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FORMATION/YEAST EXPRESSION 

 

Alcohol dehydrogenase (ADH) is an enzyme that participates in the biosyn- 

thetic pathway of aroma volatiles in fruits by reversible conversion of aldehydes into 

their corresponding alcohols. The objectives of this study were 1) to clone and 

evaluate expression of tomato short-chain alcohol dehydrogenase genes (Le-scADH1, 

Le-scADH2) in yeast and bacteria, 2) to clone and transform tomato short-chain 

alcohol dehydrogenase genes in tomatoes in order to down-regulate Le-scADH1 and 

Le-scADH2 in tomato plants. In the first experiment, both Le-scADH1 and Le-scADH2 

coding sequences were amplified by PCR and cloned into the specific vectors (pYES 

and pET), using the yeast (Saccharomyces cerevisiae) and bacteria (Escherichia coli) 

expression systems. Recombinant protein production in yeast was evaluated at 

different induction times (0, 12, 24 and 48 hours) by Western analysis. The highest 

expression levels of both genes were achieved at 24 hours. But no protein encoded by 

these two genes was observed in bacteria. Values obtained for Michaelis constant (Km) 

and maximum velocity (Vmax) indicated that the two encoded proteins were enzymati- 

cally active upon expression in yeast. Le-scADH1 was highly efficient in the dehydro- 

genation reaction (conversion of aldehydes to alcohols) but had no reduction activities. 



 

 

� 

In contrast, Le-scADH2 was much more active as reductases with Km 60 times lower 

for the conversion of alcohols to aldehydes than for the dehydrogenation of aldehydes to 

alcohols. In the second experiment, both Le-scADH1 and Le-scADH2 were amplified by 

PCR and cloned into the specific vector (pSRO2), using RNA interference (RNAi) 

technology. Tomato transformation was performed using the Agrobacterium-mediated 

method. The results showed that most explants were able to form many shoots but 

could not develop roots. However, some explants could develop into whole plants 

with intact shoots and roots. When observing phenotypes of the T1 progenies, it was 

found that most plants displayed similar growth as nontransformed plants while 

twenty five percents had their growth rates severely affected, suggesting a possible 

impact of scADHs down-regulation in plant development. The T2 progenies of these 

transgenic plants will be further characterized by phenotypic analysis, RT-PCR, and 

biochemical method. 
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A  = Absorbance 

Amp  = Ampicillin 

ATP  = Adenosine triphosphate 

bp  = Base pairs 

BSA  = Bovine Serum Albumin 

CaMV 35S = 35S gene of cauliflower mosaic virus 

cDNA  = Complementary deoxynucleic acid 

Carb  = Carbenicillin 

DNA  = Deoxyribonucleic acid 

EST  = Expressed Sequence Taq 

(m, n) g  = (milli, nano) Gram 

IAA  = Indole-3-acetic acid 

IPTG  = Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

kDa  = Kilo Dalton 

LB  = Luria-Bertani medium 

(m, µ) M = (milli, micro) Molar 

(µ, m) L = = (micro, milli) Liter 

mRNA  = Messenger ribonucleic acid 

MS  = Murashige and Skoog medium 

NCBI  = National Center for Biotechnology Information 

OD  = Optical density 

ORF  = open reading frame 

PBS  = phosphate-buffered saline 

PCR  = Polymerase chain reaction 

RNA  = Ribonucleic acid 

RNase  = Ribonuclease 

RT  = Reverse transcriptase 
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RT-PCR = Reverse transcriptase PCR 

SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TEMED = Tetramethylenediamine 

Tris  = Tris-(hydroxymethyl)-aminoethane 

UV  = Ultraviolet ray 

U  = Unit, µmol/min 

V  = Voltage 

v/v  = Volume/volume 

w/v  = Weight/volume 

X-gal  = 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside 

YPD  = Yeast Extract Peptone Dextrose medium 
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����	 
 

1.1  ��	��	����������	 
�������	
 (tomato; Solanum lycopersicum) ���������ก������
���ก !"#$%�&	'(� )���*ก 

+��,� -.%ก���)/$0+��/1�$)	�(2-�ก 	�304�5�$�ก$�,� -.%��"5 +��ก$�+���*� 67(0��ก�8�ก$�
,� -.%!�+9ก9/$0ก����9$�".$�.*� �$ก$
 ��/� ����	
4���9����!�541��������	
���������ก 
+9/����	
4�+:,	2'�);-�� ���� ก$�1��� +������	
��(� < 4���91�$2!�541��������	
����
����� �)/$0��ก=9$� �������	
!�5������ก�����	'(�'%;8%/$	$0-.��$ก$�"*0 -5)����+1�/0��0
-��9'� �29$� � +��+�/>$9; -5)�?�$�"/2���0���;5���5�2)�29$� ��� �29$� �6' +����-% 
�'� 67(0����"$�9�$���;�*�� "�� (antioxidant) 67(0�',	,$	"#$%�&4�ก$�)�,)�30ก$��ก 5�6��D����=0 
(Jones, 1999) ��ก!$ก�'3 �������	
)�0"$�$�:41����� 9�5�9��5	�30�J +��4������2�9:;5 ,4�
�;9"$1ก����5��$ก�$) ��/� �3#$�������	
������� 6�"�������	
 �������	
�,+1�0 ����9�� 
����	
�	)�5���,� 	> ��ก$�,� -.%�$!$ก����	
9�2��9ก 	#$41��'ก$�,� -.%�������	

1�$ก1�$)�$ก�73� 	�304�5�$�,� -.%��"5 ��/� "��5 +���������	
+���*� ��/� 6�"�������	
 
"/0��41��'ก$��� 9�� (��$ก�73� ���(�9�,"��09/��� �$8%2$�9��0ก$�	'(�� (�"*0�73� !70ก�/$2�5�2/$
�������	
�������	'(�'
�ก).$�	'(!���K�$����>;�ก !�ก�9�%�,20!� +��"$�$�:�)$)ก$��� 9	�30
4�5�$��� �$8+��%;8.$��5� +9/ก=���",�L&1$1�$)���ก$�	'(	#$41�ก$��� 9��/���",%2$� 
"#$��=!�	/$	'(%2� %�� %2$�"$�$�:4�ก$�9 5��)�0��/�$ก�� %2$��/��+�9/�-�% +��+��09/$0 < 
+��%;8.$���0���� 99(#$ �19;���1�/$�'3	#$41��'ก$����,��;0���>;D�������	
	�305�$�ก$��� (�
�� �$8���� 9 ก$�9�$�	$�9/�-�%+��+��0 +��ก$����,��;0%;8.$���0���������	
 -5) 
�?�$�ก$����,��;0��ก�8�%;8.$���3�����" (0	'("#$%�&�$ก ���(�0!$ก�����L!!�)1��ก	'(ก#$1�5%2$�
�/$6�3� 67(0��ก�8�%;8.$���3��'1�$)�0%D ���ก�, �5�+ก/ �"�$9  ���3�"����" "' +��ก� (� ก$����, 
��;0��ก�8�%;8.$��'3 �*����,��;0���>;D�������	
!�9��0	�$,2/$!�"/0���� 9��!#$1�/$))�0+1�/045 
+��9��0%#$�70:70%2$�9��0ก$���0�*�,� -.%4�����	
9/$0 < ��/� 4�+:,	2'�);-��� )��������� 
�	
"'+50 4�"1������� ก$ �����-�2/$� )����������	
"'���* +9/	$09��49���,���������	
"'
+50 4�&'(�;M� +���ก$1�'��,���������	
"'���*�$กก2/$"'+50 ����9�� -5)�������	
+9/��
����.	ก=!�����%;8"�,�9 +9ก9/$0ก���� ��/� �������	
	'(4������2�9:;5 ,4�-�00$��;9"$1ก���
9��0�'���3��$ก%2$�12$���/9(#$ก2/$ 4.5,� ก6D %/$%2$�����ก�5"*0����$8 4.4 ����=ก "'��+50!�5 
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���3�+�/�+�=0 � 2�1�')2 "/2��������	
	'(4��4�ก$�,� -.%��"5��3�9��0�'��ก����$541&/+��
"�(#$�"�� � 2��'), �'�/�02/$0.$)4����$ก (multicular tomato) ���0��1�$ (thick wall) ���3��$ก "'
+50"54"+���'ก� (�1�� 67(0�1=��5�2/$%;8.$���0���������	
��3�����" (0	'("#$%�&�$ก ���(�0!$ก
��/"$�$�:��;0+9/0�"�$9 !$ก.$)��ก�5� 67(0ก� (�:��2/$�����L!!�)"#$%�&�'ก���ก$�1�7(0	'("/0�"� �
41��'ก$�,� -.%�$ก�73���ก�1���!$กก$��'�"�$9 	'(5' 4�ก$�,� -.%���������	
��3���ก���",
�L&1$5�$�ก� (� ��/� �*�,� -.%,$0�$)��/��,ก� (��1�=���')24����������	
 !701�'ก��'()0ก$�
��,���	$��������	
+,,��"5 67(0�;5���5�2)�ก���+�/ +���29$� �	'("#$%�& �'ก	�30�$%$��/+�0 
+��"$�$�:1$,� -.%�5�	�30�J 	#$41�"*&�"')��ก�����	'(�'���-)��D�� 4����������	
+9/�����>;D
!��'ก� (�+9ก9/$0ก�� -5)�?�$����>;D	'(�����������	
��,���	$���"5 ��!��'ก� (�1�� �2�
��,���	$� +9/ก$����,��;0���>;D�������	
5�$�%;8.$�-5)�?�$��"�$9 +��ก� (��'3)�0�'ก$�
7ก�$
���) ���(�0!$ก�'ก��,2�ก$�	'(6�,6��� �)/$0��ก=9$� �5��'ก$��#$�	%-�-�)'�'2.$��$���);ก9D4��
4�ก$�
7ก�$,	,$	��0)'�	'(�'��9/�ก��,2�ก$�"�0�%�$�1D�"�$9  +��ก� (� 67(0!��#$��"*/%2$�
���$4!4�5�$�ก$�%2,%;� +��5�5+��0ก$�"�0�%�$�1D�"�$9 +��ก� (�4���$%9 

ก$�"�0�%�$�1Dก� (�4��������	
�ก 5!$ก 3 ก��,2�ก$�1��ก �5�+ก/ ก��,2�ก$� catabo 
lism ��0ก�5��� -� (amino acids), %$-�	'��)5D (carotenoids) +�� ก�5����� (fatty acids) 4�
ก$�
7ก�$%��30�'3�5��;/0����ก��,2�ก$� catabolism ��0ก�5����� -5)�?�$�ก$�"�$)9�2��0 lipid 
short chain alcohol +�� aldehyde ��/� hexanol +�� hexenol 67(0����"/2����ก�,"#$%�&	'(�,4�
�����4��/20��12/$0ก$�";ก ��;���>Dก�5�����	'(���1)�5� �5�+ก/ "$��2ก saturated +��"$� 
unsaturated short-chain alcohols, aldehydes +�� esters 67(04�ก��,2�ก$�"�0�%�$�1D"$����1)
!$กก�5������'����6�D	'(�ก'()2���0 4 �� 5 %�� lipoxygenase (LOX), hydroperoxide lyase (HPL), 
alcohol dehydrogenase (ADH) +�� alcohol acyltransferase (AAT) 

Lipoxygenases (LOX) 	#$1��$	'(��/0�h ก � )$ hydroperoxidation ��0 polyunsaturated fatty 
acids "��$0"$� 2 �� 5 %�� "$� 9-hydroxyperoxides +�� 13-hydroxyperoxides !$ก��3�����6�D 
hydroperoxide lyase (HPL) !����'()�"$� 9-hydroxyperoxides +�� 13-hydroxyperoxides 41�����
"$� ���ก�,�2ก���5'�i5D 67(0!�:*ก�#$��4��"�0�%�$�1Dก� (�4������!$กก$���/0�h ก � )$5�2)
����6�D alcohol dehydrogenases (ADH) �5�"$����ก�,�2ก+��ก�i��D +����/0�h ก � )$5�2)
����6�D alcohol acyl transferase (AAT) �5�"$����ก�,�2ก ester 67(0����"$����1)"/2�41&/	'(
"$�$�:�,�5�4������";ก 

Alcohol dehydrogenases (ADHs; alcohol : NAD oxidoreductase; EC 1.1.1.1) 	#$1��$	'(��/0
�h ก � )$ก$����'()����5'�i5D41�����+��ก�i��D 4��8��5')2ก��ก="$�$�:���'()�+��ก�i��Dก��,
�������5'�i5D�5���/��5')2ก�� -5)�$ก!��,����6�D�'34����	'(�)*/4�".$2��%�')5 ��/� ก$��$5



 

 

3 

 

��ก6 �!� ก$�:*กก��9;��-5) elicitors 1��� abscisic acid (Chase, 1999) �)/$0��ก=9$� �,2/$ )'� 
ADH �'3�'"/2��/2�4�ก$�"�0�%�$�1Dก� (�-5)�?�$�4���)�ก$�";ก+ก/��0�� (Van der Straeten et 
al., 1991; Speirs et al., 1998; Manriquez et al., 2006) 4��0;/��,)'� ADH !#$�2� 3 )'�	'(+"50��ก
4���12/$0ก$���K�$��0�� -5)�,2/$)'� Vv-ADH1 +��)'� Vv-ADH3 !��'ก$�+"50��ก�$ก	'(
��)����/�� �8�	'()'� Vv-ADH2 �'ก$�+"50��ก�$ก	'(��)��� (�9��ก$�";ก��0�� (Tesnière and 
Verriès, 2000) ��ก!$ก�'3)�0�,2/$�')'� Cm-ADH 	'(�'ก$�+"50��ก�?�$�4���+%�9$�*� !#$�2� 
2 )'� 67(0%2,%;�ก$�"��$0 ADH �� 5 medium-chain +�� short-chain 67(0���(�	#$ก$�	5"�,4�+%� 
9$�*� �,2/$ "$�$�:�� (��� �$8��0"$����1)	'(�����0%D���ก�,��0ก� (��5� (Manriquez et al., 
2006) "#$1��,ก$�
7ก�$4��������	
 Longhurst et al. (1994) 	#$ก$�-%�� (clone) cDNA 	'(%2,%;�
ก$�"��$0 medium chain ADHs !$ก�� 67(09/��$ Speirs et al. (1998) �5��#$�$:/$)���$"*/9���������	
 
-5)���(��� (���5�,ก$�+"50��ก��0)'� �,2/$"$�$�:��ก�#$41��ก 5ก$��� (�ก� (�4����5� "/2� short 
chain ADHs ��3� Picton et al. (1993) �5�-%�� cDNAs 	'(�'ก$�+"50��ก�� (��73�4���)���";ก 
�,2/$ �'�#$5�,ก�5��� -�%��$)%�70ก�, short chain ADHs +9/ก$�
7ก�$,	,$	��0)'��'3)�0�'���) 
5�0��3��*�2 !�)!70	#$ก$�-%�� cDNA 	'(%2,%;�ก$�"��$0 short chain ADHs 4��������	
���(�
7ก�$:70
1��$	'( +��%2$�"#$%�&��0)'��'3-5)ก$����'()�+��0��5�,����6�D ADH 4��������	
-5)9�0 
�)/$0��ก=9$� ก$�:/$))'����$"*/�����3��'��3�9�� +��2 >'ก$�	'();/0)$ก +��4���2�$�$� 5�0��3�%2��'ก$�
	5"�,+������� ���5�,ก$����'()�+��0�,�3�09����0)'�4��6��D" (0�'�'2 9��$5��=ก ��/� )'"9D 
+��+,%	'��')ก/�� ���(�0!$ก�'��3�9��2 >'ก$�	5"�,	'(0/$) +��4���2�$���)ก2/$ก$�	5"�,4����
-5)9�0 !$ก��3�!70%/�)	#$ก$�:/$)���$"*/9���������	
 ���(��#$��	5"�,:701��$	'(	'(+	�!� 0��0)'�
9/��� 0$�2 !�)�'3��ก!$ก!��#$��"*/%2$����$4!:701��$	'(	'(+	�!� 0��0)'� Le-scADHs 4�ก$�
"�0�%�$�1D"$����1)4��������	
�$ก�73�+��2 )�0"$�$�:�#$��4�����,��;0���>;D�������	
,� -.%
��"5 +�������(� < 41��'%;8.$�9�09$�%2$�9��0ก$���0�*�,� -.% 4�5�$�ก$��� (�41��'ก� (��$ก
�73�1������)�0 1�����/�'��) ���(�����+�2	$0	'("#$%�&4�ก$��� (��*�%/$+ก/���� 9 +������	$0����ก
+ก/�*�,� -.%�'ก	$01�7(05�2) 

 

1.2  ������������ก	��� �! 
 1.2.1 ���(�-%��)'� Le-scADH1 +��)'� Le-scADH2 !$ก�$�D��=���	'("ก�5�5�!$ก��";ก
��0�������	
 	#$41��5�)'�	'(�'ก$�+"50��ก�?�$�4��/20ก$�";ก��0���������	
 
 1.2.2 ���(�
7ก�$,	,$	ก$�+"50��ก�,�3�09����0)'� Le-scADH1 +��)'� Le-scADH2 
4��6��D" (0�'�'2 9��$5��=ก �5�+ก/ )'"9D (Saccharomyces cerevisiae) +��+,%	'��') (Escherichia 
coli)  ���(�%�5����ก)'�  Le-scADH1  +��)'�  Le-scADH2   	'(�'��5�,ก$�+"50��ก	'(�1�$�"�9/�ก$� 
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	5"�,4�9���������	
 
 1.2.3 ���(�-%�� +��:/$))'� Le-scADH1 +��)'� Le-scADH2 	'(%�5����ก+��2!$ก��� 1.2.2 
���$"*/9���������	
 +��
7ก�$ก$�+"50��ก��0)'�	�30"�0�'34��������	
 
 1.2.4 ���(��#$9���������	
5�5+��0���>;ก�����4���������9��+,,4�ก$�
7ก�$1��$	'(
��0)'�	�30"�04���$%9  
 1.2.5 ���(��#$%2$��*�	'(�5���4��4�ก$����,��;0���>;D�������	
 +��1�������� 5��(� < 41��'
��ก�8�%;8.$�9�09$�%2$�9��0ก$���0�*�,� -.%4���$%9  
 

1.3  ����#	�ก	��� �! 
 Alcohol dehydrogenases (ADH) ��������6�D	'(�',	,$	4�ก$���/0�h ก � )$���'()�"$�
��12/$0"$����5'�i5D+��+��ก�i��D 67(0"$����5'�i5D +��+��ก�i��D����"$�9�309��"#$%�&4�ก$�
�#$��"*/ก$�"�0�%�$�1Dก� (� ���(�0!$ก���5'�i5D +��+��ก�i��D����"$����1)1��ก	'("$�$�:�,�5�
4������	�(2�� ก$�-%��)'�	'(%2,%;�ก$�"��$0����6�D�'3 +��:/$)���$"*/���!70����" (0	'(!#$���� 4�
ก$�
7ก�$,	,$		'(+	�!� 0��0����6�D ADH 9/�ก$��ก 5ก� (� 1$ก����6�D�'3�',	,$	"#$%�&4�ก$�
"�0�%�$�1Dก� (�!� 0 ���(��5��5�,����6�D�0�$!	#$41��'ก� (��5�0 +9/:�$�� (���5�,����6�D�73��$!
	#$41��'ก� (��$ก�73� 4�	$09�0ก����$�1$ก����6�D�'3��/�',	,$	4�ก$�"�0�%�$�1Dก� (� ก$��� (� 
1����5��5�,����6�Dก=!���/�'��9/�ก$��ก 5ก� (� �)/$0��ก=9$�2 >'ก$��'3�'��3�9��+��2 >'ก$�
	5"�,	'();/0)$ก +��4���2�$�$� 5�0��3�!70!#$����9��0	5"�,��5�,ก$�+"50��ก��0)'� ADH 4�
�6��D" (0�'�'2 9��$5��=ก �5�+ก/ )'"9D +��+,%	'��')ก/�� ���(������ ����" 	> .$���0)'�ก/��:/$)
���$"*/��� ก$�"��$0���5�5+��0���>;ก���	'()�,)�30ก$�+"50��ก��0)'�������3�9��+�ก	'("#$%�&4�
ก$�
7ก�$1��$	'(��0)'�4���� -5)�?�$�4��������	
	'(�'ก$�"�0�%�$�1Dก� (��)*/+��2 1$ก�5 1���
)�,)�30ก$�+"50��ก��0)'��'3�$!	#$41���/�'ก$�"��$0����6�D�� 5�'3 1����'ก$�"��$0+9/�ก 5���)�$ก 
67(0�$!�#$��"*/ก$�)�,)�30ก$�"�0�%�$�1Dก� (�4����5� ���(�0!$ก�$5����6�D ADH 	'(!���"��$0"$�
9�309�� (alcohol) 41�ก��,2�ก$�9/��� (ester formation) +���ก 5ก$�"�"���0"$����5'�i5D +��
+��ก�i��D 67(0�$!"/0��ก��	,9/�%;8.$���0���� 94�5�$���(� < 5�2) ��/� ���3�"����" �"�$9  
+��"'�� ����9��  
 

1.4  ���%��ก	��� �! 
ก$�2 !�)%��30�'3�;/0����
7ก�$ก$������ � +��	5"�,ก$���ก�#$ก$�+"50��ก�,�3�09����0

)'� Le-scADH1 +��)'� Le-scADH2 67(0-%���$!$ก��";ก��0�������	
4��6��D" (0�'�'2 9��$5
��=ก �5�+ก/ )'"9D +��+,%	'��') +���#$)'�	'(�1�$�"��$"��$0�������	
5�5+��0���>;ก���	'(�'��5�, 
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ADH activity 9(#$�0 ���(��#$�$4��
7ก�$:70,	,$	 +��1��$	'(��0)'�	�30"�0�'34�ก$�"�0�%�$�1Dก� (�
4���9/���4���$%9 

 

1.5  ���'!(������	)�*	 �+),��� 
 1.5.1 �5�����*��,�3�09���ก'()2ก�,ก$�+"50��ก��0)'� Le-scADHs ��0�������	
4��6��D
" (0�'�'2 9��$5��=ก �5�+ก/ )'"9D +��+,%	'��') ���(��#$��4������ก)'�"#$1��,:/$)���$"*/�������	
 
 1.5.2 �5��	%� %2 >'ก$�4�ก$�"��$0�������	
5�5+��0���>;ก��� +���	%� %�,�3�09��4�
ก$�9�2!"�,���5�5+��0���>;ก��� 67(0����%2$��*�	'(��ก���,��;0���>;D��� ��ก���>;2 
2ก��� +��
��ก�'2�%�' "$�$�:�#$��4���5� 
 1.5.3 �5��������	
5�5+��0���>;ก���	'()�,)�30ก$�+"50��ก��0)'� Le-scADHs ���(�4��
����9��+,,4�ก$�
7ก�$1��$	'(��0)'� ADH �'34�ก$�"�0�%�$�1Dก� (���0�������	
4���$%9 

1.5.4 "$�$�:�#$%2$��*�	'(�5��$4�����,��;0���>;D�������	
1��������(� < 41��'ก� (��� (��73�
1�����/�'ก� (�9$�%2$�9��0ก$���0�*�,� -.% ���(��� (��*�%/$+ก/���� 9+������	$0����ก+ก/�*�,� -.%
4���$%9 
 
 



  

����� 2 

��	�
������ก����������	�
�����ก�������� 
 

2.1 ���� !��
"�������#���� 
��������	 (tomato) �����������	�������� Solanum lycopersicum ��������	� Solanaceae �%&�

'��()ก(+,�-�	�./ก�0�����1231�������4����� 56��%&�74+�����5%���� ,������ 7+�7��8��2 56� 
�9'��,�������� 7+�,������:� ������%���;����;��������	ก);(+,�-���6���� < %���=��6���ก)� 
';��� ��������	(+���6%��ก+��0���%����3,������:�1�>��4�>������-�5��)?�(+ 7+���������	
4�>��(+0���,��������%����3 1 �� 3 ���,�������������ก���-��ก����4�>���)� 6)��)?���������	
0>��%&�()ก(+,�-�2�=�'���,6-�);ก������);ก)������ก�-������ ��ก0�ก��?��������	�)��%&�'�������;� 
;���B�1)C��6-��ก��%�);%�2�')�82� 56�D�ก�B�����-�%&��-�7;;��ก��	>ก.����6-��')�82	�����
56��9'��ก��	>ก.�ก��7�6���ก��������(+,�- ������0�ก�%&�'�������(+7+�����0�������)?� :>��
�%&�+)ก.3��B�1)C��������D�B�,%��-%�);%�2� 7+��B���6)67%+���-��'��ก+2������ < �����+)ก.3�
���EF5�,�%G 7+����������1+-��1+>�ก)� 7������0������������ 

��������	�%&�'��()ก(+,�-�	�./ก�0�B�1)C�����(�-����%+�ก 7+�;��5=1ก)������7'��4+���)��
5+ก �)?�6-��ก��;��5=1(+�6 ก���B���%��ก�;��4�� 7+������-�5������2���4ก����'���7%���%
,6-4+�ก4+�� ���� �?B���������	��-��-� :����������	 7+���������	�;74-� �%&��-� 6)��)?�1���
�-��ก������+�6��������	0>��������+�6�)?�%F ��ก0�ก��?��������	�)��%&����1-������ก����B�1)C��ก
���64�>������B����,6-�4-ก);%����	,�� ��%F '.	. 2551 ����+1��ก�������กD>� 88.6 +-��;�� 7;�� 
�%&���������	�6 4���7����M� 8.1 +-��;�� 7+���������	%�2�7��� 80.5 +-��;�� ���+B�6); (	����
�������	ก���ก.��, 2552) 7+�0�ก�D���ก���'��%+�ก%F 2551 ��'�?����ก���'��%+�ก��������	�)?� 
��?� 50,751 ,�� (+(+���)?�4�6 192,805 �)� (	�����������	ก���ก.��, 2552) '�?�����'��%+�ก����
�4C�������=�1���)���ก�9����4��� 7+�=�1�4��� 56�7;��74+��ก��(+��4+)ก < �%&� 2 74+�� 1�� 
74+��%+�ก��������	�);%�����(+�6 ,6-7ก� ������4�� �������� +B�%�� �1�������� �1�%/� 
���;2�� +';2�� 7+�ก�C0�;2�� 7+�74+��%+�ก��������	�2���4ก��� ,6-7ก� 4���1�� �1�'�� 
�ก+�1� �26�8��� �2������ก�R���82� ������4�� �������� 7+���ก ��6-��5=���ก���)?���������	
0)6�%&�'��()ก(+,�-�����1231�������4����� (�������� 1) 56���(+��������	�����'�ก715������6� 
���� ,+51'�� �%&������76� :>���%&�����);�)?�ก���ก�6����M� 7+���,������4+�����6 ���� ,������
�� ��������	 ��������	 1 ���	 2 ����������������� ����������	�	��������������������



 7 

��ก0�ก��?�)���ก�6��+�1 7+�ก�6:����ก :>���4-�������%��?�� 7+�ก�6ก+�����1 :>���%&�ก�6����5�
�����'����������4-��4�� 7+�������;�-�715���� 7+�7��8��24+�����6 ���� 71+�:��� E��E��)� 
7+� 4+Mก �%&��-� (�D�� ���+, 2542) 
 
$������� 1  1231�����5=���ก���� 100 ก�)� �����������	�);%�����(+�67+���������	7%�

��% (Anon, 1971) 

 

��ก0�ก(+�����������	�����%��5����7+-� �������� < �����������	กM�)���%��5������ก
6-������ก)� �)���������� ก+�������������	��-�%&���,+�7�+� :>��ก+�����?�%&����%���=�5�����������
(+���7�+� 7+���U�8�V�);�)?�ก���0��C���;5�������?���7+�7;1����������%&����4�2���5�1'��,6- 
6-�����'123����� ���� �;��-�%&����� 4���'�ก7ก-(��4�)�D�ก766�(� (+��������%��?������6);
ก��4�� �B��4-�0��C��4�� ;B��2�ก���'����4�� +B�,�- 7+�,��4-�B����,6-6� 7+��)��%&�����;��
���� < �?B���������	�6��U�8�V�);�)?�ก���ก�6����M����ก���'��%W����� 7+�����+6����M�����;;
����6����4��,6- ��ก0�ก��? ��ก�����������	�)���-�-��%&���+-��7(+7+�7ก-%�6EW�,6-��ก6-�� 
(ก������ก��1+)�, 2543) 

%�$&��'�� (� ) ����&ก���*�� +�  �,!�����#���� 

�?B� (%) 94.00 94.00 69.00 94.00 
'+)���� (71++����) 19.00 21.00 106.00 19.00 
5%���� (ก�)�) 0.70 0.80 1.8.0 0.80 
,��)� (ก�)�) �-����ก �-����ก 0.40 �-����ก 
1���5;,Y�6�� (ก�)�) 4.00 4.00 25.00 4.00 
71+�:��� (��++�ก�)�) 12.00 6.00 22.00 7.00 
E��E��)� (��++�ก�)�) 24.00 19.00 50.00 18.00 
�4+Mก (��++�ก�)�) 0.40 0.50 0.80 0.90 
5%7���:��� (��++�ก�)�) 222.00 217.00 363.00 227.00 
,�������� (,�.��.) 822.00 900.00 1,399.00 798.00 
,������ (��++�ก�)�) 0.05 0.05 0.00 0.05 
,�5;E+���� (��++�ก�)�) 0.04 0.03 0.00 0.03 
,���:�� (��++�ก�)�) 0.70 0.70 1.60 0.80 
ก�67��1�;�1 (��++�ก�)�) 21.00 17.00 15.00 16.00 
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2.2 ��ก�����	
�ก������ 

��� !��"#�	$%�����&������ 2n = 24 �����!'����(�������)���'��� ���	ก�����
 +�� 2-5 ����,��-��, �	(ก.��"���/.#����, �(��	0 
 ������ �(0���� �	(ก.��������+�1����	0�ก23��!0�� &������ 50-150 ��������� ��กก�3�ก+����ก 
%��+��	� 	�� �	 ��1���ก&1� ���	��!�ก�4�	���!� 

�� ���������ก�� ��ก�(�ก(� �������	 �������"��ก(� ������-ก�	��� �����ก��45� 
������4�  ��������4�(ก2ก&+��67��!3�� �	 ����� 8 ��������ก�� ก+������� 3-5 
��������� �	������ 5-9 ��������� �������������4	3��  ����$(ก ������ �1 ���-ก�+�� �	 �
�1���ก&1� �	� 	��� +�  ���������ก�+�� 2-4 ��������� ����� 3-6 ��������� 

��ก ��� !��"#��ก��ก����'����� raceme ��ก�ก������'���$��5$�ก������ +� 4�!�
��4���� +� ก	���ก��ก	��	0���	 5-7 ก	� ���	�	�4!��+��������� ���ก���(���+ ���ก��
�(���	� '����ก�	��ก���� 4-50 ��ก �	�ก���(���+ 5 �(� ���ก���+���(������45���ก+���(������(0�
��������ก���(���	� ��ก������ก������,��# ���ก���+������ ���ก���(���	� &!� �(�� � ��ก+��'�
�ก���(���	� ���� ���ก���(���+���ก���+���(������ก���(���+ 5-10 �(� �23��	(ก.�������"���'!3��
���ก(��������ก��� ��	�ก��� anther cap 4�!� anther cone �23�����+��������� ���ก���(���	� ���
�ก��ก+��'��ก���(���	�$��(0�ก����(������ก���(���+ �(��(0���!3������ก���(���+��+��"	3$�����ก�� 
���� �������ก���(���+$�619�ก��$������:���� anther cap ���ก����ก���(���	� "%��4+�	ก��
����(������� ������:���1�4:��� ��&���'!0��(��("),��� ��$������ ��ก+��'��ก���(���	����
����+��(������ก���(���+��ก�� "%��4+�	�(���ก����� +����� 20����(�)1,"��+�� ��'!0� �(ก��
(ก.���	0���	ก����� +����� ($��1(ก.�,  ���	, 2541) 

