��������	��� 8�� .��� ��
 �� �$8��� ���� 8�� .��� ��
�����
     �#/����������'(���� 0������������  

 

 " #���: +���� (2550) 
 

6.  %��
��	��*� !" ��� 1 �, � 
 

  �#'(���� 0	���.� ����� #$#���
) ����� Statis tic  Anal y s is  Sy s tem �� �' ��
�'��
�(���
 �$�$���	��(��'<� ��
)�
�#1 � D u nc an2 s  New  Mu l tipl e Rang e Tes t (D MRT) 
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 7.  � 1 ��" #�" 5�%��" � (�� 

 

� ��� ? #��$#���'+��'� �9
�'�49�'
4��+4" �� �� ��

�� �.�
0'�()�)� 
�" ��* �+'�� $� �� ��.�
0
'�()�)� 
�� � �����'�:�'���
� �� ��#�
�� �
'�� $����$�0 �#�
�'	$�8��+���� /��� ����(� O � 

 

8.  �*�*�
(�" 5�%��" � (�� 

 

 '�#�������� ��$�9��$� '�4���#� ���
� +.�. 2550 �#9���������� �� '�4�����
�
�  
+.�. 2552



 

 

51 

- � ����, 
��� 

 

1.  %��" � (��" #� 1 %��, �
� � �� %��	����)� ���#� h p t  3 (* �#� a n t i s e n s e  CPA CO  2 �%(�
����        

� %/(� 
��� �����' /!	
� � �� 17 3 (* ��#�� %/( " #��� ���� %��1 )���#� a n t i s e n s e  CPA CO  

  

 1.1  ���$��/������(��
.�	��
�� h p t �� � 
�� antis ens e C P AC O  )�
�#1 � P CR 

 

        /������8��+�'���0���/8�'+��$��
�� h p t �� � antis ens e C P AC O  ���8� ? #�#�#
����
�#1 � 
P CR �����'�:�'�	����
$���� ��
���������������� ��

�� antis ens e C P AC O  /8���� 2 +��1 �0 (4� 
+��1 �0'��
����  /8���� 4 ��
$��(4� AE1 AE2 AE3 AE4 �� �+��1 �0��� 17 /8���� 4 ��
$�� (4� AB1 

AB2 AB3 AB4 )�
�$�� ���
$����/8���� 5 @ 98� '+4��$��/������(��
.�	��
�� h p t  �� � antis ens e 

C P AC O   ' ��
�'��
������ ��
������������������� ��

�� )�
�8�- � /������8� ? #�#�#
� P CR � 
�#'(���� 0	���	����'�:�'� )�
�#1 ��#'� :()��)K ��@ #�������)��'/� '	��	�� 0.8 ' ��0'@ :�$0 ���(���
$������
0 100 )�� $0 ' =�'�� � 45 ���� �� ��
���'/� 7����� �� �
'��1 #'��
�)�����0 '�4���8�� 
$��/���* �
7$������� $����)�'� $ +���� �����
$��	���� ��
���������������� ��

����9����+��1 �0
+��� ���'�:�'�	��� 800 (.�'��	��
�� h p t (* �+��� 9, 10) @ ���(#�' =� 100 ' ��0'@ :�$0����7�$��
�� ��
������������������� ��

�����+��� ���'�:�'������ ��� 

 

   �8�� ������$��/������(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  +��� ���'�:�'�	��� 759 (.�
'�� (* �+��� 11, 12) 	�������
$�� �$�+����+��1 �0'��
����  ��
$�� AE2 �� � +��1 �0��� 17 ��
$�� 
AB4 $��/+����(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  '+�
� 3 @ 98� (#�' =� 90 ' ��0'@ :�$0 @ �����
$����������
(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  '+�
� 3 @ 98� ��/'�#�/��7�������
$�� AB4 ��9���������� ��

�� 
pCAMBIA 13121aAC O 2 @ ���
�� aAC O 2 �
.�� ���/����#'�� r ig h t b o r der  	�� T-D NA  @ ����� �� 

���� ��

��	����(��'��
/������'(� 4���
��
 T-D NA ��#'�� r ig h t b o r der  ����  �8�7� �
������
.�����
 � �
��/'�#����	��� �
� 	��
������T��7���� �T���������'	U�� 7�/�)��+4" �8�7� U���$����/
��'+�
�
�� h p t �$����+� antis ens e C P AC O  (Sh eng  and Cito v s k y , 1996)  
 

  ���/����97��������+�������$��7���
$��'��
�������+�
�������7/�
.� ��/'�#�/�����
�����
$��'�#���
��'	��� '+�
����'@ � � 0@ ���/��8�7� �'�#� c h imer a '�4��	
�
+��1 �0'+#�� �#���)�
�#1 �
'+��'� �9
�'�49�'
4��+���� ��� 8�� .��� ��
7� ��+�; ��	�9���/��'@ � � 0��������
��  antis ens e C P AC O   �
.�      
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@ ���- � ���'�#� c h imer a ��9 �#�#���� (2548) �����
������+�7�+4" ���
'" ����� � �4����������/'�#�	�9�
7�" ������������ ��

��'	��� 7�'@ � � 0 �8�7� ������	��� �
� 	��
��������� '�4���/����'�:�'�� .�
��

�� �
���
'���@ �0 exo nu c l eas e ����
.�* �
7�'@ � � 0 (Co o per , 2000) @ ���� ���������	��� �
� ' =��������
/8�'+������+�0'���0���7" �/��8�7� ���������� $��/+�)�
�#1 � P CR ��� 
 

   �����9�/��$��/���'+#��'$#� '�4��$��/������(��
.�	��
��)�
7" ��+�'���0����� �������
/8�'+����� CaMV  35S ) �)�'$��0 �� ��+�'���0����������/8�'+�����
�� antis ens e C P AC O   +����
7� �- � �8����'��
�������(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  (4� +����(��
.�	��
�� 90 ' ��0'@ :�$0 
(* �+��� 13) �$�+�/8������ �" #9���'�:�'�� � �
	���$�9��$� 500 M 2,300 (.�'�� @ �����/'�4�����/��7�
�$�� ���
$��/8����" ��	��
�� antis ens e C P AC O  ��������� 1 " �� �� �7���������� �" #9���'�:�'���
	��� 500 (.�'��  ��/'�4�����/��'�#����	��� �
� �������	��" #9�
�� antis ens e C P AC O  �$����7" �
$8��� ����������	���+�0'���0'	��� /��/���8�7� �'�#��� �" #9���'�:�'�	���'� :�����" #9�
�� antis ens e 

C P AC O  ���� ��
'	��� 7��� ��
��� 
 

 1.2  ���$��/������(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  $��/���)�
'�(�#( do t b l o t   
h y b r idiz atio n 

  

  ���$��/������(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  )�
�#1 � do t b l o t h y b r idiz atio n  
�8�)�
���������'�:�'�/��7��� ��
���������������� ��

�� antis ens e C P AC O  �� �$�����������������
� ��

�� ���
'�(�#( do t b l o t h y b r idiz atio n )�
� 
���'�:�'� �#��� 4 ��)(����� � ������ ��'��
'��� /����9��8���$��/������(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  )�
�8�����V ��#��'@ " ��������'�:�'�
$��/���	��
�� antis ens e C P AC O  ���$#�<� �����
����������� dig o xig enin (D IG) �� ���8�� 
$��/���- � )�
�8���� ��'��'����  ��������- ��K !� �0 x-r ay   � �������'	��(.������� ������'�:�
'��������������      ��'�:�'����7" �7����$��/���/�7� �- � ' =�/����2 2 �����8����- ��K !� �0   
 

  ���$��/�����97" ���'�:�'�/��$���� ��
������������������� ��

��' =� neg ativ e c o ntr o l  

�� ���'�:�'�������/��+� ���#� pCAMBIA 1301aAC O 1  ' =� po s itiv e c o ntr o l  /�������� ��+�
��2 2 �� ���8����- ��K !� �0'�4��$��/������
��'�:�'�$��/���	��
�� antis ens e C P AC O  7������

$��	���� ��
�����9����+��1 �0  �� �7� �- � '� �4����������'�:�'�$�����(* �+��� 14) @ ������������
�� 
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antis ens e C P AC O  '	��� ������/�)��	��$���� ��
����
���� ��� ����$���� ��
������������������� ��


����� ���? ��2 2 �����8����- ��K !� �0  
 

  - � ������ ����9�$�$������- � ������ �����$��/������
'�(�#( P CR )�
+���� ��

$�� AB4 �� � AE2 ���$��/������
'�(�#( P CR +��� ���'�:�'�'+�
� 3 @ 98� �$�'�4��$��/������

'�(�#( do t b l o t h y b r idiz atio n  ���? /����2 2 �����8����- ��K !� �0� ����9� 5 @ 98� @ ���- � ���$��������9
'�4�����/����'�:�'�$��/���	���#1 � do t b l o t h y b r idiz atio n ��	���
�������+�0'���0	���#1 � P CR @ ���
������'�#���2 2 �����8���9� ��/'�4�����/���������������	����'�:�'�$��/��������� '	�����������
�������	��" #9�����
�� antis ens e C P AC O  /���8�7� �'�#���2 2 �����8�	�9��� ����'�(�#( P CR /8�' =�
/�$���7" � �+�'���0��9��������(4� fo r w ar d �� � r ev er s e �����(���/8�'+���.����" #9�
�� antis ens e 

C P AC O  ���$�������� ��+�0'���0���7" ���	�����9�> @ ���� ��� ����������� '	��(.��������7������ ����	��

���� ��/���������'�#��$��	������8� ? #�#�#
����- � 7� �������- � - � #$ P CR ����� 

 

  - � ���$��/���)�
�#1 � P CR �� ��#1 � do t b l o t h y b r idiz atio n ��9 ��� '�49��$��������  
���@ 98�	�������
$����
�� antis ens e C P AC O  �
.� �$�7����@ 98�	�������
$����/' =�
�����������.��0 
�� �7����@ 98���/��������� 1 " ��
�� 

 

 1.3  ���(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  $��/���)�
'�(�#( So u th er n P CR h y b r idiz atio n 

   

  ���$��/���������
.�	��
�� antis ens e C P AC O  ���'	��� ������/�)��	���� ��
��� 
���
'�(�#( So u th er n P CR h y b r idiz atio n '+4��
4�
����� 
�� antis ens e C P AC O  '	��� ���$�����/�)��
	��$���� ��
���������������� ��

�� )�
'� 4�������'<+��$���� ��
������- ������$��/������

'�(�#( P CR �� � do t b l o t h y b r idiz atio n �� ��7� �- � ' =���� �� �7" ���'�:�'�/��$���� ��
���������������
���� ��

��' =� neg ativ e c o ntr o l  �� � ��'�:�'�������/��+� ���#� pCAMBIA 1301aAC O 1  ' =� po s itiv e 

c o ntr o l   
 

  /������8�- � - � #$ P CR ������/��	�� 1.1 )�
'� 4��@ 98���� 1(R1) ���
�	����� 

����)��'/� '	��	�� 0.8 ' ��0'@ :�$0 ���
�#1 ��#'� :()��)K ��@ �� �� ��
��
��'�:�'�� ����- ����� �� 

'��'���@ ���� �������'	��(.������� ������'�:�'����������������'�:�'����7" �7����$��/���/�7� �- � ' =�
��2 2 �����8����- ��K !� �0 �� � ���A ' =��� �" #9���'�:�'�	��� ����� 759 (.�'�� /�������� ��
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+���� +��� ���2 2 �����8�	���" #9���'�:�'� ����� 759 (.�'�����- ��K !� �0 7������
$��	��
�� ��
�����9����+��1 �0  (* �+��� 15 �� � * �+��� 16) �� �7� �- � '� �4����������'�:�'�$����� (po s itiv e 

c o ntr o l ) @ ������������
�� antis ens e C P AC O  '	��� ������/�)��	��$���� ��
����
���� ��� ����$��
�� ��
������������������� ��

����� ���? ��2 2 �����8����- ��K !� �0  @ ��������� ����9' =����
4�
��- �
���$���� ��
���������������� ��

�� 7�$���� ��
������$��/���- � ' =����/���#1 � P CR �� � do t b l o t 

h y b r idiz atio n ��
�� antis ens e C P AC O  �
.�/�#� 

 

 1.4  ���(��
.�	��
�� antis ens e C P AC O  �� �/8����" ��
��$��/���)�
'�(�#( So u th er n 

b l o t h y b r idiz atio n 

   

  ���$��/���������
.�	��
�� antis ens e C P AC O  ���'	��� ������/�)��	���� ��
��� 
���
'�(�#( So u th er n b l o t h y b r idiz atio n �� �'+4��$��/���/8����" ��
�� A (* �+��� 3) ���'	��� ���$��
���/�)��	��$���� ��
���������������� ��

�� )�
'� 4��������� ��
���������������� ��

���� �������
������� ��

��7�@ 98���� 1 (R1) @ ���
4�
��- � ������
�#1 � P CR do t b l o t h y b r idiz atio n �� ��#1 � So u th er n 