�� �������	3�� ���"�� ����	"(0����ก�$�;2��	 �	 ���������� ���	����ก(� �23��	"(0�
 ����-ก������ 3 ��������� $�;2��45������� 10 ��������� ��������	"(0�ก� ก���� 4�!�
ก��	 �����ก��	�������(� �	 ���$� 20�����ก(���-��	 2 '��� &!� ��&�<� (lycopene) �23�"%��4+�ก��
�	��� ���&��"	� (carotene) "%��4+�ก���	�4!����� �+� ���	�0%������� ��!0�:�����3%��+���0%��	
�����	0�� :�����	��-���	���(�����'��� 8 ���	��!�ก�1+�4��41+���-� ������������,�	3 ���ก�� 
�+��'�������:����� 2-25 '��� �ก���(ก�	 2-9 '���  
 ����� �	(ก.��&��� +��ก���� �	�	�0%�������  ��� 0.2-0.5 ��������� �	 ��(0� 8 ��� 
��� ���	��������ก 
 ��ก ��� !��"#�	������ก���������ก�ก+� �	��ก� ���$��5���������������+�ก;2� 
60 ��������� �������;�$��5�������3���+2ก������ 100-120 ��������� �	ก"(0��(������;�ก��



 9 

��ก,6-�)�� < ,%���+B��-�����)�()�ก);'�?�(��6�� :>���%&�+)ก.3�'��	.�����������	 (�ก������ก.�� 
ก�C0�'��2�8�V, 2538; ����� 12-���)'��, 2543; ��a 0)����%�����, 2548) 
 

2.3  .�/��)���� ก����0ก���ก��)0���
ก1�����#���� 
2.3.1   .�/��ก������'��� � 
��������	�0��C���;5�,6-6��������234=��� 18-28 ��	��:+�:��� 6)��)?�U6�4���0>��%&�U6����

�4�������ก��%+�ก��������	 �'�����������	0�7�M�7�� 7+��4-(+(+����� D-�1�����?����
��ก�	 7+��234=������0��B��4-(+(+�� 7+�123=�'+6+� 7+��B��4-�ก�65�1���� < ���� %WC4�ก��
%+�ก��������	��U6�b� 1�� ��U6�b���1�����?� 7+��234=����4���7ก�ก���0��C���;5����5�1
4+�����6 7+���������	;��')�82� (+0�7�ก���������D�กb� 7��D-��-��ก��0�%+�ก��������	��U6�
b� �������1��1B��>�D>� 1�� ก���+��ก'�?����%+�ก:>��1���%&���������ก����;���?B�6��%&�'��	. 6�����=�'
�%&�ก+�� 1�� ��1��1����%&�ก�66��� (pH) %����3 6.5-6.8 ��-')�82�����4����� 1�� �4-(+6ก��U6�
b� 7+�U6��-�� ��ก��%d�;)���)ก.������D�ก�-�� 1�� ������6�����%2e�D�ก�-�� 9�6'�����%f��ก)�กB�0)6
	)���'�������D�ก�-�� 7+�;���1�)?��%&�'��	. (�ก������ก.�� ก�C0�'��2�8�V, 2538; ����� 12-���)'��, 
2543; ��a 0)����%�����, 2548) 

2.3.2  ก���$����)	� 

6������4�������ก��%+�ก��������	1���%&�6����������������)�D2��� 7+���ก����;���?B�6� 
1����%&�ก�6�%&�6������6�� %����3 6.5-6.8 D-�6���%&�ก�6 4���6�����ก�ก��,% 0��B��4-6����6
8��2��4��;�������,6- 4���8��2��4��;�����6�����D+�+����ก��,6-��ก�ก��,%0��%&��4�2�4-
�%&�'�.����-�'��  ก��%+�ก��������	56��)��,%,��1��%+�ก:?B�����6�� 4�����'�?����%+�ก'�������ก�+
�6���ก)�ก);��������	��ก��� ���� '��ก ������ 7+�����; �%&��-� �'�����0�����?�5�1���� < ����
������6�� :>���%&�5�ก���4-��������	�%&�5�1,6-���� 1��������6���4-+>ก 30-40 �:������� D-���-
�1������2��7�� 4����D,D1��,D 2-3 1�)?� 56�,Dก+;6��,%�� 7+���ก6���4-74-� 3-4 �)%6�4� 7+-�
����6���4-+�����6'�1�� �����4-+�����6��ก�ก��,% �'�����������	�-��ก���=�'6�������ก��
��;���?B� 7+�D�������ก�	,6-6� D-�4�ก6���%&�ก�6�4-��-%�����4�������)���%����3 100-300 
ก�5+ก�)����,�� 56���-%�����4���� 7+�1+2ก�1+-�ก);6�� 4�����00�4����ก���ก��������6��1�)?�
�26�-�� 7�������,�กM���1�����%�����ก���%+�ก 2-3 �)%6�4� (�ก������ก.�� ก�C0�'��2�8�V, 2538; 
����� 12-���)'��, 2543; ��a 0)����%�����, 2548) 

2.3.3  �	%�ก����0ก 

7%+�%+�ก1��,D'��� 7+�%�);��6);6���4-����;���B�����ก)� 7+-��ก��6);7%+��4-���
%����3 30 �:������� ก�-�� 100 �:������� %+�ก�%&�7D�1�� ������4����7D� 70 �:������� 
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��4�����-� 50 ��������� ��)	ก����ก��� !��"#�����;"%���+ 2 ��)	 &!� ก������ก+��+��+����ก 
��ก��4�����-����������������� 

ก���'��ก+-�7+-��-��%+�ก ��0�'����ก�;��'����ก�3�����-��ก���-�ก+-�0B����,����ก�)ก 
4�����ก�3�����-��ก���-�ก+-��%&�0B������ก1���B�7%+��'��ก+-�7+-�4��6��+M6��7%+�4���ก)� 
10 �:���������-E��1+2�7%+� �6�?B����B����������� 3 �)�7�ก �����ก+-����2 22-25 �)� (���;0��� 3-
4 �; 0>��-��%+�ก ก����-�� 1 �)%6�4� 1���4-�?B��-��+� 7��ก����-��0��-���6�?B���7%+��B��4-�2��
����ก��� �'���1�����6�ก��ก��D���-�ก+-� 7+���ก�-�ก+-�0�,����67+�,��D�กก���;ก�� ����� 
ก���%+�ก1�����ก-�4+2�%+�ก6-��%2e�1�ก 7+�%2e����� 15-15-15 �)��� 1 ก�)�����-� 1+2ก �1+-��4-
��-�ก)�7+-�0>��-��ก+-�+�4+2�%+�ก4+2�+� 1-2 �-� ก+;6���4-������6);(��6�������4-�%&�7��� 4���
�%&�4+2� �'���0��B��4-�?B��)� 7+��-�ก+-��������,6- D-�%+�ก�3����U6�b��)�,����?��26 7��D-�%+�ก��
U6�4��� 4���U6�7+-�1��0�ก+;6���4-��B�ก�����6);4+2��+Mก�-�� 1���-��%+�ก����+������ก�	,��
�-�� 1�� �����;��� 4��������M� ������-�����M0�4-��;�6�?B�����)��� 

4��6��+M6+�7%+�56���� 56��B�7%+��%&����� 7+-��B���+M6 3-5 ��+M6 4��6��4+2�
%+�ก7+-�1+2�6-��E�� ������%&��-�ก+-�กM�B�ก��D���4-�4+��4+2�+� 1-2 �-� (�ก������ก.�� ก�C0� 
'��2�8�V, 2538; ����� 12-���)'��, 2543; ��a 0)����%�����, 2548) 

2.3.4  ก���!"���ก�� 
��� !��"#�����!'"	3�+��ก���0%���3%����� �(0�������3���ก��$�;2�����3��ก� 4(�$�ก�(0�&��

�ก���4+�0%�� �������$"%��4+���ก��+ ก�����0%���ก�ก����$�"%��4+���'!0� �23�"%��4+�'!0���"	3"%�
�4+�ก����&�����$��5��+�	 ���4�ก��� !��"# ���0%� ���4+�0%������ก�"(�4(�ก-$�"%��4+���ก��+
�'��ก(� �%�4�(�ก������1>��(0� 20�����ก(��:�� ����������4�� �'�� ;+������������4�	�� �1>��&�	"	3�'+
&���	������������$� ���������	���"��ก(� ����6��6��(��4+�	�(������ �'�� ���� 12-24-12 
4�!� 15-30-15 ;+������������&���4+�1>�"	3�	�������������	����� 20� ���������ก���6��6��(� �'�� 
���� 10-20-15 �������"����������"	3�	�������	���3%� $2�&���4+�1>�"	3�	)��1�������	�����ก����(�
�!3� �'�� ���� 15-20-20, 13-13-21 �� 12-12-17 �����+� �%�4�(�ก����ก��� !��"#��ก/��$��+��
�4+�1>�"	3�	)��1������$���� ��!3��$�ก��� !��"#$��'+�1>�������$���ก;+�4�ก�1�4:��� ����ก�#
��� �������ก-��� ;+���������;4��1>������(�ก��� +���+���+ก-�����;�'+�1>����� 15-15-15 ���(��� 
100 ก��ก�(������� ���ก��������� 3 &�(0� &�(0�"	3 1 4(�$�ก�+����ก 7 �(� &�(0�"	3 2 4(�$�ก&�(0�"	3
4�23� 15 �(� ��&�(0�"	3 3 4(�$�ก&�(0�"	3��� 20 �(� (�ก	�����ก.�� ก�5$����1")�?, 2538; ����� &1+� 
"�(��,, 2543; ��D $(�"�,������, 2548) 
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2.4 /
�%&�������#���� 
')�82���������	�����D7;����ก�%&� 2 %���=� 1�� 7;�����+)ก.3�ก���0��C���;5����+B�

�-� 7+�ก���ก�6���6�ก 7+���ก%���=�4�>�� 1�� 7;��ก�������-%��5���� :>��ก��7;��7��+�%���=�
��4+)ก�ก3g� 6)����,%��? 1�� 

2.4.1  ก����3�/
�%&����#����$���
ก1��ก�����	"�$	�4$����!�$�� ���ก���ก	)53�)�ก 

 7;����ก�%&� 2 %���=��4C� < 1�� 
1.  ')�82�'2��4���')�82�,����6��6 �%&�')�82������+B��-�+)ก.3��%&�'2�� ���6�ก�ก�6,6-�2ก 2 

�-����+B��-� 7+�����%+��0�ก+���%&����6�ก7�� ��������	')�82���?�)ก0���ก6�ก����+�
�ก+-�1���ก)� 6)��)?�ก���กM;�ก����0>��B�,6-��6�ก 1�� �����D�กM;,6-'�-��ก)�  

2.  ')�82��+�?��4���')�82���6��6 �%&�')�82������+B��-��+�?�� ,����6�ก���%+����6 ���%ก���-�
0���6��6��ก,%������ < ��ก0�ก���=�'7�6+-�����,���4����������)?���60����)กก��
�0��C���;5� ���6�ก�ก�6�2ก < 3 �-� ก��%+�ก��������	')�82���?�-���B�1-�� 56���-,�-%Wก 4�������ก
'+����ก�>� �'��������4-(+��123=�'6��>?� ,���%hi��6�� 7+�,��D�ก�B�+��0�ก5�17+�7�+���6�� 7��
��;��74�������1��0-��7�������� 7+��-��+��2������ก���B�1-�� กM0�%+����4-�+�?��,%���6�� 56�
,���B�1-��7����-�)�621+2�6��7�� ���� E���-�� �'���%f��ก)�1�������4�����0��ก�6�>?�ก);(+���������
��	 :>����-,6-(+6�ก);��������	')�82���6� 7+�E+����6+ �%&��-� (�ก������ก.�� ก�C0� '��2�8�V, 
2538; ����� 12-���)'��, 2543; ��a 0)����%�����, 2548) 

2.4.2  ก����3�/
�%&����#����$������.�ก��65����4�5� 
 ������ก��+ 2 ����:"�45� 8 ��+�ก� 

1.  ')�82�;��5=1�6 ��������	���6��?���)?�7;;(+���6�+Mก ��������'���กก�����76� 
�B�4�);(+���6�4C�+)ก.3�(+ก+�1+-��7�%�%ji+(+�������������2ก0�����76�0)6���?�4��7�M� 
�%+��ก,���4����7+�(+,��ก+�� ')�82������-%+�ก�'���;��5=1�6��4+��')�82�6-��ก)� ���� ')�82���6� 
7+�')�82�E+����6+ �%&��-� 

2.  ')�82��2���4ก��� +)ก.3������������	')�82��2���4ก��� ,6-7ก� ��������	')�82����?� 
�����%��?��0)6 ���%����:M�ก�6��� ��(+�2ก'�-�� < ก)��ก��;�)?��-� �B�ก���กM;�ก�����'��� 2-3 1�)?� ')�82�
'2�� �%+��ก�4���� ,��7�ก�?B��������3������ (+�2ก����76�0)6�)?�(+ ���67+���%�������(+
���B����� ก+�;���6�ก�����6(+ 7�ก4+260�ก(+,6-�����3��กM;�ก���� ��������5�1 7+�7�+�,6-6� 
(+(+�����,����� (0��2+)ก.3� ��;6�, 2541) 

2.5 �	%�ก���ก8��ก��������#���� 
ก���กM;�ก�����>?�����ก);')�82� 56��9+���7+-������%+�ก,6-%����3  30-45 �)�  ��������	0������ 
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��ก6�ก 7+�0�������กM;�ก����,6-��������2%����3 70-90 �)� 7+�������+�0�ก�����%+�กD>��กM;�ก����
4�6%����3 4-5 �6���  

���2���(+����กM;�ก�����>?�����ก);�)�D2%����1����ก��%+�ก�%&��B�1)C 4�ก�%&�ก��%+�ก�'���
����+�6�60��-���กM;���������,��7ก�0)6 1�� ���������(+�%&�������� 7+������ก���%+����7%+����%&�
����'������ < �'��������)?� 7+�ก���กM;0��-���4-�)?�(+��6��6-�� �4�2����-���กM;(+���������,��7ก�0)6 
������0�ก�B��4-��������ก������� 7+��������������	D>����(�-;��5=1 4������������+�6กM0������
�2ก (7ก�0)6(+�����-�4�����76�) '�6� ����ก���กM;�ก����(+��������	�'������5������2���4ก����)?�
�-���กM;������(+�2ก�%&���76� 4������-��)?�(+ (7+-�7��')�82�) 7+��กM;,���4-���)?�(+��6��ก);(+ 
4�ก(+,���2ก76� 7+����)?�(+��6��6-��5������2���4ก���0�1)6��?� ������0�ก4�ก���,%�B�
(+��=)3g�7+-� 0��B��4-123=�' 7+������(+��=)3g�����,���%&�,%�������/������-��ก�� (ก��
����ก���ก.��, 2542) 

 

2.6 4���������#���� 
5�1����B�1�������4���4-ก);��������	���)?�5�1��������4�2��0�ก���?��� 7;1������ ,��)� 7+�

ก����68��2��4�� :>��5�1��������4�2�ก�60�ก���?��� 1�� 5�1�;,4�- (late blight) ���4�2�ก�60�ก���?� 
Phytophthora infestans 5�1�;026�� (early blight) ���4�2�ก�60�ก Alternaria solani  5�1�4���� 
�4+��� (wilt) ���4�2�ก�60�ก���?� Fusarium oxysporum 7+� Sclerotium rolfsii 5�1������� (grey leaf 
mold) ���4�2�ก�60�ก���?� Cercospora fuligena  5�1��กB���4��� (leaf mold) ���4�2�ก�60�ก���?� Cla 
dosporium fulvum  5�1��7%f� (powdery mildew) ���4�2�ก�60�ก���?� Oidiopsis sp. 5�1ก+-��������
4���5�1����1�6�� (damping off) ���4�2�ก�60�ก���?���7+����?�7;1������4+�����6 ���� Rhizoc 
tonia solani, Pythium sp. 7+� Pseudomonas solanacearum 5�1��������4�2��0�ก���?�,��)� ,6-7ก� 
5�1�;4��ก�4+��� (tomato yellow leaf curl) 7+�5�1�;6���������+Mก (cucumber mosaic virus) ����
5�1��������4�2��0�กก����68��2��4�� 1�� 5�1(+������6B� 4���5�1%+��(+����6B� (blossom end 
rot) :>���ก�60�กก����68��271+�:��� (ก������ก���ก.��, 2542) 
 

2.7 �����
$�0����#���� 
��� !��"#�	���#(���� +�"%�����+"1ก���� &!� 
6������)�3�� 7�+������-��B�+�� 1�� 4����0�����bf�� (cotton bollworm; Heliothis 

armigera (Hübner)) 4���ก����-4�� (beet armyworm; Spodoptera exigua (Hübner) 4���ก����-
()ก (commom cutworm; Spodoptera litura (F.)) 4���7�+��)�����; (leaf miner; Liriomyza sp.) 
:>��0�ก)6ก���;7+���6���� 7�+�4������ (tobacco whitefly; Bemisia tabaci (Gennadius)) �)�����
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7+��)���M��)�6�6ก���?B��+�?��;����3�; 7+��%&�'�4���B�5�1����ก�60�ก tomato yellow leaf curl 
virus �'+�?����� (aphid; Myzus persicae (Sulzer)) �'+�?�0)ก0)�� (leafhopper; Empoasca sp.) ���
��������	 (lygeid bug; Ligaeus pandurus Scopoli) 7+����������-�� (Green stink bug; Nezara 
viridura (Linnaeus) ) :>��6�6ก���?B��+�?��;����3�; 7+���6 

�!�$�� 7�+������-��B�+�� 1�����������-�� 6�6ก���?B��+�?��;����3+B��-� 4����0��+B��-� 
(corn stem borer; Ostrinia furnacalis (Guenee)) �B�1�������4��56��0��+B��-���������	 7+�
4���ก����-6B� (black cutworm; Agrotis ipsilon (Hufnagel)) 0�ก)6ก��+B��-�����  

)�ก 7�+������-��B�+�� 1�����������-�� 6�6ก���?B��+�?��0�ก6�ก 4����0�����bf�� 4���
ก����-4�� :>��0�ก)6ก��6�ก�����������	 

(� 7�+������-��B�+�� 1�� 4����0�����bf�� 4���ก����-4�� :>��0�ก)6ก�����(�����(+ 
7+��0����-�,%ก)6ก����(+ ���������������	6�6ก���?B��+�?��0�ก(+ (ก��ก�z7+��)�������, 2542) 

 

2.8 ก����
���&�/
�%&����#���� 
 ก��%�);%�2�')�82���������	 �����	>ก.�ก)������0���0)������%����3 1.	.1850 ��� Columbus, 
Ohio �4�)/�����ก� 56��)ก(+����+M6')�82����� Alexander Livington :>��';��������	���7%+ก0�ก���
�1�%+�ก 0>�1)6�+��ก')�82��กM;,�- 7+��B�,%%+�ก %��กd���,��ก+��')�82� 0�ก�)?�0>������1)6�+��ก')�82� 
�����D%�);%�2�')�82��4-6��>?�,6-��������+� 10 %F 4+)�0�ก�)?�0>��B�ก��1)6�+��ก 7+�(+����+M6
��ก0B�4���� 56���-����')�82���� ')�82�'���ก�� (paragon) ���3��6���ก)�กM��ก��1)6�+��ก')�82�
��������	 56��)ก%�);%�2�')�82�1����� < 7+�(+����+M6')�82�������������� < ก)� 1�� Fejee 7+� 
Conqueror 0�ก�)?���ก��%�);%�2�')�82���������	�������������� +)ก.3����')�82���������	D�ก
%�);%�2�1)6�+��ก�4-��+)ก.3����1����-��ก������+�6 :>���%+����7%+������+�6��+� (�D�� ���+, 
2542) 
 ก��%�);%�2�')�82���������	��%W002;)� �)ก����ก��,6-��-�ก��%�);%�2�')�82��'����-�����
5�1 7+�7�+�����%&�%WC4��B�1)C��ก��(+����������	 ก��%�);%�2�')�82���������	��������D��6
(+,6-6�=����-�234=������ 7+�1�����?��ก��1����-��ก�� �%&��������0B��%&��B�4�);ก��%+�ก��������	
��%����	,�� ก��%�);%�2����6-��123=�'���(+��������	 �����D7;��,6-4+����1�%��ก�; 
,6-7ก�  ��(+ 1���7������?� ������  7+�ก+��� :>��ก��1)6�+��ก��������	�'��������-�5�����
�2���4ก���7%���% 7+��);%�����(+�60���ก��กB�4�6123=�'���,���4����ก)� ����������	���
�����-�5������2���4ก����)?��-��ก��(+��������	��������6���B����� ���?���ก 1���4���,����B�
ก��� 4.5 ;��ก:� 7+�1����%&�ก�6��� ,�-ก+�� (+�+Mก ��(+76�0)6 ���?�7���7�M� (���4���� 7����
��������	�);%�����(+�6 �-��ก��(+ก+�5� ���6���B����� (������; ����������=����(+��ก 
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(�)�(+4�� ���?���ก �����(+������2ก��M����76�0)6���B����� ������7+�ก+���6� 7��+)ก.3�ก���กM;
�ก����(+��������	56���ก0��กM;�ก����������(+�����7ก� 7+�%+����4-�2ก��5���กM; 4�����4����
ก������� :>���B��4-,������:� 7+�%����3�?B���+��(++6+� ���(+�4-������ 7+�ก+���,��6�,%6-�� 
��������ก)��-�� D-�%+����4-��������	�2ก1��-�0��B��4-,6-��������	�����%����3�?B���+ 7+�ก�6
����6);���'��4��� �B��4-,6-ก+���7+�������6�����26 7��0�%���;%WC4�������ก���2ก��� 7+�ก��
;�;�?B�����4���������ก�������4�����4����ก��0B�4���� %W002;)��)ก%�);%�2�')�82�,6-%�);%�2�')�82�
��������	�����6���2ก���กM;�)ก.����(+�4-����>?� ,6-7ก� ')�82��������� rin (ripening inhibitor) 7+�
')�82��������� nor (non ripening) :>�������(+7ก�0��)������?�7�M� �=�'(+6��%&���+�4+���6���4+)�0�ก
�กM;�ก���� �'����B���(��ก);��������	')�82�ก��1-� �B��4-��ก���'�����+1��7ก�(+(+��7+������D�กM;
�)ก.�,6-����>?�6-�� (�D�� ���+, 2542) 
 

2.9 ก�� 
������'ก�	��6�/#5 
 ������4�����%&���1�%��ก�;���ก+��� 7+������� ������%��ก�;�B�1)C��0�ก���������?B� 
4�)ก��+5��+ก2+��B� ,6-7ก� ���0�กก+2��ก�6,��)� ก�6����5� 7+�1���5;,Y�6�� :>���%&�ก+2�������
1���7�ก����ก)��)?����6-��5��+ก2+������)?������)� 7+�,�������)� 7+�6-��51����-��������)?�7;;���
��� (straight-chain) 7;;ก���7��� (branched-chain) 7+�7;;��ก+� (cyclic) :>����1�%��ก�;�4+�� 
��?�B��4-,6-����1��ก+2������ < ก)� ,6-7ก� 7�+ก�Y�+� �)+6�,Y6� 1�5�� �������� 7+�������� (Schwab 
et al., 2008) 
 ������4��%&��������0B��%&���ก���ก��1-��)?���6-��ก��(+����4�� ก��(+���� ก���B�
�ก.��ก��� 7+��2���4ก���6-��ก���'�����������4�� ก��(+�����กB�0)67�+� 7+�ก��(+��
��4���+�?���)��� :>��%W002;)�������4������-�����ก��1-�������ก�%&�������4����,6-0�ก8������� 
����������4�����)��1���4��>?� �����4C��ก)6��0�ก���'�ก%j5���+��� (petroleum-derived 
precursors) :>���)�,���%&��������);����)�1� ������0�ก����1������)��1���4��>?��)����)������������ 
7�6+-�� 7�6��4-�4M�D>��-�0B�ก)6����)�D26�;����B�����-��ก��(+�� 6)��)?�0>�,6-�B���8�ก��(+��7;;
���=�' (bioproduction) :>��%��ก�;6-�� ก���ก)6������4�0�ก�)�D26�;8������� ก����-02+�������
��ก��4�)ก 7+�ก���%+����ก+);����)�D26�;8�������56���-02+������� 4���ก��7�ก6-�����,:�� 
(bioconversion of natural precursors) ����- :>���4-(+�������7�6+-��6�ก��� (Guentert, 2007)  
 ����?��������� < ���'�� ,6-7ก� �; 6�ก (+ +B��-� 7+���ก 0���ก��%+���������4�4+��
���6��������D�B�%d�ก���������ก)�,6-6� (Pichersky and Gershenzon, 2002) ������0�ก������4���'��
�%&�������%��ก�;ก)�7;;�����%d�����0B��'����4���������������ก);����7�6+-�� (species-specific 
ecological interactions) 7+������4C��)ก�%&�ก��0B�ก)6�9'�����6 :>����������������4��4+����?�ก���� 
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�-��ก);ก��%f��ก)��)� 7+�ก��6>�6�6���'�� (defensive and attractive roles) 7+�������4��4+����?
�)���1����B�1)C���ก��6B�����������'��56��9'����������������'���ก����=����-�=���7�6+-�����ก6 
6)� '��0���ก��%�);�)�56�ก����-��������4����6'��	.��ก���'�����-��ก������������6 (Picher 
sky et al., 2006) 
 ���������6�ก,�- 6�ก,�-������ก0���ก��%+���������4���ก���'���6>�6�67�+��4-��
(���ก�� 7+�ก��6>�6�67�+��4-��(���ก���)?� ก+���0)6����%&��������6�ก�����4�����%�������6�ก 
7+��)������D����-��ก�0ก������02+�������7+��)���ก��'��,6-��ก6-�� �)���������� ������4����
�����D%ก%f��'��0�ก7�+�	)���'�� ,6-7ก� ��� S-linalool :>���%&�����);,+��'+�?� (aphid; Myzus 
persicae) (Aharoni et al., 2003)  
 123��;)��56��)��,%�����?�����'������%&��������?�������0��C (vegetative plant tissue) 0���
ก��%+���������4������D�ก�)���ก)6ก�� (De Bruxelles and Roberts, 2001; Pichersky and Gershen 
zon, 2002) :>����������4�;�����60�7�6�ก��%ก%f��'��56���� 56�������4��4+����?0�6>�6�6
7�+�0B�'�ก��������%&�%+-�� < ���� 7���2� 4���%��������)������ก��'���%&���4�� �4-��กB�0)64���
�;ก��7�+� 4����)������6�)?� 6)��)?�'��0>�D�ก�B�+���-��+� ��ก0�ก��?ก+����)������D�);,+�4���
7�6�1����%&�'�.����)���ก��'�� 7+�'�����4�25�1'�� 7+��)���%�����8�=�'��ก��กB�0)6��2��+
��ก:��0����,��6�,6-��ก6-�� ������4�0�ก�������?�������0��C������กD�ก%+���0�ก������ก :>��������
��ก�0ก���ก������-��02+������� 4����)���ก��'�� 4�����������ก���'����>?���� allelopathic activities 
����;;ก��7����)����'������;;����	������)?� (Steeghs et al., 2004) ก��%+���������4����
'��;�����6����6);��B������D�����);�)?�ก���0��C���7;1������ epiphytic 56� phytopathogenic 
fungus Botrytis cinerea (Abanda-Nkp-watt et al., 2006a) ���3��6���ก)� ก+);';���������4�;��
���60�6>�6�67�+��)������4-�����,��;���6�ก 7+�(+����6-�� (Tasin et al., 2007) 
 ���������(+,�- ��ก������������4�������(+������2ก 7+������������4�D�ก%+���
��ก��0���(+�B��4-�ก�6ก��ก��0�������+M6')�82�'��56��)��� 7+�7�+� 7+�������4���(+,�-�)�
��1����B�1)C���ก��1-���ก 1�� �%&�����/����ก�����4�>�����กB�4�61�����123=�'���(+,�- 7+�
1���'>�'��0���(�-;��5=1 ������4�����ก�6�>?���(+,�-��?�%&��)CC�37�6�D>�ก���2ก��(+ :>�����
���4�ก+2����?0�';�9'����(+,�-�����ก���2ก�����)?� ,��';��6�ก,�- ��?�����'������%&����?�������0��C 
7+�(+,�-���,����ก���2ก :>��������4����';��(+,�-�����ก���2ก 6�ก,�- 7+���?�����'������%&�����
���?�������0��C��? ������ก�)ก(+��7+�%+6%+����%&�%����3��ก�����'���ก�6;�67(+ ��ก0�ก��?���
���4�����%&���1�%��ก�;����������)���������ก������-��ก�0ก������02+������� 7+�����-��ก��
�ก�6�:++�����M�,6-6-�� 7��D-���������4���%����3�������ก��,%กM��0�%&�'�.,6- (Goff and Klee, 
2006) 
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 0�ก���,6-ก+���D>�������4������0�ก��������< ���'���-���-� 7�6��4-�4M������1�%��ก�;
��������� 7+�ก+���%��ก�;6-������1��ก+2������ < 4+��ก+2���������6-��ก)� �)?�ก+2�������
51����-��7;;��-���� 7;;ก���ก-�� 7+�7;; aromatic :>��%��ก�;�%&����4+��ก+2�� ,6-7ก� ก+2�� 
hydroxyl, carbonyl, carboxyl, ester, lactone, amine 7+� thiol 0�กก���B�,%�6��;7+�0)6+B�6); 
';��� ���������%&���1�%��ก�;�����������กก��� 700 ���6 (Surburg and Panten, 2005)  
 ��-����ก���)��1���4�������4���'����ก��;)��>ก������0�ก�6��D>�%W002;)� (Croteau and 
Karp, 1991) 7�6��4-�4M����1���5;,Y�6�� ก�6,��)� 7+�ก�6����5� �%&�74+��1���;��8�������
����B�1)C�B�4�);ก��;��ก����-��������4�����%&���1�%��ก�;����B�1)C��������� (=�'��� 1)  
 
 

 
 

.�/��� 1  74+��1���;��8��������B�4�);ก����-��������4�����%&���1�%��ก�;��������� 
   (Schwab et al., 2008) 
 

2.10 ก�� 
������'ก�	��6�(�>�� 
 123=�'���()ก7+�(+,�- �ก�60�ก��1�%��ก�;4+�����6�����ก)� ,6-7ก� �� ���?��)�()� 
������ 7+�ก+��� �%&��-� ก+���%��ก�;6-��������4�4+�����6������)�ก)� 0�ก�����0)����(�����
,6-��ก��	>ก.��ก����ก);ก��4���1�%��ก�;���������4� 7+��8�;��D>���-����ก���)��1���4�ก+���
���8�������56���8� bioconversion (El-Sharkawy et al., 2004) 7+����)ก��0)�4+���������'�����0�
7�ก�������B��4-�ก�6ก+�����()ก7+�(+,�- (Aharoni et al., 2000; Yahyaoui et al., 2002; Beekwilder et 
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al., 2004) 4�����'�ก6�ก,�- (Dudareva and Pichersky, 2000) :>��';�������ก�����-���%&�0B������ก 
7���)�,�����;ก��7�6���ก������ก+2����?��ก�)ก 

ก+����ก�60�กก������)�ก)������:);:-�������1�%��ก�;4+�� < ����� :>��ก+���7��+����6
กM0���+)ก.3��9'�� �>?�����ก);��1�%��ก�; 7+�ก��7�6���ก���+)ก.3�'��	.���������4�
���6�)?� < ������1�%��ก�;����B�1)C7+�';��ก��ก+������()ก 7+�(+,�- ,6-7ก� ก+2�� mono 
terpenes, sesquiterpenes, lipid derived compounds, sugar derived compounds 7+� amino acid 
derived :>����1�%��ก�;���4+�ก4+��7+���-�������ก��;��ก������;�+�:>����7�ก����ก)���?0�
D�ก1�;12�6-��Y���5��7+� transcription factor :>��ก+,ก�26�-��%��ก�;6-��ก���กM;7+�7�ก���
���4�0�ก�������� ,6-7ก� ก��;��ก�� glycosylation 7+�ก���กM;������4�,�-��7�11��5�+ ��ก 
0�ก��?ก��(+��������4�����%&�����%��ก�;��������� �����D�B�,6-56�ก����-')�82��	�ก��� 
�)���������� ก���);�)?�ก��7�6���ก ��� polygalacturonase (PG), pectin methyl esterase (PME) 
7+� PG+PME ��(+,�-6)67%+�')�82ก��� �����4-ก���+���)���� pectin ��B�+� �����D����+6 
flavor volatile ,6- (Baldwin et al., 2000)  
 

2.11 ก�� 
������'ก�	��6�����#���� 
 ก��%�);%�2�')�82���������	���)?���6-��ก���'���(+(+�� 7+�6-��123=�' ,6-7ก� �� ก+������?�
�)�()� 7+������� ����4����ก���2ก���(+,�- 0��ก�6ก��;��ก���%+����7%+���6-������ < 
,6-7ก� ก���%+���������(+0�ก������%&�76� :>���ก�60�ก1+�5�'+�����%+�����%&�1+�5�'+���� 
7+������1+�5�Ej++�������+���)� 0���ก���������1�5������6���ก�>?� 1����2�� 7+����?��)�()�
���(+����%+����,%�ก�60�ก(�)��:++��ก�6ก���%+����7%+� 7+�ก���%+����7%+�������7+�ก+��� :>��
������ก���2ก���(+0���ก��(+��������4�0B��'���'����>?� 7+���%����3�?B���+7+�ก�6��62+
ก)���ก�>?� (Grierson and Alexander, 2002) 1�����-��-����ก�6��������7+��?B���+�������B�1)C
�����������ก �B��4-����4��� ���%��?�� ��b�6 ���� 
 ������7+�ก+�����(+�ก�60�กก��(+��������4�����B��4-�ก�6ก+�������������ก���2ก7+�
ก�������%h������(+ 56������D���0��;51����-�����������4���(+,�-6-����8�  gas 
chromatography 7+���8� mass spectroscopy :>��������4������4C�������0';�%&�������4�
%���=�7�+ก�Y�++� �)+6�,Y6� 7+��������� 0�กก��	>ก.����(�������?�4-�4M�D>�1���7�ก�������
������ 7+�ก+�����4������������	7��+�')�82� :>����0�กก��(+��������4�����B��4-�ก�6ก+��� 
7�ก����ก)� (Brauss et al., 1998) 56�';������4�0B������กก��� 400 ���6��(+��������	���
กB�+)��2ก 7�����'���,��ก�����6�����)?�����ก�����-��ก);ก���ก�6ก+�������������	 56�������4����';��ก 
7+��������ก�����-��ก);ก���ก�6ก+�����(+�����������	������6-��ก)� 7  ���6 ,6-7ก� hexanal, 
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hexenal, hexenol, 3-methylbutanal, 3-methylbutanol, methylnitrobutane 7+� isobutylthiazole 
(Buttery et al., 1993) (=�'��� 2) :>��7��+����6��ก��;��ก��4+)ก��ก���)��1���4�7�ก����ก)� 
�����D��2%,6- 6)���? (=�'��� 3) 
 1)  ก��;��ก�����ก�6����5� �4-��� 3-methylbutanal 7+� 3-methylbutanol 
 2)  ก��;��ก�����1�5������6� �4-��� methylnitrobutane 7+� isobytylthiazole 
 3)  ก��;��ก�����ก�6,��)� �4-��� hexanal, hexenal 7+� hexenol 

ก��;��ก���)?������?�4-���(+��=)3g�%���=��6���ก)� 1�� ������4�%���=��)+6�,Y6�
7+�1�5�� :>���%&�����)?��-��B�1)C��ก���)��1���4�ก+��� 4+)�0�ก�)?����,:��7�+ก�Y�+�6�,Y56�
0���� (ADH) 0��B�4�-��������%d�ก������%+����������4�%���=��)+6�,Y6��4-�%&�������4�%���=�
7�+ก�Y�+� :>���%&�����)?��-��B�1)C������,:�� alcohol acyl transferase (AAT) :>��0��%+�������
���4�%���=�7�+ก�Y�+��4-�%&�������4�%���=��������� 0)6�%&�(+(+���26�-����ก��;��ก��
�)��1���4�ก+��� =�'��� 3 7�6�(+(+��4+)ก���,6-0�ก��-����ก���)��1���4�������4������������	 
,6-7ก� ������4�%���=��)+6�,Y6� 7�+ก�Y�+� 7+��������� ��ก0�ก���,:�������;2��=�'��� 3 �)�
�����,:�����6���� < ����B�4�-���� �ก����ก);ก���)��1���4�ก+���������ก 7��0�';����-����ก��
�)��1���4�ก+�����-�������� < (Buttery et al., 1993) 

ก��	>ก.�1�)?���?�2����-����ก��;��ก�� catabolism ���ก�6,��)� 56��9'��ก�6,��)�0�ก
�����42-��:++�:>���%&�����)?��-�4+)ก���������4�����4-ก+�����()ก7+�(+,�- ��2')�8�ก�6,��)����
���4�,6-0�กก��;��ก����? ,6-7ก� saturated 7+� unsaturated short-chain 7�+ก�Y�+� �)+6�,Y6� 
7+��������� (=�'��� 4) 

ก��;��ก���)��1���4�������4�0�กก�6,��)������,:���B�1)C 4 ���6 1�� lipoxygenase 
(LOX), hydroperoxide lyase (HPL), alcohol dehydrogenase (ADH) 7+� alcohol acyltransferase 
(AAT) 

Lipoxygenase (LOX) �B�4�-��������%d�ก����� hydroperoxidation ������ polyunsaturated 
fatty acids :>���%&�����)?��-�'�?�/����� LOX ��'�� 1�� linoleic 7+� linolenic acid 56� LOX �� 2 
���6 ,6-7ก� ���6���4�>�� 9-LOX :>��(+������9'��1�� 9-hydroxyperoxides 7+����6������ 13-LOX 
���(+������9'��1�� 13-hydroxyperoxides ��ก0�ก��? LOX �)��ก�����-��ก);ก����;��������=���
�1���6 ก���ก�6;�67(+ 7+�ก����-��B�+��������?�5�1��'�� (Feussner and Wasternack, 2002) 7��
56������4C� LOX 0��������ก�����-����ก��;��ก���)��1���4���1�%��ก�;���������4� ���� 
hexanal, hexenal 7+� hexenol ����B��4-�ก�6ก+�����()ก7+�(+,�- �B�4�);���,:�� HPL 0��B�4�-����
�%+�������(+��=)3g�0�ก%d�ก����� LOX 1�� 9-hydroxyperoxides 7+� 13-hydroxyperoxides �4-�%&�
���%��ก�;%���=��)+6�,Y6� (Yilmaz, 2001) �'����B��)+6�,Y6�,%��-�%&�����)?��-���ก��;��ก��
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�%+�����)+6�,Y6��%&�7�+ก�Y�+�56����,:�� ADH :>��7�+ก�Y�+�;�����6 ���� hexenol 7+� 
hexanol �%&���1�%��ก�;�B�1)C���ก+��� ���)?�����26�-�����,:�� AAT 0��B�4�-�����%+����
7�+ก�Y�+��4-�%&�������4������������,% :>��D���%&�ก����?��26ก��;��ก���)��1���4�������4�
0�กก�6,��)� (Yilmaz, 2001) 

 
 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
.�/��� 2  ������4����';��ก7+��������ก�����-��ก);ก���ก�6ก+�����(+�����������	 

 (Mathieu et al., 2009) 
 
 
 

methional 2-isobutylthiazole isobutyl acctate 

3-methylbutanal 3-methylbutanol isovaleronitrile 

cis-3-hexenal hexanal hexyl alcohol 

phenylacetaldehyde 2-phenylethanol 1-nitro-2-phenylethane 
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Fatty acids Amino acids Carotenoids 
 

Aldehydes and ketones 
volatiles 

        
     LOX 
HPL 

Alcohol volatiles 

Glycosides Volatile esters 

   AAT 

  ADH  

Ester-CoA volatile 
precursors      Glycosyl-transferase 

Glycosidase      

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

.�/��� 3 ก��;��ก��4+)ก���ก���)��1���4�ก+�������������	, Lox : Lipoxygenase, HPL : 
Hydroperoxide lyase, ADH : Alcohol dehydrogense, AAT : Alcohol acyltransferase 
(GBF, Toulouse, 2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

#�
�$% 4  ก�����ก���(��&���4,ก�3�$�กก��� �(� (Yilmaz, 2001) 
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2.12 ���ก�T��)�>T4)�����   
7�+ก�Y�+�6�,Y56�0���� (alcohol dehydrogenases ; alcohol : NAD+ oxidoreductase; EC 

1.1.1.1 ; ADH) �B�4�-��������%d�ก�����ก���%+��������)+6�,Y6��4-�%&�7�+ก�Y�+� ���3��6���ก)�กM
�����D�%+�������7�+ก�Y�+�ก+);�%&��)+6�,Y6�,6-�����6���ก)� 56���- NADH 7+� NAD+

 �%&�
517Eก����� (=�'��� 5A) 7+��%+������2')�8�ก�6,��)��%&� short-chain �)+6�,Y6�7+�7�+ก�Y�+� 
(=�'��� 5B) 7�+ก�Y�+��%&�ก+2����������0B������ก 7+�:);:-�� �����D7;��,6-�%&� 3 ก+2�� ,6-7ก� 
(1) medium-chain dehydrogenases/reductases (MDRs) %��ก�;6-�� 350 residues/ subunit (2) 
short-chain dehydrogenases/reductases (SDR) %��ก�;6-�� 250 residues/ subunit 7+� (3) iron-
activated ADHs (Theodore-Chase, 1999) :>��7��+����0�����1�%��ก�;7�ก����ก)� (�������� 2) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

.�/��� 5  %d�ก������������56����,:��7�+ก�Y�+�6�,Y56�0���� (Schwab et al., 2008) 
 A  : %d�ก�����ก���%+����ก+);��4��������)+6�,Y6�7+�7�+ก�Y�+�56����,:�� 

ADH 56���- NADH 7+� NAD+
 �%&�517Eก����� 

 B  : %d�ก�����ก���%+������2')�8�ก�6,��)��%&�����)+6�,Y6�7+�7�+ก�Y�+�  

A 

B 

ADH 
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��� ADH ��;�;���B�1)C��ก��1�;12�ก��')������'��7+�ก����;�������'����
�=����1���6 (Matton et al., 1990; Christie et al., 1991; Ingersoll et al., 1994; Bucher et al., 1995) ��
ก��	>ก.�;�;����������?��'��4+�����6 �)���������� ก��	>ก.� Arabidopsis thaliana �����1���
;ก'���������� ADH ';��� ��(+�B��4-�ก�6ก���);�)?�ก����ก�����+M6���=��������ก��ก���2-��'���
��6);���,:�� ADH ���� anoxia 4��� hypoxia (Conley et al., 1999) 7+���ก�3������ก���'�����6);ก��
7�6���ก (overexpression) ������ ADH ����ก��� Arabidopsis �����'���1����-������������ก��
�=����������ก:��0��-�� 7+��'���%�����8�=�'��ก���0��C���;5������ก6-�� (Shiao et al., 2002) 7��
,����(+���ก��������6���=����?B��)� (Ismond et al., 2003) �� sugarbeet ';���,:�� ADH ��ก��
��+M6 �-�ก+-� +�����ก�� 7+���;;+B��+��������ก7+��; (Geyt and Jacobs, 2003) ��ก0�ก��?�)�
';������,:�� ADH activity ��1����)�')�8�ก);��6); ADH mRNA ���� Tihanyi et al. (1989) ';��� 
���=��� anaerobiosis �����D�)ก�B��4-�ก�6ก���'����>?�������,:�� ADH activity 0�กก���'�����6);
��� ADH mRNA �B��4-��ก��� Arabidopsis �����D�0��C,6- ����ก����-�ก+-��-��5'6�����6���ก)� 
';�����ก���'����>?�������,:�� ADH1 activity 50 ���� ��ก����;��������=��� anaerobiosis 
(Gerlach et al., 1982) ��ก0�ก��?���,:�� ADH �)�����%d�ก�����ก���%+����ก+);����������%&�
��1�%��ก�;�B�1)C����B��4-�ก�6ก+��� ,6-7ก� �)+6�,Y6� 7+�7�+ก�Y�+� (Bicsak et al., 1982; Molina et al., 
1986; Longhurst et al., 1990) 7+�';���ก��7�6���ก������ ADH ��%����3�������������	�B��4-
�ก�6ก���%+������62+��4���� C6 �)+6�,Y6� 7+�7�+ก�Y�+���(+�2ก (Speirs et al., 1998) 

��� ADH ���';����������	������ 2 ��� 1�� ��� ADH1 7+� ADH2 :>����� ADH1 ����;�
51�5�5:���� 4 7+�';�����ก��7�6���ก��+�����ก�� ��+M674-� 7+��-�ก+-�����0��C��;��3� 7��
0�,��D�ก�)ก�B�������ก�6�=��� anaerobiosis (Tanksley, 1979) ������� ADH2 ����;�51�5�5:���� 6 
�������ก�����-��ก);ก��;��ก���2ก��(+ 7+�D�ก�)ก�B����-�ก+-� ��ก 7+�+B��-�������ก�6�=��� 
anaerobic (Tansksley and Jones, 1981) ��ก0�ก��?�)�';�����(+��������	 ��� ADH2  ��4�-����
�B�1)C��ก���)��1���4�������4�����4����ก���2ก���(+ ������'�����6);ก��7�6���ก������ 
ADH2 ';��� �����D%�);%�2�ก+�����(+,6- 0�กก���'�����6);���7�+ก�Y�+� 56��9'�� Z-3-
hexenol (Speirs et al., 1998) :>���%&�������4�4+)ก��������D';,6-��(+,�-�)��,%  

ADH �%&����,:���B�1)C�����;�;�����ก������ hexanol 7+� hexenol ����4����ก���2ก
���(+ (Speirs et al., 1998) 7+�';�����ก�����������������26�-����ก���2ก 56���ก������
���������4�����%&���1�%��ก�;���ก+���7+������� (Chen and Chase, 1993; Longhurst et al., 
1994) ��(+��������	�3��2ก7ก� ���,:�� ADH ��(+ก���;���ก��%�);��62+�������)+6�,Y6�
7+�7�+ก�Y�++� 7+�������'�����6);ก�0ก���������,:�� ADH2 �4-����>?� ';�����(+ก���;�����
��ก���ก+���7+���������(+ (Speirs et al., 1998) �����,�กM��������D�'�����6);ก�0ก������
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���,:�� ADH2,6-=����-�=����������ก:��0���B� �B��4-'�������D������6,6-6��>?� 7+��������ก���'���
��6);ก�0ก���������,:�� ADH2 ����4����ก���2ก���(+�)��%&�ก��+61�����-��-����
��ก:��0�=����(+�2ก (Speirs et al., 2002) �B��4-�ก�6���'�ก7�+ก�Y�+��%&�%����3��ก :>���������
ก���B�7�+ก�Y�+�,%��-��ก���)��1���4��?B���+ กM0��B��4-(+,�-�����������6��>?�6-�� �����,�กM��� 
�)�,����4+)ก/�����ก����0)��������)����ก���'�����6);��� ADH ��%����3��� 0���(+ก���;���
+)ก.3�123=�'6-������ < 6-��4���,��  

�����,�กM��� ';��� ��� ADH  ������������ก���)��1���4�ก+���7+�ก��7�6���ก��
��4����ก��')������'�� 56��9'��������4����ก���2ก���(+ (Van der Straeten et al., 1991; 
Speirs et al., 1998; Manriquez et al., 2006) ����2��';��� ADH 0B���� 3 ������7�6���ก��
��4����ก��')������(+ 56�';������ Vv-ADH1 7+���� Vv-ADH3 0���ก��7�6���ก��ก�������
(+���� ���3������� Vv-ADH2 0���ก��7�6���ก��ก�������������-�ก���2ก���(+ (Tesnière and 
Verriès, 2000) ����������	 (Picton et al., 1993) 7+� ��+�� (Fonseca et al., 2004) ';����� cDNAs 
;���������1�;12�ก����-�� short-chain ADHs :>���ก�����-��ก);ก���2ก��(+ ��ก0�ก��?�)�';��� 
Cm-ADH ���7�6���ก�9'����(+���71���+�%0B���� 2 ��� :>��1�;12�ก����-�� ADH ���6 
medium-chain 7+� short-chain (Manriquez et al., 2006) ��ก6-�� 
 
$������� 2   %���=����ก+2����� alcohol dehydrogenase (Theodore-Chase, 1999) 

Class Characteristics, EC numbers References 
Short chain   ≈ 250 residues: Frosophila 

ADH (EC 1.1.1.1), steroid 
Jornvall et al., 1995 
 

Medium chain Zn-
containing 

Dimeric 
forms 

≈ 375 residues:  contain a 
second, structural (non-
catalytic) Zn: house-liver 
alcohol dehydrogenase (EC 
1.1.1.1), cinnamyl alcohol 
dehydrogenase (EC 1.1.1.195) 

Jornvall et al., 1995 
Persson et al., 1994 

  tetrameric 
forms 

ADH of  S. cercvisiae (EC 
1.1.1.1), sorbitol 
dehydrogenases (EC 1.1.1.14) 

 

 Non-Zn-
containing 

 ≈ 375 residuces: quinine 
reductases/β-crystallins (EC 
1.6.5.5), enoyl reductases (EC 
1.3.1.10) 

Borras et al., 1989 
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$������� 2   %���=����ก+2����� alcohol dehydrogenase (Theodore-Chase, 1999) (���) 

 

$�ก�����$(� ��4+���E��(��ก�� Genomic and Biotechnology of Fruits (GBF) ���+��

�"&����	'	�:����&1�:�� �����+ :����+ก����� �� Prof. Jean-Claude Pech ��+#2ก.�

�ก	3��ก(��"��" ���	�'����4�� 8 "	3�ก	3�� +��ก(�ก���(��&���4,ก�3�����4����ก���1ก ���!' ���

�	$1������&,4(ก &!� ก��#2ก.� acylation  ����ก�F�,���ก�������E�ก��������������, alcohol 

acyltransferase (AAT) ��ก��#2ก.��E�ก�����"	3�������������, alcohol dehydrogenase (ADH) �23�

������, AAT �� ADH ����������,"	3�%�&(5��ก��ก���(��&���4,ก�3� ��!3��$�ก����������,"	3����

�� (0�����1�"+�����ก!���1�"+����ก�����������4��23������������ก����ก���ก��ก�3�

��ก�� �������$(�"	3������ (Flores et al., 2002; El-Sharkawy et al., 2005; Lucchetta et al., 2007) 

��+"%�ก��#2ก.��ก	3��ก(��"��"��4�+�"	3 ���	� AAT ���&����� ����� ��!3�����(�ก��

������ก ���	� AAT ���&����� "%��4+�	ก����+��������4��+��� �������+���3�#2ก.��	� ADH 

����� �	� ADH �����	�"	3�	(ก.������ก1���45����(��+�� ;2���+�	��+#2ก.���ก���ก-ก��$��ก(����

&������$ ������ก1�� �����������$(�"	3�ก	3�� +��ก(�ก��#2ก.��	� ADH �	0  ��+���3�#2ก.�

ก�����ก���1ก���&����� ��� Manriquez et al. (2006) ��+#2ก.��ก	3��ก(�ก��������ก ���	� 

ADH ����4����ก���1ก ��ก��&��&1�ก��������ก�����")�	�������	� ADH $%���� 2 �	� &!� 

CmADH1 �� CmADH2 ���"	3�	� CmADH1 �����	�"	3&��&1�ก����+�� medium chain ADH "	3�	

%��(�����������&+��&2�ก(� LeADH2 ����� !��"# �� ��"	3 CmADH2 �������'�ก ��ก1���	� 

ADH "	3&��&1�ก����+�� short chain ADH �������E�ก�������� oxidation-reduction ����	

��ก�F�,���(�	�F�,�����(�����" $2��%��������+������ก��#2ก.� scADH ��&�(0��	0 
 

Class Characteristics, EC numbers References 
Long chain 600-700 residues, bacterial ethanol 

dehydrogenases, e.g. of Acetobacter aceti; 
pyrroloquinoline quinine as cofactor (EC 

Inoue et al., 1989 

Fe-activated 1,2-propanediol dehydrogenase of E. coli (EC 
1.1.1.77) ADH2 of Zymomnas mobilis (EC 
1.1.1.1);  

Sridhara et al., 1996; 
Scopes, 1983; 
Conway et al., 1987; 

 ADH IV of S. cerevisiae Wiliamson and 
Paquin, 1987 
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2.13 ������ก��� )���ก������  
��� 1�� �������5��+ก2+6���M���;����3����B�4�-�����%&��4)��B�4�);ก���)��1���4�5%���� 

�'����B�4�-�������� < =�����:++� ���6��������0�%&�,%,6-�)?�7���+Mก��ก,��D>� 100 1���;� ,%0�D>�
4+�� < +-��1���;� �����������,�����0��%&�'�� �)��� 4���02+������������0B������ก�����������ก)� �'���
�B�4�-�����%&��-���+�4)�')�82ก����)?�4�6��������������:>������ก���0�5��  

2.13.1  4��� ����'�
ก������ (=�'��� 6) �����'�0��3�D>������6);6���M���������4�>�� < 0���
+B�6);�;�;�����������)?����D�กD�6�4)���ก���%&�5%���� 56������D7;��+B�6);�;������,6-�%&� 
2 ����4+)ก < 1�� ��Mก:�� 4���D>� +B�6);�;�;�5��+ก2+6���M�����������DD�6�4)��%&� mRNA ,6- 
7+� ������� 4���D>� +B�6);�;����,�������DD�6�4)��%&�5%����,6- (noncoding sequence) :>��
7��ก������4������Mก:�� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 

 

.�/��� 6 51����-��4+)ก������ (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 
 

 2.13.2  4��� ���������\�������ก���#�������� (=�'��� 7) ��ก0�ก��Mก:��7+��������
7+-� ����)���51����-�������������ก)��B�4�-�������� < �����6);5��+ก2+ 56����51����-���4+����?��0,�� 
,6-������+B�6);�;�����)�����)?� < 7����00��%&�+B�6);�;��������,ก+��ก,%��ก < กM,6- ,6-7ก� 

5%�5������ �������6-�� 5� ������ 0��%&�;����3��������,:��������M���5'+������� (RNA 
polymerase) ��-���0);�'���������-�ก����-�� mRNA 
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Upstream element �%&��������6���M������6-�� 5� ���5%�5������ �������B�1)C�B�4�);ก��
0);�)����5%��������B�4�-����1�;12�ก���B����������4���1�;12�ก��ก���2-�7+��);�)?�ก����-�� 
mRNA 0�ก����)?� 

Enhancer 7+� silencer �B�4�-����1+-�� upstream element 56� enhancer 0�ก���2-�ก���B� 
��������� ���3���� silencer 0��);�)?�ก���B���� �)?����������?0�1�;12�ก���B����������,6-56�
,���>?�ก);��	���7+��B�74��� 

�������������� �B�4�-����กB�4�6;����3��?��26ก��D�6�4)� (���1�')�82	�����74��
%����	,��, 2548) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

.�/��� 7 51����-������%&���1�%��ก�;���������� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 
 

2.13.3  ������ก�������� 7�-���������������������6ก)�0���0B����51�5�5:� 7+�
+)ก.3�%��0B��)�7�ก����ก)� 7�������'�0��3�D>���1�%��ก�;����+Mก����26�������)�ก)��%&����7+-� 0�
';�������2ก�������1�%��ก�;�%&�5��+ก2+���6�+Mก�������ก��� ���1+�5�,�6�4+�� < 5��+ก2+�������
���ก)�,6-�%&����%��ก�;�������ก��� ก�6���1+���1 ���7��+����%��ก�;6-�����1+�5�,�6�0B����
7�ก����ก)� ���1+�5�,�6����������)����ก)��%&���� �B�4�-�����%&��4)���ก���)��1���4�5%�����>?�
=�����:++� 5%��������:++���-���>?�0��%&����%��ก�; 4�������1������B�1)C���ก��6B�����ก�0ก���
���� < =�� ���:++� �'���ก���0��C���;5� 7+�ก��6B��������������������� ��2.�� '�� 7+��)��� ������0�ก
��1� %��ก�;����1�������� 1�� ���1+�5�,�6��������������ก)� D-��ก)6������������������2ก           
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���6��ก��0�ก�:++� 7+-��B������1���4���1�%��ก�;กM0�';����%&�����1��%���=��6���ก)������
�ก��ก)��%&�5��+ก2+������1+�5�,�6� 1���7�ก����������7��+����0>�����������6���,�5���0��;�
;����1+�-5�,�6� 7+�ก�������+B�6);���1+�5�,�6� :>��������:++���ก��D�6�4)� 7+�7%+�4)��%&�
ก�6����5���������ก)� 0��ก�6ก���)��1���4�5%�����������%���� ���6 7+�4�-��������ก)���ก����ก�6
�>?��������:++� 7+��%&�%W00)��B�1)C���ก���ก�6ก�0ก������� < �������������� (���1�')�82	�����74��
%����	,��, 2548) 

2.13.4  ก��� )���ก������ �4)��-���+���������กB�4�6ก���)��1���4�ก�6����5�����%&�
��1�%��ก�;���5%����%��ก�;6-�����1+�5�,�6� 3 5��+ก2+�����������ก)� �:++�0�D�6�4)� 7+�
7%+�4)����1+�5�,�6� 3 5��+ก2+��?�%&�ก�6����5� ก�6����5�4+�� < 5��+ก2+������)����ก)��%&�
5%���� 6)��)?�0B����ก�6����5�����ก�����ก)��%&�5%����0>����)6�����%&� 1 �� 3 ���0B������� 
1+�5�,�6�����%&���1�%��ก�;������ �:++�0��)��1���4�5%����7��+����6��������+� 7+�%����3
���7�ก����ก)�,% 56����26���6���M���1�;12�ก���)��1���4�,6-���������;; �266���M���1�;12�0�
%��ก�;6-�����1+�5�,�6�4+��5��+ก2+������)�������;����3������; 2 �-�������� :>��,6-7ก� 5%� 5�
������B�4�-����กB�4�6;����3���0������D�6�4)� 7+�7%+�4)� �������������������B�4�-����กB� 4�6
;����3��?��26ก��D�6�4)� ����������1�%��ก�;1�;��;��3��B�4�);ก���)��1���4�5%����0>��-��
%��ก�;6-�� 5%�5������-�4)�5%����-�������������� ��������+B�6); ก��D�6�4)�7+�7%+�4)�
������ ����ก��� ก��7�6���ก������ :>���B��4-�:++���ก���)��1���4�������M���������� 7+�5%����
�>?� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 

2.13.5  ก������&�ก��� )���ก������ 
ก��1�;12�ก��7�6���ก������ �%&�ก��D�����6�-�1���������=�'4����-�1������

')�82ก������;��02������6���M���,%�)� mRNA 7+-�0>�7%+�4)�,%�%&�5%���� ���:++�����ก�����
������������2ก�:++����-���+���')�82ก���4�������4����ก)� 7������4����ก���0��C���;5�7+�ก��
�%+�����=�' 7��+��:++���ก+,กก��1�;12�ก��7�6���ก�������4+����?������+�4�����������ก)� 
ก��1�;12�ก��7�6���ก��������07;���%&� 2 ����1�� ������4����ก��;��ก��D�6�4)�
')�82ก��� 56��%&�ก��1�;12�ก���)��1���4� mRNA :>��+B�6);�;��������;���� mRNA D�กกB�4�6
56�+B�6);����;������7��'��'� 6���M��� 7+�������4����ก��;��ก��7%+�4)�')�82ก������%&�
5'+��%%,�6� 4���5%����56��%&�ก���)��1���4� 5'+��%%,�6� 4���ก����-��5%���� (Nelson and 
Cox, 2000) 

ก��7�6���ก�������)?�7��������-�0�ก���)��,6-(+(+������������B�4�-����,6- ,6-7ก� 5%���� 
tRNA 4��� rRNA 1�;12�7+��)��ก��56��������')�82ก�������กM;���������')�82ก��� :>���)ก0��%&� 
DNA �ก��-�,��)�;���)�������')�82ก����%&� RNA ก�����(����������')�82ก���0�����ก���      �%&� 
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central dogma :>��กB�4�6���ก�����(����������')�82ก���0����(��� DNA ,%��� RNA 7+���-��
5%���� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548)  

�����������7;����ก�%&� 2 ก+2���4C��>?�ก);����:++�������1+���4���,�� ก+2�����,��������1+���
����ก��� 5%�1���5�� ,6-7ก� 7;1������ 7+� ��4�����������7ก��?B����� (blue green algae) ��กก+2��4�>��
�%&��:++����������1+��� ����ก��� ��1���5�� ,6-7ก� �:++�����)��� '�� ����� 7+��� �%&��-� ���:++�5%�
1���5�� 5%��������ก�����-�����;��ก�� metabolism 0������%&� operon 7+�D�ก0B�+��7;;��-���%&� 
mRNA ��������4+����� (polycistronic mRNA) ����6-��ก)� 7+��������ก��7%+�4)��������;� mRNA 
�B��4-,6-5%����4������,:��4+�����6 1���7�ก������ก�������+B�6);�;������ DNA �B��4-
���������������ก)� 7+��B��4-�������������;���� 7+��������������7�6+-���������ก)�,6- ก��;��ก��
1�;12�ก��7�6���ก����������1���5�� 0�:);:-��ก������';��5%�1���5�� ���:++�5%�1���5�� 
ก���%j6%j6ก��;��ก��D�6�4)�')�82ก���0��%&�ก+,ก�B�1)C��ก��1�;12�ก��7�6���ก������ 
7�-���ก+,ก���� < ���� ก��4�26D�6�4)�')�82ก��� ก��1�;12�ก��7%+�4)�')�82ก��� 7+�ก��
�+�� mRNA 7+�5%���� 0��������B�1)C��ก��1�;12�ก��7�6���ก������ ����1���5��0���ก��
1�;12�ก��7�6���ก������1+-��1+>�ก);���ก+�����7+-� 7+���%W002;)��)�';������4+�����6�����
1���5����ก��1�;12�����6);���ก��6)67%+� RNA 6-�� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 
2548) 

�]��
� !��
"�����(�$3�ก���!����'�#�ก��� )���ก������ >)��ก3  

4��4��$�� 5%�5�������B�4�-����1�;12�ก��D�6�4)� 7+�7%+�4)������� 7+�1����-����
1���0B��'���0��0�ก);�:++���������������7��+����6 ก����-5%�5���������,���4�����ก);���6���
�:++� 0��);�)?�ก��7�6���ก������ 7+��:++�,�������D(+�����4���5%����,6-����-��ก��  

$!��'�3����ก�� �)���ก��� ��ก��D��������-���� �:++����������������'���6)67%+�
')�82ก��� 4�ก�ก�6ก����67��ก���0�ก=����ก��-����������ก);6���M���;�51�5�5:����;����3���
,���4����� ��0�B��4-����)?� < ,����ก��7�6���ก 4�����0��(+�������ก��7�6���ก�������6��
;�51�5�5:�6-�� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 
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.�/��� 8  ก��;��ก��7�6���ก������������-�0�,6-5%���� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 
2548) 
 

2.13.6  ก������&�ก��� )���ก������4)� RNA interference (RNAi)  
ก�����ก�� RNA interference (RNAi) ����ก�����ก����ก��&��&1�ก��������ก

 ���	����'+��ก��#2ก.�4�+�"	3���� 8  ���	���+ �����ก�ก RNAi �	0 $��'+���ก1 �� small 
noncoding double-stranded RNA ��ก���(��(0�ก��������ก ���	�����ก�กก��"%���� 2 ������ 
&!� ก��"%��� mRNA 4�!���$����ก���(��(0�ก�����4(� �� mRNA �(0� 8 �23�"(0� 2 ������$�"%�
�4+ mRNA ��������;���4(���������	��������+ 

2.13.6.1  ก�&กก�����	��'�	 RNA interference 
ก�กก��"%���� �� RNA interference "	3�%�&(5"	3�'+��ก��&��&1�ก��������ก

 ���	�����&�������	 2 ������ &!� microRNAs (miRNAs) �� small interfering RNAs (siRNAs) 
�23�"(0� 2 ก�ก�(0� �	������ก��"%�����(��	0 

1.  miRNA pathway (:��"	3 9) 
miRNA �	ก�กก��"%�������3��+�"	3����&	�� ����, ���$���������� �� 

primary miRNA (pri-miRNA) ��(ก.���&����+����� hairpin ��� pri-miRNA �(0���+����$�ก 
genome $�กก�������E�ก��������������, RNA Polymerase II ����� dsRNA-specific ribonuclease 
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"	3'!3���� Drosha $�"%�4�+�"	3�(� primiRNA �4+���� precursor miRNA (pre-miRNA) ��� pre-
miRNA �(0�$��	&������������ 70 ��� ��$��	 1-4 ��� ��������+����� 3� "	3�!3���ก�� ��
������ 25-30 ��� �������� ��ก+�� hairpin �������"	3�4!��(0��������� �� loop �-ก8 4(�$�ก
�(0� pre-miRNA $�;�ก����$�ก����&	��� +�������"����2����ก��"%���� �� exportin-5 �����
������, Dicer �23�����������,�� RNase III superfamily "	3���������"����2� ����,$�"%�
4�+�"	3�(� pre-miRNA "%��4+��+ double-stranded RNA  ����(0� 8 ������ 19 &����� ����(��	���
������ 1-4 ��� ��������+����� 3� "	3�!3���ก����������+�� ����� double-stranded RNA  ���
�(0� 8 �	0$���ก��� sense ��antisense ��ก$�กก(� ������ �� antisense strand  �� miRNA ก-
$�� +�$(�ก(� RNA-inducing silencing complex (RISC) �23����� multi-protein complex ��+���� 
RISC-associated miRNA complex �23� RISC $��� miRNA ��$(�ก(� mRNA ��9�4��� �+�"%�ก��
�(��(0�ก�����4(� �� mRNA "%��4+�ก��ก�����ก���(��(0�ก��������ก ���	������ (	�����-���+
5�1��6���?��2;)���4��, 2549) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