P CR h y b r idiz atio n )�
7" ���'�:�'�/��$���� ��
������������������� ��

��' =� neg ativ e c o ntr o l  �� � ��
'�:�'�������/��+� ���#� pCAMBIA 1304 �� �
��.�������������� ��

�����
+� ���#� pCAMBIA 

1304  ' =� po s itiv e c o ntr o l  - �  ���? ��������� $��/+���2 2 �����8����- ��K !� �0 
������/����'�:�'�/��$���� ��
���������������� ��

�� ��
$�� AB1 AB3 AB4 AE3 �� � AE4 )�
�$�� �
��
$��7� ��� ����8���9�����
.�7�$8��� ���'��
������ ��������
.�7�$8��� ���'��
���� (* �+��� 17)  
)�
�� ��
���������������� ��

��+��1 �0��� 17 ��
$�� AB1 +�/8����" ��
���
������
 2 " �� �� � 

��
$��  AB3 �� � AB4  +�/8����" ��
���
������
 3 " �� �8�� ����� ��
���������������� ��

��+��1 �0'��

����  ��
$�� AE3 �� � AE4 +�/8����" ��
���
������
 1 �� � 3 " ��$��� 8���� 7�	�����$���� ��
���
���������������� ��

����� ���? �� ����8� (* �+��� 17) @ ������������9� 5 ��
$����9�����(��
.�	��
�����
� ��
'	��� �� ������� ���������� �8�� ��� po s itiv e c o ntr o l  )�
 pCAMBIA 1304  

+��� ���2 2 �����8�'	�� ����$��
��.�������������� ��

������� 35S CaMV  ) �)�'$��0' =�$��(��(�� 

+�/8����" ��
�� 2 " �� �8�� ��������
$�� '" ��  AB2 AE1 �� � AE2  ������+��� ���2 2 �����8� ��/
'�4�����/��	�9�$��������'�:�'���9���'�4��'�#�	�9�@ ������- � � �����$��/���(���'	��	��	����'�:�'��8�
7� �(����'�:�'����������(� ��'(� 4���/��(���' =�/�#��8�7� � �#�����'�:�'�	��$���� ��
���'� � ����9���
'+�
�+�7�����8������� �� 
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  - � ������ �����+����7��$�� �$����/8����" ��
������$�$��������9 ' =�� 7��8����
'��
�����������#/�
7�+4" �4��> � � �
���'" �� D ai e t al . (2001) ���� ����� ��

��7�	���+��1 �0 Taipei 

309 )�
7" � A.  tu m e f ac i e ns  +���� ��/8����" ��
������ .�� ��
'	���  1-5 " �� Men e t al .  (2003) �����
 ���#�1 #* �+���� ��

��7��� ��
������� � ��
 De n. nob i l e  )�
7" � A.  tu m e f ac i e ns  ��
+��1 �0 AGL -1 

+������/8����" ��
������ .�� ��
'	���  2-4 " �� �� �/�������
���	�� '�2 /���� (2552) ���$��/���
/8����" ��	��
��    AS -AC S  �� � AS -AC O  �� �
�� i p t 7�$���� ��
������� � �+��1 ����� 5 ��
$�� 
+���� ��/8����" ��	��
�� AS  8AC S  '+�
� 1 " ��
���� �
�� AS -AC O  �
.���� 2- 4 " ��
��  

AB1

M     H
2
O       P       C          R 1     R 2       R 3      R 4     R 5

AB2

AB3

AB4

800b p

800b p

800b p

800b p

 
 

� ��" #� 9  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR)�
7" ��+�0'���0���/8�'+��$��
�� h p t �
�	���" #9���'�:�'��� 
   ����)��'/� '	��	�� 0.8 ' ��0'@ :�$0 �� �
����������	��� 800 (.�'�� �����7��� ��
��� 
  ���� � ��
��
+��1 �0��� 17 ������������� ��

�� ��9�� �� 4 ��
$�� (AB1 AB2 AB3 AB4) 

 

 M   ��'�:�'���$�O �� GeneRu l er T M  100 b p L adder  (Fer mentas ) 

 H
2
O  neg ativ e c o ntr o l  (dH

2
O) 

 P   po s itiv e c o ntr o l  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR ���7" �+� ���#� pCAMBIA 1301 ' =�         
  ��'�:�'�$����� 

             C           neg ativ e c o ntr o l  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR ���7" �$���� ��
������������������ 

  � ��

��' =�$����� 

             R1-R5    - � - � #$/�� ? #�#�#
� P CR ���7" �$���� ��
���������������� ��

��' =�$����� 

  @ 98���� 1-5 $��� 8����  
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AE1

M     H
2
O       P       C          R 1     R 2       R 3      R 4     R 5

AE2

AE3

AE4

800b p

800b p

800b p

800b p

 
 

� ��" #� 10  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR )�
7" ��+�0'���0���/8�'+��$��
�� h p t �
�	���" #9���'�:�'��� 
    ����)��'/� '	��	�� 0.8 ' ��0'@ :�$0 �� �
����������	��� 800 (.�'�� �����7��� ��
��� 
   ���� � ��
��
+��1 �0 '��
���� ������������� ��

�� ��9�� �� 4 ��
$�� (AE1 AE2 AE3 �� � 

   AE4) 

  

 M   ��'�:�'���$�O �� GeneRu l er T M  100 b p L adder  (Fer mentas ) 

 H
2
O  neg ativ e c o ntr o l  (dH

2
O) 

 P   po s itiv e c o ntr o l  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR ���7" �+� ���#� pCAMBIA 1301   

  ' =���'�:�'�$����� 

             C           neg ativ e c o ntr o l  - � - � #$/�� A #�#�#
�P CR ���7" �$���� ��
������������������ 

  � ��

��' =�$����� 

             R1-R5    - � - � #$/�� ? #�#�#
� P CR ���7" �$���� ��
���������������� ��

��' =�$����� 

  @ 98���� 1-5 $��� 8����  
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AB1

M       H
2
O       P       C        R 1     R 2       R 3      R 4     R 5

AB2

AB3

AB4

7 5 9 b p

7 5 9 b p

7 5 9 b p

7 5 9 b p

 

� ��" #� 11  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR )�
7" ��+�0'���0���/8�'+��$��
�� antis ens e C P AC O  �
�	���" #9�
��'�:�'�������)��'/� '	��	�� 0.8 ' ��0'@ :�$0 �� �
����������	��� ����� 759  
(.�'�� �����7��� ��
������� � ��
��
+��1 �0 ��� 17 ������������� ��

�� ��9�� ��  
4 ��
$�� (AB1 AB2 AB3 �� � AB4) 

 

 M  ��'�:�'���$�O �� GeneRu l er T M  1k b  L adder  (Fer mentas ) 

 H
2
O  neg ativ e c o ntr o l  (dH

2
O) 

 P   po s itiv e c o ntr o l  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR ���7" �+� ���#� pCAMBIA 1301aAC O 1  

  ' =���'�:�'�$����� 

             C           neg ativ e c o ntr o l  - � - � #$/�� A #�#�#
� P CR ���7" �$���� ��
������������������� ��
 

  
��' =�$����� 

 R1-R5    - � - � #$/�� ? #�#�#
� P CR ���7" �$���� ��
���������������� ��

��' =�$����� 

  @ 98���� 1- 5 $��� 8����  
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AE1

M     H
2
O       P       C       R 1     R 2       R 3      R 4     R 5

AE2

AE3

AE4

7 5 9  b p

7 5 9  b p

7 5 9  b p

7 5 9  b p

 

���"#� 12  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR ) � 
7 " �� + �0'� � �0� ��/8�'+ �� $�� 
�� anti s e ns e  CPACO  � 
�	��� " #9�
� �'� :�'� � �� � ��) �� '/�'	�� 	�� 0 . 8  ' � �0'@ :�$0 � � � 
��� ��� � �� �	���  �� � ��  7 5 9   
( .�'� �  � � � � � 7 ����� 
� � �� ���� � �
� �
+ ��1 �0'� �
� ���� ��� � ���� ���� ��

�� � �9� � � �  4 � �
$�� 
( A E 1 A E 2  A E 3 � ��  A E 4 ) 

 

 M  � �'� :�'� � �$�O �� G e ne Ru l e r
TM

 1k b  L ad d e r  (F e r m e ntas ) 

 H
2
O  ne gati v e  co ntr o l  (d H

2
O) 

 P  po s i ti v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �+ ��� � #�  pCA MB I A  130 1aACO 1  

  ' =�� �'� :�'� $��� � �  

             C           ne gati v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � �� � ���� ���� ��
 

  
��' =�$��� � �  

 R1-R5     -�-�#$/�� ? #�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � ���� ���� ��

��' =�$��� � �  

    @ 98�� �� 1- 5  $�� �8�� ��   
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1600bp
2 3 00bp

M   N    P   H
2
O    R 1   R 2    R 3   R 4    R 5   R 1     R 2    R 3   R 4    R 5    R 1    R 2     R 3 R 4    R 5   R 1   R 2    R 3     R 4    R 5

M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3 R4     R5      R1    R 2     R3     R4    R5       R1     R2      R3      R4    R5M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3 R4     R5      R1    R 2     R3     R4    R5       R1     R2      R3      R4    R5M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3 R4     R5      R1    R 2     R3     R4    R5       R1     R2      R3      R4    R5M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3 R4     R5      R1    R 2     R3     R4    R5       R1     R2      R3      R4    R5M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3
M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3M       P      R1    R2    R3       R4     R5     R1   R2     R3

AE1   AE2                    AE3                    AE4

12 00bp

5 00bp

7 5 0bp
12 00bp
1600bp
2 3 00bp

AB 1   AB 2                     AB 3                     AB 4

M     N    P  H
2
O   R 1   R 2    R 3    R 4   R 5     R 1   R 2     R 3   R 4     R 5   R 1     R 2    R 3 R 4   R 5     R 1   R 2    R 3     R 4   R 5

 

 

���"#�13  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR ) � 
7 " �� + �0'� � �0� ��/8�'+ �� ���  35 S  CaMV  )  �) � '$� �� ��  

 � + �'� � �0 � ��/8�'+ �� ��� 
�� anti s e ns e  CPACO  � 
�	��� " #9�� �'� :�'� � �� � ��) �� '/�'	�� 	�� 

0 . 8  ' � �0'@ :�$0 � � � 
��� ��� � �� �	��� $�9� � $� 5 0 0  ( .�'� �  � ��  2 , 30 0  ( .�'� � � � � � � 7 ����� 
� � �
� ���� � �
+ ��1 �0'� �
� ���� ��� � ���� ���� ��

�� (A E 1 A E 2  A E 3 � ��  A E 4 ) + ��1 �0� � �  17 � ��
� � ���� ���� ��

�� (A B 1 A B 2  A B 3 � ��  A B 4 ) 

 

 M  � �'� :�'� � �$�O �� G e ne Ru l e r
TM

 1k b  L ad d e r  (F e r m e ntas ) 

 H
2
O  ne gati v e  co ntr o l  (d H

2
O) 

 P  po s i ti v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �+ ��� � #�  pCA MB I A  130 1aACO 1  

  ' =�� �'� :�'� $��� � �  

 N           ne gati v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � �� � ���� ���� ��

  
��' =�$��� � �  

 R1-R5     -�-�#$/�� ? #�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � ���� ���� ��

��' =�$��� � � @ 98� 

  � �� 1- 5  $�� �8�� ��   
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AE1

P         H
2
O        C          R 1        R 2         R 3         R 4     R 5

AE2

AE3

AE4

 

AB3

AB1

AB2

AB4

 

���"#� 14  ���$�� /� #'( ��� � 0���( � � 
.�	� � 
�� anti s e ns e  CPACO  7 �$������ 
� � �� ��� � ���� ���� ��

��
+ ��1 �0� � �  17  (A B 1-A B 4 ) � ��  + ��1 �0'� �
� ��� (A E 1-A E 4 ) ) � 
7 " �'� ( �#(                                
d o t b l o t h y b r i d i z ati o n � ��$�� /� � � � �� 
$�� $�� /� � � 
�� anti s e ns e  CPACO  

 

 P           po s i ti v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �+ ��� � #�  pCA MB I A  130 1aACO 1  

  ' =�� �'� :�'� $��� � �  

             H
2
O       ne gati v e  co ntr o l  (d H

2
O) 

             C           ne gati v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � �� � ���� ��� 

  � ��

��' =�$��� � �  

 R1-R5    -�-�#$/�� ? #�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � ���� ���� ��

��' =�$��� � � @ 98�� �� 1-5  

  $�� �8�� ��   
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M          H
2
O            P              N          A B 1 /R 1   A B 2 /R 1   A B 3 /R 1   A B 4 /R 1

759bp

759bp

�( 1 )

�( 2 )

 

 