#�
�$% 9 miRNA pathway (	�����-���+5�1��6���?��2;)���4��, 2549) 
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2.  siRNA pathway (:��"	3 10) 
siRNA �	ก�กก��"%���� ������3�$�กก��"	3�%� double-stranded RNA (dsRNA) 

� +������,���$�ก�(0� ������, Dicer $����(� dsRNA "%��4+��+ dsRNA ����(0� 8 ������ 21-23 &��
�������	��������� 2 ����������������� 3� "	3�!3���ก�� ��	�ก�����	0��� siRNA ����� siRNA 
$���ก��� sense �� antisense ��ก$�กก(� ���$�ก�(0� antisense strand  �� siRNA ก-$�� +�$(�ก(� 
RISC ��+���� RISC-associated siRNA complex �23� RISC $��� siRNA ��$(�ก(� mRNA ��9�4���
�+�$�"%��� mRNA ��9�4����(0� "%��4+����ก��ก�����4(���������	���+ �ก��ก��������ก ��
�	��(0� 8  20� (	�����-���+5�1��6���?��2;)���4��, 2549) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

#�
�$% 10 siRNA pathway (	�����-���+5�1��6���?��2;)���4��, 2549) 
 

2.13.6.2  ก�����	(���ก)� RNA interference 
5��+ก2+ RNAi �����D��-��,6-�� 2 ��%7;; 1�� 7;;�)��1���4�����1��56���� 

(direct chemical synthesis) 7+�7;;ก����- RNA polymerase promoter �%&��)��B��4-�ก�6ก��+�ก
�4)�')�82ก��� 7+��ก�6�%&�5��+ก2+ RNAi �>?� (vector-based expression)56���8����������-ก)� 1��
7;; vector-based :>���%&���8�����B�,6-��6��M� ��1����-0����-��ก��� 7+��)������D��-���>?��4��,6-
�+�6��+� ก����-5��+ก2+ RNAi 7;;�)��1���4�����1��56�����)?�0��B��4-5��+ก2+ RNAi 
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�����D����=�����:++�,6-�'���������+�4�>�������)?� 7��D-���-��5��+ก2+ RNAi 7;; vector-based 0�
�B��4-�����D��-��5��+ก2+ RNAi ���:++�,6-��������+����������ก��� ��ก0�ก��?��8�ก����-��
7;; vector-based �)?� 0��B��4-��������D7�ก�:++����,6-�);5��+ก2+ RNAi ก);�:++����,��,6-�);
5��+ก2+ RNAi ��ก0�กก)�,6- 56���-123��;)����� vector ��ก���-��������%d��������������
ก��1)67�ก�:++�,6- :>���B��4-ก���6+���ก����ก);ก+,ก RNAi ��%�����8�=�'���6��>?�7+���������D��
��ก�>?� (	�����-���+5�1��6���?��2;)���4��, 2549) 

2.13.6.3  ก���!����4�4��� RNAi >�65�6�
*+ 
ก���B���15�5+�� RNAi ,%��-��'�� �����4C�7+-�0��2����-�ก���B� RNAi ,%�%&�

�1����������ก���);�)?�ก��7�6���ก�������%f�4������0B��'�� 4����B�74��� promoters �������)?� 
�'���%�);%�2�')�82�'���4-,6-+)ก.3��4�� < ����-��ก��:>�������DD�����6,%����2��+�ก,6- ก����-�� 
dsRNA ��'����4+����8� ���� ก����-��'��6)67%+�')�82ก������(+�� sense RNA 7+�'��6)67%+�
')�82ก������(+�� antisense RNA 7�ก�-�ก)� 7+-��B��)?� 2 �-���(���-��ก)� �B��4-�ก�6�-�'�����(+�� 
dsRNA ';��� �-�'�����(+�� dsRNA ��%�����8�=�'��ก���);�)?�ก��7�6���ก������,6-6�ก����-����
(+���'��� sense 4��� anti-sense RNA �'���������6��� (Wang et al., 2001) ��ก0�ก��?��0�B�,6-6-��
��8� hpRNA 56�ก����-��+B�6);�)?� sense 7+� antisense RNA �4-������ promoter �6���ก)� 56��� 
intron 1)��ก+����4����+B�6); sense 7+� antisense 4+)�(���ก��;��ก��D�6�4)� +B�6);�;��4+����?
0���-���%&� hpRNA 4+)�0�ก(���ก��;��ก��D�6�4)� :>����8�ก���4����?��%�����8�=�'��ก��
�);�)?�ก��7�6���ก��������'��,6-6�ก��� dsRNA 56�0��4-(+ 80-100% (Mallory et al., 2001) 
6)��)?�0>���ก���B���8� hpRNA ����-ก)������7'��4+�� (	�����-���+5�1��6���?��2;)���4��, 2549) 

2.13.7  ก��4������ (gene cloning) 1�� ก���1+�����-����?�����6���M���������0���
��������������64�>����-�,%�)����')�82ก�����������D0B�+���)����,6- (self-replicating genetic 
element) ���� '+����6���7;1������ 7+-���?�����6���M����)?�กM0������D�'���%����3,%ก);�:++��0-�
;-��,6- ก����-��6���M������(���B�,6-56�ก���)64���7�ก�������-��ก��	>ก.� �B������������ก);6�
��M���'�4�4�����1��������6���M���0���%����3��ก'����1����-��ก����ก���B�,%��-�����
���� < ���,% ���� ก��4�+B�6);�;� ก��	>ก.�ก��1�;12�ก��7�6���ก 7+�4�-���������� 7+����
5%�������:++� ก��b�ก���+�������������������'����4-��ก��(+�����4���7�6�+)ก.3�;��%��ก��
(���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 

2.13.7.1  ������ก�����ก��4������ >)��ก3 

1.  ���,:�������-��ก��51+���� �� 2 %���=� 1�� ���,:���)60B��'�� (restriction 
enzyme) �%&����,:�����7;1��������,�-�B�4�);�B�+��6���M���7%+ก%+��0�ก,��)����7;1������,���4-
��-�����:++� 7+����,:��6���M���,+�ก� (DNA ligase) �%&����,:�������-�����������?�����6���M��� 
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2.  ��1����� �%&�6���M��������-��ก����6������4���6���M���������0ก������0��B���-�
����:++��0-�;-���'����4-6���M������7��ก����1����������D�'���0B����,%'�-�� < ก)� 6���M�����1�����
��6-��ก)�4+�����6 ��123��;)��7+�ก����-������7�ก����ก)���ก,% �)���������� '+����6 b�0���6
7+�%G6� (λ phage) 7+�1����6 

3.  6���M�������-��ก��51+� 6���M�������B�����-��ก��51+�����������0�ก 3 74+�� 
,6-7ก� 74+�����4�>��6���M������7�ก��0�ก�:++��)���4���'�� :>���%&�6���M����)?�4�6��0�5�����
������������)?� (genomic DNA) 74+��������6���M�������)��1���4��>?���0�ก mRNA �������ก��� comple 
menttary DNA :>���%&�6���M������,6-0�ก������7�6���ก�����?������4�>����������+�4�>���������� 7+�
74+��������6���M������,6-0�กก���)��1���4�����1�� 4��� 6���M���0�ก(+(+��'�:����� (���1�')�82
	�����74��%����	,��, 2548) 

4.  �:++��0-�;-�� 4���D>� �:++�����B�4�-�����%&�(�-�);6���M������(������ก�60�กก��
���������ก)������1����� ก);6���M���������0 �:++��0-�;-����;�;���B�1)C��ก���B��4-�ก�6ก���'���
%����3���6���M������(������������=�����:++�7;1������ �'���������:++��0-�;-���ก�6ก��7;���)� 6�
��M���กM0���ก���)��1���4� 7+��'���%����3���ก��7;���)�����:++��0-�;-��6-�� �:++��0-�;-�������6�
��M������(���4���� < ก)� ����ก��� 51+� :>�������D�B����'���+�?��7+��'���%����36���M���
6)�ก+���,6-�����,������60B�ก)6 �:++��0-�;-����6-��ก)�4+�����6 ,6-7ก� �:++�7;1������ �:++������ 
(=�'��� 11) ���6����:++��0-�;-������B�����-��ก��51+�����>?�����ก);���6���6���M�������-��ก��
51+� 7+����6����:++��������)?� < 0������D7�6���ก,6- (���1�')�82	�����74��%����	,��, 
2548) 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

.�/��� 11  �:++��0-�;-�����������-��ก��51+���� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 
  A = �:++�7;1������, B =�:++������ 

 

�:++�7;1������ 
E.coli 

�:++������  

A B 
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2.13.7.2  �	%�ก���!�����$���0ก( ����� 03�+����������� 

 4+)�0�ก���,6-�B�ก��������6���M���������0��-�ก);��1�����0�,6-�%&�'+����6+�ก(�� 
�)?�������,% 1�� ก���B���-�����:++��0-�;-�� :>�������D�B�,6-4+����8��>?�����ก);���6�����1��������
��- ก���B�'+����6+�ก(����-�����:++��0-�;-������8�ก�� 7+�%�����8�=�'���7�ก����ก)� ก���+��ก��-
��8��60��-��1B��>�D>��-�6�7+��-��������7��+���8� ���6�����1����� 7+��:++��0-�;-������+��ก��-�'���
�B��4-ก��D���5��6���M�����%�����8�=�' 7+��B�,6-���� ,6-7ก� 

1.  ������E�������)�� (transformation) �%&���8�����B��4-�ก�6���>?��)��1���;������42-�
�:++� (cell membrane) 7+��B�6���M�����-�����:++�6-��ก���%+�����234=����������6��M�  

2.  ������6)ก�)�� (transduction) ��-ก); λ phage 7+�1����6 56�0����;��ก��
;��026���M�����-�5%����4��42-���� phage ก��� ����ก��� invitro packaging �'�����-����2=�1 phage ���
��;��3�7+-�0>��B���-�����:++�56���8�ก��;2ก�2ก�4���� phage �)��,% 

3.  ���+M15��'����)�� (electroporation) ��8���?0��B�56�ก����-ก��7�,EEf��B��4-
�ก�6���>?��)��1������(�)������42-��:++��'����4-6���M�����-���� �:++�,6- ���6���ก��7�,EEf� 7+�
������+������-��(+���%�����8�=�'��ก���B� ก��7�,EEf������-�� 2 ��;; 1�� ��;;�����-1���7��
���ก��7�,EEf���B� ������+���� 7+���;;�����-1���7�����ก��7�,EEf���� ������+��)?� 
(���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 

2.13.7.3  ก��$���4������$���ก�� 

ก�����0��;4�51+����,6-�);6���M���+�ก(�� 7+���ก��7;���:++��'���0B���� 
�����D�B�,6-4+����8��>?�ก);��1����������-7+���������51+� ,6-7ก� 

1.  1)6�+��ก0�กEF5�,�%G (phenotypic selection) 
��8���?0���-��ก�3���� �:++� �0-�;-��,6-�);'+����6+�ก(����-�,% 7+-���ก��

�%+����7%+����EF5�,�%G 7+�%��กd+)ก.3��������,%0�ก�6�� ���� ก�3����'+����6 pGEM-T 0�
������������7+1:� (lacZ) :>��กB�4�6ก���)��1���4����,:���;�-�ก�7+M15�,:�6� (β-galactosi 
dase) �B�74��������-��ก����6���6���M���������0����=���������? 6)��)?��������ก�������������?�6���M���
��-�,%=�������0��B��4-,�������D�)��1���4����,:���;�-�ก�7+M15�,:�6�,6- ������B�'+����6
+�ก(����D���5����-��:++��0-�;-�� 7+-��+�?������4����������%d������7��'�:�+��7+�����4����� 
�B��4-��ก����-�����,:���;�-�ก�7+M15�,:�6�'�-��ก);��� X-gal :>���%&�:);�����������,:����?
+�,%6-�� �:++����,6-�);'+����6+�ก(�������)?����0������D�0��C���;5�,6- �����515+������%+���� 
�%&��)�;����?�����ก����-�����,:���;�-�ก�7+M15�,:�6� 7+�'+����6��6���M���������0��67��ก����
4���,�� ก+���1�� 7;1������ E. coli ���,6-�);'+����6+�ก(��0�,�������D(+�����,:���;�-�ก�7+M1
5�,:�6� �B��4-��� X-gal ,��D�ก���� 515+��0>�������� 7��7;1������ E. coli ���,6-�);�9'��'+����6
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�%+�� < 0��)�1������D(+�����,:���;�-�ก�7+M15�,:�6� 0>������D���� X-gal ,6- 515+��0>�
�%+�����%&���Ef� (=�'��� 12) 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
.�/��� 12  ��515+�����7;1������ E. coli ���,6-�);7+�,��,6-�); recombinant DNA �������-'+����6���

�� lacZ ��ก��51+���� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 
 

2.  ก�����056���8���������5��1�� (immunochemical screening) 
ก��1)6�+��ก515+��56���8���?�B�,6-�����51+�����-��ก����ก��7�6���ก���EF5� 

,�%G,���6���)6 0>��-����	)�7����;�6����5%��������-��ก���%&��)����0��; 56�6�(+;�ก0�กก��
0);ก)����7����;�6�ก);5%���� 

3.  ก�����056���8����1+���17�:�6,Y;��,6�:�)�� (nucleic acid hybridization) 
��8���?�%&�ก�����0�����-ก);51+����,��7�6�+)ก.3��6 < 56���- DNA probe 4��� 

RNA probe :>�����;�1����ก);�����6����4�>��������6���M������������0,%0);ก);6���M���=����
51+� (hybridization) 7+����0��;(+;�ก0�กก��0);ก)����6���M����)?������� (���1�')�82 
	�����74��%����	,��, 2548) 

2.13.7.4  ก���	�����'���$��� ��)���8������4���>)� 

�%&�ก�����0��;���6���M������51+�,6-�)?���1���D�ก�-���������-��ก��4���,���%&�
��?����������;��3�7+��B����,6-4���,�� 56����)?������?0���ก���ก)67�ก��?�����6���M�������-��ก��
���1���4��4-;���2�8�Vก��� 7+-�0>�6B�����ก�����0��;=�����)?����7+���8�ก������ < 6)����,%��? 

1.  ก�����0��;+)ก.3��)��,%�����?�6���M��� 

515+�����,��,6-�); 
recombinant DNA 

515+�����,6-�); 
recombinant DNA 
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�%&�ก���%���;����;4����6���6���M��������67��ก��������1����� 56��B��4-
5��+ก2+��� recombinant DNA �%&���-����ก���56�ก���)66-�����,:���)60B��'�� 7+-�0>����+M1 
5��5E��:�� �%���;����;���6ก);6���M���������;���67+-� �'�����-��ก��4����6���6���M������
��67��ก����1����� :>��0�4�,6-0�ก���6���4�,6-1�)?��4��+;6-�����6�����1����������- 

2.  ก��4�+B�6);�;����6���M��� (DNA sequencing)  
ก��4�+B�6);�;��'������0���1���4�(+0�กก��51+� �%&���8������	)�ก�����0��;

+B�6);�;�56���������ก����������ก)���4����+B�6);�;������1�����ก);+B�6);�;����6���M������
�-��ก��51+�4���,�� :>��D-���ก�����������ก)����+B�6);�;��)?����0�7�6������?�6���M�������-��ก��
51+���ก�����������ก);��1�����0��� 7+���ก0�ก��?ก��4�+B�6);�;��)������D;�ก,6-6-����� 
��	������6���M���������������ก)��)?�D�ก�-��4���,�� ��ก����64�� 4������������(�6'+�6���+B�6);
�;�;���?�6���M���������,%4���,�� �B�4�);ก��4�+B�6);�;���%W002;)������D�B�,6-���� 56���	)�
�1��������:>�������D4�+B�6);�;�,6-�)�5��)���������ก��� automated sequencer (+���,6-0�กก��
���0��;56���8���? �%&���8�����4-1���7����B���� 7�����-�0B�ก)6����-����1����-0������ 7+��1����������
��1�7'� (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 

2.13.8  ก��b3��������� 03/#5��c�'��� 
ก��D��������-�'���%&�ก����-��1��1���')�82��	�ก��� (genetic engineering)  �'����B�������

'�� 4�����������������6���� ���� ���?��� 4���7;1������  ��-�,%�)�'������)?��0%�);%�2�')�82�  ������'���+�?��
0�,6-�-�7+-�  ����ก'����?���  '��6)67%+�')�82�  4���'��6)67%+�')�82ก��� (transgenic plant) �������ก
ก)��)?�  <  ��� '��0���M� (genetically modified plant [GM plant])  '�����6��?�����7%+ก%+���������)� 
ก��%�);%�2�')�82�'����8���? ����ก���  transgenic breeding :>��,��,6-(���ก��;��ก��(�� 7+�1)6�+��ก
')�82� �)���������� �B��4-6�ก1������)�� 4���6�กก24+�;�����?B����� 4����B��4-'����+)ก.3�6�ก����6�� 
���� ��1����-��������5�1����ก�60�ก,��)�;�����6 (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 

ก�����ก�� ����/#5)
)����/
�%&ก������ก��)��� 3 �
,�$��'�
ก >)��ก3 

1.  ก����-���26��� �B�4�);D�����-����'�� :>��������-���-��%��ก�;6-���26����%f�4��� 
(target gene cassette) 7+��26���1)6�+��ก (selectable marker cassestte) 7��+��26���0��-����5%�5� 
����� :>���%&��������1�;12�ก��7�6���ก������ �����������D)6��1�� ����%f�4��������-��+)ก.3��4��
�4-ก);'�� 56�������������������������-������26��� �'���4�26ก��7�6���ก������ (ก��7�6���ก
�������������?,6-7ก�ก���)��1���4�������M����������)  

2.  ')�����;;�'���+�?�����?������'���%f�4����4-�%&��-������;��3�����)?�')�����;;�����-
��ก��1)6�+��ก�-�'�����,6-�);ก��D������  

3.  ก�����0��;��� 7+�ก��7�6���ก������ ���-�'������'���+�?��,6- ����)?�ก���6��;  
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123��;)�����'��6)67%+�')�82ก��� ����ก���6��;1����-��������,��)� (���1�')�82	�����
74��%����	,��, 2548) 
 

2.14 ก��b3��������� 03/#5��������	�/#5)
)����/
�%&ก��� 
2.14.1  ก��b3��������� 03/#5 
������%F 1.	. 1980 �%&��-������������ก����ก);ก��D��������-����'�� ,6-�%&�(+�B���M0��

4+��%����	 �����0�ก��(�-�B����0�ก�����������4+�����6����67��ก��51�5�5:����'�� 7+�'; 
��� ����4+���)?��B����,6-��'�� %W00)�����B�1)C���1����B���M0�4+����?,6-7ก� 123��;)������:++�'��
�����������D�%+����7%+��%&��-�'��,6- �������ก���B��:++��6���� < ���'���+�?������4�� 7+��-�'��
�)?������D(+��6�ก 7+�(+����+M6�'���D�����6+)ก.3����')�82ก���,%����2��+�ก4+��,6- ('��-
����3 �0�����;)��, 2545) 

2.14.1.1  �
$b&��� �����ก��b3��������� 03/#5 �� 2 ���ก��>)��ก3  
1.  1����-��ก���B�������1�;12�+)ก.3�;�����������%&�%��5���� ��-����51�5�-

5:�'�������1����B�1)C����	�./ก�0 �'���%�);%�2�')�82��4-�%&�'�������+)ก.3�6����1����-��ก��
����ก.��ก�7+�(�-;��5=1 �)?�'��,�� 7+�'����� 

2.  �'���ก��	>ก.��4-�ก�61�����-��0��ก+,ก 4���ก���B���������� 4���ก��;��
���� < ������������� 56������D��������-����'��7+-� 7+����6)�ก+�����ก��7�6���ก���-�'�� กM0�
�����D�8�;��4���7�6��4-�4M�D>�;�;��������7+�ก��;��ก������ก�6�>?���'��,6- �)?���?���D>�
ก��	>ก.���6-��%d��)�')�8���4����'��ก);���?�5�1 4���02+�������6-������6���� 4������ก+2���+Mก < ���
�B�����-D�����-����'�� �'���%�);%�2�')�82�'�� ,6-7ก� ���1�;12�7�+�	)���'�� ����-�����,��)�'�� ���
�-��������กB�0)6�)�'�� ���1�;12�ก���2ก���(+,�- ����%+������ก+�;6�ก,�- ���1�;12�1231�����
5=���ก�������+M6'�� 7+����1�;12�ก��(���)���� ����'���	�./ก�04+�����6�����������ก��
D������,6-7+-� 7+����6)�ก+����B����,6-�������-�,%��67��ก��51�5�5:�'�� ,6-7ก� ��������	 �)�
b�)�� ()กก�64�� 1�5�+� bf�� D)���4+��� �-��5'6 7+��-�� �%&��-� ('������3 �0�����;)��, 2545) 

ก��D��������-����'��0>��%&�ก��%�);%�2�')�82�'���4-��+)ก.3�6�������1����-�� 
ก��,6-��ก��8�4�>�� ��ก�4���,%0�กก��(��')�82�'�����%d�;)��ก)������56��)��,% �)?���?1�64�)����
ก��D�������4-ก);'�� 0����-�,6-�%���;;��%��ก�� 1�� �����D(+��'�������+)ก.3����')�82ก��� 
(genotype) ���6� :>��ก����-��8�(��')�82�'��7;;�)��,%�B�,��,6- �����D�%+����7%+��-�6-��;�������
���')�82�'��,6-�������%�����8�=�' �����D�'���1231��4���123��;)����6-������%&�%��5�������
ก��1-��4-7ก�'��56���-��8�ก������)6�0� �B��4-��ก�������8�%��5����0�กก��6B��������6)�ก+���,6-
������%&���%8��� (�����กz4���) 
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2.14.1.2 �]��
� !��
"$3����� !���8�6�ก��b3��������� 03/#5 ,6-7ก� ����;;ก��
�'���+�?���:++�7+����?������'��0������D')����%&��-�'�������;��3� 7+�'���)?�D�����6+)ก.3�
���')�82ก���,%����2��+�ก,6- 7+�����8�ก������4������B�4�);�B����0�ก=����ก�-�'����-���67��ก
��51�5�5:�����:++�'�� 

2.14.1.3 ก��4������ !�'�
�b3������ 03/#5 %��ก�;6-���)?�������� < 6)����,%��? 
 1.  ก����-������%��ก�;����26������D���5����-�����:++�'�� ,6-7ก� 

1.1 ���1�;12�ก���B�������������� (regulatory gene) ��4�-�����������%&�
����:��%j6-%j6ก���B�����������'���1�;12�ก����-��5%���� 5%�5�������%&��������1�;12��4-��
ก��������-�ก���B���������� �%���;�4��������:��%j6 5%�5���������������-��ก����-��'��0���M�5� 
1�� 5%�5������0�ก,��)�6�กก�4+�B����������� Cauliflower mosaic virus 6)��)?�0>�����ก��� CaMV 35S 
promoter 4�������ก��� < ��� 35S promoter :>����1��������D��ก��1�;12�����4-(+��5%����4���
���,:��,6-��%����3��ก ���������������%&��������6���M�������B�4�-����4�26ก���B���������� 
�%���;�%&�����:�%j6 56������������������������- 1�� nopaline synthase terminator 4��� nos 
terminator 

1.2  ���;����?4�����������-�B�4�);1)6�+��ก (selectable marker gene) '��6)67%+�
')�82ก���7+�'��%ก��,�������D7�ก1���7�ก������ก0�กก)�56���-+)ก.3�=����ก 6)��)?���
ก��1)6�+��ก�:++�'�����,6-�);ก��D���5���26���0B��%&����0��-�������;����? �����4C�����B�����- 1�� ���
�-�������%d������ ���� ����-�������%d������ก����)�:�� 

1.3  �������-��ก��D���5����-�������������������-��ก�� (target gene) �����������
�4+����?��0�ก'�� �)��� 4���02+�������  

2.  ��8�ก��D���5���26�����-�����:++�'�� ��4+����8�  :>��7�6����+�����6;����8�'�
�)���% 6)���? 

2.1  ก����-,��)� ,��)����������-1��  Caulimovirus 7+�  Germinivirus �)6������
�%f�4�����-����0�5�����,��)�  0�ก�)?�%+���,��)���-����'��  ,��)�0�D�������%f�4�����-�,%7��ก�)�
��0�5��'�� 

2.2  ก����-���?���5ก�7;1������ (Agrobacterium-mediated gene transfer) ��8���?
�%&�ก��D��������-����51�5�5:����:++�'�� 0�ก�)?�0>�0��'���+�?�� �)ก�B�7+�')����:++�'����������
�'�����-�����51�5�5:��6���4-�0��C�%&��-�'���-��4�� :>��0��B��4-'������'���+�?��,6-��+)ก.3����
')�82ก����%+����,% %��ก�;6-����1�%��ก�;6)����,%��? 

3.  '+����6'�4������-��ก��D��������-����'��56���-���?�7;1��������5ก�7;1������ 
%��ก�;6-�� �2651����-��������1�;12�ก���B�������������� (regulatory gene) �������-��ก�� 
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7+����;����?4�����������-�B�4�);1)6�+��ก 7+��2651����-����� T-DNA �2651����-�����;� plant 
vector ����ก�����-��ก);ก�����D�������4-ก);51�5�5:�'��6-�����?���5ก�7;1������ ����ก��� Transfer 
DNA 4��� T-DNA �%&���?�����6���M������,6-0�ก'+����6������?�7;1������ A. tumefaciens �������ก��� 
< ��� Ti plasmid (Tumor-inducing plasmid) ���?���5ก�7;1�������%&����?����4�25�1'������� Ti 
plasmid ����=�����:++�0>������D���D���6���M���0�ก'+����6��-�,%��67��ก��6���M������
51�5�5:�'��6-��ก��;��ก���9'���)�����ก�60�กก���B������������ Ti plasmid 6)�ก+��� 7+-��B�
�4-'����+)ก.3��%+����,%0�ก�6�� 56��ก�6ก���)��1���4��������B��4-�:++�'���0��C(�6%ก��7+��ก�6
�%&�%2��%� (gall) �>?������������ < ���'�� ��� 7+�6���M�������B��������ก)���ก��D��������-����'��
������?���5ก�7;1������ (=�'��� 13) ,6-7ก�  

3.1  6���M���;� Ti plasmid ����B�4�-����D������ ����ก��� Transfer DNA 4��� T-
DNA  

3.2  ���;� Ti plasmid ����B��4-'���)��1���4����'�.���ก���4-�ก�6�:++�%2��%�1�� 
Oncogenes (ONC) :>��,6-7ก� ���1�;12�ก���)��1���4���ก:��7+�,:5�,1��� 

3.3  ������0B��%&��B�4�);���?���5ก�7;1��������ก��(�����-�����:++�'�� ����ก��� 
vir genes %��ก�;6-������26���� < 0B������ก vir genes �B�4�-�����ก�����-��ก);ก���B����?���-����
�:++� 7+�%+6%+��� T-DNA ��ก0�ก'+����6,%���51�5�5:�'�� ก���B� T-DNA ����-D��������-�
���'��0��-���)6��� ONC gene ��ก0�ก T-DNA (Disarmed Ti plasmid) ��������B�����- ,6-7ก� 6���M�
������)?� < �����������������;�-�� ONC genes :>������ก��� right border (RB) 7+� left border (LB) 
�����61�������-��+� 25 ���1+�5�,�6� :>��������)6��������?�����6���M����6 < (studied gene/target 
gene) ��-�,%,�-=����;����3��4���� RB 7+� LB 6���M����)?�กM0�D�กD�����-�,%��67��ก��
51�5�5:�'��,6- 7;;�2�� 6-���4�2��?51����-��'+����6���6 plant vector 0>�,���B��4-�:++�'��
(�6%ก�� ������0�ก%��	0�ก ONC gene 7��6���M���4�����������-���7����� ONC gene 0�D�ก�)6���,�-
��'+����6'�4� ����ก��� plant vector 56���0�'���������1�;12�+)ก.3����� < ��ก�4���0�ก������
1�;12�')�82ก����4�����'�� ���� �'��� selectable marker 4��� screenable marker ��-�,%�� plant 
vector 6-�� (Potrykus and Spangeniserg, 1995) 
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.�/��� 13  51����-�����  Ti plasmid (T-DNA ) %��ก�;6-��  (1) left repeat (2) ���1�;12�ก��
��-����ก:��7+�,:5�,1��� (onc genes) (3) ���1�;12�ก���)��1���4�5�'��  (opine) (4) 
right repeat (���1�')�82	�����74��%����	,��, 2548) 
 

4.  ��?�����'��4������?������'������B���D������ (explant) ��ก��1)6�+��ก��?�'��7+�
���?������'���B�4�);D������ 0B��%&��-����ก���6��;�6+�� �'���+�?���������� < ���'�������	)ก�=�'
��ก��')����%&��-�'�������66�ก��ก(+,6-6� �-�1��1B��>���ก��1)6�+��ก explant ,6-7ก� �����D
�'���+�?���'���%����3,6-�������������� ���)���ก���0��C 7+�')����%&��-�'��,6-����+�,������)ก 
explant ����B�����-��ก��D������,6- ,6-7ก� �;�+�?��1��7�ก����-�ก+-�'�� �-��������'�� ��ก'�� 
1)'=� �;0������'�� +�����ก�� 5%�5�'+���� 71++)�7+��:++�7���+�� �B�4�);'���;�+�?��1��
��- explant ,6-4+�����6 7��'���;�+�?���6���� ������- 1)'=� 5%�5�'+���� 71++)� 7+��:++�7��� 
+�� 
 5.  ��8�ก��D��������-����'��56���-���?���5ก�7;1������  

explant �����-��0�%&��;�+�?�� 4����-����� 4����;0������'�� :>��������B����'�� 
�+�?��;���4���)��1���4��������Y���5������ < �4-�4�����7+-������D')����%&���6 4���1)'=�
���'�� 7+��0��C���;5��%&��-�'��,6- ���)?������2%,6-6)���?  