���"#� 15  ���$�� /� #'( ��� � 0���( � � 
.�	� � 
�� anti s e ns e  CPACO  ) � 
7 " �'� ( �#(  S o u th e r n PCR 

h y b r i d i z ati o n 7 �$������ 
� � �+ ��1 �0� � �  17� ��� � ���� ���� ��

�� � ��$�� /� � � � �� 
$��
$�� /� � � 
�� anti s e ns e  CPACO  � � � 
��� ��� � �� �	���  �� � ��  7 5 9  ( .�'� �  

 

 �(1) -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR ) � 
7 " �� + �0'� � �0� ��/8�'+ �� $�� 
�� anti s e ns e  CPACO   

  � 
�	��� " #9�� �'� :�'� � �� � ��) �� '/�'	�� 	�� 0 . 8  ' � �0'@ :�$0 � � � 
��� �� 
  � � �� �	���  �� � ��  7 5 9  ( .�'� �  

 �(2) -����$�� /� #'( ��� � 0���� 
� � �� ���� � �
� �
+ ��1 �0� � �  17  � ��� � �� � ���� ���� ��

�� 
  (N) � �� � � ���� ���� ��

�� (A B 1/ R1 M A B 4 / R1) ) � 
'� ( �#(  S o u th e r n PCR  

  h y b r i d i z ati o n 

 M  � �'� :�'� � �$�O �� G e ne Ru l e r
TM

 1k b  L ad d e r  (F e r m e ntas ) 

 H
2
O  ne gati v e  co ntr o l  (d H

2
O) 

 P  po s i ti v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �+ ��� � #�  pCA MB I A    

  130 1aACO 1  ' =�� �'� :�'� $��� � �  

             N          ne gati v e  co ntr o l  -�-�#$/�� ? #�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � �� � ���� ��� 

  � ��

��' =�$��� � �  
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M           H
2
O            P               N           A E 1 / R 1   A E 2 / R 1   A E 3 / R 1  A E 4 / R 1

759bp

759bp

�( 1 )

�( 2 )

 

 

���"#� 16  ���$�� /� #'( ��� � 0���( � � 
.�	� � 
�� anti s e ns e  CPACO  ) � 
7 " �'� ( �#(  S o u th e r n PCR 

h y b r i d i z ati o n 7 �$������ 
� � �+ ��1 �0'� �
� ���� ��� � ���� ���� ��

��� ��$�� /� � � � �� 
$�� $�� /� � �

�� anti s e ns e  CPACO  � � � 
��� ��� � �� �	���  �� � ��  7 5 9  ( .�'� �  

 

 	(1) -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR ) � 
7 " �� + �0'� � �0� ��/8�'+ �� $�� 
�� anti s e ns e  CPACO   

  � 
�	��� " #9�� �'� :�'� � �� � ��) �� '/�'	�� 	�� 0 . 8  ' � �0'@ :�$0 � � � 
��� �� 
  � � �� �	���  �� � ��  7 5 9  ( .�'� �  

 	(2) $�� /� #'( ��� � 0���� 
� � �� ���� � �
� �
+ ��1 �0� � �  17  � ��� � �� � ���� ���� ��

��  
  (N) � �� � � ���� ���� ��

��) ) � 
'� ( �#(  S o u th e r n PCR h y b r i d i z ati o n 

 M.   � �'� :�'� � �$�O �� G e ne Ru l e r
TM

 1k b  L ad d e r  (F e r m e ntas ) 

 H
2
O  ne gati v e  co ntr o l  (d H

2
O) 

 P  po s i ti v e  co ntr o l  -�-�#$/�� A#�#�#
� PCR � ��7 " �+ ��� � #�  pCA MB I A    

  130 1aACO 1  ' =�� �'� :�'� $��� � �  

             N          ne gati v e  co ntr o l  -�-�#$/�� ? #�#�#
� PCR � ��7 " �$������ 
� � �� ��� � �� � ���� ��� 

  � ��

��' =�$��� � �  
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���"#� 17  ���$�� /� #'( ��� � 0/8��� �" �� 
�� A  7 �$������ 
� � �� �9� + ��1 �0'� �
� ��� (A E 1-A E 4 ) � ��  

 � � � 17 (A B 1-A B 4 ) � ��� � ���� ���� ��

��) � 
7 " �'� ( �#(  S o u th e r n b l o t h y b r i d i z ati o n  
� ��$�� /� � � � �� 
$�� $�� /� � � 	� �  35 S  CaMV  )  �) � '$� �0  

 

 M  � �'� :�'� � �$�O �� G e ne Ru l e r
TM

 1k b  L ad d e r  (F e r m e ntas ) 

 N          ne gati v e  co ntr o l  /�) �� #( � �'� :�'� 	� � $������ 
� � �� ��� � �� � ���� ���� ��

�� 

 H
2
O  ne gati v e  co ntr o l  (d H

2
O) 

 p130 4   po s i ti v e  co ntr o l  + ��� � #�  pCA MB I A  130 4  ' =�� �'� :�'� $��� � �  

              
�� .�     /�) �� #( � �'� :�'� 	� � $��
�� .� � ��� � ���� ���� ��

�� pCA MB I A  130 4  ������� positive 
  control 

 

 

 

 

 

     M      N      A B 1     A B 2   A B 3    A B 4    N     A E 1   A E 2   A E 3   A E 4    � �� ��      H
2
O     p 130 4 
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2.   % �� "� ( � � "#� 2  % �� - $% & �
 �' #% �� � % �� 3 % 8� � � "�( #� � �% , �� % ( �
 � � � � 
   

 /������ � �� � � ��� �� #1 �'�:� � �H� '� � #��� ($���� � �� 1, * �+ � �� 18,19) + � � �� � 8�� ��� /8��� �$��
���� 
� � �� ��� ��/��� 7 �* �" �� '+ �
�  1 � ��  2 $�� ��9�� ��" �� � � �
�	� � $������ 
� � �� ���8�� �� ��� �  
� � �� �� ��� � ��  �#� �� '� � #���� � � � � �/� � ��/����� 
� � ��� 7 �* �" �� ���/�( ��  9 " ��� ) � �  � �9� ��9� �/
'�4�� � � �/��( ��$�8�� �� � ��'( �4�� �  gas  ch r o m atr o gr aph y   � ��7 " �7 ����� � �� � � �� ��� $�� /� �� '� � #���� � �
$�8�� �� � 
.�7 �" �� � � ��� ���� �� 0.001 ��) ��#$�'� � #��� � ��( ��'� � #���� ��$������ 
� � � ��  ��� 
� � �� �
* �
7 �* �" �� � ��/���� 
�� ����9'( �4� � � /� � � � � -�� � �� �' =�( �� � .�
0' � � �  � $� � 8� � �� � �H� @
( ��0� � �� � � � �� @ � 0��9� � �� ��� $�� /� �� � � � ) � 
+ � � �� �#� �� ( ��0� � �� � � � �� @ � 0� ��$�� /� ��  

� � �� �( ���  �-��$�� " ��� ) � � � ��'+ #�� � ��	�9�� �� 
  
 

 � 8�� ��� ���� ��/�$������ 
� � ��� 7 �* �" �� /8��� � 3 � ��  4 $��+ � � �� � �� ��� $�� /� ��  �#� ��
'� � #���� ��  �#� �� ( ��0� � �� � � � �� @ � 0� � � @ ��� '� 4�� + #/��� �/�����K  ( * �+ � �� 18,19) 7 �" �� �  3 " ��� ) � �
� ��7 �� ��" �� � � �
�  �#� �� '� � #���� �� �� ) ��� '" #� '� �� (R2

) � ��� �( ��$�9� � $� 0.95 � ��  0.99  
@ ��� � � � � ( � �� � �� + ��1 07 �" �� �  3 " ��� ) � � � ��� ��  �#� �� '� � #����  �-��$�� " ��� ) � � � ��'+ #�� � ��	�9�  
� $�� ��� " ��� ) � � � �� 3 ��9�+ � � ��'�#� ( � �� �  � �� ��� � � ���  �#� �� '� � #������ /8��� �" ��� ) � � � ��'+ #�� 	�9� @ ���
� �/'�4�� � � �/��* �" �� � ��� ��/�$������ 
� � ���9�' =��� � �  !�  $������ 
� � �� ���8�� �� � �� � 
�� � � 
���� �
7 /� �� ���( �
�98�� 
.�$�� � '� �� /�� � ����� � � � 	� �  �#� �� ( ��0� � �� � � � �� @ � 0'+ #�� 	�9� � ��
����� �� 	� � � � �@ #'/�� �/� 8�7 � �'�#� ���� �
7 /� � � � � �7 " �� � �@ #'/� (/�#� � � �, 2544) � �� -�7 � �'�#�
��� � � ����� � ��'�#� 	�9� @ ��� /������ �� '�$+ � � �� '� 4�� ' !� N �	� � /� + � � �� � ���#��( ���
� � ��� V � �0
'�#� 	�9� � � � ( ��� � ��� 	�� � .�� ��� � �+ � � �� �#� �� ( ��0� � �� � � � �� @ � 0�  �-��$�� $�� " ��� ) � � � ��'+ #�� � ��
	�9�  
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* �" �� � ��7 " �' =��� � �  !�  � �� $������ 
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�98�$�� � '� ��/�� � 8�7 � �* �
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 �#� �� ( � �� " 49�� �� + �� 1 0� ��	�9�� �� '�$� � �/��'� 4�� ' !� N �* �" �� � � �$�9� � $�" ��� ) � � � �� 4 ' =�$���  /�
+ � � �� � � �98�'��� � �#'� � 7 � 	� � $������ 
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�� �7 ���'( �
� /� � 8�7 � � ��7 � � � �' !�  @ ��� � �#'� �  ��7 � ��9'� � ' =�� �� ��  ��� 
�H�@ $��� >  � �� ��9�
� �� ��7 �  !� � �/� 8�7 � ���� ��  ��� 
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� ��� ��� �� #1 ����'�:� '�:� � �H� '� � #���/��$������ 
� � �* �
7 � 3 " ��� ) � � � �� @ ��� + � � �� " ��� ) � � � �� 3 ��9�7 � �
 �#� �� '� � #���� .� � ��� ��  

 

 '� 4�� ' ��
� '� �
� �� � � ��� /8��� �$������ 
� � �� ��� ��/��� 7 �* �" ��  3 $�� � ��  4 $�� + � � �� ���
7 " �$������ 
� � � 4 $��� 8�7 � �� �� ��� � ��  �#� �� '� � #���� � �� ���� �� � �� ��9�7 ����$�� /� ��  �#� �� '� � #���
	� � $������ 
� � �� ��� � ���� ���� ��

�� '�4� �� #1 ����'�:� � �H� '� � #���� ��" �� � � �
�� ��� 8����� ��� �) � 
� ��/�$��
���� 
� � � 4 $���� 7 �* �" ��  � �� � .� � �H� '� � #���'� 4�� � ��/�$������ 
� � �� ��  !� N �� ���   
3 " ��� ) � �  

 

 

, �� �� "#�1   �#� �� '� � #��� (C
2
H

4
) � ��  �#� �� ( ��0� � �� � � � �� @ � 0 (CO

2
) � ��$�� /� �� � � �� ��� /��� ��/�

$������ 
� � �� ���� � �
� ��� �
� 1 6  9  � ��  12  '� 4� �� ��� � � � �.�/8��� � 1 � ��  4 $���� 7 �
* �" ��  � �� $�� /� �� 7 �" ��� ) � � � �� 1 � ��  " ��� ) � � � �� 9  

 

� 5�� 
 � , �� % ( �
 � � � �"#�� � � � /( � 2 � ��� � * � �� 3 � ( �  

1 , ��  2  , ��  3 , ��  4 , ��  

� �� /, ��

% ( �
 � � � � 
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 ( �"#�� � � � /
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	 )�  
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1 � � 
� �  1  0 0.007 0 0.007 0.004 0.045 0.017 0.122 

 2   0 0.007 0 0.012 0.005 0.058 0.030 0.168 

 3  0 0.008 0 0.015 0.014 0.163 0.038 0.289 

 4  0 0.015 0 0.024 0.015 0.245 0.032 0.375 

 5  0 0.015 0 0.027 0.028 0.311 0.032 0.287 

 6  0 0.056 0 0.059 0.045 0.217 0.050 0. 68 

 7  0 0.064 0 0.064 0.056 0.456 0.067 0.480 

 8  0 0.075 0 0.084 0.048 0.566 0.069 0.430 

 9  0 0.153 0 0.175 0.062 0.745 0.054 0.780 
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, �� �� "#� 1 ($�� )  
 

� 5�� 
 � , �� % ( �
 � � � �"#�� � � � /( � 2 � ��� � * � �� 3 � ( �  

1 , ��  2  , ��  3 , ��  4 , ��  

� �� /, ��

% ( �
 � � � � 
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 ( �"#�� � � � /
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 � � � � 
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6 � � 
� �  1  0 0.124 0 0.175 0.009 0.571 0.017 0.608 