5.1  �'���+�?���-�ก+-�'��4����-�'��������;0�������4���)��1���4�  
5.2  �)6��?������;�+�?��4����-������4-�����6'��4��� �'����4-�ก�6;����3���

�%&�����)6����:++�  
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5.3  ���������?���5ก�7;1������:>��=�����:++�;��02'+����6 2 ���6 ,6-7ก� 
���6���4�>�� helper plasmid 4��� disarmed plasmid �%&�'+����6���%��ก�;6-�� tran acting element 
,6-7ก� ��� vir :>��0B��%&����ก����-�����:++�'��������?���5ก�7;1������ ������ก�������������?���5ก�
7;1��������4-��'+����6���6��?,�-�%&����')�82�'��	.�B�4�);D������ �)������'+����6�4+����?,6-7ก� 
pAL 4404, pGV 3850, pEHA 101, pMOG 301 �%&��-� 7+����6������ autonomous vector 4��� 
bacterial plasmid �%&�'+����6���%��ก�;6-�� cis-acting element 1�� ����%f�4�������-��ก��D�����-�
���'�� '�-��6-��5%�5������ 7+��������������� 56�����?�����6���M��� right border (RB) 7+� left 
border (LB) ���;�-��,�- ��ก0�ก��?��0��67��ก�26�����������-�%&� selectable marker �'�������,�-
6-�� ��������ก���'+����67;;��?�%+����7%+�,%,6-���7��(�-0)6�B�0�กB�4�6�>?� ���)?�����%&�ก��1-�
7+�����B��>?���-��� ������-��ก��D��������������� autonomous vector ��-����'��กM0�5�ก �-�� '+����6��?
��-�����:++���5ก�7;1����������� helper plasmid ����7+-���ก�3���� plant vector ���2651����-��������
�%&� selectable marker 0�����������0B��%&��B�4�);ก��1)6�+��ก�9'���:++����,6-�);ก��D������+���
��4���'���+�?����?�����'��6-�� D-��� screenable marker 0������D���0��;ก���ก���>6����:++�
7;1������ก);��?�'�� 7+�ก��7�6���ก��� marker 7;; transient expression ,6-=���� 24-48 
�)��5�� ('������3 �0�����;)��, 2545) 

5.4  ��ก��D��������-�����:++�'��  ก���B�56��B�7;1�����������'+����6��?,%
�'���+�?������ก);���?������'��  ���� ��������; 4���71++)�  4+)�0�ก�'���+�?�� 2-3 �)�  ��������+���?
7;1������0�0);�)�ก);�:++�'��  7+-���ก����������-�,%���:++�  7+�,%�)�51�5�5:�  4+)�0�ก�)?�กM
�-�����?���������,%�)���4���'���+�?���4����������1����;���:�+���'���a��7;1������  7+����%d������ 
4������กB�0)6�)�'�� �'����B�+���:++����,����ก��6)67%+�')�82ก���  �-��+���4����������%d������ 
4������กB�0)6�)�'����ก4+��1�)?�  �'���1)6�+��ก�9'���:++������ก��6)67%+�')�82ก���  ���0�ก�)?���
��+� 4-8 �)%6�4�  กM0�,6-�-�'���+Mก  <  ������)?��; 7+���ก�'����-��+�6�����,% ��8�ก����?�%&���8������
%�����8�=�'6�����26���3���?  ��-D������,6-�)?���'���;�+�?��1��  7+��;�+�?���6����4+�����6  ���� 
��+�ก� ������)� D)���4+��� ��������	 �-�� �-����+� �-��5'6 �+� 

6.  ก����-�1����������2=�1 
�1����������2=�1 �%&��2%ก�3���������1�����M����  ��-�����2=�1�)�����4������1B����

�����6��-�(���	����ก+��%����3 0.5-3 ,�1��� ก�������B���2=�1��?��9�;42-�(��6-��6���M��� 
7+-��B�,%��-��1�������� ก��;��ก��6)�ก+�������ก��� particle bombardment 4��� biolistic system   
0�กก�������? �B��4-�����D��������-�,%�����?������  4����:++�'��  ��%W002;)���-ก��:Y��+��� ก+,ก���
�1��������0��)6ก��:�4-��7��6)���� :>�������D�);6)��4-��2=�1�1+�������6-��1�����M�  430 �������
������ ��2=�1����1+�������6-��1�����M�=����4-���1�����������=����ก��;�%&��2CC�ก�	 0���-�,%��+2
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��+�����?������ 7+-��B�6���M�������1+��;������ก(����2=�1��-�,%=�����:++� 7+���-�,%���ก);
51�5�5:�7;;,��0B��'���0��0� ��?��������'������B����);ก��D��������0�%&���������;����
71++)�  ��6����  �+�  ��ก�����1�)?��6�����0D��������-�,%,6-4+���:++� ��%W002;)���?,6-��ก����-
��8�ก��D������6-����8���?ก)������ก�-������  ��ก�%&��)�6);������0�ก��8���-  A. tumefaciens  ��'��
��ก���4+�����6���')���56���8���? ���� ��+�ก� �-�� �-��5��� �-����+� �)��B�%�4+)� �+� 

7.  ก��ก���2-�6-��,EEf� 
 ก��ก���2-�6-��,EEf�  �%&�ก��ก���2-��4-�����42-��:++��%j6���)��1���  �'����4-�����-�

,%��5%�5�'+������0ก���2-�6-��,EEf�7���������+��)��)?�4���,EEf�7����B�7����-����
��+����  7+�%�);1�����-��-�������+�+���4-�4�����ก);���6���'��7+����?������  ��ก��D���
�����8���?1����-5%�5�'+����    56��B�5%�5�'+������������+�+�������6���M���4���51�5�5:� 
7+-��B�ก��ก���2-�6-��ก��7�,EEf� 4+)�0�ก�)?�กM�B����?������,%�'���+�?�    ��ก����-ก��D��������8���?��
ก��%�);%�2�')�82�'��4+�����6 ���� ����; �-�� 7+��-��5'6 �+� 

8.  ก��D������56���-����1�� 
  �B�6���M���7+�5%�5�'+������(�����ก)������+�+�����������(�����  PEG, 
polyvinyl alcohol 7+�  calcium phosphate :>������ก���2-��4-5%�5�'+����6�66���M�����-�,%=����
�:++�  4+)�0�ก�)?�  15-20  ����กM�B�,%1)6�+��ก�:++����,6-�);���D�����6  ก��D��������8���?ก���B�,6-
�B���M0��'��4+�����6  ����  �����;���  �-��  �-����+�  �-��5'6  7+�1�5�+�  �+� (���1�')�82-
	�����74��%����	,��, 2548) 

2.14.2  ก��$��� ����� 	�%	.�/���ก��b3�����  
������:++�'��,6-�);��� 4���6���M���0�ก=����ก��-�,%���=�����:++� =������+� 24-48 

�)��5�� �����D���0��;ก��7�6���ก������ 4���6���M�������������:++�,6-��7;;�������ก��� 
transient expression :>���������06�0�ก screenable marker ���� ��� uid A 4��� GUS; ������ 
jellyfish protein (GFP) 4������0��;5%��������%&�(+(+��0�ก���6-����1��1���:��)������� 

2.14.2.1  ก���/�����,������
)��#�ก�+��/#5���>)��
�ก��b3�����  
�:++�'�����,6-�);ก��D������0��� selectable marker ;�����6���7�6���ก,6-���:++�

'�� 7+��B��4-�:++�6)�ก+����0��C,6-����4���'���+�?������������;�����6�����61+-��ก);123��;)��
��� marker ���� �0��C,6-����4������������%d������ก����)�:�� :>���%&�(+0�ก��� NPT II 4���
�0��C,6-����4�������������1��กB�0)6�)�'�� Bialaphos :>���%&�(+��0�ก��� bar �%&��-� %W002;)���
ก����- selectable marker ���6������ก ���� ���1�;12�ก����-�?B���+;�����6 �:++�����0��C,6-0�
')����%&�+B�6);������'���+�?������4���'���+�?�������-��ก��')����:++� 7+����?������0��%&��-�'��
�����;��3� ������+����ก���'���+�?���>?�ก);���6'�� :>���)ก0���-��+�,���-��ก��� 2-3 �6��� 
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2.14.2.2  ก��$��� ��$��/#5)
)����/
�%&ก���  
�-�'�����')�����0�ก�:++� 7+����?���������,6-�);ก��D��������-��� 0)6�%&�'��6)6 

7%+�')�82ก��� 4���'��0B�+��')�82��2��7�ก (R0) ก�����0��;�B�,6-�)?�ก����-��8�ก������3� 
��������7+��������� ก�����1���4�7+����0��;���'�� R0 7��+��-�������%f�4�����67��ก������
51�5�5:�4���,�� �����B�56�ก���ก)66���M���0�ก51�5�5:����'�� 7+-�����6���M���6-����� 
,:���)60B��'�� 0�ก�)?�7�ก���66���M���6-����1��1�0+���+M15��5E���:�� 7+-���-��1��1 Southern 
blot �-��6���M���0�ก�0+,%���7(������;�� �'������04�7D;6���M������������%f�4�������56���-6���M���
���0��; (DNA probe) ��ก0�ก��? ��0���04�����%f�4���;�51�5�5:�'��6-����1��1 PCR ,6-
��ก��8�4�>��  

ก�����0��;(+(+���������%f�4��� ��'�� R0 �B�,6-0�กก�����0��; mRNA
6-����1��1 Northern hybridization 4�����1��1 RT-PCR 7+��B�,6-56�ก�����0��;5%��������%&�
(+(+�����6-����1��1 ELISA 7+� Western blot analysis 4������04����,:������%&�(+(+��������
6-����1��1�������1�� ��ก�3�����-��ก�����0��;123=�'���'��6)67%+�')�82ก������,6-�����
+)ก.3����')�82ก����%+����,%������1���%����1� ��00B��%&��-����-��8��6��;����������� 
���� ก�����06�1����-�����5�1 7�+�	)���'�� 56�ก��%+�ก���?����4�25�1'���4-ก);'�����,6-�);
ก��D������ 4����4-7�+�6�6ก�� ก)6ก��'�����,6-�);ก��D������ 7+-�%������123=�''�����,6-�);ก��D���
������6�ก���'�����,��,6-�);ก��D������4���,�� �����,� (	����a ���5'�'�� 7+� �0.z�'� '��)ก.��28�
'�	�, 2545) 

2.14.2.3  ก��$��� ��ก��b3����)/
�%&ก�����ก/#5�&3� R0 >� 03�&3� R1 ��� R2  
��-��8�ก������3��������������6���ก);ก�����0��;'���2�� R0 ����)?�ก���6��;

ก��ก��0���)����������กz�������6+ :>����0���0��;0�ก screenable marker 4��� selectable 
marker 4��� ���0123=�'���'�����,6-�);ก��D������ 56����'�����,6-�);ก��D�������2��+�ก ���� �2�� R1 
7+� R2 0��-��,6-��0�กก��(���)�������'���2�� R0 7+� R1 ���+B�6); (Register, 1997) 

2.14.2.4  ก��$����	�����'���6�/#5)
)����/
�%&ก��� (=�'��� 14) 
ก�����0���1���4������'��6)67%+�')�82ก����)?��B�,6-����56����0��;6-��

��1��1 PCR ��� 7+�6���M�������< �����-�,%��67��ก��51�5�5:����'�� ����ก��� ��������� :>��
,6-7ก� 6���M�������B�4�-�����%&�5%�5������ 6���M����������%f�4��� ���1)6�+��ก 4������������(+ 
7+�6���M�����������B�4�-�����%&��������������� 5%�5������ 7+����������������)?���4+�����6 1��
0��+��ก��-�4-�4�����ก);���6'�� ���?������'��7+�����%f�4��� 56��)��,%���������-��ก��D������ 
,6-7ก� CaMV 35S promoter, nos promoter 7+� nos terminator �������1)6�+��ก�����-ก)��)��,% ,6-7ก� 
��� nptII (Neomycin phosphotransferase II) :>���%&�������1�;12�+)ก.3�1����-����������
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%d������ก����)�:�� 4�����-��� bar ����-����������%��;�)�'�� bialaphos ก�����0��;���
�%f�4���7+����1)6 �+��ก0������D���0��;,6- 4�ก���;���+�����6�������)?� < ���� ��
��+�ก�6)67%+�')�82ก���0����0���1���4�4����5%����4��42-���2=�1���,��)� (Coat protein 
gene) 7+���� npt II (Neomycin phosphotransferase II) �%&��-� ��ก0�กก����-��1��1 PCR 7+-� �)�
�����D��-��1��1 DNA dot blot hybridization ��ก�����0��;�����'��6)67%+�')�82ก���,6-
6-�� :>���%&���8������6�ก 7+���6��M� ��ก����;2����� 4���,������������� �)?������8���?�����D
���0��;���,6-0�ก�-�'������)��+Mก 7+���������6�'���+�?�� ��1��1���������-��ก�����0��;������
����'���;�ก0B����:?B������������67��ก������51�5�5:�'�� 1�� ��1��1 Genomic Southern 
hybridization ����ก�����0��;D>�ก��7�6���ก������ ����6); mRNA �B�,6-56���-��1��1 
Reverse Transcription-PCR 56��)ก0��B�4+)�0�ก����-�'�������6�4C��>?� (	����a ���5'�'�� 7+� 
�0.z�'� '��)ก.��28�'�	�, 2545) 

 

 
 

.�/��� 14 7(�=���7�6�ก�����0��;����%f�4�����'��6)67%+�')�82ก���  
(	����a ���5'�'�� 7+��0.z�'� '��)ก.��28�'�	�, 2545) 

mRNA 
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����� 3 

��	
� ��ก��� �������
������ก������� 
 
���������	
������� 4 ��� ��� 
 1.  ก������	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 �ก����ก��������� �����������������
��
� �� �!� 
 2.  ก�����		
������ก��ก��������ก���	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 ������ 

�!"��
#
$!%������&ก '�(�ก� 	
�%  (Saccharomyces cerevisiae) ��� �)��
��
	 (Escherichia coli) �"�#�
���	����	���$���ก��������ก���
�� ��&�����	����	���$��� ADH activity �������'�( ADH ��
�)��*�	� * ��$����	��	� 
 3.  ก������	
� �����(�� constructs �*�+�,)�#(���		
���(��-���������� �"�#����!���	��	#
�'�+�(*"���'�������ก��,�������+'$������- 
 4.  ก�����		
���(��-���������� �"�#����!�� ��'$������-�	#'	�	� Le-scADH1 ��$�	� Le-

scADH2 ��������������������	#����	� �!� 
 

3.1 ��	
������ก��� 
����#��'����$����.�.�ก�(*�	#�����ก��� �	�' ������ ������$�* ��$������.(�'�� �

��
��'� '	����	
 
1.  '$������- (Solanum lycopersicum cv. Microtom)  
2.  �	� * (S. cerevisiae) ���"��/.* INVSc1 
3.  ����	��	� (E. coli) ���"��/.* BL21 (Novagen, Darmstadt, Germany) 
4.  ����	��	� (E. coli) ���"��/.* DH5-α (GBF lab, Toulouse) 
5.  ����	��	� (E. coli) ���"��/.* TOP10F- (Invitrogen, Paisely, UK) 
6.  123456758 A. tumefaciens 9:8;<=>?@ LBA 4404 (GBF lab, Toulouse, France) 
7.  pGEM-T Vector (Promega, Madison, USA) 
8.  pYES 2.1 TOPO Vector (Invitrogen, Paisely, UK) 
9.  pET 15b vector (Novagen, Darmstadt, Germany) 
10.  ����#�������ก���+�ก������ (spectrophotometer) 
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11.  637HIJKLMLNO:89:7PQP:8R=SLT7<2T7SU:V7 (adjustable pipettes) 
12.  ����#����������$��� (shaker) 
13.  ����#���12����	#�� (centrifuge) 
14.  ����#��3�'����$��� (vortex mixer) 
15.  ����#����#��$��	�� 2  ������ ��$ 4  ������ 
16.  ����#������+��� (UV transluminator) 
17.  ����#����ก�����	��4��������� (horizontal gel electrophoresis apparatus) 
18.  ����#����ก����&�� 	� (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis apparatus) 
19.  ����#���"�#'���'�(�	��4��� (thermal cycler) 
20.  ����#������&�� 	���ก���!��+�''���� (Western blot apparatus) 
21.  �������.'�.(�6+'� (water bath) 
22.  ����#���12��+77�ก�- (speed vacuum) 
23.  ��
���������"�$��	
�����
����#�"�� 
24.  ��
���������"�$��	
�� ��!'� 
25.  �.�ก�(*�������8��� �ก�� 

 

3.2  	*��������ก������� 
-+��*����� UMR 990 INRA-INP/ENSAT, Genomics and Biotechnology of Fruit labora-tory 

(GBF lab) ( Pole de Biotechnologie Vegetable, Chemin de Borde-Rouge, BP 42617, Auzeville, 
31326, Castanet Tolosan �'��� +�+� ��$��-9��#��-� 

 

3.3  ��������ก���
��+ 
'ก���' 2549-":;6��' 2550 

 

3.4  ����ก���
��+ 
TPMกUQ6bHJ64c;<=>?@ Microtom deIK6Tf=;<=>?@137Q45I=S8U=g:U:hRi6Tf=Vi=122 (Meissner et 

al., 1997) Lij8j<9L?TPMก 3HJ peat moss h=�����"�$��	
���	#�.(�6+'� 25 ��-��)��)	�� ���'��
� 80 
����*�)4� * ��$�������ก������������ ����''�� 16/8 ��#�&'� 

��ก��������	� scADH �	
 ���#' ����กก��-<ก;������� Manriquez et al. (2006) )<#�!��
-<ก;��ก	#��ก��ก��������ก����	� ADH ���$����ก���.ก������ ��+� ��$ก������.'ก��
������ก&�����/��	�&��"��	� CmADH1 ��$ CmADH2 &���	�CmADH1 �����	��	#����.'ก��
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����� medium chain ADH �	#'	����������������������<�ก���	� LeADH2 ��'$������- ���($�	#
�	� CmADH2 �����'���ก���ก�.'�	� ADH �	#����.'ก������� short chain ADH ��$����8�ก�����
��� oxidation-reduction &��'	�������	!=�* ��$����ก�=��*���)���� �� �'�#����	����	��������
��� &��ก�������>�����'+� EST ���'$������- ��$������.� single contig ���'$������-���
�ก����	��ก���	� CmADH2 '�ก�<
� ��'��,�������ก�	� Le-scADH1 ����������'������ก�������
!�� ��������	��	#��� �($3+�����������$&���*��ก>�����'+�ก��������ก��'$������-��� Alba et 
al. (2005) &��!�����ก��"��+��*��$�������ก�	��	#��� (Le-scADH2) �	#'	��ก;($ก��������ก����
��������ก��"�?�����3�  

3.4.1  ก������	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 �ก����ก������������ 
ก��&����	���������� Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) )<#�����

ก���"�#'���'�(�	��	#������ก���*��4����'��� &��'	 3 ��
� �����ก ��� 1) ก���ก�����*��4������
'	���'����.�/�@ 2) ก���������$�* cDNA &��ก�$���ก�� reverse transcription 3) ก���"�#'���'�(�	
��4��������8�ก������+ก&)&"�	�'���� ("	)	���*; PCR) &����-�� cDNA ���� ����� ���'	��/	ก�� 
��� �!��	
 

3.4.1.1  ก��	ก�
������,�����ก-�	�ก.�+/��.0���1 U5 2 b<m=VJ=nP<ก L<KVOJoT=5m 
1.  9ก<LJ:7@6Jp=6Jq:ก6=HmJ68HIJrP9?กbJKUQ6bHJ64c sL8L<L1TPKq:กjS>5ก:7bJK 

Hamilton et al. (1990) L<KU57:8PQ6J58LVOJoT=5m 2L6=HmJ68HIJrP9?กbJKUQ6bHJ64c T7SU:t 5 ก7<U h=
9:7 liquid nitrogen hniPQ6J58L 6VSU extraction buffer [(1% (w/v) SDS, 6 % (w/v) 4-amino salicylic 
acid, 5% (v/v) phenol)] T7SU:V7 15 USPPSPSV7 r9Uhni6bi:ก<=Lij8 vortex mixer (vortex) =:= 30 
jS=:45 q=ก7Q4<IK9:7r9U6bi:ก<=6Tf=J8O:KL5 6VSU9:7PQP:8 phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
(25:24:1 (v/v)) pH 4.5 (Eurobio, France) T7SU:V7 15 USPPSPSV7 1PQ vortex =:= 30 jS=:45 j:K2=
=mg:1bpK 6Tf=6jP: 5 =:45 VกVQกJ=RSm=9Oj=;HR sL8ก:7Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 3,600 7J2VOJ=:45 
J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 30 =:45 LML9:71bj=PJ88i:8PKh=nPJLhnUO 6VSU 1/10 volume 
bJK 3 M sodium acetate (NaAc) pH 4.5 1PQ 1 volume bJK isopropanol r9Uhni6bi:ก<=1PQ2OU45I
J?tn{MUS -20 JKc:6dP6d589 bi:U3H= VกVQกJ=J:7@6Jp=6JsL8ก:7Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 3,600 7J2VOJ
=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 30 =:45 649:7PQP:84SmK 6VSU6J4>:=JP 70% 68p=q<L T7SU:V7 
5 USPPSPSV7 1PijTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 3,600 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 5 =:45 64
6J4>:=JP 70% 4SmK =g:VQกJ=J:7@6Jp=6JoT4g:hni1niKsL8hRi637HIJKTyz=9?||:ก:c 1PQPQP:8
VQกJ=J:7@6Jp=6JLij8=mg:กP<I=L5oJJJo=d@ (deionized water; dH2O) T7SU:V7 4 USPPSPSV7 6VSU 1 
volume bJK 2x extraction CTAB buffer (2% (w/v) CTAB, 100 mM Tris HCl pH 8, 20 mM EDTA 
pH 8, 1.4 M NaCl) 1PQ 6VSU 2 volume bJK 1x CTAB buffer (1% (w/v) CTAB, 50 mM Tris HCl 
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pH 8, 10 mM EDTA pH 8) r9UsL8ก:7กP<2nPJLoTU:62: } VกVQกJ=J:7@6Jp=6JsL8ก:7Tyz=
6nj5I8K45I3j:U67pj 3,600 7J2VOJ=:45 =:= 45 =:45 649:7PQP:84SmK PQP:8VQกJ=J:7@6Jp=6JLij8 
dH2O T7SU:V7 2 USPPSPSV7 1PQ6VSU 1 volume bJK 2x extraction CTAB buffer (2% (w/v) CTAB, 
100 mM Tris HCl pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 1.4 M NaCl) 1PQ6VSU 2 Volume bJK 1x CTAB 
buffer (1% (w/v) CTAB, 50 mM Tris HCl pH 8, 10 mM EDTA pH 8) r9UsL8ก:7กP<2nPJLoT
U:62: } VกVQกJ=J:7@6Jp=6JsL8ก:7Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 3,600 7J2VOJ=:45 =:= 30 =:45 64
9:7PQP:84SmK PQP:8VQกJ=J:7@6Jp=6JLij8 1.4 mM sodium chloride (NaCl) T7SU:V7 2 USPPSPSV7 
1Pij6VSU 2.5 volume bJK6J4>:=JP 100% 45I68p=q<L 2OU45IJ?tn{MUS  -20 JKc:6dP6d589 bi:U3H= 1PQ
Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 3,600 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 30 =:45 649:7PQP:84SmK 
6VSU6J4>:=JP 70% 68p=q<L T7SU:V7 1 USPPSPSV7 1Pij8i:8PKnPJL 1.5 USPPSPSV7 Tyz=6nj5I8K45I
3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 649:7PQP:84SmK =g:VQกJ=
J:7@6Jp=6JoT4g:hni1niKsL8hRi637HIJKTyz=9M||:ก:c 1PQPQP:8VQกJ=J:7@6Jp=6JLij8=mg: dH2O 
T7SU:V7 400 oUs37PSV7 6กp29:7PQP:8J:7@6Jp=6J45IJ?tn{MUS -80 JKc:6dP6d589 

2.  กg:q<Lก:7T=6T~�J=bJKL56Jp=6Jh=9:7PQP:8J:7@6Jp=6J sL86VSU9:7PQP:8J:7@ 
6Jp=6J 1PQ9:7กg:q<LL56Jp=6J (Boehringer Mannheim-Roche, Spain) L<K=5m  

 
RNA     400 oUs37PSV7 
RNAsin        1 oUs37PSV7 
10X DNase buffer      45 oUs37PSV7 
DNase, Rnase-free (10 U/µl)    10 oUs37PSV7 
 

2OU9:7PQP:845IJ?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 1 R<IjsUK 6VSU 1 volume bJK9:7 phenol 
chloroform (25:24 (v/v)) 1Pij vortex =:= 30 jS=:45 Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 
J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 4 =:45 8i:8 supernatant oTnPJLhnUO 6VSU 1 volume bJK9:7 
chloroform 1PQ vortex =:= 30 jS=:45 Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4  JKc: 
6dP6d589 =:= 4 =:45 8i:89:71bj=PJ8oTnPJLhnUO 6VSU 1 volume bJK9:7 6 M lithium chloride 
(LiCl2) 68p=q<L 2OU45IJ?tn{MUS -20 JKc:6dP6d589 =:= 3 R<IjsUK Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ
=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 649:71bj=PJ84SmKoT 6VSU9:7PQP:8 3M lithium 
chloride 45I68p=q<L T7SU:V7 1 USPPSPSV7 1PijTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 
JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 649:71bj=PJ84SmK =g:VQกJ=J:7@6Jp=6JoT4g:hni1niKsL8hRi637HIJKTyz=
9?||:ก:c 1PQPQP:8VQกJ=J:7@6Jp=6JLij89:7PQP:8 2% potassium acetate (KAc) T7SU:V7 400 
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oUs37PSV7 1PQ6VSU6J4>:=JP 100% T7SU:V7 1 USPPSPSV7 1Pij vortex =:= 10 jS=:45 2OU45IJ?tn{MUS 
-20 JKc:6dP6d589 =:=bi:U3H= Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc: 6dP6d589 
=:= 30 =:45 649:7PQP:84SmK Pi:KVQกJ=J:7@6Jp=6JLij86J4>:=JP 70% T7SU:V7 1 USPPSPSV7 1Pij
Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 5 =:45 649:7PQP:84SmK 
PQP:8VQกJ=J:7@6Jp=6JLij8=mg: dH2O T7SU:V7 50 oUs37PSV7 2OU2==mg:1bpK=:= 30 =:45 =g:oTj<L
T7SU:tJ:7@6Jp=6JLij8637HIJKj<L3O:ก:7LMLกPH=19K 45I3O:ก:7LMLกPH=19K 260 =:s= 6UV7 (A260) 1PQ
45I3O:ก:7LMLกPH=19K 280 =:s=6UV7 (A280) sL84<IjoT A260/280 ratio T7QU:t 1.8-2.0 19LKNeKJ:7@
6Jp=6J45IU53j:U27S9?4>S�9MK  
3g:=jtT7SU:tJ:7@6Jp=6Jq:ก3O: A 260 L<K=5m 
 

T7SU:t RNA 7jU (µg/ml)   =   (A 260 x dilution factor x 40) 
3O: A260   =   1 U53O:64O:ก<2 RNA 9:86L5I8j 40 µg/ml (Sambrook et al., 1989) 
 
3.4.1.2  ก��	�+�2���3� cDNA 
hRi mRNA 6Tf=1UO122h=ก:79<K637:Qn@ cDNA 9:86L5I8j 1PQq:ก cDNA 9:8

6L5I8j45IoLiqeK9<K637:Qn@6Tf=9:83MO sL8hRi oligo-dT primer 1PQ Omni script reverse transcription kit 
(Qiagen, Valencia, USA) sL8U5jS>5ก:7 L<K=5m =g:J:7@6Jp=6J45IU53j:U6biUbi= 50 =:-s=ก7<U NeK 2 
oUs37ก7<U oT2OU45IJ?tn{MUS 65 JKc:6dP6d589 =:= 5 =:45 1PijV<mKnPJLJ:7@6Jp=6J2==mg:1bpK LML
J:7@6Jp=6Jh9Oh=9:7PQP:89g:n7<29<K637:Qn@ cDNA (1x buffer reverse transcription, 0.5 mM 
dNTP,1 µM Oligo-dT primer, 4 unit Omniscript reverse transcriptase 1PQ 10 unit RNase 
inhibitor) r9UJ:7@6Jp=6Jก<29:7PQP:89g:n7<29<K637:Qn@ cDNA hni6bi:ก<=sL8hRiT�6TV1U= (pipett 
man) 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 60 =:45 6กp2L56Jp=6J45I9<K637:Qn@oLi45IJ?tn{MUS -20 JKc: 
6dP6d589 

3.4.1.3  ก���.!"�/�!��0	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 ���ก��%�$��)

�$���-ก%(�����	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 �กก���.!"�/�!��0�
��&��� 
6;SIUT7SU:tL56Jp=6JbJK85= Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 Lij8jS>5;5d5J:7@ sL8hRi

o;76UJ7@45Iqg:6;:QVOJ6j36VJ7@ pYES 2.1/V5-His-TOPO 6;HIJ4L9J2ก:719LKJJกbJK85=h=6dPP@
859V@ 1PQo;76UJ7@45Iqg:6;:QVOJ6j36VJ7@ pET 15b 6;HIJ4L9J2ก:719LKJJกbJK85=h=6dPP@
123456758 (V:7:K45I 3) 1PQhRi Taq DNA polymerase 45IU53j:U1UO=8g:h=ก:74g:T�SกS7S8:9MK 3HJ Isis 
DNA polymerase (QBiogene, California, USA) 6;HIJnP5ก6P5I8K3j:UrSL;P:Lh=ก:7q<2bJK629
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h=ROjKก:79<K637:Qn@L56Jp=6J b<m=VJ=ก:76;SIUT7SU:thRi reaction mixture 50 µl/reaction T7QกJ2 
Lij8L56Jp=6J 50 ng,  1x Isis  incubation  buffer,  2 mM  MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.4 µM primer 1PQ 1 unit  
Isis DNA Polymerase sL8hRi9{:jQh=ก:76;SIUT7SU:tL56Jp=6J L<K=5m  

 
94 °)  ��� 5 ���	  1 ��� 
94 °) ��� 30 �����	  
52 °) ��� 30 �����	    39 ��� 
72 °) ��� 1.30 ���	  
72 °) ��� 7 ���	  1 ���  
 

nP<Kq:ก6;SIUT7SU:tL56Jp=6J1Pij hni6VSU 5 mM dATP T7SU:V7 1 oUs37PSV7 1PQ 
1 unit bJK Taq DNA polymerase (normal Taq, GBF lab, Toulouse, France) 2OU45IJ?tn{MUS 72 JKc:
6dP6d589 =:= 10 =:45 V7jq9J2b=:LbJK4OJ=L56Jp=6J45IViJKก:7sL8ก:718กLij8jS>5JS6Pp3 sV7
s�67dS9 h= 1% (w/v) JQก:s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 
V7jq9J21N2bJK4OJ=L56Jp=6J sL8ก:78iJU6qPLij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij8
19KJ<PV7:ojsJ6PpV {:8hVi637HIJK UV transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6J
U:V7�:= (DNA marker) b=:L 1 kb 1PQ 100 bp (Promega, Madison, USA) 6UHIJoLib=:LbJK4OJ=
L56Jp=6J45INMกViJK1Pij 4g:ก:7V<L1N2L56Jp=6J 1PQ9ก<L4OJ=L56Jp=6JJJกq:ก6qPJQก:s79 sL8hRi 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia, USA) deIKU5jS>5ก:7L<K=5m V<L1N2L56Jp=6J45IViJKก:7
JJกq:ก6qPJQก:s79 R<IK=mg:n=<กbJK6qP45IV<LU: 6VSU 3 volumes bJK QG buffer VOJ 1 volume bJK
6=HmJ6qP 2OU45IJ?tn{MUS 50 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 vortex 4?ก 2-3 =:45 6VSU 1 Volume bJK 
isopropanol r9Uhni6bi:ก<= LML9:7PQP:8h9Oh= QIAquick column tube =g:oTTyz=6nj5I8K=:= 1 =:45 
649:7PQP:84SmK 6VSU QG buffer T7SU:V7 0.5 USPPSPSV7 1PQ=g:oTTyz=6nj5I8K=:= 1 =:45 64
9:7PQP:84SmK 6VSU PE buffer T7SU:V7 0.75 USPPSPSV7 1PQ=g:oTTyz=6nj5I8K=:= 1 =:45 649:7PQP:8
4SmK 1PQTyz=18กJ5ก37<mK=:= 1 =:45 649:7PQP:84SmK h9O QIAquick column h=nPJL 1.5 USPPSPSV7 
6VSU dH2O T7SU:V7 80 oUs37PSV7 6;HIJPQP:8L56Jp=6Jq:ก QIAquick column 6กp2L56Jp=6J45IJ?tn{MUS 
-20 JKc:6dP6d589 

3.4.1.4 ก���#�"��%���$��%��  pGEM-T ก,)�
��&������	
� Le-scADH1 ��� Le-

scADH2 '	��/	����	
 
   1.  =g:L56Jp=6JbJK85=  Le-scADH1 1PQ  Le-scADH2 45IoLiq:กbiJ 3.4.1.2 U:6RHIJU  
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VOJก<26j36VJ7@ pGEM-T (Promega, Madison, USA) ({:31r=jก45I 1b) sL86V758U9:71VOPQR=SL
j:Koji2==mg:1bpK sL86�;:Q9:7 2X Rapid Ligation Buffer ViJK4g:ก:7 vortex กOJ=hRi4?ก37<mK 1PQ
6VSU9:7PQP:8VO:K } L<K=5m 

 
�	��4���     2 !'&���� �  
2X Rapid Ligation Buffer  5 !'&���� � 
pGEM-T vector (50 ng)   1 !'&���� � 
T4 DNA Ligase  (3 U/µl)   1 !'&���� � 
dH2O     1 !'&���� � 
 
r9U9:7PQP:8 1PQL56Jp=6Jhni6bi:ก<=sL8hRiT�6TV1U= j=oTU:J8O:K62: } 2OU45I

J?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 1 R<IjsUK 1Pij8i:89:7PQP:8U:2OUVOJ45IJ?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 
=:= 24 R<IjsUK 

2. =g:;P:9USL9:8r9U (6j36VJ7@ pGEM-T ก<2L56Jp=6JbJK85= Le-scADH1 1PQ 
Le-scADH2) 8i:86bi: (clone) 9MO6dPP@bJK123456758 Escherichia coli 9:8;<=>?@ DH5-α (GBF lab, 
Toulouse, France) sL8U5jS>5 L<K=5m h9O;P:9USL9:8r9U T7SU:V7 2 oUs37PSV7 h=nPJL45IU56dPP@
bJK123456758 E. coli 9:8;<=>?@ DH5-α T7SU:V7 100 oUs37PSV7 2OU2==mg:1bpK =:= 30 =:45 
nP<Kq:ก=<m=4g:ก:7 heat shock 45IJ?tn{MUS 42 JKc:6dP6d589 =:= 1.30 =:45 1PijV<mK2==mg:1bpK4<=45 
6VSUJ:n:76nPj (LB medium) T7SU:V7 1 USPPSPSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 
250 7J2VOJ=:45 =:= 1 R<IjsUK LML6dPP@bJK123456758 T7SU:V7 100 oUs37PSV7 j:K1PQ6กP5I8hni4<Ij
2=J:n:71bpK LB/Carb/IPTG/X-gal (LB agar medium, 50 mg/l carbenicillin 6กP5I8Lij8 100 mM 
IPTG T7SU:V7 100 oUs37PSV7 1PQ 50 mg/ml X-gal T7SU:V7 20 oUs37PSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 
JKc:6dP6d589 =:= 30 =:45 กOJ==g:U:hRi) q:ก=<m==g:J:n:71bpK3<L6PHJก45IU56dPP@bJK123456758U:
2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 24 R<IjsUK 9<K6กVs3sP=512345675895b:j 1PQ95��:45I6กSLbem=2=
J:n:71bpK3<L6PHJก 3<L6PHJกs3sP=56L5I8j95b:jbJK123456758U:6P5m8Kh=J:n:76nPj LB/Carb (LB 
medium, 50 mg/l carbenicillin) 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 
=:= 24 R<IjsUK 6;HIJ6;SIUT7SU:t6dPP@bJK123456758 

3.  =g:6dPP@bJK123456758U:9ก<L;P:9USL9:8r9U sL8hRi Wizard Plus SV Mini-
preps DNA Purification Kit (Invitrogen, Paisely, UK) U5jS>5ก:7L<K=5m =g:J:n:745IU56dPP@123456758U:
h9Oh=nPJL 1.5 USPPSPSV7 1PijTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 
649:71bj=PJ84SmK 1Pij4g:dmg:J5ก7J2 PQP:8VQกJ=6dPP@bJK123456758Lij8 cell resuspension 
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solution T7SU:V7 250 oUs37PSV7sL8ก:7 vortex hniVQกJ=bJK123456758PQP:86Tf=6=HmJ6L58jก<2 
cell resuspension solution 1PQ6VSU cell lysis solution T7SU:V7 250 oUs37PSV7 r9Uhni6bi:ก<=sL8
ก:7กP<2nPJLoTU:62: } 6VSU alkaline protease solution T7SU:V7 5 oUs37PSV7 r9Uhni6bi:ก<=sL8
ก:7กP<2nPJLoTU:62: } 2OU45IJ?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 5 =:45 6VSU neutralization solution 
T7SU:V7 350 oUs37PSV7 1Pijr9UsL8ก:7กP<2nPJLoTU:62: } =g:oTTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 
7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 =g:9:7PQP:89Oj=h9Li:=2=h9Oh=nPJL45IU5 
spin column =g:oTTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 1 =:45 
649:7PQP:84SmK 6VSU wash solution T7SU:V7 750 oUs37PSV7 Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ
=:45 J?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 1 =:45 649:7PQP:84SmK 1PQ6VSU wash solution T7SU:V7 250 
oUs37PSV7 Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 1 =:45 64
9:7PQP:84SmK 8i:8 spin column oTojih=nPJLhnUO 6VSU dH2O T7SU:V7 80 oUs37PSV7 Tyz=6nj5I8K45I
3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 1 =:45 =g: spin column 4SmKoT 6กp2 
;P:9USL9:8r9Uoji45IJ?tn{MUS �20 JKc:6dP6d589  
  4.  4L9J23j:UNMกViJKbJK;P:9USL9:8r9U sL8ก:7V<L;P:9USL9:8r9ULij8
6J=odU@V<Lqg:6;:Q L<K=5m ;P:9USL9:8r9UbJK85= Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 hRi6J=odU@V<L
qg:6;:Q EcoRI sL8hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q 1 unit, plasmid DNA 200 ng, 1x buffer 1PQ6VSU dH2O q=
372 10 oUs37PSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 2 R<IjsUK V7jq9J2RSm=9Oj=L56Jp=6J45Ih9O
6bi:oTh=;P:9USLsL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9 h= 1% (w/v) JQก:s796qP, 0.5x TAE buffer 
45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J21N2bJK4OJ=L56Jp=6JsL8ก:78iJU6qPLij8958iJU6J
4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV transluminator 6T758264582
b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb 1PQ=g:;P:9USL9:8r9U45IU5b=:LL56Jp=6J
NMกViJK oTV7jq9J23j:UNMกViJKbJKPg:L<2629sL8hRi637HIJKjS637:Qn@n:Pg:L<26292=L56Jp=6J hRi
o;76UJ7@ M13 forward 1PQ M13 reverse 1PQ=g:Pg:L<2629bJKL56Jp=6J45IoLiU:4g:ก:7jS637:Qn@biJUMP
bJKPg:L<2629L56Jp=6JsL8hRi637HIJKjS637:Qn@J<Vs=U<VS nP<Kq:กoLiPg:L<2629=g:oT6T758264582ก<2
�:=biJUMPbJK GenBank (http://www.ncbi.hlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) bJKUQ6bHJ64c 
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%�����
" 3  !"��'��*�	#�����ก���������$�*�	� Le-scADH1 ��$ Le-scADH2 �"�#������ก��
������ก���)��*�	� * ��$����	��	� 

 
3.4.2 ก�����		
������ก��ก��������ก���	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 ������ 

 �!"��
#
$!%������&ก '�(�ก� 	
�%  ����)��
��
	 

3.4.2.1 ก�����		
������ก��ก��������ก���	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH 

������ 	
�%  (Saccharomyces cerevisiae) 
6j36VJ7@ pYES 2.1/V5-His-TOPO oLi7<2ก:7JJก1226;HIJR<ก=g:ก:719LKJJกbJK

sT7V5=h=6dPP@859V@ (S. cerevisiae) sL8U585= URA3 6Tf=85=3j23?Uก:7J8MO7JLbJK6dPP@859V@ ก:7
3<L6PHJก6dPP@859V@45IU5;P:9USL9:8r9U J:c<8nP<กก:7bJK uracil prototrophy nU:8NeK ก:745I6dPP@
859V@45I6Tf=rMi7<26Tf= auxotroph oUOU585= URA3 45I6ก5I8jbiJKก<2ก:79<K637:Qn@6298M7:dSP (uracil) L<K=<m=
6dPP@859V@R=SL=5mqeKoUO9:U:7N6q7S|2=J:n:73<L6PHJกoLi 1VO6UHIJ6dPP@859V@oLi7<2;P:9USL9:8r9U
deIKU585= URA3 J8MO กpqQ9:U:7N6q7S|2=J:n:73<L6PHJกoLi 

6j36VJ7@ pYES2.1/V5-His-TOPO ({:;45I 15; {:3r=jก45I 3b) T7QกJ2Lij89Oj=
9g:3<|VOJก:719LKJJกbJKsT7V5=h=6dPP@859V@ L<K=5m (1) 2µ origin of replication 9g:n7<2rPSV 
;P:9USLhniU5qg:=j=U:ก (high copy plasmid) 1PQ7<ก�:9{:;bJK6dPP@hni6dPP@859V@J8MOoLi (2) 85= 

              Primer sequence (5' - 3') 
DE��/������FGH�E��/��/��F���	I� (pYES vector)  

Le- scADH1  

ADH1 up ATGGAAAATCCTGGAAAGAAGG 
ADH1 low CATATATGAGCGCATTCGGGG 

Le-scADH2  
ADH2 up ATGGCCACCCCTTCTCTTCA 
ADH2 low AATAAGAATCTGCATAATTTGAATGG 

DE��/������FGH�E��/��/��F���2������ (pET vector) 
Le- scADH1  
ADH1-Nup AGGCATATGGAAAATCCTGGAAAGAAGG 
ADH1-Xlow ATGAAGCTTCATATATGAGCGCATTCGCGG 

Le-scADH2  
ADH2-Nup ACGCATATGGCCACCCCTTCTCTTCA 
ADH2-Xlow AGTCTCGAGAATAAGAATCTGCATAACTTGATTGG 
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URA3 6Tf=85=3<L6PHJก 9g:n7<2hRi3<L6PHJก6dPP@859V@45IU5;P:9USL Lij8ก:719LKP<ก�tQ4:Kq5s=o4T�
bJK85= URA3 3HJ U5ก:79<K637:Qn@6298M7:dSPoLi6JK (3) C-terminal V5 eptitope and polyhistidine 
tag 9g:n7<2ก:7V7jq9J21N2sT7V5=45I9=hq 1PQก:74g:hnisT7V5=27S9?4>S�sL8hRi metal-chelating 
resin (4) Ampicillin resistance gene 6Tf=637HIJKnU:83<L6PHJกh=6dPP@bJK123456758 (5) Yeast GALI 
promoter 9g:n7<23j23?Uhni6กSLก:719LKJJกbJKsT7V5=h=6dPP@859V@hni9MKbem= 6UHIJhRi9:7PQP:8
ก:1P3sV96Tf=1nPOK3:7@2J= 1PQn8?Lก:719LKJJก6UHIJhRi9:7PQP:8กPMs39 (West et al., 1984, 
Giniger et al., 1985) 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1�.�
" 15  �3��	#������� ��* pYES2.1/V5-His-TOPO (Invitrogen, Paisely, UK) 
 

 ก��,���	���$-<ก;�ก��������ก����	� Le-scADH1 ��$ Le-scADH2 ���)��*
�	� * '	��
� �������7 5 ��
� �� !���ก 

1. ก�����#�' ��	��4���ก������ ��*��$�"�#'���'�("���'�� 
����	��4����	#�ก��!����ก��� 3.4.1.2 ���#�' �ก������ ��* pYES2.1/V5-His-TOPO 

(Invitrogen, Paisely, UK) )<#��������� ��*�	#����.'ก��������ก���&�� 	����)��*�	� * &��'	
�����$ก�� (Invitrogen, Paisely, UK) ����	
  

 
�	��4���     3 !'&���� � 
pYES2.1/V5-His-TOPO vector   1 !'&���� � 
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salt solution    1 !'&���� � 
   
  �'�	#�.(�6+'� 25 ��-��)��)	�� ��� 1 ��#�&'� ������ก��
����"���'�����3�'
,�������+�)��*�������	��	� E. coli ���"��/.* TOP10F (Invitrogen, Paisely, UK) ����	
 �� "���'��
���3�' ���'� � 2 !'&���� � �������	#'	�)��*�������	��	� E. coli ���"��/.* TOP10-F 
(Invitrogen, Paisely, UK) ���'� � 50 !'&���� � �'���
����4� ��� 20 ���	 �������ก�� heat 
shock �	#�.(�6+'� 42 ��-��)��)	�� ��� 30 �����	 �����1ก���
����4�����	 � �'��������� S.O.C 
(S.O.C medium, Invitrogen, Paisely, UK) ���'� � 250 !'&���� � �'�	#�.(�6+'� 37 ��-� 
�)��)	�� �����	#���'��4� 250 ��� ����	 ��� 1 ��#�&'� �+��)��*�������	��	� ���'� � 100 
!'&���� � �����$�ก�	#��)��*�������	��	������#����������4� LB/Carb �'�	#�.(�6+'� 37 ��-� 
�)��)	�� ��� 24 ��#�&'� ����ก &�&��	�	����	#�ก���<
����������4��������ก ���&�&��	��	#���	���
�������	��	�'���	
������������� LB/Carb �'�	#�.(�6+'� 37 ��-��)��)	�� �����	#���'��4� 250 
��� ����	 ��� 24 ��#�&'� ��������)��*�������	��	�'��ก��"���'�����3�' &����� Wizard 
Plus SV Minipreps DNA Purification Kit (Invitrogen, Paisely, UK) ��������',+ก ������ 
"���'�����3�' &��ก�� ���������!)'* ������"�$ &��"���'�����3�'��� Le-scADH1 ���
���!)'* ������"�$ XbaI ��$ EcoRI ��$ "���'�����3�'��� Le-scADH2 ������!)'* ������"�$ 
HindIII ��$ XbaI ��$��������	��ก�������� 3.4.1.4 ��$���"���'�����3�'�	# ���������!)'* ��
����"�$�	#'	��������	��4���,+ก ��� !���������',+ก ���&��ก�������������&���������#��
������$�*��������������	��4��� ���!"��'��* GAL I 1PQ V5 1PQ=g:Pg:L<262945IoLiU:4g:ก:7
jS637:Qn@biJUMPbJKPg:L<2   L56Jp=6JsL8hRi637HIJKjS637:Qn@�� &�'� � )<#�&���ก�'�	
������	����	��
���'+���$�����������������'$������-�	#-<ก;� ������ก!��������������!����	����	��ก��
>�����'+���� GenBank (http://www.ncbi.hlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) bJKUQ6bHJ64c 

2.  ก��,��"���'�������+�)��*�	� * 
�	� * (S. cerevisiae) ���"��/.* INVSc1 (Invitrogen, Paisely, UK) '	��ก;($��� 

auxotrophic for uracil ��� �)��*�	� *�	#!''	�	� URA3 �	#�ก	#������ก��ก���������$�*����+��)�� �����
�
�)��*�	� *�����	
 )<#�!'��'��,����7��������������ก�	#!''	����+��)�� (SC-U medium) !��  

ก��,��"���'�������+�)��*�	� * �����/	ก����� UMR990-GBF INRA/INP-ENSAT 
(GBF lab, Toulouse, France) &��'	���กก�����'�#�����)��*�	� *'���������$����ก������/	�' (Li) 
��$��� polyethylene glycol (PEG) ���/	�'!������$��� PEG �$������3����)��*'	�6�"�	#
��'��,��������ก6����ก����!�!�� '	����$��	�� ����	
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ก:76V758U6dPP@859V@ sL8ก:76P5m8K yeast culture (wild type) h=J:n:76nPj YPD/ 
Glucose (YPD medium h9O9:7PQP:8กPMs393j:U6biUbi= 2 6TJ7@6dp=V@ 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ
=:45 J?tn{MUS 30 JKc:6dP6d589 =:= 24 R<IjsUK j<L3O:ก:7LMLกPH=19K45I 600 =:s=6UV7 (OD600) 4g:
ก:76qHJq:K yeast culture hniU53O: OD600 64O:ก<2 2 4g:ก:7Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 3,000 7J2VOJ=:45 
J?tn{MUS 20 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 649:71bj=PJ84SmK PQP:8VQกJ=bJK6dPP@859V@Lij8 
0.1M Lithium acetate (LiAc) T7SU:V7 1 USPPSPSV7 1Pij8i:89:7PQP:8oTojih=nPJL 1.5 USPPSPSV7 
Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 20 JKc:6dP6d589 =:= 15 jS=:45 649:7PQP:84SmK 
PQP:8VQกJ=Lij8 0.1 M LiAc T7SU:V7 500 oUs37PSV7 1PijLML9:7PQP:8T7SU:V7 50 oUs37PSV7 
oTojih=nPJLhnUO Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 20 JKc:6dP6d589 =:= 15 
jS=:45 649:7PQP:84SmK qQoLiVQกJ=bJK6dPP@859V@45I;7iJU7<2ก:7NO:8;P:9USL 

ก��,��"���'�������+�)��*�	� * &��ก��� �'�����$ก�� �� B ���������	#'	 $ก��
����)��*�	� * ����	
 

 
  50% PEG (m/v)     240 !'&���� � 
  1 M LiAc       36 !'&���� � 
  Denatrued salmon sperm-DNA (2 mg/ml)    50 !'&���� � 
  Plasmid          5 !'&���� � 
  dH2O        29 !'&���� � 
 

PQP:8VQกJ=bJK6dPP@859V@ก<29:7PQP:8VO:K } hni6bi:ก<=sL8hRiT�6TV1U=j=62: } 
1Pij vortex =:= 1 =:45 2OU45IJ?tn{MUS 30 JKc:6dP6d589 3j:U67pj 120 7J2VOJ=:45 =:= 30 =:45 
2OUVOJ45I 42 JKc:6dP6d589 =:= 30 =:45 q:ก=<m=Tyก2==mg:1bpK =:= 10 =:45 Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 
6,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 20 JKc:6dP6d589 =:= 15 jS=:45 649:7PQP:84SmK 1PQPQP:8VQกJ=
bJK6dPP@859V@Lij8 dH2O T7SU:V7 1 USPPSPSV7 6กP5I82=J:n:71bpK SC-U/Glucose/amino acid (SC-U 
agar medium, 2% glucose, 10x amino acid) 2OU45IJ?tn{MUS 30 JKc:-6dP6d589 =:= 48 R<IjsUK 
9<K6กVs3sP=595b:jbJK859V@45I6กSLbem=  

ก:7V7jq9J2s3sP=5bJK859V@ sL8ก:76PHJกs3sP=56L5I8j95b:jbJK6dPP@859V@ U:4g:ก:7 
streak 2=J:n:71bpK3<L6PHJก SC-U/Glucose/amino acid  6;HIJ18ก6Tf=s3sP=56L5I8j } 2OU45IJ?tn{MUS 
30 JKc:6dP6d589 =:= 48 R<IjsUK 1Pij6PHJกs3sP=5bJK859V@U:4L9J2sL8ก:76;SIUT7SU:tL56Jp=6J 
Lij8jS>5;5d5J:7@sL8hRio;76UJ7@45Iqg:6;:QVOJ6j36VJ7@ pYES2.1/V5-His-TOPO 1PQL56Jp=6JbJK85= 
Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 L<K=5m o;76UJ7@ Gal I, V5, ADH1low, ADH2low ({:3r=jก45I 5b) 
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V7jq9J2b=:LbJKRSm=9Oj=L56Jp=6J sL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v) JQก:s79
6qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J21N2bJK4OJ=L56Jp=6JsL8
ก:78iJULij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@ 1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV 
transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:= b=:L 1 kb 6UHIJoLis3sP=5
bJK859V@45IU5;P:9USL9:8r9U1Pij =g:oT4L9J2ก:719LKJJกbJK85=h=6dPP@859V@VOJoT 

3.  ก:7R<ก=g:ก:719LKJJกbJK85=h=6dPP@859V@ 
=g:s3sP=5859V@45IU5;P:9USL9:8r9U oT6P5m8Kh=J:n:76nPj SC-U 6;HIJ6;SIUT7SU:tbJK

6dPP@859V@ 2OU45IJ?tn{MUS 30 JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 =:= 24 R<IjsUK q:ก=<m=
4g:ก:7Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 30 JKc:6dP6d589 =:= 15 =:45 6;HIJ
VกVQกJ=6dPP@859V@ 1PQPQP:8VQกJ=Lij8J:n:76nPj SC-U 6qHJq:K yeast culture q=j<L3O:ก:7
LMLกPH=19K (OD600) oLi64O:ก<2 0.2 กOJ=4g:ก:7ก7QV?i=hni6กSLก:7R<ก=g:ก:719LKJJกbJK85= Lij8
ก:76VSU9:7PQP:8ก:1P3sV93j:U6biUbi= 2 6TJ7@6dp=V@ sL8j<L3O:45I OD600 1PQ6กp26dPP@กOJ=6VSUก:
1P3sV9 1PQnP<K6VSUก:1P3sV9 45I7Q8Q6jP: 0, 12, 24 1PQ 48 R<IjsUK 2OU45IJ?tn{MUS 30 JKc:
6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 nP<Kq:ก=<m=Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 4,000 7J2VOJ=:45 
J?tn{MUS 20 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 649:7PQP:84SmK PQP:8VQกJ=bJK6dPP@859V@Lij8=mg: dH2O 
T7SU:V7 3 USPPSPSV7 Tyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 4,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 20 JKc:6dP6d589 =:= 10 
=:45 649:7PQP:84SmK PQP:8VQกJ=bJK6dPP@859V@Lij82<�6�J7@ (50 mM sodium phosphate, 10% 
glycerol, 2 mM β-mercaptoethanol) 6;HIJ7<ก�:9{:;bJK6J=odU@oji 4g:ก:7 vortex 1PQ1RO1bpK
VQกJ=859V@Lij8 liquid nitrogen 1Pij4g:ก:72LVQกJ=bJK6dPP@859V@Lij8PMก6nPpก (637HIJK2L122hRi
PMก6nPpก) sL8hRi liquid nitrogen hniPQ6J58L 1PQ6กp2V<jJ8O:Koji45IJ?tn{MUS -80 JKc:6dP6d589 6;HIJ7J
=g:oT9ก<LsT7V5=VOJoT 

4. ก���ก��&�� 	���$�����'���'������&�� 	� 
4.1  9ก<LsT7V5= sL8ก:7=g:VQกJ=bJK6dPP@859V@j:K2==mg:1bpK 1Pij7Jq=VQกJ=

bJK6dPP@859V@PQP:8 =g:VQกJ=oTTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 18,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc: 
6dP6d589 =:= 20 =:45 18กVQกJ=4SmKoT 1PQ6กp29:71bj=PJ8oji h=7QnjO:K7Jก:7Tyz=18ก
VQกJ=bJK6dPP@859V@ 4g:ก:76V758U9:7PQP:8 resin deIKก:74g:sT7V5=hni27S9?4>S�=5mqQhRi BD-cobalt 
affinity resin (BD Talon metal affinity resin, Clonetech, Chalfont, UK) 6;HIJL<กq<2sT7V5=45I9=hq 
sL8h9O9:7PQP:8 resin T7SU:V7 300 oUs37PSV7 h=nPJL 1.5 USPPSPSV7 6VSU buffer (50 mM 
sodium phosphate pH 7.5, 10% glycerol, 2 mM β-mercaptoethanol) T7SU:V7 35 oUs37PSV7 h9Oh=
nPJL45IU59:7PQP:8 resin 1Pij vortex hni6bi:ก<= 1PQTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 45I
J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 30 jS=:45 649:7PQP:84SmK 4g:dmg:1226LSU 2 37<mK 1Pij6VSU9:7
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1bj=PJ845IoLiq:กก:7Tyz=18กVQกJ=bJK6dPP@859V@ T7SU:V7 1 USPPSPSV7 h=nPJL9:7PQP:8 resin 
4g:ก:7 vortex 1PQj:KnPJL2==mg:1bpK (h=b<m=VJ==5mLML9:71bj=PJ8JJกU: 50 oUs37PSV7 h9Ooji
h=nPJLhnUO 1PQTyก2==mg:1bpK) 6b8O:2=637HIJK6b8O:=:= 20 =:45 45IJ?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 
=g:oTTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 45IJ?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 1 =:45 64
9:7PQP:84SmK 6VSU2<;6�J7@ T7SU:V7 1.8 USPPSPSV7 4g:ก:7 vortex 1PQj:KnPJL2=637HIJK6b8O:=:= 
10 =:45 45IJ?tn{MUS 4 JKc:-6dP6d589 =g:oTTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 13,000 7J2VOJ=:45 45IJ?tn{MUS 4 
JKc:6dP6d589 =:= 1 =:45 649:7PQP:84SmK 1Pij4g:6nUHJ=6LSUJ5กn=eIK37<mK 1VO6b8O:6;58K 5 =:45 64
9:7PQP:84SmK b<m=VJ=VOJoT6Tf=ก:7Pi:KsT7V5=45IViJKก:7JJกq:ก9:7PQP:8 resin sL8hRi Imidazol 
buffer (50 mM sodium phosphate pH 7.5, 10% glycerol, 150 mM Imidazol) 6VSU Imidazol buffer 
T7SU:V7 1.5 USPPSPSV7 PKh=nPJL45IU5VQกJ=sT7V5=1PQ9:7PQP:8 resin 4g:ก:7 vortex =:= 5 
=:45 45IJ?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 h9O9:71bj=PJ84<mKnULPKh=nPJL45IU5 column filter 4SmKoji=:= 
24 R<IjsUK 45IJ?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 qQoLi homogenate 45IU5sT7V5= =g: homogenate U:V7jqn:
3j:U6biUbi=bJKsT7V5=7jU  
 4.2  V7jqn:3j:U6biUbi=bJKsT7V5=7jU sL8jS>5bJK Bradford (1976) U5b<m=VJ= L<K=5m 
6V758U BSA standard 45I3j:U6biUbi= 0.5, 0.75, 1 1PQ1.5 mg/ml 1PQ6V758U homogenate 45I9ก<LoLi
q:ก1VOPQb<m=VJ= 6;HIJ6T758264582T7SU:tsT7V5= LML BSA standard 1PQ homogenate 1VOPQ3j:U
6biUbi=U:h9OnPJLhnUO V<jJ8O:KPQ 400 oUs37PSV7 6VSU protein assay dye reagent concentrate 
(Bio-rad Laboratories, Inc., CA) T7SU:V7 100 oUs37PSV7 r9Uhni6bi:ก<= LMLh9OnPJLj<L3O:ก:7
LMLกPH=19K T7SU:V7 200 oUs37PSV7 j<L3O:ก:7LMLกPH=19K45I 595 =:s=6UV7 Lij8637HIJK spectro 
photometer 97i:Kก7:�U:V7�:=7QnjO:K3j:U6biUbi=bJK BSA 1PQ 3O:ก:7LMLกPH=19K n:9Uก:7
3j:U9<U;<=>@6RSK69i= (linear regression) 3g:=jtn:T7SU:tsT7V5=h=1VOPQV<jJ8O:KsL814=3O:PK
h=9Uก:73j:U9<U;<=>@6RSK69i= (linear regression) 1PijqeK=g:U:3g:=jtn:3j:U6biUbi=bJKsT7V5=
sL8hRi9MV7  

 
���'���'������&�� 	� (µg/µl)  =        ���'�(&�� 	� (µg)  

      ���'� ���� homogenate (µl) 
 

5. ก�� ������&�� 	� ADH ������/	 Western analysis  
5.1 ก����ก����&�� 	�������/	 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

6V758U stacking gel T7QกJ2Lij8 5% polyacrylamide gel [9:7PQP:8 polyacrylamide (29% (w/v) 
acrylamide 1PQ 1% (w/v) N,N&-methyllene-bis-acrylamide), 0.126M Tris-HCl pH 8, 0.1% SDS, 
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0.1% ammonium persulfate 1PQ 0.05x TEMED] 1PQ6V758U separating gel T7QกJ2Lij8 12% 
polyacrylamide gel [9:7PQP:8 polyacrylamide (29% (w/v) acrylamide 1PQ 1% (w/v) N,N--
methyllene-bis-acrylamide), 0.375 M Tris-HCl pH 8, 0.1% SDS, 0.1% ammonium persulfate 1PQ 
0.05% TEMED] =g:V<jJ8O:KsT7V5=r9Uก<2 loading dye (250 mM Tris pH 6.8, 30% glycerol, 2% 
SDS, 11.2% 2-ME, 0.1% bromophenol blue) =g:oTViUh==mg:6LHJL =:= 5 =:45 =g:V<jJ8O:KsT7V5=
h9OPKoTh=nP?UbJK1rO=6qP (polyacrylamide gel) sL8hRi637HIJK Mini-protein 12 ROJK (Bio-RAD) 
1PQ18กLij8ก7Q19o���: 150 sjPV@ h= 1x Tris-glycine pH 8.3 SDS buffer =:= 1 R<IjsUK nP<Kq:ก
=<m=8iJU1N2bJKsT7V5=Lij8958iJU colloidal blue =:= 1 R<IjsUKn7HJq=ก7Q4<IK1N2bJKsT7V5=
T7:ก� 6T758264582b=:LbJK1N2sT7V5=ก<2sT7V5=U:V7�:= (Prestained Protein Marker Broad 
Rang P77085) (BioLabs, Hercules, USA ) 1PQsT7V5=bJK alcohol acyltransferase (AAT) deIKhRi
6Tf= positive control 

5.2  ก:7V7jq9J21N2sT7V5= ADH sL8hRi Western blotting 
 8i:8sT7V5=q:ก6qPoT8<K1rO= nitrocellulose membrane sL8ก:71RO1rO=6qPPKh= 

blotting buffer (25 mM Tris, 125 mM glycine, 0.25% SDS, 5% methanol) 1PQ4g:ก:78i:8sT7V5=
q:ก6qPoT8<K nitrocellulose membrane (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech) sL8hRi
637HIJK electroblotting apparatus (BioRAD) nP<Kq:ก4g:ก:78i:8sT7V5=6bi:9MO1rO= nitrocellulose 
membrane 1Pij hni=g:1rO= nitrocellulose membrane U:1ROh= 1x TBS buffer (200 mM Tris-base, 
1.37 M NaCl, 3% gelatin) 6b8O:45I3j:U67pj 110 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 27 JKc:6dP6d589 =:= 3 
R<IjsUK Pi:K1rO= nitrocellulose membrane Lij8 1x TBS buffer 2=637HIJK6b8O:45I3j:U67pj 110 7J2VOJ
=:45 J?tn{MUS 27 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 1PQ1RO nitrocellulose membrane h= blocking 
solution (1x TBS buffer, 0.1% Tween 20, 1% gelatin) 2OU7OjUก<2 1o antibody solution (Anti-V5) 
6b8O:45I3j:U67pj 110 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 27 JKc:6dP6d589 =:= 1 R<IjsUK Pi:K nitrocellulose 
membrane h= 1x TBS buffer (1x TBS buffer, 0.1% Tween 20) 6b8O:45I3j:U67pj 110 7J2VOJ=:45 
J?tn{MUS 27 JKc:6dP6d589 =:= 5 =:45 1RO nitrocellulose membrane h= blocking solution 2OU
7OjUก<2 2o antibody solution (Horseradish peroxidase; HRP) 1PQ6b8O:45I3j:U67pj 110 7J2VOJ=:45 
J?tn{MUS 27 JKc:6dP6d589 =:= 1 R<IjsUK Pi:K nitrocellulose membrane h= 1x TBS buffer 6b8O:45I
3j:U67pj 110 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 27 JKc:6dP6d589 =:= 5 =:45 3 37<mK 1PQPi:K nitrocellulose 
membrane h= 1x TBS buffer 6b8O:45I3j:U67pj 110 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 27 JKc:6dP6d589 =:= 5 
=:45 nP<Kq:ก=<m==g:1rO= nitrocellulose membrane U:reIKhni1niK 1PQ=g:oTVSL2=1r= X-ray film 
1PijT�L4<2Lij8 plastic warp 4g: autoradiograph Lij8ก:7h9O Koduk XAR-5 film 1PQT�L4<2Lij8 
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intensify screen {:8h= cassette h=niJKUHL 6กp2 cassette oji45IJ?tn{MUS -7 JKc:6dP6d589 bi:U3H= 
1Pij develop X-ray film Lij8=mg:8:Pi:K��P@U qQoLi1rO=��P@U45IU51N2sT7V5=45IViJKก:7  