 2   0 0.274 0 0.247 0.012 0.676 0.024 0.746 

 3  0 0.340 0 0.389 0.018 0.762 0.032 0.841 

 4  0 0.458 0 0.425 0.017 0.789 0.033 0.870 

 5  0 0.523 0 0.571 0.028 0.854 0.030 1.445 

 6  0 0.542 0 0.645 0.025 1.231 0.032 1.439 

 7  0 0.613 0 0.766 0.028 1.982 0.069 2.120 

 8  0 0.712 0 0.843 0.048 2.781 0.075 3.540 

 9  0 0.745 0 0.745 0.057 3.650 0.054 4.560 

          

9 � � 
� �  1  0 0.841 0.001 0.854 0.002 1.445 0.0048 1.530 

 2   0 0.570 0.001 1.251 0.004 1.439 0.007 2.370 

 3  0 0.845 0.002 1.912 0.014 2.150 0.025 2.630 

 4  0 1.439 0.002 2.731 0.017 2.540 0.019 3.240 

 5  0 1.720 0.002 3.650 0.025 3.560 0.011 4.570 

 6  0 2.540 0.003 4.124 0.011 4.120 0.020 5.780 

 7  0 3.570 0.003 4.666 0.024 5.390 0.025 6.344 

 8  0 4.210 0.003 6.172 0.031 6.781 0.034 8.111 

 9  0 4.333 0.003 7.221 0.040 7.362 0.039 8.750 
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, �� �� "#� 1  ($�� )  
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12  � � 
� �  1  0.001 1.273 0.002 1.912 0.009 2.150 0.014 2.630 

 2   0.001 1.902 0.003 2.731 0.009 2.547 0.051 3.240 

 3  0.002 2.754 0.003 3.610 0.017 4.860 0.070 4.570 

 4  0.002 3.691 0.004 4.174 0.020 5.420 0.065 5.780 

 5  0.002 4.270 0.003 4.958 0.054 5.370 0.079 6.344 

 6  0.003 5.580 0.004 6.372 0.048 6.756 0.061 8.111 

 7  0.003 6.384 0.005 7.521 0.032 7.462 0.084 8.750 

 8  0.003 7.181 0.006 7.762 0.065 8.692 0.085 9.775 

 9  0.003 8.150 0.003 8.311 0.074 9.137 0.077 10.453 
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, ���� �� ��� 
�� � % �� 1  2  3  � 
!  4  � �� � 
�� , �� $ ��, (� 
�� � % ����� ( 1  �& 1�� � 
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� 3 �
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3.   � �  � � � 
 �� �� 3  � �  �  	 " # 
 $ � �  % # � �
 
 � & 
 �
 ��  a n t i s e n s e  CPACO 

  

 3.1  ���< �
# 
��
���= ��# ������������$ �������
�����= ��
������ A C O   

   

  ������	�
���
��
������
�
�= 0-�+ �# ������$ ��������$ * 1 6 9 ��� 12 
�2��) ������	�3�+ !�
�
> ��������	����� B o l i t h o  et al. (1997 ) / �$ ���	�
���
��
��������������# ������$ �����-�# �� 

�������������.�$ $ �� an t i s e n s e  C P A C O  
	��$ �
��$ ��������$ ��������.����������.�$ $ ��/ �$ + !�
��2���                   
g as  ch r o m at o g r ap h y  4 ��.� ����$ �����-����4 ��> *� �2���� 17  ���4 ��> *�
��$ ��*� # �������.������ 

����.�$ $ ������������
��
��������.�# ������$ �������������.�$ $ ���*���$ # ��  ����"�) ���# ������$ ������
����������.�$ $ ������������
��
����# �# .�����+ ��# .����$ # �� (# ������� 2   �4 ��� 20  ��� 21)  
 

  < ����
�
�= 0-������.����-�����������< �����.�$ $ �� an t i s e n s e  A C O  + �4 2!) ��$ !�
� 
!.�
��
= 2�
�5  (H am i l t o n ,  1990) 
���� (S i l v a et al. ,  2004 ) �������/ ���� (L i  et al. ,  2007 )  
�������������.�$ $ �� an t i s e n s e  A C O  �����"�+ ) �4 2!��-�����������
��
�������) �2����������.��
�$   
�"�+ ) �4 2!
) �.���-����$ *���
�7����6 �) ���
�7�
���$ ����= 0-�  
 

  ��-���-������4 2!�������������.�$ $ �� an t i s e n s e  A C O  ��	�
���
��
���# �"���.�4 2!�����.������
����.�$ $ ��
	@�< ����������"����= ��$ �� an t i s e n s e  A C O  
�2��
�
���� t r an s cr i p t i o n  ������� m R N A  

������0�����	������ m R N A  
��� s e n s e  = ��$ �� A C O  + �����$ ������������
	@�
���3.�����  �����-�
�0��"�+ ) � t R N A  ��.������
= ���������� m R N A  = ��
��� s e n s e  ����0���.
�
���� t r an s l at i o n  �"�+ ) ������
< �
# 
������ A C O  ������$ �� �.�< �+ ) ������< �
# 
��
���# �"���.�����$ ��������.������ 

����.�$ $ �� (O l i v e r  et al. ,  1993 ) ���������+ !�/ 	�/ �
# ��� 3 5 S C aM V  
	@�# ������*�����"����= ��
$ �� an t i s e s e  C P A C O  �0��������������# ���
���+ ��*��.��= ��
�2-�
$ 2��4 2! �0��"�+ ) ��� 
����"����= ��$ �� an t i s e n s e  C P A C O  
�
�= 0-�# �����$ �
������
��
A 
# 
�/ #  

 

  ��
) 7�����.� ����$ �����-��������������.�$ $ �������.����������.�$ $ ��
�2����$ *
4 
�����= 0-�
������������
��
������$ �� ( �4 ��� 20 ��� 21) ��������-$ �����
�2������	B 
���4 ��> ���) �.��
C ���/ ��
��
����������
� + �= �����4 2!�����
��
A 
# 
�/ # ��������"�# ������C ���/ ������
�
4 
��= 0-�
�0�����	$ ��$ �-���������C ���/ ��
��
��� �0���< ��"�+ ) �	�
���
��
���������������$ ���	# ��!.����$ * 
(�4 ��,  25 3 7 )  
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  �$ .�����7# ��+ �!.��
�2����� 12 ) ������	�3�4 ��.� # ������$ �������������
��
���
4 
��
���= 0-���.�+ �
�2����� 9 ) ������	�3��0�����
�2��������+ �!.�� 12 
�2��) ������	�3�
	@�!.�����# ��
���F �3) ����0�����*�)  3�
# �"��"�+ ) �# ������$ ��������
��
A 
# 
�/ # ���$ ��.�	�# 
 ���) ��$ # ��������
-�+ � 
�"�+ ) �# ������$ ���
�
�� ���
���$ ��0��"�+ ) ����������
������ A C C  ��� A C C  o x i d as e  �����

��

�2-�
$ 2��
	@��"������� �������.��
�2���"�	B 
�
�
$ ��������

������
	���$ ���
	@�
��
���  < ������.����-
�������������$ �������.�C ���/ ��
��
���
	@�# ��
�.�� ������) �*��.��= ��+ �+ �!.�����	���# ��= ��
4 2!!.��
	���$ ��	��F �3��� 
4 2��+ ) �4 2!�������$ 3.���+ �� ��������.
) �������� (������,  25 4 9) 

��������-����$ �������$ 3.+ �4 2!	��
 � cl i m act e r i c �0��������������# *�� 

��������
��
������ au t o cat al y s i s  �2�
�2��# ������$ ���������
��
������ �$ ���) �2�
�
�� ���
����< �����������# *��+ ) �
�
���������
��
���+ �������� 2 
4 
�����= 0-� (��
����,  25 5 0) �����-� 

���) �*��.��= ��+ � �0��.�< �+ ) ��������
��
���+ �# ������$ ���
�2����$ * 12 
�2��
4 
�����= 0-�  

 

  �"�) ���# ������$ ����������������.�$ $ ���# .����$ # ������������
��
�������# �# .����� 
���
�2�������� ����.�$ $ �� an t i s e n s e  C P A C O  
= ���3.
�2-�
$ 2������$ ���/ �$ + !�  A . tu m ef ac i en s  
	@�4 �) � 
��< ��"�+ ) �����.�$ $ ��
	@�����*.�������"����!*�= ��$ �� an t i s e n s e  C P A C O  ����$ 3.+ �# ��4 2!�# �# .��
��� �"����!*�$ ������# �# .�������-����.�< �+ ) ������$ ��$ �-�����"����= ��$ �� A C O  ����# �# .����� �0��
������5 0�6 �= �� 
�A ����� (25 5 2)  ���5 0�6 �+ �# ������$ ����������������.�$ $ �����$ !*�$ �� p M A T 21-

A S - A C O A  4 ��.�# ���������������.�$ $ ���# .��# ���"����!*�$ ���# �# .�����# �-��# .  
1 !*�$ �� ���0� 4  !*�$ �� �0��
�2���"���# ����������������= ��$ �� A S - A C O A  ���$ �
> � R T -P C R  

4 ��.�# ������$ ���������"����!*�$ �������4 �����������= ��$ �� A S -A C O  ��� ���4 �����������
= ��$ �� s e n s e  A C O  + �	�
������$  �# .+ ����# ��= ���+ �# ������$ ���������"����!*�$ �����$   
4 �����������= ��$ �� A S - A C O  ���$  ���������������= ��$ �� s e n s e  A C O  ��� 

 

    + �����
��$ ��-���# �������
�����= ��
������ A C O  + �+ �= ������$ ������������ 

����.�$ $ �������.����������.�$ $ �� + �!.��
�2����� 9  ) ������	�3� / �$ ����	������
> ����= �� Kat o  

an d  H y o d o  (1999) / �$ ����
�����= ��
������ A C O  ���	�
���
��
������
�
�= 0-�  
�0�������������
	���$ � A C C  	�
��� 200 ��/ ��/ ����� ���+ ) ���� �$ ��� ���$ 
������ A C O  ���+ �
����$ ��� ���	�
���
��
������$ 
��2��� g as  ch r o m at o g r ap h y  ����
	��$ �
��$ ����	�
���/ 	�# ��
��-�) �����# ������/ �$ �
> � B ar d f o r d  p r o t e i n  as s ay  (B r ad f o r d ,  197 6) �0��< �������4 ��.� # ������$ ���
4 ��> *���� 17  �������������.�$ $ ���# .����$ # �����
�����= ��
������ A C O  ����# �# .������	 �# .�$ 3.
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+ �!.�� 0. 03 2-0. 68  4 
/ ��
# � 
��
���# .��
��
����/ 	�# ��# .�!���/ �� ������
�����= ��
������ A C O  

# �"���.�# ������$ ��������.����������.�$ $ �� (co n t r o l ) ������
�����= ��
������ A C O  �3��0� 1.12 4 
/ ��
# �

��
���# .��
��
����/ 	�# ��# .�!���/ �� �"�) �����$ # ���������������.�$ $ �����
�����
�������$ 3.+ �!.�� 
�0� 
�.���-�/ �$ # ��������
�����= ��
������ A C O  ���$ ����*������. A B 3  �0��< ��������������������
��������= �� ���!�� (25 4 9) ���4 ��.�����$ ���+ �� �4 	���
!2-� ��$ # ���������������.�$ ��� / �$ + !�  
p C A M B I A  13 121aA C O 2  + ) ��
�����= ��
������ A C O  ���$ ����*� ( �4 ��� 22) �"�) ���4 ��> *�
��$ ��*�
+ ) �< �+ ��"����
��$ �����2� # ������$ ����������������.�$ $ ���# .����$ # �����
�����= ��
������ A C O  

����# �# .������	 �# .�$ 3.+ �!.�� 0.03 5  - 0.3 7 8  4 
/ ��
# �
��
���# .��
��
����/ 	�# ��# .�!���/ �� �0��# �"���.�
# ������$ ��������.����������.�$ $ �� (co n t r o l ) ������
�����
������ A C O  0.64 4  4 
/ ��
# �
��
���# .�
�
��
����/ 	�# ��# .�!���/ �� �"�) ���4 ��> *�
��$ ��*���$ # ��������
�����= ��
������ A C O  ���$ ����*�
�����. ��$ # �� A E 3  ( �4 ��� 23) 

 

  ���< ������������4 ��.�����.�$ $ �� an t i s e n s e  C P A C O  �"�+ ) �# ������$ ��������< �
# 
�
�
���������-�����������< ���������+ �4 2!) ��$ !�
�
!.� H e ct o r  et al.  (2006) ����.�$ $ �� 
an t i s e n s e  A C O  = ��
����
= ���3.
������$ 4 ��> *� 5 6 G al i a8  m al e  p ar e n t al   m u s k m e l o n :  ���
�2��
# �������
�����= ��
������A C O  + �
	�2��!�-�����= ��< �
���� 4 ��.�����.�$ $ �� an t i s e n s e  
A C O  ���������
�����= ��
������ A C O  �0��	�# 
�$ 3.+ ������ 0. 97  4 
/ �����# .��
/ �����# .��
���� 

) �2�
4 �$ ���.
�
� 0. 25  4 
/ �����# .��
/ �����# .��
�������  �������$ ���+ �4 2!�2��G  
!.� ��
= 2�
�5   
( H am i l t o n  et al. ,  1990) ���# ��3	 (Fl o r e s  et al. ,  2000) ��� 4 
�3
��$  (L i  et al. ,  2007 )  

���4 ��.�4 2!����������.�$ $ �� an t i s e n e  A C O  ���
�����= ��
������ A C O  �������
�
� 

 

  
�2��4 
������������4 ��> ���) �.���
�����= ��
������ A C O  ������< �
# 
��
��� 

+ �����$ ����������������������- 4 ��.�+ ) �< ������������ �2� !.����$ *
�2����� 9 ) ������	�3�  
# ������$ ��������.����������.�$ $ ������������
��
����3���.�# ������$ ����������������.�$ $ ���*���$ # ��
+ ���-����4 ��> *� �����.�$ �� an t i s e n s e   C P A C O  ����.�$ 
= ���	+ �����$ �����-����4 ��> *� ������$ ��$ �-�
) �2������< �
# 
������ A C O  �����
� �0���.�< ��	�0���������
��
������# �"������$  ���< �����������-�
�
�����= ��
������������< �
# 
��
���= ��# ������$ ��� ��*	����.� ����.�$ $ �� an t i s e n s e  C P A C O   

�"�+ ) �����$ ����������������.�$ $ ��4 ��> *���� 17  �����< �
# 
��
������� 60 �0� 7 6 
	���
�7�# � ���
�
�����= ��
������ A C O  ���� 41 �0� 9 7  
	���
�7�# � �.�� ����$ ����������������.�$ $ ��4 ��> *�
��$ ��*� 
�����< �
# 
��
������� 42 �0� 7 6 
	���
�7�# � ����
�����= ��
���������� 41 �0� 9 4.5 
	���
�7�# � 
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�$ .�����7# ��+ �����$ ����������������.�$ $ ����-��# .����$ # �������$ ��$ �-��
�����= ��
�������# �# .��
��� ���
�2���������"����!*�$ ������������# �# .����� ) �2� # "��) �.�= ��$ ������.�$ 
= ���	+ �����$ ����# .
����$ # ������# �# .������.�< �+ ) ���������������.
�.���� (A i d a et al. ,  1998 ) 

 

  
�2��
	��$ �
��$ ������# �# .����) �.���"����
������$ ��
�7�
�= ��$ �� C P A C O 1  ��� 
C P A C O 2  ������������������$ �� A C O  �������$ �����*�) ��$  D en d r o b i u m  c r u m en atu m  4 ��.� 

�������# �# .�����
4 �$ � 34 ��� 31 
	���
�7�# �# ���"���� (���!��,  2549 ) �0�������# �# .��
4 �$ �
����.����-
	@�= ����	�����) �0�� 
�2���.�$ $ ����� an t i s e n s e  C P A C O  ���������
4 2��$ ��$ �-�����"����
= ��$ �� A C O  + �����$ ��� ���"�+ ) �
�
����$ ��$ �-���� t r an s l at i o n  = �� m R N A  
4 �$ �����.�� �0���.�< ���
# .����
��
A 
# 
�/ # = ��4 2! 
�2�������.���������$ ��$ �-���� t r an s l at i o n  = ��$ �� A C O  

 + �����$ �����-�) �����"���.
�
����< �
# 
��
���= 0-� �0��
��
�����-
	@�C ���/ ��) �0�����!.�$ ���# *��+ ) �
�
�
���������!.�$ + ����= $ �$ 
�����������= ���= ���"�# �� �����-�$ ���.�< �# .�	B 
���4 ��> ���) �.��
C ���/ ��!�
��2��G  ������$  (� ��,  2537 ) / �$ ���	���	�*�4 ��> *� 4 2!���$ �
> �����"� an t i s e n s e  

t e ch n o l o g y  ��+ !�+ ��������*�������
����) �
��
�����-� �.��+ ) A .�������$ �� an t i s e n s e  R N A  ���
$ ��+ �4 2!# .��!�
���� (h e t e r o l o g o u s  an t i s e n s e  R N A ) (O l i v e r  e t  al . ,  1993 ) 4 �# ���$ .������.�$ $ �� 
an t i s e n s e  A C O  = ����
= 2�
�5  
= ���3.# ����
= 2�
�5  4 ��.� < ���
= 2�
�5 ��.�������*����# ���+ ) ���8�
�
�
����.�������-� (B o l i t h o ,  1997 )  
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� �  � �� �� 2 	�
���
��
�����������= 0-�+ �# ������$ �����*�) ��$ 4 ��> *���� 17  ��� 
��$ ��*�������������
    �.�$ $ �� an t i s e n s e  C P A C O  �����.����������.�$ $ �� (co n t r o l ) �����$ * 1 6 9 ��� 12 
�2�� 

    ) ������	�3� 

 

	�
���
��
������# ���4 � (4 
/ ��
# �
��
���# .������-"�) ���# ��# .�!���/ ��) 

4 ��> *� ��$ # �� ��$ * 1 
�2��1/

 ��$ * 6 
�2��1/

 ��$ * 9 
�2��1/

 ��$ * 12 
�2��1/

 

��� 17  co n t r o l  1029.3  a 4 99.0 a 67 .7  a 23 1.5  a 

 A B 1 3 7 3 .7  c 262.0 b  23 .0 c 23 .1 b  

 A B 2 3 7 2.7  c 191.0 c 21.3  c 5 4 .6 b  

 A B 3  3 5 3 .0 c 15 3 .0 c 27 .9 c 5 9.5  b  

 A B 4  5 5 9.7  b  264 .0 b   4 3 .0 b  8 5 .7  b  

  F-t e s t  * *  * *  * *  * *  

  C . V .  (% ) 9. 5 9 18 . 8  19. 7 9 3 5 . 64  


��$ ��*� co n t r o l  8 5 4 .0 a 261.0 a 100.7  a 299.0 a 

 A E 1 4 12 .0c 4 3 .0 c 15 .3  c 93 .7  b  

 A E 2 7 02.0 b  94 .0 b  60.1 b  7 3 .0 b  

 A E 3  3 96.0 c 5 8 .0 c 4 5 .5 b  17 .0 c 

 A E 4  4 8 5 .0 a 119.5  b  66.5  b  108 .0 b  

  F-t e s t  * *  * *  * *  * *  

  C . V .  (% ) 8 . 22 11. 4 7  20. 2 15 . 8 7  

 

* *  �.�
J ���$ �������# �# .���$ .������$ �"���A �����
# 
������������
!2������99 
	���
�7�# � 
1/

 �.�
J ���$ ���# �����$ ���6 ����# .�����+ ����# �-��������# �# .����������
# 
������������
!2������ 99%   


	��$ �
��$ �/ �$ �
> � D M R T  
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� � � � �� 20  	�
���
��
������
�
�= 0-����# ������$ ���4 ��> *���� 17  �������������.�$ $ �� (A B 1 �0� A B 4 ) 

     ��� �����.����������.�$ $ �� (co n t r o l ) + �!.����$ * 1 6 9  ���12 
�2��) ������	�3� 

 

0

2 00

4 00

6 00

8 00

1 000

c o n t r o l A E 1 A E 2 A E 3 A E 4

������

��
��

���
��

�	

�

�


(�

��

�

��

��
	


�
�


�
���

�
��



����



���

�
�
���

����
��

)

� ��� 1  
 � �� � � ��� 6  
 � �� � � ��� 9  
 � �� � � ��� 1 2  
 � �� �
 

 

� � � � �� 21  	�
���
��
������
�
�= 0-����# ������$ ���4 ��> *�
��$ ��*��������������.�$ $ �� (A E 1 �0� A E 4 ) 

     ��� �����.����������.�$ $ �� (co n t r o l ) + �!.����$ * 1 6 9  ��� 12 
�2��) ������	�3� 
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� � � � �� 22  �
�����= ��
������ A C O  + �+ �= ������$ ���4 ��> *���� 17  ��$ # ���������������.�$ $ �� 
(A B 1 �0� A B 4 ) ��������.����������.�$ $ �� (co n t r o l ) # �������
�����= ��
������    
A C O  / �$ ���	�
���
��
������
�
�= 0-�������
	���$ � A C C  ���+ ) ���� �$ ������$ 
������ 
A C O  ���# ������$ ���
��  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� � � � �� 23  �
�����= ��
������ A C O  + �+ �= ������$ ���4 ��> *�
��$ ��*���$ # ���������������.�$ $ �� 

(A E 1 �0� A E 4 ) ��������.����������.�$ $ �� (co n t r o l ) # �������
�����= ��
������ A C O  

/ �$ ���	�
���
��
������
�
�= 0-�������
	���$ � A C C  ���+ ) ����  �$ ������$ 
������ A C O  

���# ������$ ���
�� 
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3.2  	�
���
��
���= ���������$ ����������������.�$ $ �� an t i s e n s e  C P A C O   

  

  < ���������
��
���= ���������$ ����������������������-+ � �4 ��� �����������
��$ ���= �� G o h  ������ (198 5 ) ���4 ��.� ��������
��
���= ����������.�
	@� 3 ��$ � ��� 


) 7����!��
��+ ���$ ���� 2 �0����
�
�4 ����������
	���$ ��	�� �$ + ��2��G  = ���������0���"��	�3.���
!�� �4 = �������� ��� 4 ��.� ����$ �����*�) ��$ ����# ����������
��
����3����+ ���$ ����# 3� 
�������
�2�����
�
����� �����-���# ����������
��
������3�= 0-����
�2���������������
= ���3.��$ �!��
 �4  ��� ���< ���������$ ��4 �����.� ���# 3�= ����-����4 ��> *���	�
���
��
����3���.������� �0��
�������������$ ���= �� Ke t s a an d  T h am p i t ak o r n  (1995 ) ���4 ��.� !.���������
J 4 �����# 3�= �����
����$ �����*�) ��$ 4 ��> *��������
4 4 ��$ �� �����< �
# 
��
��������.�!.���������
J 4 ��������  ���+ �
����$ �����*�) ��$ 4 ��> *�	��	������ ��� ��� 28  ���# 3���	�
��� A C C  �����.������� ���
	�
��� A C C  �����
	���$ ��	�������������	�
�����������
��
��� ��� � 
��� (25 4 2) �����$ ���
���5 0�6 ���# �����< �
# 
��
���= �����# 3����������= ������$ �����*�) ��$ �
4 4 ��$ �� ���
# # ��
4 ��$ ��  4 ��.� ���# 3�= ����-������$ 4 ��> *� �����< �
# 
��
����3���.�������= ������$ ��� 
 

  �������������-
�2�����	�
���
��
���������������������$ ������# ���������������.�$
$ �� an t i s e n s e  C P A C O  
	��$ �
��$ �����������$ ���= ��# ������$ ��������.����������.�$ $ �����$ 
��2���      
g as  ch r o m at o g r ap h y  4 ��.� �������$ �����-����4 ��> *�����������
��
��� 3  ��$ � / �$ ��$ ����������
��	�
���
��
����.��= ���# �"� ��$ ����� 
	@���$ ������������	�
���
������3�����*� �����$ ��*����$
��$ ���� 3 ����������	�
���
��
������� ( �4 ��� 24 ���  �4 ��� 25) 
 

  ���< �
# 
��
���= ���������$ ���4 ��> *���� 17  + � 3 ��$ �# �������.����������� �4 ��� 
24 4 ��.� ��$ ���� 1 �$ 3.+ �!.�� 4 ������= �����	L�������0����-��������$ ����������������.�$ $ ��         
(A B 1- A B 4 ) ����������$ ��������.����������.�$ $ �������< �
# 
��
���+ ���
��$ ���� �0�����.��$ 3.+ �!.�� 
0.5 @ 2 4 
/ ��
# �
��
���# .������-"�) ���!.����# .�!���/ �� $ �
���+ ��������������$ ������������ 

����.�$ $ ����$ # �� A B 2 �����< �
# 
��
����3����	����� 5 4 
/ ��
# �
��
���# .������-"�) ���!.����
# .�!���/ �� �0�����
�2�������� �"����= �����# 3���������.� ���
	@�!.����������# �����+ �!.��
�2��
���$ �$ � �0��# �����F �3M � �0���*� �4 = ����������.��
�.�����������$ ���!.����������# ��+ �!.��F �3
) ��� ) �2�����������
�
�����������< �������������# ���$ ���) �.�����# 3����������  
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  # .�����$ ���� 2 
	@���$ �����.�
��
����3��*� �$ 3.+ �!.�������� 5 �0� ������ 8 = �����	L�
����� / �$ !.��������$ ����������������.�$ $ ���*���$ # �� (A B 1 �0� A B 4 ) ����$ � �3��*��$ 3.+ �!.�������� 
5 ��� ������ 6 = �����	L������ �# .��-�) ����-�����< �
# 
��
���
4 �$ � 2.7  - 5.3 4 
/ ��
# �
��
���# .�����
�-"�) ���!.����# .�!���/ �� �# .�"�) ���!.��������$ ��������.����������.�$ $ �����.�
��
����3��*�+ ������� 8 
= �����	L������ �0��!����.�����$ ����������������.�$ $ �� �# .�����< �
# 
��
����3�����0� 8.4 4 
/ ��
# � 