6. ก�� ������ ADH activity 
 ก:7V7jqj<L7QL<2 ADH activity (T�SกS7S8: reductase 1PQ dehydrogenase) hRijS>5bJK 
Molina et al. (1987) sL812OK6Tf= 2 ก:74L9J2 (V:7:K45I 4) oLi1กO 1) ก:74L9J2 reductase 
activity (ก:745I6J=odU@ ADH 6TP5I8=9:7;jกJ<PL5o�L@hni6Tf=9:7;jก1JPกJ�JP@ sL8hRi NADH 
n7HJ NADPH 6Tf=s31�ก6VJ7@) sL8hRi9:7PQP:8T7SU:V7 1 USPPSPSV7 T7QกJ2Lij8 sT7V5=
27S9?4>S� (1�2 oUs37ก7<U) T7SU:V7 50 oUs37PSV7, 200 mM aldehyde T7SU:V7 2.5 oUs37PSV7, 50 
mM NADH/NADPH T7SU:V7 4.8 oUs37PSV7, 50 mM sodium phosphate buffer (pH 5.8) T7SU:V7 
250 oUs37PSV7 1PQ 2) ก:74L9J2 dehydrogenase activity (ก:745I6J=odU@ ADH 6TP5I8=9:7;jก
1JPกJ�JP@hni6Tf=9:7;jกJ<PL5o�L@ sL8hRi NAD n7HJ NADH 6Tf=s31�ก6VJ7@) sL8hRi9:7PQP:8
T7SU:V7 1 USPPSPSV7 T7QกJ2Lij8 sT7V5=27S9?4>S� (1�2 oUs37ก7<U) T7SU:V7 50 oUs37PSV7, 200 
mM alcohol T7SU:V7 2.5 oUs37PSV7, 5 mM NAD/NADH T7SU:V7 4.8 oUs37PSV7, 50 mM 
sodium phosphate buffer (pH 5.8) T7SU:V7 250 oUs37PSV7 V7jqj<L7QL<2d<296V74 45INMกhRioTh=
ก:74g:T�SกS7S8:VOJn=eIKn=Oj86jP: (1 =:45) sL8hRi637HIJKj<L3O:ก:7LMLกPH=19K j<L3O:45I 340 =:s=
6UV7 4?ก } 1 =:45 6Tf=6jP: 10 =:45 1Pij2<=4eกก:76;SIUbem=bJK3O:ก:7LMLกPH=19K =g:3O:45IoLiU:
97i:Kก7:�69i=6;HIJ3g:=jtn:3O: ADH activity q:ก9Uก:73j:U9<U;<=>@6RSK69i= 1PQhRijS>5bJK 
Lineweaver and Burk Kinetic 3g:=jt kinetic parameter (Km 1PQ Vmax) bJK ADH sL8ก:7hRi3j:U
6biUbi=bJK acetaldehyde/ethanol 45I1VกVO:Kก<= =g:U:97i:Kก7:�69i= ({:;{:3r=jก45I 1ก-5ก ) 
 

%�����
" 4  ���*��$ก����ก������� ADH activity 

	O��-	/ 
P�ก����� 

   	��I�Q+IH� R2�Sก�I��� ��S�S��� R�I�����	����T 
Reductase 
activity 

 

Acetaldehyde 
Caponaldehyde 
Tran-2-hexanal 
Benzaldehyde 
Butiraldehyde 

NADH 50 mM sodium 
phosphate buffer 

(pH 5.8) 

Le-scADH1, 
Le-scADH2 

Dehydrogenase 
activity 

Ethanol 
Benzyl alcohol 
Tran-2-hexanol 
Hexan-1-ol 
Isoamyl alcohol 

NAD+ Glycine-NaOH 
buffer 

(pH 9.4) 

Le-scADH1, 
Le-scADH2 
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3.4.2.2 ก��*O��������1[ก\�ก���	
+��ก.�+��� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 

 F��]�����2������ Escherichia coli 	��E����� BL21 
U5b<m=VJ=9g:3<| 5 b<m=VJ= oLi1กO 
1. ก:76RHIJUVOJL56Jp=6J Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 ก<26j36VJ7@ pET 15b 1PQ

6;SIUT7SU:t;P:9USL 
=g:;P:9USL9:8r9UbJK85= Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 (6j36VJ7@ pGEM-T 1PQ  

L56Jp=6JbJK85= Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 ) 45IoLiq:กbiJ 3.4.1.4 1PQ6j36VJ7@ pET 15b (Novagen, 
{:;{:3r=jก45I 7b) deIK6Tf=6j36VJ7@45I3j23?Uก:719LKJJกbJKsT7V5=h=6dPP@bJK123456758 E. 
coli 9:8;<=>?@ BL21 U:V<LLij86J=odU@V<Lqg:6;:Q sL86j36VJ7@ pET 15b 1PQ;P:9USLbJK85= Le-
scADH1 1PQ Le-scADH2 hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q NdeI 1PQ XhoI sL8hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q 1 unit , 
plasmid DNA 200 ng, 1x buffer 1PQ6VSU dH2O q=372 10 oUs37PSV7 2OU45I 37 JKc:6dP6d589 =:= 
3 R<IjsUK V7jq9J2b=:LbJK4OJ=L56Jp=6JsL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v)  JQก:
s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq 9J24OJ=L56Jp=6J sL8ก:7
8iJU6qPLij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV 
transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb 1PQ 100 bp 6UHIJ
oLib=:LbJK4OJ=L56Jp=6J45INMกViJK1Pij 4g:ก:7V<L1N2L56Jp=6J1PQ9ก<L4OJ=L56Jp=6J45IViJKก:7q:ก
6qPJQก:s79 1Pij=g:U:4g:hni27S9?4>S�sL8hRi QIAquick Gel Extraction Kit deIKoLiJ>S2:8jS>5ก:7oji
1Pijh=biJ 3.4.1.3 V7jq9J2b=:LbJK4OJ=L56Jp=6JbJK6j36VJ7@ pET 15b, L56Jp=6J Le-scADH1 
1PQ Le-scADH2sL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9J5ก37<mK 6UHIJoLib=:LbJK6j3 6VJ7@1PQL56Jp=6J
45INMกViJK1Pij=g:U:6RHIJUVOJ6bi:Lij8ก<= sL8U5JK3@T7QกJ2VO:K } (Promega, Madison, USA) L<K=5m 

 
dH2O     9 oUs37PSV7 
10x buffer T4 DNA ligase   2 oUs37PSV7 
Vector (pET 15b) purified   3 oUs37PSV7 
DNA purified    5 oUs37PSV7 
T4 DNA ligase (3 U/µl)   1 oUs37PSV7 
 

  2OU45IJ?tn{MUS 16 JKc:6dP6d589 =:= 24 R<IjsUK nP<Kq:ก=<m==g:;P:9USL9:8r9U 
T7SU:V7 2 oUs37PSV7 NO:86bi:9MO6dPP@bJK123456758 E. coli 9:8;<=>?@ DH5-α T7SU:V7 50 oUs37 
PSV7 2OU2==mg:1bpK =:= 30 =:45 nP<Kq:ก=<m=4g:ก:7 heat shock 45IJ?tn{MUS 42 JKc:6dP6d589 =:= 
1.30 =:45 1PijTyก2==mg:1bpK4<=45 6VSUJ:n:76nPj LB T7SU:t 1 USPPSPSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:
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6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 =:= 1 R<IjsUK LML6dPP@bJK123456758 T7SU:V7 100 
oUs37PSV7 j:K1PQ6กP5I82=J:n:71bpK LB/Carb 9<K6กVs3sP=5bJK12345675845I6กSLbem= =g:s3sP=5
6L5I8jbJK123456758U:6P5m8Kh=J:n:76nPj LB/Carb =g:oT6b8O:45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 3j:U67pj 
250 7J2VOJ=:45 =:= 24 R<IjsUK =g:6dPP@bJK123456758U:9ก<L;P:9USL9:8r9U sL8hRi Wizard 
Plus SV Minipreps DNA Purification Kit 4L9J23j:UNMกViJKbJKRSm=9Oj=L56Jp=6J45IJ8MOh=;P:9USL 
sL8ก:7V<LLij86J=odU@V<Lqg:6;:Q NdeI 1PQ XhoI sL8hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q 1 unit, plasmid DNA 
200 ng, 1x buffer 1PQ dH2O q=372 10 oUs37PSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 2 R<IjsUK 
V7jq9J2RSm=9Oj=L56Jp=6J45Ih9O6bi:oTh=;P:9USLsL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v) 
JQก:s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J21N2bJK4OJ=    L5
6Jp=6JsL8ก:78iJULij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV {:8hVi637HIJK 
UV transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb 1PQ 100 bp 
1PQ=g:;P:9USL9:8r9U45IV<LLij86J=odU@V<Lqg:6;:Q45IU5b=:LL56Jp=6JNMกViJK U:V7jq8H=8<=sL8LM
Pg:L<2629Lij8jS>5 DNA sequencer sL8hRio;76UJ7@ M13 forward 1PQ M13 reverse Lij8637HIJK
jS637:Qn@Pg:L<2L56Jp=6J 
  2. ก:7NO:8;P:9USL6bi:9MO6dPP@123456758 E. coli 9:8;<=>?@ BL21 

ก:7NO:8;P:9USL9:8r9U6bi:9MO6dPP@123456758 E. coli 9:8;<=>?@ BL21 U5jS>5ก:7
6nUHJ=ก<2ก:7NO:86bi:9MO123456758 E. coli 9:8;<=>?@ DH5-α 6UHIJoLis3sP=5bJK12345675845IU5;P:9USL
9:8r9U =g:oT6P5m8Kh=J:n:76nPj LB/Carb 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 
7J2VOJ=:45 =:= 3 R<IjsUK j<L3O: OD600 1PQ6qHJq:K bacteria cell culturehniU53O: OD600 T7QU:t 0.5-
1 qeK4g:ก:7R<ก=g:hni6กSLก:719LKJJกbJK85=Lij8ก:76VSU 0.5 mM IPTG sL8j<L3O:ก:7LMLกPH=19K45I 
600  =:s=6UV7 1PQ6กp26dPP@กOJ=6VSU IPTG 1PQnP<K6VSU IPTG 4?ก 1 R<IjsUK 6Tf=6jP: 5 R<IjsUK 
2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2 nP<Kq:ก=<m==g:6dPP@bJK123456758U:Tyz=
6nj5I8K45I3j:U67pj 4,000 7J2VOJ=:45 J?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 649:7PQP:84SmK 1RO
VQกJ=123456758h= liquid nitrogen 1PQ6กp2VQกJ=123456758oji45IJ?tn{MUS -80 JKc:6dP6d589  

3. ก:79ก<LsT7V5=1PQ6J=odU@ hRijS>5ก:76L58jก<2ก:74LPJKh=6dPP@859V@ 
4. ก:7V7j9J2 ADH activity  ก:7V7jqj<L ADH activity sL8V7jqj<Lq:ก

T�SกS7S8: reductase 1PQ dehydrogenase sL8hRijS>5ก:76L58jก<2ก:74L9J2h=6dPP@859V@ 
 
3.4.3  ก������	
������(�� constructs �.�"����		
���(���������� 

3.4.3.1  ก������	
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 
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=g: cDNA 45IoLiq:กก:74g: RT-PCR U:6;SIUT7SU:tL56Jp=6JLij8jS>5;5d5J:7@ sL8hRi
o;76UJ7@45IU5ก:7JJก122hniU5Vg:1n=OKbJK6J=odU@V<Lqg:6;:QJ8MO9Oj=n<j1PQ4i:8bJKVg:1n=OK 
anitsense 1PQ sense (V:7:K45I 5 1PQV:7:K{:3r=jก45I 1ก) 1PQhRi Isis DNA polymerase b<m=VJ=
ก:76;SIUT7SU:thRi reaction mixture 50 µl/reaction T7QกJ2Lij8 L56Jp=6J 50 ng, 1x Isis incubation 
buffer, 2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.4 µM primer 1PQ 1 unit Isis DNA polymerase sL8hRi
9{:jQh=ก:76;SIUT7SU:tL56Jp=6J L<K=5m  

 
94 °)  ��� 5 ���	  1 ��� 
94 °) ��� 30 �����	  
52 °) ��� 30 �����	    39 ��� 
72 °) ��� 1.30 ���	  
72 °) ��� 7 ���	  1 ���  
 

nP<Kq:ก6;SIUT7SU:tL56Jp=6J1PijqeK6VSU 5 mM dATP T7SU:V7 1 oUs37PSV7 1PQ 1 unit Taq DNA 
polymerase 2OU45IJ?tn{MUS 72 JKc:6dP6d589 =:= 10 =:45 V7jq9J2b=:LbJKL56Jp=6J sL8ก:718ก
Lij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v) JQก:s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ 
=:= 30 =:45 V7jq9J21N2bJK4OJ=L56Jp=6J sL8ก:78iJU6qPLij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij
9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6J
ก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb 6UHIJoLib=:LbJKL56Jp=6J45INMกViJK1Pij 4g:ก:7V<L1N2L56Jp=6J1PQ
9ก<L4OJ=L56Jp=6Jq:ก6qPJQก:s79 1Pij=g:U:4g:hni27S9?4>S�sL8hRi QIAquick Gel Extraction Kit deIK
oLiJ>S2:8jS>5ก:7oji1Pijh=biJ 3.4.1.3 
 
%�����
" 5  !"��'��* ������ antisense ��$ sense ����	� Le-scADH1 ��$ Le-scADH2 

��� I���3�O+ antisense I���3�O+ sense 

LeADH1-Nco I (up1) LeADH1-Pst I (up2) Le-scADH1 

LeADH1-Xba  I (low1) LeADH1-EcoR I (low2) 

LeADH2-Nco I (up1) LeADH2-Pst I (up2) Le-scADH2 

LeADH2-Xba I (low1) LeADH2-EcoR I (low2) 
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3.4.3.2 ก��%�$��)�$���-ก%(������
��&��� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 �
"
�.!"�/�!��0'�( �
$!2
ก���,��
3 

1.  =g:4OJ=L56Jp=6J45I9ก<LoLi6RHIJUVOJก<26j36VJ7@ pGEM-T deIKoLiJ>S2:8jS>5ก:7oji
1Pijh=biJ 3.4.1.4 

2. =g:;P:9USL9:8r9UNO:86bi:9MO6dPP@bJK123456758 E. coli 9:8;<=>?@ DH5-α deIK
oLiJ>S2:8jS>5ก:7oji1Pijh=biJ 3.4.1.4 

3. =g:6dPP@bJK123456758U:9ก<L;P:9USL9:8r9U sL8hRi Wizard Plus SV 
Minipreps DNA Purification Kit deIKoLiJ>S2:8jS>5ก:7oji1Pijh=biJ 3.4.1.4 

4.  4L9J23j:UNMกViJKbJK;P:9USL9:8r9U sL8=g:;P:9USLbJK Le-scADH1 
1PQ Le-scADH2 9Oj= antisense V<LLij86J=odU@V<Lqg:6;:Q NcoI 1PQ XbaI 1PQ ;P:9USLbJK Le-
scADH1 1PQ Le-scADH2 9Oj= sense V<LLij86J=odU@V<Lqg:6;:Q PstI 1PQ EcoRI sL8hRi6J=odU@
V<Lqg:6;:Q 1 unit, plasmid DNA 200 ng, 1x buffer 1PQ6VSU dH2O q=372 10 oUs37PSV7 2OU45I
J?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 2 R<IjsUK V7jq9J2b=:LbJK4OJ=L56Jp=6J45Ih9O6bi:oTh=;P:9USL
sL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v) JQก:s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 
100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J2b=:LbJK1N2L56Jp=6JsL8ก:78iJULij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@ 
1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2      L5
6Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb  

 3.4.3.3  ก����(�� construct  
 ก:797i:K construct hRi expression cassette deIKU5sT7sU6VJ7@ CaMV 35S 1PQ 

CaMV polyadenylation signal V<LVOJJ8MOh= pGreen029 binary vector (Hellens et al., 2000) sL8U5 
intron b=:L 300 bp (Vaneanneyt et al., 1990) 3<I=7QnjO:K CaMV 35S  promoter 1PQ CaMV 
polyadenylation signal nP<Kq:ก=<m==g:;P:9USL9Oj= antisense 1PQ sense oTj:KV:UVg:1n=OKbJK 
RNA interference (RNAi) ({:;45I 16 1PQ 17) 

 

 
 

_�E��� 16  7MT122bJK RNAi construct (GBF lab, Toulouse, France) 
 

p 35S Intron CaMV term AntiSense Sense 

ADH ADH 
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1�.�
" 17 ก�������� ����������	������� ��* pSRO2 (GBF lab, Toulouse, France)  
 
ก������� construct '	��/	ก����� �!��	
 

1. ก�����#�' ����� ��* pSRO2 ก���	��4������ antisense ��� Le-scADH1 ��$ 
Le-scADH2  

ก:74LPJK=5mhRi6j36VJ7@ pSRO2 6Tf=6j36VJ7@nP<กh=ก:797i:K construct sL8=g:
6j36VJ7@ pSRO2 1PQ;P:9USL9:8r9U9Oj= antisense bJK Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 (6j3 
6VJ7@ pGEM-T 1PQL56Jp=6J Le-scADH1 1PQ Le-scADH2 ) 45IoLiq:กbiJ 3.4.3.2 U:V<LLij86J=odU@
V<L-qg:6;:Q NdeI 1PQ XbaI sL8hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q 1 unit, plasmid DNA 200 ng, 1x buffer 1PQ 
6VSU dH2O q=372 10 oUs37PSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 2 R<IjsUK V7jq9J2b=:L
bJK1N2L56Jp=6J45Ih9O6bi:oTh=;P:9USLsL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v) JQก: 
s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J2b=:LbJK4OJ=L56Jp=6J
sL8ก:78iJULij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV 
transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb qQoLi4OJ=L56Jp=
6J1PQ4OJ=6j36VJ7@45IViJKก:7 4g:ก:7V<L1N2L56Jp=6J1PQ9ก<L4OJ=L56Jp=6Jq:ก6qPJQก:s79 sL8hRi 
QIAquick Gel Extraction Kit deIKoLiJ>S2:8jS>5ก:7oji1Pijh=biJ 3.4.1.3 =g:4OJ=6j36VJ7@1PQ L56Jp=6J
U:6RHIJUVOJก<= sL8U5JK3@T7QกJ2 (Promega, Madison, USA) L<K=5m 

 

dH2O    9 !'&���� � 

P nos Kan R Nos term p 35S 
 

Int CaMV 

term 

LB RB 

pSR02 

 E
co

 R
I
 

X
b
a
 I
 

N
co

 I
 

 Ps
t 
I
 

ADH 
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10x buffer T4 DNA ligase  2 !'&���� � 
pSRO2 vector purify  3 !'&���� � 
DNA purify   5 !'&���� � 
T4 DNA ligase (3 U/µl)  1 !'&���� � 
 

2OU45IJ?tn{MUS 16 JKc:6dP6d589 =:= 24 R<IjsUK nP<Kq:ก=<m=NO:8;P:9USL9:8r9U (6j36VJ7@ 
pSRO2 1PQL56Jp=6JbJK Le-scADH1 1PQ Le-scADH2) T7SU:V7 2 oUs37PSV7 6bi:oTh=6dPP@bJK
123456758 E. coli 9:8;<=>?@ DH5-α T7SU:V7 100 oUs37PSV7 6;HIJ6;SIUT7SU:t;P:9USL9:8r9U 2OU
2==mg:1bpK =:= 30 =:45 nP<Kq:ก=<m=4g: heat shock 45IJ?tn{MUS 42 JKc:6dP6d589 =:= 45 jS=:45 Tyก
2==mg:1bpK4<=45 =:= 2 =:45 6VSUJ:n:76nPj LB T7SU:V7 1 USPPSPSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc: 
6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 =:= 1 R<IjsUK T�6TV6dPP@bJK123456758T7SU:V7 100 
oUs37PSV7 6กP5I8hni4<Ij2=J:n:71bpK LB/Kana (LB agar medium, 100 mg/l kanamycin) 2OU45I
J?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 24 R<IjsUK 9<K6กVs3sP=595b:j1PQ95��:bJK12345675845I6กSLbem= =g:
s3sP=56L5I8j95b:jU:6P5m8Kh=J:n:76nPj LB/Kana 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 
250 7J2VOJ=:45 =:= 24 R<IjsUK 6;HIJ6;SIUT7SU:tbJK6dPP@123456758 1Pij=g:6dPP@123456758U:9ก<L;
P:9USL9:8r9U sL8jS>5 Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System 4L9J23j:UNMกViJK
bJK;P:9USL9:8r9U sL8ก:7V<LLij86J=odU@V<Lqg:6;:Q NcoI 1PQ XbaI sL8hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q 
1 unit, plasmid DNA 200 ng, 1x buffer 1PQ6VSU dH2O 372 10 oUs37PSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:
6dP6d589 =:= 2 R<IjsUK V7jq9J2b=:LbJKL56Jp=6J45Ih9O6bi:oTh=;P:9USLsL8ก:718กLij8jS>5JS6Ppก
sV7s�67dS9h= 1% (w/v) JQก:s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 
V7jq9J2b=:LbJK1N2L56Jp=6JsL8ก:78iJULij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819K 
J<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2    L56Jp=6J
U:V7�:=b=:L 1 kb ;P:9USL9:8r9U45IoLiq:กb<m=VJ==5m14=Lij89<|P<ก�t@ L<K=5m 
 

pSRO2 + Le-scADH1 (NcoI-XbaI) = pB1 
pSRO2 + Le-scADH2 (NcoI-XbaI) = pB2 
 
2. ก:76RHIJUVOJ;P:9USL pB1 1PQ pB2 ก<2L56Jp=6J9Oj= sense bJK Le-scADH1 

  1PQ Le-scADH2  
hRi;P:9USL pB1 1PQ pB2 1PQ;P:9USL9:8r9U9Oj= sense bJK Le-scADH1 

1PQ Le-scADH2 (6j36VJ7@ pGEM-T 1PQL56Jp=6J Le-scADH1 1PQ Le-scADH2) 45IoLiq:กbiJ 
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3.4.3.2 V<LLij86J=odU@V<Lqg:6;:Q PstI 1PQ EcoRI sL8hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q 1 unit, 200 ng plasmid 
DNA, 1x buffer 1PQ dH2O 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 2 R<IjsUK V7jq9J2b=:LbJK
1N2L56Jp=6J45Ih9O6bi:oTh=;P:9USL sL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v)  JQก:s79
6qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J2b=:LbJK1N2  L56Jp=6J
sL8ก:78iJULij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV 
transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:= b=:L 1 kb qQoLi4OJ=  L56Jp=
6J1PQ4OJ=6j36VJ7@V:U45IViJKก:7 4g:ก:7V<L1N2L56Jp=6J1PQ9ก<L4OJ=L56Jp=6J1PQ6j36VJ7@q:ก
6qPJQก:s79 sL8hRi QIAquick Gel Extraction Kit deIKoLiJ>S2:8jS>5ก:7oji1Pijh=biJ 3.4.1.3 =g:U:
6RHIJUVOJก<=sL8U5JK3@T7QกJ2 (Promega, Madison, USA) L<K=5m 

 
dH2O    9 !'&���� � 
10x buffer T4 DNA ligase  2 !'&���� � 
pB1, pB2 vector purified  3 !'&���� � 
DNA purified   5 !'&���� � 
T4 DNA ligase (3 U/µl)  1 !'&���� � 
 

2OU45IJ?tn{MUS 16 JKc:6dP6d589 =:= 24 R<IjsUK nP<Kq:ก=<m=NO:8;P:9USL9:8r9U pB1+ 
Le-scADH1 (Pst I-EcoR I) 1PQ pB2+ Le-scADH2 (Pst I-EcoR I)) T7SU:V7 2 oUs37PSV7 h9O6bi:oT
h=6dPP@123456758 E. coli 9:8;<=>?@ DH5-α T7SU:V7 100 oUs37PSV7 6;HIJ6;SIUT7SU:t;P:9USL9:8
r9U 2OU2==mg:1bpK =:= 30 =:45 nP<Kq:ก=<m==g:oT2OU45IJ?tn{MUS 42 JKc:6dP6d589 =:= 45 jS=:45 
1PijV<mK2==mg:1bpK =:= 2 =:45 6VSUJ:n:76nPj LB T7SU:V7 1 USPPSPSV7 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc: 
6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 =:= 1 R<IjsUK LML6dPP@123456758T7SU:V7 100 
oUs37PSV7 6กP5I8hni4<Ij2=J:n:71bpK LB/Kana 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 24 R<IjsUK 
9<K6กVs3sP=595b:j1PQ95��:bJK12345675845I6กSLbem= =g:s3sP=56L5I8j95b:jU:6P5m8Kh=J:n:76nPj 
LB/Kana 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 =:= 24 R<IjsUK 6;HIJ6;SIU
T7SU:t6dPP@bJK123456758 1Pij=g:6dPP@bJK123456758U:9ก<L;P:9USL9:8r9U sL8jS>5 Wizard Plus 
SV Minipreps DNA Purification System 4L9J23j:UNMกViJKbJK;P:9USL9:8r9U sL8ก:7V<L
Lij86J=odU@V<Lqg:6;:Q PstI 1PQ EcoRI sL8hRi6J=odU@V<Lqg:6;:Q 1 unit, plasmid DNA 200 ng, 1x 
buffer 1PQ dH2O 2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 2 R<IjsUK V7jq9J2b=:LbJKL56Jp=6J45Ih9O
6bi:oTh=;P:9USLsL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v) JQก:s796qP, 0.5x TAE 
buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J2b=:LbJK1N2L5-6Jp=6JsL8ก:78iJULij895
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8iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV transluminator 6T7582 
64582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb ;P:9USL9:8r9U45IoLiq:กb<m=VJ==5m
14=Lij89<|P<ก�t@ L<K=5m 
 

pB1 + Le-scADH1 (PstI-EcoRI)  = pB3 
pB2 + Le-scADH2 (PstI-EcoRI)  = pB4 
 

 3.4.3.4  ก��*O��G�Q�	O�� constructs �.H�	bO�]�����2������ A. tumefaciens  
 =g: construct pB3 1PQ pB4 NO:86bi:9MO6dPP@123456758 A. tumefaciens 9:8;<=>?@ LBA 

4404 sL8hRijS>5 freeze-thaw (feeze h= liquid nitrogen 1PQ thaw 45IJ?tn{MUS 42 JKc:6dP6d589) 
(Holsters et al., 1978) L<K=5m 6P5m8K6dPP@bJK123456758 A. tumefaciens 9:8;<=>?@ LBA 4404 h=J:n:7
6nPj LB/Rif/Tetra (LB medium, 50 mg/ml rifampicin, 5 mg/ml tetracycline) 2OU45IJ?tn{MUS 28   
JKc:6dP6d589 6b8O:45I3j:U67pj 250 7J2VOJ=:45 =:= 48 R<IjsUK =g:oTTyz=6nj5I8K45I3j:U67pj 6,000 
7J2VOJ=:45 45IJ?tn{MUS 4 JKc:6dP6d589 =:= 6 =:45 649:7PQP:84SmK PQP:8VQกJ=123456758Lij8
9:7PQP:8 20 mM calcium chloride (CaCl2) 45I68p=q<L T7SU:V7 200 oUs37PSV7 12OKnPJLJJก6Tf= 
2 nPJL } PQ 100 oUs37PSV7 j:K2==mg:1bpK =g: construct T7SU:V7 15 oUs37PSV7 h9OPKh=nPJL
6L58jก<2123456758 A. tumefaciens 1Pij=g:nPJL45IU54<mK construct 1PQ123456758 A. tumefaciens 1ROh= 
liquid nitrogen =:= 1 =:45 1PQ2OU45IJ?tn{MUS 37 JKc:6dP6d589 =:= 4 =:45 6VSUJ:n:76nPj LB 
T7SU:V7 1 USPPSPSV7 PKh=nPJL45IU5 construct 1PQ A. tumefaciens 2OU45IJ?tn{MUS 28 JKc: 6dP6d589 
45I3j:U67pj 100 7J2VOJ=:45 =:= 4 R<IjsUK =g:oTTyz=6nj5I8K 649:7PQP:84SmK PQP:8VQกJ=Lij8
J:n:76nPj LB =g:9:7PQP:8oT6กP5I8oji2=J:n:71bpK LB/Rif/Tetra/Kana (LB medium, 50 mg/L 
rifampicin , 5 mg/ml tetracycline, 50 mg/L kanamycin) 2OU45IJ?tn{MUS 28 JKc: 6dP6d589 =:= 48 
R<IjsUK =g:s3sP=5bJK12345675845IoLiU:V7jq9J2ก:7U5 construct sL8ก:76;SIUT7SU:tL56Jp=6JLij8jS>5  
;5d5J:7@ 1PQhRio;76UJ7@qg:6;:Q sL8s3sP=5bJK12345675845IU5 construct pB3hRio;76UJ7@qg:6;:Q 2 3MO 
3HJ 1) LeADH1-Xba low 1PQ LeADH1 Eco low 9g:n7<2V7jq9J2ก:7U54OJ=L56Jp=6JbJK 
antisense, intron 1PQ sense deIKb=:L45IoLi3j7U5b=:L64O:ก<2 400 bp + 300 bp + 400 bp 64O:ก<2 1,100 
bp 1PQ 2) LeADH1-Pst up 1PQ LeADH1 Eco low 9g:n7<2V7jq9J2jO:U54OJ=L56Jp=6JbJK sense 
(400 bp) 1PQh=s3sP=5bJK12345675845IU5 construct pB4 hRio;76UJ7@qg:6;:Q 2 3MO 3HJ 1) LeADH2-
Xba low 1PQ LeADH2 Eco low 9g:n7<2V7jq9J2jO:U54OJ= L56Jp=6JbJK antisense, intron 1PQ 
sense deIKb=:L45IoLi3j7U5b=:L64O:ก<2 400 bp + 300 bp + 400 bp 64O:ก<2 1100 bp 1PQ 2) LeADH2-
Pst up 1PQ LeADH2-Eco low 9g:n7<2V7jq9J2jO:U54OJ=L56Jp=6JbJK sense (400 bp) V7jq9J2
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b=:LbJKL56Jp=6JsL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v) JQก:s796qP, 0.5x TAE buffer 
45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J2b=:LbJK1N2L56Jp=6JsL8ก:78iJULij8958iJU6J
4>S6L58Us27oUL@ 1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK UV transluminator 6T758264582
b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb  

 
3.4.4  ก��*O������.H�	bO/��.0���1  
6UHIJoLis3sP=5bJK123456758 A. tumefaciens 45IU5 construct 1Pij =g:U:NO:86bi:9MOUQ6bHJ64c

sL8L<L1TPKq:กjS>5bJK Ling (1998) L<KVOJoT=5m 
 3.4.4.1  ก���I���/G�Q�	O��E0G 
 �Jก6UPpLUQ6bHJ64c;<=>?@ Microtom Lij89:7PQP:8 20% (v/v) Clorox, (2% (w/v) 

sodium hypochlorite) =:= 20 =:45 1PijPi:KLij8=mg:กP<I==eIK�O:6RHmJ 2 37<mK =g:6UPpLUQ6bHJ64coT6;:Q
2=J:n:71bpK MS (MS agar) (V:7:K{:31r=jก45I 2ก) n?iULij8JPMUS6=58U�J8P@ 2OU45IJ?tn{MUS 25 
JKc:6dP6d589 =:= 4 j<= nP<Kq:กj<=45I 4 hni6T�LJPMUS6=58U�J8P@JJก 1Pij2OUVOJoTJ5ก 3 j<= qQ67SIU
6np=Pg:Vi=JOJ= 1PQh26P5m8K deIKVi=กPi:J:8?T7QU:t 7-10 j<= 6Tf=ROjK45I6nU:Q9UVOJก:7NO:885=  

 3.4.4.2 ก���I���/��3���E0��FGHF�ก��*O����� 
 กOJ=j<=45IqQV<LPg:Vi=JOJ= 1PQh26P5m8K hni6V758UJ:n:71bpK MSrk กOJ= (V:7:K{:3

1r=jก45I 2ก) 1PQh9O6dPP@8:9M2 (tobacco cell suspension) oji2=n=i:J:n:7 MSrk 6กP5I86dPP@8:9M2
hni4<Ij 2OU45IJ?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 =:= 1 3H= nP<Kq:ก4g:ก:72OU1Pij hni=g:ก7QL:�ก7JK45IrO:=
ก:7=eIK�O:6RHmJ1PijU:j:K4<22=6dPP@8:9M2J5ก45 

 3.4.4.3  ก��I�
G�Q�	O��F����Q�+������IH��O�� 
 =g:Vi=กPi:UQ6bHJ64c45IU5J:8?7QnjO:K 7�10 j<= U:V<LPg:Vi=JOJ= 1PQh26P5m8K6Tf=4OJ= 

} PQT7QU:t 1 6d=VS6UV7 j:K2=ก7QL:�ก7JK45Ij:KJ8MO2=J:n:71bpK MSrk 2OU45IJ?tn{MUS 25 
JKc:6dP6d589 =:= 2 j<= 

 3.4.4.4  ก���%�
	����� ����)��
��
	 A. tumefaciens �
"�
 construct �.�"��%�
	�
���	��(��-��)��
3	�����*�%(����������������� 

 ��	
���)��*�������	��	� A. tumefaciens �	#'	 construct ����������� LB/Rif/ Kana  
���'� � 250 '������ � �'�	#�.(�6+'� 28 ��-��)��)	�� �����	#���'��4� 250 ��� ����	 ��� 48 
��#�&'� �12����	#���	#���'��4� 4,000 ��� ����	 ��� 10 ���	 �	#�.(�6+'����� ������$�����
�!� 
��$�$��� $ก������	��	�������������� MSl ( ����6���3��ก�	# 2ก) ���!������ก���+�ก���
����	# 600  ��&��' � ���'	�����ก�� 3  