��
���# .������-"�) ���!.����# .�!���/ ��   
 

  �*����$ ��$ ���� 3 
	@�!.��������< �
# 
��
������������$ ���� 2 ���/ �$ ����$ ��������.���
�������.�$ $ ���������������.�$ $ �������< �
# 
��
���+ ���
��$ �����$ 3.+ �!.�� 0.5 -2 4 
/ ��
# �
��
���# .�
�����-"�) ���!.����# .�!���/ �� �.����$ �
���+ ���$ ���� 3 ��-��# �# .������	�����- !.��������$ ������
��.����������.�$ $ ���
-��*���$ ���� 3 + ������� 10 = �����	L������ ���
	@�< ������ 

��$ ���� 2 �0�����.�
��
����3����
�
�!.��������$ ����������������.�$ $ ����$ # �� A B 1 A B 2 ��� A B 3  

�
-��*�+ ������� 12 = �����	L������ ��� �*����$ !.��������$ ����������������.�$ $ ����$ # �� A B 3  
�
-��*���$ ���� 3 !������*��2������� 14 = �����	L������ 

  

  �"�) �����$ 4 ��> *�
��$ ��*� ( �4 ��� 25) + ) �< ��"����
��$ �������4 ��> *���� 17  �2���.����  
3 ��$ � / �$ ��$ ���� 1 �$ 3.+ �!.�� 6 ������= ��
���+ ����	L�������0����-��������$ ������������ 

����.�$ $ �� (A E 1- A E 4 ) ����������$ ��������.����������.�$ $ �������< �
# 
��
���+ ���
��$ ����  
�0�����.��$ 3.+ �!.�� 0.4 @ 3.5 4 
/ ��
# �
��
���# .������-"�) ���!.����# .�!���/ �� �0��+ ���$ ���-
�2��
4 
������������$ ���$ ����.4 ������
�2���� �4 = ����� 

 

  ��$ ���� 2 
	@���$ �������.�
��
����3��*� �$ 3.+ �!.�������� 7  �0� ������ 9  = �����	L������ 
/ �$ !.��������$ ����������������.�$ $ ���*���$ # �� (A E 1-A E  4 ) ����$ ��3��*��$ 3.+ �!.���������# �# .��
����	 ��$ # �� A E 1 ���.�
��
����3��*�+ ������� 7  = �����	L������ �����< �
# 
��
����$ 3.��� 6.55 4 
/ �
�
# �
��
���# .������-"�) ���!.����# .�!���/ �� ��$ # �� A E 2 ���!.��������$ ��������.����������.�$ $ ��
���.�
��
����3��*�+ ����
��$ �����2������� 8 = �����	L������ �# .�����< �
# 
��
���# .�����  
/ �$ ��$ # �� A E  2 �����< �
# 
��
���# �"���.� �2� 8.49  4 
/ ��
# �
��
���# .������-"�) ���!.����# .�!���/ �� 
�.��!.��������$ ��������.����������.�$ $ �������< �
# 
��
����3��0� 26.53 4 
/ ��
# �
��
���# .�����
�-"�) ���!.����# .�!���/ �� �"�) �������$ ����������������.�$ $ ����$ # �� A E 3  ��� A E 4  ����$ ���������
�����
��
����3��*�+ ����
��$ �����2�������  9  = �����	L������ �# .���< �
# 
��
����# �# .�����/ �$  ��$
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# �� A E 3  < �
# 
��
���# �"���� �2� 4.13  4 
/ ��
# �
��
���# .������-"�) ���!.����# .�!���/ �� �.����$ # �� 
A E  4  < �
# 
��
����3��0� 32.17  4 
/ ��
# �
��
���# .������-"�) ���!.����# .�!���/ ��  
 

  ��$ ���� 3 
	@�!.������������$ ��������< �
# 
��
������������$ ���� 2 ���/ �$ ����$ �����-����
��.����������.�$ $ ���������������.�$ $ �������< �
# 
��
���+ ���
��$ �����$ 3.+ �!.�� 1- 5 4 
/ ��
# �
��
���
# .������-"�) ���!.����# .�!���/ �� �.����$ �
���= ����$ ���� 3 ��-��# �# .������	�����-  
!.��������$ ��������.����������.�$ $ �����!.��������$ ����������������.�$ $ ����$ # �� A E 4  �
-��*�
��$ ���� 3 + ������� 10 = �����	L������ !.��������$ ����������������.�$ $ ����$ # �� A E 2 A E 1  

��� A E 3  �
-��*�+ ������� 11 12 ��� 13 ���	L������# ���"����  
 



 

 

80 

  ���< �����������
) 7�����.���-�!.��������$ ��������.����������.�$ $ ��= ��4 ��> *���� 
17  ���!.��������$ ��������.����������.�$ $ ���������������.�$ $ ����$ # �� A E 4  = ��4 ��> *� 
��$ ��*�  
�����< �
# 
��
����3���.� !.��������$ ����������������.�$ $ �� an t i s e n s e  C P A C O  ��$ # ���2��G  �0��"�+ ) ���
!.����$ ���� 3 �.��= �����-�
4 �$ �	����� 10 ���= �����	L������
�.���-� �0�������*	����.�  
����������$ ���� 2 �����< �
# 
��
����3�������"�+ ) ���$ *���	L��������-��� ����.�$ $ �� an t i s e n s e  

C P A C O  4 ��.�+ �����$ ���) ��$ ��$ # �������< �
# 
��
���+ ���$ ���� 2 # �"���.�# �������.����������.�$ $ �� 
�.�< �+ ) �����$ *���	L������
4 
��= 0-�	����� 30 
	���
�7�# � 
 

 

 
������ 24  ��� � � ���
�� 
� ��+ �!.�� ��=���� �� $ � � �4 ��> *�� ��  17 # ��� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� (AB 1-AB 4 ) 

     � � � # ��� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� (c o n t r o l )  
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������ 25  ��� � � ���
�� 
� ��+ �!.�� ���� �� $ � � �4 ��> *�
��$ � �*�  # ��� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� (AE 1-AE 4 ) � � �
    # ��� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� (c o n t r o l )  
 

4.   
 ��  �� � � �� � '(� 

 

 5 0�6 ���# � ���� � 3� �-"�=��!.�� ���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� a n t i s e n s e  CPACO 
	 � �$ � 
� �$ � ���
!.�� ���� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ ��/ � $ � !.!.�� ���� �� $ � � �+ ��-"��� ��� 4 � � .� 4 ��> *�� ��  17       !.�
� ���� �� $ � � �� �-�� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� a n t i s e n s e  CPACO � � � � � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� � ���# � ���� � 3� �-"�� 3�
+ �!.� �� ��� � �� � �� � � # �"�� � � � � ��� ��� �� 
-�� *� ��� � � � �� / � $ + �!.� �� ��� � �=����� 	 L�� � ���!.�
� ���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� � �$ # �� AB 1 � � �  AB 2 � ���# � ���� � 3� �-"�� ��� ��� *�  � ��� �� � �2� � �$
# �� AB 3  � .� �� �$ # �� AB 4  � ���# � ���� � 3� �-"�# �"�� ��� *� + �� ��� � � � # .� ��� ��� ��� ���# � ���� � 3� �-"�
4 
�� =0-� 

( �4 � �� 2 7) � .� �4 ��> *�
��$ � �*�   !.�� ���� �� $ � � �� �-�� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� CPACO � � �  a n t i s e n s e  � � � � � .� � �
� �� ��� � .�$ $ �� � ���# � ���� � 3� �-"�� 3�� *�  �$ + �!.� �� ��� ��� � � � � �� � � # �"�� �� � � ��� ��� �� 
-�� *� ���
� � � �� $ �
� ��!.�� ���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� � �$ # �� AE 3  � ��� ���# � ���� � 3� �-"�� 3�� 0�!.� �� ��� ��� ��
=����$ *��� 	 L�� � ��� ( �4 � �� 27) 
 

 / � $ 	 �# 
��� � 3� �-"�=��!.�� ���� �� $ � � ���-�
�
� =0-�# � �� 
� � � 
4 � �� �-"�� ��� �� � "�
	 @�# .�
�� � � � ���� ) �$ + � + �� ��� � �� ��$ ��� � .
�
� ��� � �$  ��� � 3� �-"��7� � 
�
� =0-�# � �� 
� � � � 0����� � 3� �-"�$ ��� �
�� �� � �� 4 ��> ���� ��� ��$ �-"�=��
� � � �� �� $  � # .��# � ���� � 3� �-"�=��!.�� ���� �� $ � � �+ ���� � � � ����- 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

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

��������	�
� (�
�)

��
��

���
��

�	

��


(�

��

�
�
��

�	

��


���
��

��

����


�
��

���
��

���
����

��
�)

control

A E 1

A E 2

A E 3

A E 4



 

 

8 2  

� ��� ��.�� � � ���� � .� � � .�.�� � 
	 @�< � � �� ����� ��$ �-"�=��!.�� �� 
�2���� ��) � ��� ����� 
�7� 
���$ � �"�!.�
� ���� �� $ � � �� �5 0�6 ���$ *��� 	 L�� � ���+ ��  �4 � �� � 	 � � �2� � ���*� )  3� 
 25  ��5 �
� � 
� �$ �  �� �� !2-�
� �� 4 �� > � 6 0 -6 5 %  � "�+ ) ���# � ���� ��$ �-"��.�� � + �� �
��$ ����+ �� *�!.�� �� � ����-���� � ����# � ���� � 3� �-"�
� � � � ��� 
�2���� �� ��� �� 
���*� # ������!.�� �� 
!.� 
!2-�� *� 
�� � �$ � (R o g e r s ,  19 73 ) ) � 2���� 
�2���� �� ��
� �� 	 � � ��� � ��!�
� � ����� 	 � � 	 � .�$ =��< ���
� � � �) � ��� ��# �� / ������ 
!.�� ��  

� ��	 � � 	 � .�$ + ��� *.�  p o l y p h e n o l  � 0��� "�+ ) �
�
� ��� 
	 @�4 
6 =��
�2-�
$ 2��� � 

� � � �� � < �  (D u r k i n ,  19 79 )  
) � 2�
�
� � ����� � � � � =��� �� 	 � � 
 � ��� �/ � � C 
� � #  / 	 � # �� � =� �� � �� + ��� *.� 
4 �# 
�  � � �

��� � � �� ��!�
� � ����� � � �$ # �� =�� s e c o n d a r y  w a l l  =�� x y l e m  (P a r u p s  a n d  M o l n e r ,  19 72) 

���� ����-$ ����� 
	 @�< � � �� ��� ������5 � ��
=��� ��� �$ # �� =������!.�� �� (R e i d ,  19 8 5 )  

 

 � ����� � � � ��4 � � .� !.�� ���� �� $ � � �4 ��> *�
��$ � �*� � ���# � ���� � 3� �-"�� ���� .�4 ��> *�� ��  17 
��� 
�2���� �� ������!.�� ��4 ��> *�
��$ � �*� � ��� �� � =7�� � � � � � =��� ����+ ) A .�� .� � 0��� � � "�+ ) �� 3� �-"�� � �
� ���� .� 
4 � �� � �� "��� �=��� .�� "�
� �$ �� ���� .� (!. � 
O P �5 
� 
,  25 3 8 ) ���� ����-$ ��4 � � .� 4 ��> *�
��$ � �*� � �
=��� � ��+ ) A .�� .�4 ��> *�� ��  17 � 0�� Fa h n  (19 8 2) �� .�� � .�� ��� � �� ��� �� � "�) ���� ���� ��$ + �  

+ ���� � � � � ��) �� � � � � ���� ��$ �-"�� � � 
� �$ � ��� + �  � � � � ����� � �$ ���=��
J � 
� !�$  (25 3 8 ) 4 � � .� 
��� ) .�� ��� ��� �� �� � � � ��# � ���� � 3A 
� �$ �-"�� � � ��� � ��=��� ��# 3�  � # .� �< � ���$ �� .� 

��� 	 � 
� � ��� ��� �-�) � �  � � � �� .� � 0��� ��� ���� �� $ � � �� �=��� + ) A .� � � � �� "��� �� ��� �� �7� �4 2-�� ��+ �
��� ��$ �-"�� 3� =��� # �# .�����	 � � ��� ) �0���2� � ����� � ��
�# 4 � ��� 
�
� � � �� �
� �$ + ��-"�	 L�� � ���=��
4 ��> *�� ��  17 � �� ���� .�+ �4 ��> *�
��$ � �*�   
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������ 26  ��# � ���� � 3� �-"�=��!.�� ���� �� $ � � �� �*� ) � �$ 4 ��> *�� ��  17 � ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��  

                  (AB 1-AB 4 ) � � � � ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� (c o n t r o l ) 
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������ 27  ��# � ���� � 3� �-"�=��!.�� ���� �� $ � � �� �*� ) � �$ 4 ��> *�
��$ � �*� � ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��              
    (AE 1-AE 4 ) � � � � ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� (c o n t r o l ) 
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5.  
 �
 �� � � *� % " � ��   

   
 ��� 5 0�6 ���$ *��� 	 L�� � ���=��� ���� �� $ � � �/ � $ 5 0�6 �� �-�!.�� ���� �� $ � � �� � � 5 0�6 �� ��$ .�$ / � $
� � .�
	 @�� ��# 3� 	 � �$ !.� � ��# 3� + ) A . � ��� ���� ��!.� � � � � ��� ��/ ��!.�=���� �� $ � � �� �*� ) � �$
� �-�� ��� �$ 4 ��> *� �2� � ��  17 � � �  
��$ � �*� � ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� a n t i s e n s e  CPACO 
	 � �$ � 
� �$ � ���
�� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� 4 � � .� ��$ *��� 	 L�� � ���=��!.�� ���� �� $ � � �� �-�� ��� �$ 4 ��> *�� �-�� ��� � �� ��
��� � .�$ $ ��� � � � � .� � �� �� ��� � .�$ $ ����-�� � .� ��� �� � # �# .������ ��� � 
# 
 � # .!.�� ���� �� $ � � �=��# ��� ��
� � �� �� ��� � .�$ $ �� a n t i s e n s e  CPACO � ���$ *��� 	 L�� � ����$ 3.+ �!.� � 1 5  � 0� 1 8 .5  � ��� 0��� ���� .�!.�� ��
�� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ ��� ��� ���$ *��� 	 L�� � ����$ 3.+ �!.� � 1 4  � �� (# �� ��� �� 3 )  
 

 + ��� � �5 0�6 ���$ *��� 	 L�� � ���=��!.�� ���� �� $ � � �� ��� � .��� � $ ��� �� � # �# .��=����$ * 
��� 	 L�� � ���� � ) � .��# ��� ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��� � � � � .� � �� �� ��� � .�$ $ ��� � �!�� 
� � ��� 
�2���� �� �� 

!.�� ���� �� $ � � �� ���"�� �5 0�6 �
	 @�� ��� � �!.�� � �� ��!.�� ��� � .� � � 3� � �� � � # �� �$ .��+ ���� 5 0�6 �� �
� "��� ��.��=������$ � 0�� "�+ ) �=��� 3� � ��� � �
��� �� *.� ��� � ����-�+ ���� � � � ����-� 0�
� 2��5 0�6 �� ��$ .�$
 �$ + �!.�� ���� �� $ � � �� 0��4 � � .� � ��� ���� ��!.�=��4 ��> *�� ��  1 7 =��# ���� �� $ � � �� ��� � �� ��  

��� � .�$ $ ��� �$ # �� AB 3  � ���$ *��� 	 L�� � ������� ��� *� � 0� 4 8 .3 3  � �� � ��� �� � �2�� ��� ��/ ��!.� � ��
# 3� + ) A . � � �  � ��# 3� 	 � �$ !.� �2�� ���$ *��� 	 L�� � ���� ����- 3 4  2 3 .6 7 � � �  1 7.3 3  � ��# �� � "�� ��  � .� �
4 ��> *�
��$ � �*�  � ��� ���� ��!.�=���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��� �$ # �� AE 3  � ���$ *��� 	 L�� � ������
� ��� *� �2� 3 6  � �� � .� �� ��� ��/ ��!.� � � � � ��# 3� + ) A .=��� �$ # �� AE 3  ��-�� ���$ *��� 	 L�� � ��� �2� 
2 5 .6 7 � � �  2 4 .3 3  � ��# �� � "�� ��  � 0��� �-�� ��� �$ # ��� ���$ *��� 	 L�� � ���� ���� .� � �$ # ���2��G  � � �
� ���� .�# ��� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� �$ .��� � �7# �� + �4 ��> *�
��$ � �*� ��-4 � � .� � .� �=��� ��# 3� 	 � �$ !.� # ��
� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ ��� ���$ *��� 	 L�� � ������� ��� *� �2� 1 7 � ��  
 

 � �
) # *� ��
� 2��4 
� �� � �� ��� ��$ .�$ 4 � � .� � ��� ���� ��!.�� ���$ *��� 	 L�� � �������� .�� ��� ��
/ ��!.� ) � 2� � ��# 3�  ��� 
�2���� �� ��/ � $ 	 �# 
� ��� ��� 0��
	 @�� ) � .�� � � � ��) �� � � � � ) � .�< � 
#
��) �� � 	 
� �-$ �� .� �# .��G  =��!.�� ��� � � � 0�� ��# 3� � �� $  (L u t z  a n d  H a r d e n b u r g ,  19 6 8 ) � ����-�
� 2��# ��
� $ �� ��� ������ "�+ ) �� ��# 3� � � .� �� �� � � �� ��) �� � ��� ��� ��� � � � "�) � �� � ��� ��
����-� 

�7� ���) �� � � � � �$ 3. �$ + �� ��� � ��  (Fa h n ,  19 8 2) � 0�� �� �� � �"�� 	 + !�+ ���� ) �$ + � � � � + !�+ ����
� "�� �!�� 
# � "�+ ) �� ���$ *	 L�� � ���� � ������ .�� ��# 3�  � � � � "�) � �� � ��� ���� ��!.� ��� � ��� ��/ ��!.� 
4 � � .� � ��� ��/ ��!.�� ���$ *��� 	 L�� � ������$ �� .�� ��� ���� ��!.� 
�2���� �� �� 
� � �� ��� ���� �� $ � � �
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� ��� � 
� 
�� � ��� ��/ ��!.�=0-�� �� ����-� ��) �� � ��� �� � � � � � ���-�� � �.�$ G  � 3�+ !�� 	 �.��� 0�� "�+ ) �
�
� ���

� 2��� �  �4 
� 7� �� .� � ��� ���� ��!.� (� �$ !� ,  2 5 3 1 ) 
 

  � ��< � ��� � � � ��� �-�) � � 4 � � .� �� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��4 ��> *�
��$ � �*�  � �$ # �� AE 3  � � �
AE 2 � � � 4 ��> *�� ��  1 7 � �$ # �� AB 3  � ���$ *��� 	 L�� � ���=��� �-�!.�� ���� �� $ � � �� � � � � � � $ �� ��$ .�$
� ���� .�# ���� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� � � � � ���� .�# ���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��� �$ # ���2��G  

 

� � �� ��� 3  ��$ *��� 	 L�� � ���=��!.�� ���� �� $ � � �) � �$ 4 ��> *�
��$ � �*� � � � 4 ��> *�� ��  17 � ��� !.+ � 

�-"��� ��� � ��+ �) ���� ��� ��*� )  3� 
 25  ��5 �
� � 
� �$ �  � � � � ��� �� !2-�� �� 4 �� > � 6 0 -6 5  % + �
�  �4 � � �> � � � !�# 
 

 

��$ *��� 	 L�� � ��� 


J 4 �� � # .� � � �� 

 

4 ��> *� 
 

� �$ # ��  

� �-�!.�� ��1/

 � ��# 3�  

	 � �$ !.�1/

 

� ��# 3� + ) A .
1/

 

� ��� �� 

�� ��!.�1/

 

� ��� �� 

	 � �$ !.�1/

 


��$ � �*�  c o n t r o l  13 . 6 7b  17a  20 . 3 3 b  29 . 6 7b  20 . 6 7b  

AE 1 16 a b  6 c  14 c  27. 6 7b  18 . 3 3 b  

AE 2 17a  14 . 3 3 b  24 a  29 b  23 . 6 7a  

AE 3  17. 3 3 a  12. 6 7b  24 . 3 3 a  3 6 a  25 . 6 7a  

AE 4  16 a b  6 c  14 . 6 7c  29 b  15 c  

F-t e s t  * ** ** ** ** 

 C . V . (%) 9 . 6 0  11. 75  10 . 0 1 3 . 5 2 7. 28  

� ��  17 c o n t r o l  14  12b c  17b  29 c  24 b c  

AB 1 15  11c  17b  4 3 b  25 b  

AB 2 17 12. 6 7b c  16 b  3 0 c  25 b  

AB 3  18 . 5  17. 3 3 a  23 . 6 7a  4 8 . 3 3 a  3 4 a  

AB 4  16 . 5  14 b  24 a  26 c  20 . 3 3 c  

F-t e s t  n s  ** ** ** ** 

 C . V . (%) 14 . 4 9  10 . 3 8  7. 4 4  7. 12 8 . 6 0  
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� � �� ��� 3 ( � +
 ) 
1/

������� ��� 	 
 � �
 �� �
 � �� � � � ��� �	 � � ��� �� �
 � ��� 
 �� 
 	 
 � � � � �	 � � ��� 	 � � � �� �� ��� � � �� � 
 	 
 ��  �� 
 ��� 9 5 % 
   �% � ��� �� ��� & � �
 �' � D M R T  

* �.�
J � ��$ � ��� �� � # �# .���$ .��� ���$ � "���A � ��� � 
# 
� ��� � � �� �� �� 
!2��� ��� 9 5  
	 �� �
� 7�# � 
** �.�
J � ��$ � ��� �� � # �# .���$ .��� ���$ � "���A � ��� � 
# 
� ��� � � �� �� �� 
!2��� ��� 9 9  
	 �� �
� 7�# � 
n s  � � .� # �# .������ ��� � 
# 
� ��� � � �� �� �� 
!2��� ��� 9 5  
	 �� �
� 7�# � 
 

6.  � � � # ��
 � # ���& 
 � � 
 � � � �	 
 � � � % � .  � � 
  /� 0 1� � /� � $ �� � �2�� & 
 � � 
 � $ ��  

  

 ��� 5 0�6 ���� 
� 2��� �  �4 =��� ��# 3�  � ��� �� � � � 
	 �� �
� 7�# ���� � ��
4 
�� =��� ��# 3� =��
�� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� a n t i s e s n e  CPACO 
	 � �$ � 
� �$ � ��� �� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ ��4 ��> *�� ��  
1 7 ( �4 � �� 2 8 ) � � � 4 ��> *�
��$ � �*�  ( �4 � �� 2 9 ) 4 � �� �� � �� 4 ��> �� � ) � .����� 
� 2��� �  �4 =��� ��# 3� ���

	 �� �
� 7�# ���� � ��
4 
�� =��� ��# 3� / � $ �� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ ��� �
	 �� �
� 7�# ���� � ��
4 
�� =��
� ��# 3� 
4 �$ � 2 2  
	 �� �
� 7�# � � "�) � �� 4 ��> *�
��$ � �*�  � � �  3 5  
	 �� �
� 7�# �� "�) � �� 4 ��> *�� ��  1 7 + �=� � � ��

	 �� �
� 7�# ���� 
� 2��� �  �4 =��� ��# 3� 4 ��> *�� ��  1 7 
�
� =0-� 6 5  
	 �� �
� 7�# � � � � 4 ��> *�
��$ � �*� � �� ��� 0� 
78  
	 �� �
� 7�# �  
 

 � "�) � �� # ���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ �� 4 ��> *�� ��  1 7 � �
	 �� �
� 7�# ���� � ��
4 
�� =��� ��# 3�  

� � � 
	 �� �
� 7�# ���� 
� 2��� �  �4 =��� ��# 3� # �-�� # . 2 5 -75  
	 �� �
� 7�# � / � $ � �$ # ��� ��� �
	 �� �
� 7�# � 
��� � ��
4 
� � =��� ��# 3 � � ��� �� � * � � � � � � 
 	 �� �
� 7�# ���� 
 � 2��� �  �4 ���$ � �� � * �  �2�� �$ # �� AB 3  
� "�) � �� 4 ��> *�
��$ � �*�  # ���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��� �
	 �� �
� 7�# ���� � ��
4 
�� =��� ��# 3�  � � �  

� �
	 �� �
� 7�# ���� 
� 2��� �  �4 =��� ��# 3� # �-�� # . 3 5 - 6 5  
	 �� �
� 7�# � / � $ � �$ # �� AE 3  � ��� �
	 �� �
� 7�# ����
� ��
4 
�� =��� ��# 3� � ��� ��� *� � � � � �
	 �� �
� 7�# ���� 
� 2��� �  �4 ���$ � ��� *�  ( ��< �� � =,  # �� ��� �� 9  � � �  

1 0 ) 
  

 ���� ����-$ ��4 � � .�� �-�4 ��> *�
��$ � �*�  � � �  � ��  1 7 # ���� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ ��  
) $ *� ��� � ��
4 
�� =��� ��# 3� + �� ��� �� 8  =����� 	 L�� � ��� � "�) � �� # ���� �� $ � � �� ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��4 ��> *�
� ��  1 7 ) $ *� ��� � ��
4 
�� =��� ��# 3� � # �# .�����# �-�� # . � ��� �� 7 @ 1 1  =����� 	 L�� � ���  
/ � $ � �$ # �� AB  3  � ���� � ��
4 
�� =��� ��# 3� � 0�� ��� �� 1 1  =����� 	 L�� � ��� � "�) � �� # ���� �� $ � � � 
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� ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��4 ��> *�
��$ � �*�  ) $ *� ��� � ��
4 
�� =��� ��# 3� # �-�� # . � ��� �� 8  @ 1 0  =����� 	 L�� � ��� 
/ � $ � �$ # �� AE  3  � ���� � ��
4 
�� =��� ��# 3� � 0�� ��� �� 1 0  =����� 	 L�� � ���   
 

 � "�) � �� ��� 
� 2��� �  �4 =��� ��# 3� 4 ��> *�
��$ � �*�  � � �  � ��  1 7  � �-�+ ��� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ���
� .�$ $ ��� � � � ��� � �� �� ��� � .�$ $ ��
� 
�� � ���� 
� 2��� �  �4 # �-�� # .� ��� �� 3  =����� 	 L�� � ��� � ��� � � ���� 0�� ��� �� 
1 0  =����� 	 L�� � ��� $ �
� ��4 ��> *�� ��  1 7 � �$ # �� AB 3  � � �  4 ��> *�
��$ � �*�  � �$ # �� AE 3   
� ���� 
� 2��� �  �4 =��� ��# 3� 
�
� =0-�!��� ��� *� �2�+ �� ��� �� 6  =����� 	 L�� � ��� 

 

 � ����� 5 0�6 ���� 
� 2��� �  �4 =��� ��� ��4 � � .� 
� 
�� 
�
� =0-�	 � � � ��  � ��� �� 1 1 =����� 	 L�
� � ��� / � $ # ���� �� $ � � �� ��� � .� � �� �� ��� � .�$ $ �� 4 ��> *�� ��  1 7 � ���� 
� 2��� �  �4 =��� ��� ��� ��� � ��2�
� ��� �� 1 1   � � � � �
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� � �	 � 3� / � $ � �� � � � � � 3� # ��  � � � � �� �� � � "� = � � � "� � 3��� �� $ � �� 5  � � �  � "� � 3��� �� $ � �� 1 0 � "� � � � � "� # .� ��  
� "� � � � + � # .� ��  4 � � .� + � ! .� � ) �
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 � �$ � ���  
$ �
 � �� � # .
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 � � � � 	 � �� 1  � � � �# �  � � � ( � � � � > � � � �� ! � � �  > �� $" �  VW   

 
 

   � �� � # �  � � �       	 '� � '� � �	 " �� � '" �  

  M ac ronu tri ents  

   K NO
3
                    525 

   (NH
4
)

2
S O

4
      50 0  

   K H
2
PO

4
        250  

   M g S O
4
.7H

2
O      250  

   Ca
3
(PO

4
)

2
      20 0  

  M i c ronu tri ents  

   M nS O
4
.H

2
O      5.7 

  O rg ani c  c om pou nd s  

   Coc onu t wa ter      150  	 '� � '� '" � " �� � '" �  

  O th er     

   su c rose       20  � � �	 " �� � '" �  

   p H        4 .8 -5.0  

 

� ��� 
 : Va c in a nd W ent (194 9) 
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 � � � � 	 � �� 2  � � � ! � 	 �
 ��= * �= � � � � ! " � �� 	 � � > � � � )� > � �� � � � ! � �  ! � �3� � � � � 
 �! � �� � $" �  LB   

   (Lu ria  B eta ni)  

 

  � �� � # �  � � �       � � �	 " �� � '" �    

   B a c to 
®

 tryp tone     10  

   B a c to 
®

 yea st ex tra c t    5 

   Na Cl      10  

   B a c to 
®

 a g a r     15 

   p H       7 

 

� ��� 
 : M a nia tis et al . (198 2)  
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 � � � � 	 � �� 3  � � � �  � � � � �L ! L � � �� )� > � �� � � �
 & �+ � 	 '� 
 �! � 6� ! � & � � � � �� � � 	 �+ 
 � 
 �
 � # � � & � �  

                 � '� � TLE s  
 

  � �� � # �  � � �     � � � 	 ! ( �	 ( �� � �
 
 �� �  

   tris-H Cl, p H 8 .0      0 .1M  

   LiCl      0 .1M  

   E D TA ,p H  8 .0      10 mM  

   S D S       1% 

   PVP      2% 

 

 � ��� 
 : Verword et al . ( 198 9) 
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 � � � � 	 � �� 4  � � � ! " � �� 	 � �L ! L � � � TB E  � � � 	 ! ( �	 ( ��  10 X  � )� > � �� ! 
 � � '�  a g a rose g el  

   elec trop h oresis     

 

  � �� � # �  � � �       � � �	 " �� � '" �    

   tris-ba se      54  

   G la c ia l a c etic  a c id    27.5 

   0 .5M  E D TA :p H  8 .0     20  	 '� � '� '" �  

    

  # � �� # � '	 � " � 
 �� � � 3)� 
 �� � � � � � � 4 �
 ��� 1�� S �� ! * �3� � � ��  & � # � '	 � " � � � �  1 � '" �   
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 � � � � 	 � �� 5  � � � �  � � � � �L ! L � � �� )� > � �� � � � 
 )�  dot blot h ybridiz a tion � �   S ou th ern blot  

                h ybridiz a tion 

 

  � � � ! � 	 �      � � � 	 ! ( �	 ( �� � �
 
 �� �  

   H y b ri d i z ati on b u f f er      

   S S C       5X  

   N-la u roylsa rc osine     0 .1% 

   S D S        0 .0 2% 

   bloc king  solu tion     1X  

   (1:10  dilu tion of  stoc k 10 X  bloc king  solu tion) 

  H i g h  s tri ng enc y  b u f f er 

   S S C       2X  

   S D S        0 .1% 

  L ow  s tri ng enc y  b u f f er  

   S S C       0 .1X  

   S D S        0 .1% 

  W as h i ng  b u f f er 

   M a leic  a c id bu f f er     1X  

   Tween 20        0 .3% 

  M alei c  ac i d  b u f f er 

   ma leic  a c id      0 .1M  

   Na Cl       0 .15M  

   # � ��  p H  ! # T�  7.5 
 �� �  Na OH   

  Bloc k i ng  S olu ti on 

   dilu te 10 X  bloc king  solu tion 1: 10  with  M a leic  a c id bu f f er 

  D etec ti on b u f f er 

   tris-H Cl       0 .1M  

   Na Cl       0 .1M  

  # � ��  p H  ! # T�  9.5 
 �� �  Na OH   
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 � � � � 	 � �� 6   � � � �  � � � � �L ! L � � �� )� > � �� � � �
 ! � � � 4 	 � A CO & � � � � �� � � 	 �+ 
 � � '� �( � �    

 

  � �� � # �  � � �      � � � 	 ! ( �	 ( �� � �
 
 �� �   

   tris-H Cl : p H 7.2      30 0   mM  

   sodiu m a sc orba te     30   mM  

  g lyc erol      10 % 

    

� ��� 
 : Vriez en et al .  (1999)      
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 � � � � 	 � �� 7  � � � �  � � � � �L ! L � � �� )� > � �� " � � & � � � � '& � � � 	 ( � � ! � � � 4 	 � A CO 

    (A CO inc u ba tion  bu f f er) & � � � � �� � � 	 �+ 
 � � '� �( � �   
 

  � �� � # �  � � �      � � � 	 ! ( �	 ( �� � �
 
 �� �   

   tris-H Cl : p H 7.2     10 0  mM  

   sodiu m a sc orba te    30  mM  

  g lyc erol      10 % 

    

� ��� 
 : Vriez en et al .  (1999)      
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����������	
��
�
����������� ( �
 ! �
" ���	
��
" ������
#$�% 
�����" ��& ��� ��) 

�������( )�� * ��
 (��
) ��
��� 
  

���" �
 

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

��� 1 7 c o n t r o l  1 . 6 2  1 . 6 2  1 . 8 9  1 . 48  1 . 1 6  1 . 75 2 . 2 2  8 . 36  2 . 2 5 2 . 2 8  0 0 0 0 

 A B 1  2 . 8 1  1 . 31  2 . 04 1 . 51  1 . 04 4. 2 5 2 . 8 5 0. 8 1  1 . 07 1 . 09  0. 54 0. 51  0 0 

 A B 2  5. 39  1 . 52  2 . 1 7 2 . 37 2 . 71  2 . 55 1 . 78  0. 38  1 . 51  0. 8 0 0. 45 0. 6 7 0 0 

 A B 3 0. 8 3 1 . 32  0. 51  1 . 6 5 2 . 9 0 1 . 6 1  1 . 58  2 . 1 3 0. 74 0. 38  0. 49  1 . 56  0 0 

 A B 4 1 . 04 1 . 40 2 . 45 1 . 2 4 1 . 9 9  5. 33 1 . 08  0. 57 3. 2 4 1 . 75 1 . 2 4 0. 6 5 1 . 7 1 . 2 6  

                

�������� c o n t r o l  0. 41  0. 6 9  1 . 1 2  1 . 50 1 . 33 1 . 06  2 . 1 5 2 6 . 53 2 . 39  1 . 75 0 0 0 0 

 A E 1  1 . 8 5 2 . 53 1 . 70 2 . 38  2 . 6 8  0. 8 5 6 . 55 2 . 04 3. 73 1 . 72  1 . 2 5 1 . 36  0 0 

 A E 2  1 . 9 4 3. 09  1 . 6 8  2 . 76  2 . 1 7 1 . 52  1 . 49  8 . 49  0. 6 6  1 . 9 8  0. 8 5 0 0 0 

 A E 3 2 . 6 4 2 . 31  1 . 76  1 . 6 7 0. 49  1 . 6 3 2 . 73 3. 74 4. 1 3 3. 6 0 2 . 1 5 3. 30 2 . 8 0 0 

 A E 4 1 . 04 1 . 40 2 . 45 1 . 2 4 1 . 9 9  5. 33 1 . 08  0. 57 3. 2 4 1 . 75 1 . 2 4 0. 6 5 0 0 
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 a n t i s e n s e  CP ACO   
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                          �( ����6 7
" ������
��
��8 �����" 9� 

�������( )�� * ��
(��
) ��
��� ���" �
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

��� 17 C o n t r o l  0 0 0 5 1 0 1 5 2 5 35 - - - - - - - - - - - - - - 

 A B 1  0 0 0 1 0 1 7 2 2  2 5 - - - - - - - - - - - - - - - 

 A B 2  0 0 5 5 1 0 1 6  2 2  32  45 - - - - - - - - - - - - - 

 A B 3 0 0 5 5 1 5 36  45 50 55 55 75 - - - - - - - - - - - 

 A B 4 0 0 0 5 1 5 35 45 - - - - - - - - - - - - - - - 

 

�������� C o n t r o l  0 0 0 0 1 0 1 5 1 5 2 2  - - - - - - - - - - - - - - 

 A E 1  0 0 0 7 1 3 2 2  2 5 35 - - - - - - - - - - - - - - 

 A E 2  0 0 0 5 1 0 1 6  2 2  32  45 - - - - - - - - - - - - - 

 A E 3 0 0 0 1 0 2 5 36  45 50 57 6 5 - - - - - - - - - - - - 

 A E 4 0 0 0 4 1 0 2 5 2 5 35 - - - - - - - - - - - - - - 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

��� 17 C o n t r o l  0 0 3 25 30 50 65 - - - - - - - - - - - - - - - 

 A B 1  0 0 2 5 15 25 45 55 75 - - - - - - - - - - - - - 

 A B 2  0 0 0 0 5 10 25 45 55 - - - - - - - - - - - - - 

 A B 3 0 0 5 0 0 5 5 10 15 25 - - - - - - - - - - - - 

 A B 4 0 0 5 12 24 37 55 - - -  - - - - - - - - - - - 

 

�������� C o n t r o l  0 0 3 25 30 35 47 78 - - - - - - - - - - - - - - 

 A E 1  0 0 0 2 2 5 20 35 65 - - - - - - - - - - - - - 

 A E 2  0 0 5 10 25 45 45 55 - - - - - - - - - - - - - - 

 A E 3 0 0 0 0 0 5 5 5 5 35 - - - - - - - - - - - - 

 A E 4 0 0 0 5 12 24 37 45 65  - - - - - - - - - - - - 
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�������( )�� * ��
(��
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

��� 17 C o n t r o l  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 20 31 47 54 65 74 100 - - - - 

 A B 1  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 22 45 58 65 75 100 - - - 

 A B 2  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 21 30 42 57 62 87 100 - - 

 A B 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 10 17 36 52 64 78 84 100 

 A B 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 15 25 31 43 55 78 85 100 - - 

 

�������� C o n t r o l  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 31 47 62 75 100 - - - - - - 

 A E 1  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 12 22 38 51 65 85 100 - - - 

 A E 2  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 21 34 55 62 77 82 100 - 

 A E 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 10 10 10 45 56 72 84 100 - 

 A E 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 15 25 31 43 55 72 86 100 - - 
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