3.4.4.5  ก�����		
���(��-��)��
3	�����*�%(����������������� 
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 =g:Pg:Vi=JOJ= 1PQh26P5m8K h9OPKh=J:n:76nPj MSl 45IU56dPP@bJK123456758 A. 
tumefaciens 6b8O:2= rotary shaker 45I3j:U67pj 100 7J2VOJ=:45 45IJ?tn{MUS 28 JKc:6dP6d589 =:= 
30 =:45 q:ก=<m==g:Pg:Vi=JOJ= 1PQh26P5m8K U:j:KreIKoji2=ก7QL:�ก7JK6;HIJd<29:7PQP:89Oj=6กS=
JJก 1PQ=g:กP<2U:j:K2=J:n:7 MSrk q:=6LSU 2OU=:= 2 j<= 45IJ?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589  

3.4.4.6  ก��#,ก�*�	�������ก 
 UHIJ372กg:n=L 2 j<=qeK8i:8RSm=9Oj=Pg:Vi=JOJ= 1PQh26P5m8KPK2=J:n:71bpKR<ก=g:

8JL MSt (MS agar, 2 mg/l zeatin, ticarcilline, 150 mg/l ticarcilline 1PQ 50 mg/l kanamycin) 
(V:7:K{:31r=jก45I 2ก) 4g:ก:76TP5I8=J:n:74?ก 4 9<TL:n@ 6UHIJPg:Vi=JOJ= 1PQh26P5m8K1Vก8JL qeK
V<L8JL1Pij8i:8PKh=J:n:71bpKR<ก=g:7:ก MSr (MS agar, 0.5 mg/l IAA, 150 mg/l ticarcilline 1PQ 
50 mg/l kanamycin) (V:7:K{:31r=jก45I 2ก) 6UHIJoLiVi=กPi:UQ6bHJ64c45I9U2M7t@ qeK4g:ก:73<L6PHJก
Vi=กPi:UQ6bHJ64c45IU5P<ก�tQ4:K9<t�:=jS48:V7KV:UbiJกg:n=L 1Pij8i:8Vi=กPi:UQ6bHJ64c45IrO:=
ก:73<L6PHJกPKTPMกh=j<9L?TPMก 1PQ=g:oT6P5m8Kojih=niJK6;:Q6P5m8K45IJ?tn{MUS 25 JKc:6dP6d589 
3j:URHm=  80 6TJ7@6dp=V@ 1PQ ROjK6jP:ก:7hni19K9jO:KVOJ3j:UUHL 16/8 R<IjsUK 

3.4.4.7  ก���ก&)���&� 
 6UHIJUQ6bHJ64cL<L1TPK;<=>?ก77UVSLrP 1PQrP1กO6VpU45I1PijqeK6กp26UPpL 4g:3j:U

9QJ:L1PQreIK6UPpLhni1niK 6กp2h9OdJKbiJUMP 6UHIJoLi6UPpLU:ก;J qeK12OK6UPpLUQ6bHJ64cL<L1TPK
;<=>?ก77U9Oj=n=eIKU:4L9J2h=J:n:71bpK MS/Kana (MS agar, 30 mg/l kanamycin) sL8ก:7
�Jก6UPpLUQ6bHJ64cLij89:7PQP:8 20% (v/v) Clorox, (2% (w/v) sodium hypochlorite) =:= 20 
=:45 1PijPi:KLij8=mg:กP<I==eIK�O:6RHmJ 2 37<mK =g:6UPpLoT6;:Q2=J:n:71bpK MS/Kana 2OU45IJ?tn{MUS 25 
JKc:6dP6d589 7Jq=ก7Q4<IK6UPpLUQ6bHJ64cKJก6Tf=Vi=กPi: qeK=g:U:V7jq9J2P<ก�tQ4:K9<t�:=
jS48: 1Pij8i:8Vi=กPi:UQ6bHJ64cL<L1TPK;<=>?ก77U45IU5P<ก�tQ4:K9<t�:=jS48:372V:U45Iกg:n=L
PKTPMกh=j<9L?TPMก 1PQTPOJ8hniVi=UQ6bHJ64cL<L1TPK;<=>?ก77Ur9UV<j6JK 4g:ก:76กp26UPpL 1PQ
=g:6UPpLU:TPMก4L9J26;HIJ4g:ก:73<L6PHJกh=7?O=VOJoT  

3.4.4.8  ก��/����!��,ก�0����%(�����������,��/��.,�2�ก��� 
 ก:7T7Q6US=P<ก�tQ4:K9<t�:=jS48: 4g:ก:73<L6PHJก6UHIJ6UPpL6q7S|6VS2sV6Tf=Vi=

กPi: sL8Vi=กPi:UQ6bHJ64cL<L1TPK;<=>?ก77U45IL5qQU5P<ก�tQ 3 T7Qก:7 L<K=5m 1) U57:กnP<ก1PQ7:ก
1b=KU:ก 2) U5Pg:Vi=JOJ=956b58j 3) U58JLnP<ก45I;7iJUqQ;<�=: (Ji:KJSKq:ก GBF Lab, Toulouse, 
France) sL8qQ4g:ก:7T7Q6US=Vi=กPi:4?ก37<mKกOJ==g:oTTPMกPKh=j<9L?TPMก  

 ก:7T7Q6US=sL8hRi643s=sP85R5j{:; sL8=g:Vi=UQ6bHJ64cL<L1TPK;<=>?ก77U pB3 
1PQ pB4 (T0-generation) U:4L9J26;HIJn:Vi=UQ6bHJ64c45IoLi7<2ก:7NO:885=6bi:U:q7SK sL8ก:79ก<L
L56Jp=6Jq:กh2 (GBF lab, Toulouse, France) =g:U:6;SIUT7SU:tL56Jp=6JLij8jS>5;5d5J:7@ b<m=VJ=ก:7
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6;SIUT7SU:thRi reaction mixture (50 µl/reaction) T7QกJ2Lij8 L56Jp=6J 50 ng, 1x buffer, 2 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.4 µM primer 1PQ 1 unit taq DNA Polymerase sL8hRi9{:jQh=ก:76;SIU
T7SU:tL56Jp=6J L<K=5m  

 
94 °)  ��� 5 ���	  1 ��� 
94 °) ��� 30 �����	  
52 °) ��� 30 �����	    39 ��� 
72 °) ��� 1.30 ���	  
72 °) ��� 7 ���	  1 ���  
 

V7jq9J2b=:LbJKL56Jp=6JsL8ก:718กLij8jS>5JS6PpกsV7s�67dS9h= 1% (w/v)   JQ
ก:s796qP, 0.5x TAE buffer 45Iก7Q19o���: 100 sjPV@ =:= 30 =:45 V7jq9J2b=:LbJK1N2  L5
6Jp=6JsL8ก:78iJULij8958iJU6J4>S6L58Us27oUL@  1Pij9OJKLMLij819KJ<PV7:ojsJ6PpV{:8hVi637HIJK 
UV transluminator 6T758264582b=:LbJK1N2L56Jp=6Jก<2L56Jp=6JU:V7�:=b=:L 1 kb 1PQL56Jp=6J
bJKUQ6bHJ64cTกVS 

3.4.4.9  ก���ก&)�(��-� 
 �ก4����'+�&������<ก����*�)4� *��
����'$������-�	#��'��,"�?������ ��!�� ����<ก

��ก;($��� ��'$������-�	#!�����ก��,���	�����!� ��$����<ก��ก;($��� ��ก���'$������-�	#���'�
��������������4��������ก"���'��
�����*�)4� * ���	#'	�	���+  
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����� 4 

��ก
�����������
��� 
 

4.1  ก
�������� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 �
ก����ก���� �! �" 
ก����	
�������������กก����ก������
� Manriquez et al. (2006) *���+����ก���ก�,-ก./ก��

01��

ก�
�,� ADH 5��67-8��ก��19ก�
�0:���	;< 0	6ก��:-/:9�ก��01��

ก=�,�
�>�
	�=�,?/,� ADH �@��-� 2 ,� :A
 ,� CmADH1 �<B�,���:-/:9�ก��1���� medium chain ADH 
���	@��./�/1/��18-�:	��,:	��ก./,� LeADH2 ��?/5��6��A
��� 0	6,� CmADH2 �<B�1��G�ก
�
�ก	98�,� ADH ���<B� short chain ADH 0	6��8�<J�ก���,�0// oxidation-reduction =�,�
0
	ก
M
	N 0	6
.	�+M�N�<B�*./1������1@�:.O ��A�
�<�,/��,/	@��./�/1=�,ก��:��7�P����
�;	 
Expression Sequence Taq (EST) �
� �6��A
��� (http://www.sgn.cornell.edu) 0	6<�./<�9� single 
contig �
��6��A
���57�5ก	��:,�ก./,� CmADH2 ��ก���� 1����Y:.��	A
ก,� Le-scADH1 1@�7�./
�@���5G�5�ก����	
�+�� 0	6,���1
�+����กก��5G�P����
�;	ก��01��

ก5��6��A
����
� 
Alba et al. (2005) :.��	A
ก,���1
� (Le-scADH2) ���	.ก�\6ก��01��

ก
,8����8�G.�5�ก��
?.]���
�^	 ��A�
�<�,/��,/	@��./�/1�
��.��1
� contig (Le-scADH1 0	6 Le-scADH2) 0	�- 
?/-8�,� Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 �<B�1��G�ก�
�ก	98�,� ADH ���<B� short chain ADH 0	6�
:-��1.�?.�>Nก./,� CmADHs �.�01��5�a�?�� 18 

4.1.1 ก
� #���$���
���� 
��ก^	19ก�
��6��A
��� �@�ก���?���<����\,� Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 ��ก
��N�
c��


���0//��1ก.���ก^	19ก�
��6��A
��� =�,5G���:��: RT-PCR +��0Y/��
c��
���� 798 bp 5�       
Le-scADH1 0	6 864 bp 5� Le-scADH2 (a�?�� 19) *����@�+<��1
/ก��01��

ก�
�,�5�
�*		N,1�N (S. cerevisiae 1�,?.�>9N INVSc1) 0	6+��0Y/��
c��
���� 801 bp 5� Le-scADH1 0	6 
867 bp 5� Le-scADH2 (a�?�� 20) *����@�+<��1
/ก��01��

ก�
�,�5��*		N0/:���, (E. coli 
1�,?.�>9N BL21) �����
�0Y/��
c��
��+���:-��1
�:	�
�ก./��:��ก��\N��ก EST *�������ก 
SGN EST database �
��6��A
��� (http://www.sgn.cornell.edu/about/tomato_project/) 

 

 



 
 

%
#��� 18 ������ Tree phylogenetic family ��� scADH 	�
������� (GBF lab, France) 

 
Le-scADH1  

Ripening related  

+ response to GA 

Le-scADH2  

Protochlorophyll reductase 

Tropinone reductase 
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������ 19  ������������������ก���ก������������������� Le-scADH1 ������ Le-scADH2 �� �!�"�
��#�$ก���#����ก������	��������#%� 

 &��� 1 :  1 kb marker 
 &��� 2 : Le-scADH1 ���� 798 bp 
 &��� 3 :  Le-scADH2 ���� 864 bp  
 &��� 4 :  100 bp DNA marker 

 

 
 
������ 20   ������������������ก���ก������������������� Le-scADH1 ������ Le-scADH2 �� �!�"�

��#�$ก���#����ก������	�������$'������  
&��� 1  :  1 kb DNA marker  
&��� 2 ��� 4 :  Le-scADH1 ���� 801 bp 
&��� 3 ��� 5 :  Le-scADH2 ���� 867 bp  
&��� 6  :  100 bp DNA marker 

 

200 bp 

1,000 bp  
 750 bp 900 bp 

500 bp 

100 bp 

  1       2       3         4     

  1        2       3       4      5       6 

750 bp 

250 bp  

900 bp 
500 bp 

100 bp 

1,000 bp  

200 bp 
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4.1.2 ก�	
	����������ก
�������������� 

��A�
+��0Y/��
c��
��Y;ก��
� �.�0Y/��
c��
 0	61ก.��8
���
c��
��ก��	
6ก�=�1 
��-�1
/:-��Y;ก��
��
��8
���
c��
=�,ก���GA�
��8
�8
���
c��
����ก./�-:��
�N pGEM-T =�,
5G��
�+*�N  +	�ก1+��?	�1���1�,^1� 0	6Y8�,����1;8�*		N0/:���, E. coli 1�,?.�>9N DH5-α 
:.��	A
ก?	�1���1�,^1�=�,-�> color indicator ?/-8� =:=	��
�0/:���,��.��1vw� 0	61��-
�ก������ก�6��,�.�-���
�7���	�,��GA�
  

:.��	A
ก=:=	����,-1��-�
�0/:���,���	�,�5�
�7���7	- LB/Carb �?A�
:.��	A
ก�x?�6
�*		N0/:���,���?	�1���1�,^1� 0	6<w
�ก.�ก��<��<yz
��
��GA�

A�� ?/-8� 7	.���ก 24 G.�-=�� 

�7���7	-�	�,��GA�
�1�7	A
��98� 01��-8� 0/:���,1����Y����O5�
�7���7	-��+���?��6� 
?	�1���1�,^1�0��ก
,;8 7	.���ก1ก.�?	�1���1�,^1�

ก��ก�*		N0/:���, 0	6��1
/
:-��Y;ก��
��
�0�8	6?	�1�����-,ก���.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 EcoRI ?/-8� +��0Y/��
c��

���� 798 0	6 864 bp 5� Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 ���	@��./ a�?�� 21 0	6 22 01��?	�1 
���1�,^1���Y;ก�.���-,�
�+*�N�.��@��?�6

ก�<B� 2 18-� +��0ก8 1) 0Y/��
c��
����57O8
<�6ก
/��-,�-:��
�N 0	6��
c��
����
�ก��/��18-� 2) 0Y/��
c��
�����	cก<�6ก
/��-,18-�
�
���
c��
����
�ก�� �����
��8
�    ��
c��
��+������
,;8ก./�@�07�8�ก���.��
��
�+*�N�.�
�@��?�6 �.-
,8���G8� a�?�� 22 01��ก��:.��	A
ก ?	�1��������
c��
 Le-scADH1 5��-:��
�N 
pGEM-T ��ก=:=	��� 1-5 =�,ก���.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 EcoRI *�����@�07�8�ก���.�/���
c�
�
����
�ก�� =:=	��� 1 0	6 2 +��0Y/��
c��
����57O8�������8�ก./ 3,000 bp *����<B�0Y/�
�
�-:��
�N pGEM-T 0	60Y/��
c��
�����	cก�������8�ก./ 798 bp *�����������ก./��
c��
��
:��ก��\N+-� (G8
��� 2 0	6 3) 18-�=:=	��� 4 0	6 5 �0Y/��
c��
����57O8���ก./G8
� 2 0	6 3 
0�8+�8?/0Y/��
c��
�����	cก����
�ก�� (G8
��� 5 0	6 6) 0	6=:=	��� 3 �0Y/��
c��
 2 0Y/ 0�8
�����0Y/��
c��
+�8���ก./����
�ก�� (G8
��� 4) ����	A
ก�x?�6=:=	��� 1 0	6 2 1@�7�./
�@�����ก����	
��8
+< 
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������ 21  ก��'�����ก���#
���� 
��������� Le-scADH1 	��('�%��� pGEM-T )��%���*(����"�
�%��

�!����� EcoRI  
 &��� 1 : 1 kb DNA marker 
 &��� 2 -3  : ?	�1��������
c��
 Le-scADH1 ��ก=:=	��� 1 0	6 2 ���.���-,�
�+*�N 

EcoRI 
 &���4 -6 : ���#
���� "
�
��������� Le-scADH1 ��ก)')�����  3, 4 ��� 5 �� %���*(����"�
� 

EcoRI 
 

 
 
������ 22  ก��'�����ก���#
���� 
��������� Le-scADH2 	��('�%��� pGEM-T )��%���*(����"�
�%��

�!����� EcoRI 
 &��� 1 :  1 kb DNA marker 
 &��� 2 ��� 4 :  ���#
���� 
��������� Le-scADH2 ��ก)')�����  1 ��� 3 �� %���*(����"�
� 

EcoRI 
 &��� 3, 5 ��� 6  :  ���#
���� "
�
��������� Le-scADH1 ��ก)')�����  2, 4 ��� 5 �� %���*(� 

���"�
� EcoRI 

   1     2       3       4       5       6 

1,000 bp 
750 bp 

3,000 bp 

250 bp 

   1    2     3     4      5     6 

1,000 bp  
750 bp 

3,000 bp 

250 bp 
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4.2  ก
�FG
�������ก
�"HกI
ก
�����ก����� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 J�

 K���������L���M��
� �Nก 
4.2.1  ก�	���������� !ก"�ก�	�����ก������ Le-scADH1 ��� Le-scADH2 #�

�$��%��
% (S. cerevisiae) 

4.2.1.1  ก�	�&'���
���������� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 ก(�����
�	% pYES 

2.1/V5-His-TOPO �����)��*	)��+����)���,� 
�GA�
��8
��
c��
 Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 ก./�-:��
�N pYES 2.1/V5-His-

TOPO 0	6Y8�,����1;8�*		N0/:���, E. coli 1�,?.�>9N TOP10F :.��	A
ก=�,5G�,�:.��	A
ก���������
�8
1��<J�G-�60
�?�*�		�����
,;85��-:��
�N pYES 2.1/V5-His-TOPO ?/-8� ��x?�6=:=	�1
��-�
�0/:���,�ก������ก�6��,�.�-
�7���	�,��GA�
  

�@�ก��:.��	A
ก=:=	����,-1��-�
�0/:���,���	�,�5�
�7���7	- LB/Carb 
0	61ก.�?	�1���1�,^1�

ก��ก�*		N0/:���, ��1
/:-��Y;ก��
��
�0�8	6?	�1�����-,ก��
�.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 a�?�� 23 01��ก��:.��	A
ก?	�1��������
c��
 Le-scADH2 5�
�-:��
�N pYES 2.1/V5-His-TOPO ��ก=:=	��� 1-6 =�,ก���.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 HindIII *���
��@�07�8�ก���.�/���
c��
����
�ก�� 0	6�
�+*�N�.��@��?�6 XbaI *�����@�07�8�ก���.�/�
�-:��
�N pYES 2.1/V5-His-TOPO ��A�
�.���-,�
�+*�N�.��@��?�60	�-+��0Y/��
c��
����57O8�
������8�ก./ 5,759 bp 0	60Y/��
c��
�����	cก�������8�ก./ 1,000 bp (=:=	��� 1, 4, 5 0	6 6) 
*�����������ก./��:��ก��\N+-� (G8
��� 2, 5, 6 0	6 7) 18-�=:=	��� 2 0	6 3 �0Y/��
c��
����
57O8���ก./G8
� 2, 5, 6 0	6 7 0�8�0Y/��
c��
�����	cก+�8���ก./��:��ก��\N (G8
��� 3 0	6 4) ���
:.��	A
ก�x?�6=:=	��� 1, 4, 5 0	6 6 1@�7�./�@�����ก����	
��8
+< 
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������ 23  ก��'�����ก���#
���� 
��������� Le-scADH2 	��('�%��� pYES 2.1/V5-His-TOPO 
)��%���*(����"�
�%���!����� HindIII ��� XbaI 

 &��� 1 ��� 8 :  1 kb DNA marker 
 &��� 2, 5, 6 ��� 7 :  ���#
���� 
��������� Le-scADH2 ��ก)')�����  1, 4, 5 ���6 �� %��

�*(����"�
� HindIII ��� XbaI 
 &��� 3 ��� 4  :  ���#
���� "
�
��������� Le-scADH2 ��ก)')�����  2 ���3 �� %���*(�

���"�
� HindIII ��� XbaI 
 

4.2.1.2  ก�	��������)��������$��%��
%���&(ก�-�#.��ก)�ก�	�����ก������ 
Le-scADH1 ��� Le-scADH2 #��$��%��
% 

��A�
�@�ก��Y8�,?	�1���1�,^1�����1;8�*		N,1�N0	�- �@�+<�	�,�5�
�7��:.��	A
ก 
SC-U/Glu/Amino (SC-U medium, 2% glucose, 1x amino acid) ?/-8� �=:=	�1��-�
�,1�N
�ก������ก�6��,�.�-
�7��:.��	A
ก ก��:.��	A
ก=:=	��
�,1�N��+���./ก��Y8�,?	�1���5�
�7��
0�c� SC-U/Glu/Amino ��+�85181��,;��*�	 *����<B�
�:N<�6ก
/1@�:.O5�ก������O�
��*		N,1�N 
,1�N���@���5G�5�ก����	
��<B�1�,?.�>9N<�6�a���+�81����Y����O���/=�+��5�1a�-6�����1�� 
,;��*�	+�� (auxotrophic for uracil) 0�85��-:��
�N pYES 2.1/V5-His-TOPO ���@���5G��,� URA3 
*���1����Y1����1��,;��*�	+�� �.��.���x?�6,1�N��+���./ก��Y8�,?	�1���1�,^1����,� URA3 
��8��.����1����Y1����1��,;��*�	�?A�
5G�5�ก������O���/=��
�,1�N 0	6,.�18��1���57��ก�� uracil 
prototrophy +��
ก��-, 
  �@�ก��:.��	A
ก=:=	��
�,1�N����1
/:-��Y;ก��
���-,-�>?*
��N=�,5G�+?� 
��
�N���@��?�6�8
�-:��
�N pYES 2.1 TOPO 0	6�8
,� Le-scADH1 0	6,� Le-scADH2 +��0ก8 GAL 
I 0	6 ADH1 low 7�A
 ADH2 low ���	@��./ ?/-8� +��0Y/��
c��
���������8�ก./��:��ก��\N+-� 

   1          2          3           4          5           6           7         8 

1,000 bp 
750 bp 

1,000 bp 
750 bp 

250 bp 

6,000 bp 6,000 bp 

250 bp 
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(798 0	6 864 bp ���	@��./) ก����-�1
/?	�1���1�,^1�5�=:=	��
�,1�N���,� Le-scADH2 
=�,ก���?���<����\��-,-�>?*
��N ?/-8� =:=	��� 5, 6, 7 0	6 8 (G8
� 6-9) �0Y/��
c��
�ก������
0	6�������
c��
��������:��ก��\N+-� 01��-8�=:=	��7	8����?	�1������,�����
�ก��0��ก

,;8 18-�=:=	��� 1, 2, 3 0	6 4 (G8
� 2, 3, 4, 0	6 5) +�8?/0Y/��
c��
�ก������ 01��-8�+�8�?	�1 
�������
�ก��1
�0��ก
,;8 (a�?�� 24) 
 

 
 
������ 24  ก��'�����ก)')��������#%��� 
����#
������('�%��� pYES 2.1 TOPO ��� Le-

scADH2)��ก����� 
���
�+�*(�(�,��������� )��	&*"���
��� GAL I ��� Le-ADH2 low 
 &��� 1 :   1 kb DNA marker 
 &��� 2 - 5 :   ���#
���� 
��������� Le-scADH2 ��ก)')�����  1, 2, 3, ��� 4 �� ��� 
���
�+

�*(�(�,��������� 
 &��� 6 - 9 :   ���#
���� "
�
��������� Le-scADH2 ��ก)')�����   5, 6, 7 ��� 8 �� ��� 


���
�+�*(�(�,��������� 
  

 4.2.1.3 ก�	
	����/*	
������ก)���กก�	�����ก������ Le-scADH1 ��� 
Le-scADH2  

   ��A�
:.��	A
ก=:=	��
�,1�N���?	�1���1�,^1�0	�- �@�+<��1
/ก��G.ก�@�57�
�ก��ก��01��

ก�
�,� Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 =�,ก��ก�6�9����-,1��	6	�,ก�0	:=�1
:-��������� 2 �<
�N�*c��N ���6,6�-	��8�� � ก.� :A
 0, 12, 24 0	6 48 G.�-=�� =�,� alcohol 
acyltransferase (AAT) �<B� positive control ?/-8�,� Le-scADH1 �ก��01��

ก�x?�6��
�6,6�-	� 12 0	6 24 G.�-=�� 5��\6��,� Le-scADH2 �ก��01��

ก�9ก�6,6�-	����@�ก��

750 bp 

   1       2      3      4       5         6       7       8       9 

1,000 bp 
 

500 bp 
250 bp 
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��1
/ 0	60Y/=<�����+������� 29.5 kDa 0	6 30.4 kDa ���	@��./ ��A�
�@�57�=<���/��19�>��
��-, affinity resin 0	6��-�1
/��-,-�> Bradford ?/-8����6,6�-	� 24 G.�-=�� Le-scADH1 0	6 
Le-scADH2 57�:8�ก���;�ก	A�01�0	6<����\=<���1;���19� =�,�<����\=<��� 2.4 0	6 3.2 
+�=:�ก�.��8
�*		N,1�N 1 ��		�	��� ���	@��./ (a�?�� 25) 18-� Le-scADH1 ���6,6�-	� 48 G.�-=�� 
+�8<��กJ0Y/=<��� 1.����P��-8�
���ก����กก��1	�,�.-�
�=<�����A�
���ก�6,6�-	�ก��G.ก
�@�����ก��+< *�����กก����1
/7	�, � :�.�� ?/-8�ก���กc/�.ก��=<�����
9\7a;�� 4 0	6 -20 

����*	�*,1 +�81����Y,./,.��ก��1	�,�.-�
�=<��� 0	6�
�+*�N+�� �.��.��7�ก�@�ก��1ก.�
=<���:-��@�ก����1
/�
�+*�N�.�� �?A�
57��ก��:-��:	���:	A�
���
,��19� 

 

 
  
������ 25 ก����#�$&�(��(���� 	&*	�ก��&�ก�!�ก���#����ก������ Le-scADH1 ��� Le-scADH2 

	��������#%�$� Western blot �� �����(�� 0, 12, 24 ��� 48 &� ()
� 
 

4.2.1.4  ก
�M����� ADH activity 

ก����1
/ enzyme activities (reductase 0	6 dehydrogenase activites) ?/-8� 
�
�+*�N Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 5G� NADH �<B�=:0vก��
�N7	.ก 0	6��กก��5G�1���.�����
7	�,G����.��5�ก	98�
.	�+M�N 0	60
	ก
M
	N ?/-8� �
�+*�N�6�:-���x?�6���6���8
1���.����� 3 
G��� :A
 acetaldehyde, ethanol 0	6 capronaldehyde (������� 6) =�,�
�+*�N Le-scADH1 �
<�61��>�a�?5�ก��5G�1���.������?,� 2 G��� :A
 acetaldehyde 0	6 capronaldehyde 0�8+�8?/ 
activities 5�ก��5G� ethanol 0	6�<�61��>�a�?1;�5�<J�ก���,� dehydrogenase (�<	�,� acetaldehyde 
57��<B� alcohol) �.��7c�+����ก:8� Vmax ��1;� (126.58 U.E.) 5��\6���
�+*�N Le-scADH2 �
:-��1����Y5�ก��5G�1���.������.�� 3 G��� =�,�� acetaldehyde �:8� Vmax 1;���19���A�
�<�,/��,/
ก./1���.�����
ก1
�G��� 0�8?/-8� Km �
� acetaldehyde (23.89 mM) �:8�1;�ก-8�:8� Km �
� ethanol 
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(0.39 mM) Y�� 60 ��8� ��A�
?����\�:8� catalytic efficiency (Vmax/Km) ?/-8��
�+*�N Le-scADH2 �
<�61��>�a�?1;�5�<J�ก���,� reduction �<	�,�0
	ก
M
	N�<B�
.	�+M�N 0	6��A�
�<�,/��,/�
�+*�N 
ADH �.��1
� 5�<J�ก���,� dehydrogenation =�,5G� acetaldehyde �<B�1���.�� ��� ?/-8��
�+*�N Le-
scADH1 �<�61��>�a�?1;�ก-8��
�+*�N Le-scADH2 ��A�
���ก�:8� Vmax ��1;�ก-8�0	6:8� Km ��@�ก-8� 
��A�
�@���
�;	 ADH activities +<�<�,/��,/ก./?AGG���
A�� �G8� 0:���	;< ?/-8� :8� Km 1@�7�./ 
acetaldehyde �
��
�+*�N Le-scADH1 0	6�
�+*�N Le-scADH2 (23.89 mM 0	6 16.9 mM) 1;�ก-8�
:8� Km 1@�7�./�
�+*�N Cm-ADH2 (0.24 mM) ��ก ��A�
5G�=:0vก��
�N��,-ก.� (Manriquez et al., 
2006) 0	6:8� Vmax �
��
�+*�N Cm-ADH2 (588 U.E.) 1;�ก-8��
�+*�N Le-scADH1 (126.58 U.E.) 
0	6�
�+*�N Le-scADH2 (54.35 U.E.) ��ก *���^	��+��5� 0:���	;<1
�:	�
�ก./5�
�98��� Tesniere 
et al. (2004) ��,���-8��:8� Km 1@�7�./ acetaldehyde �
��
�+*�N Vv-ADH2 ��8�ก./ 0.45 mM *���
5ก	��:,�ก./5�0:���	;< 0	6�:8� Vmax  1@�7�./ acetaldehyde �
��
�+*�N Vv-ADH2 (300 U.E.) 
5ก	��:,�ก./�
�+*�N Cm-ADH2 (588 U.E.) *���18-�7����
���<B�^	����ก<����\=<�����^	��+��
��ก�*		N,1�N:8
�������@� 0	6ก��1	�,�.-�
��
�+*�N:8
������-���c- �.��.������@��<B���
���1
/
ก��01��

ก5� prokaryotic system �G8� 0/:���, :-/:;8ก.�+<��-, 

 

�	����� 6  Specific activities ������"�
� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 

Substrate Le-scADH1 Le-scADH2 

 Vmax  (U.E.) Km  (mM) Vmax  (U.E.) Km  (mM) 

Acetaldehyde 126.58 16.9 54.35 23.89 
Ethanol nd nd 10.95 0.39 
Capronaldehyde 9.45 1.2 11.25 6.18 
nd = non detectable 

 

4.2.2 ก�	���������� !ก"�ก�	�����ก������ Le-scADH1 ��� Le-scADH2 #��$��%

������	�� E. coli ���(�01% BL21 

4.2.2.1  ก�	�&'���
���������� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 ก(�����
�	% pET 15

�����)��*	)��+����)���,� 
  5�ก����1
/ก��ก����
��
�+*�N Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 5��*		N,1�N 
?/-8� 57�^	ก����	
�,.�+�8G.���� ����@�ก����1
/ก��01��

ก�
�,��.��1
�5��*		N
0/:���, E. coli 1�,?.�>9N BL21 =�,ก���@���
c��
 Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 0	6�-:��
�N 
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pET 15b *����<B��-:��
�N��:-/:9�ก��01��

ก�
�=<���5��*		N0/:���, E. coli 1�,?.�>9N 
BL21 ���.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 NdeI 0	6 XhoI (a�?�� 26 0	6 27) 1ก.��8
���
c��
0	6
�-:��
�N����
�ก��

ก��ก��	
6ก�=�1 �@��8
���
c��
���@�57�/��19�>�� 0	6�GA�
��8
�8
���
c��

ก./�8
��-:��
�N Y8�,����1;8�*		N0/:���, E. coli 1�,?.�>9N DH5-α �?A�
�?���<����\�*		N0/:���, 
�@�ก��:.��	A
ก/�
�7��0�c� LB/Carb ?/-8� �=:=	�1��-�
�0/:���,�ก������ก�6��,�.�-
�7��
:.��	A
ก �@�ก��:.��	A
ก=:=	����,-1��-�
�0/:���,���	�,�5�
�7���7	- LB/Carb 0	61ก.� 
?	�1���1�,^1�

ก��ก�*		N0/:���, ��1
/:-��Y;ก��
��
�0�8	6?	�1���=�,ก���.���-,
�
�+*�N�.��@��?�6 a�?�� 26 01��0Y/��
c��
��+����กก���.��-:��
�N pET 15b 0	6��
c��
 Le-
scADH1 ���	@��./ ��-,�
�+*�N�.��@��?�6 NdeI 0	6 XhoI ?/-8� ก���.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 
NdeI *�����@�07�8�ก���.�/���
c��
 0	6�
�+*�N�.��@��?�6 XhoI *�����@�07�8�ก���.�/��-:��
�N 
pET 15b +���8
���
c��
����57O8�������8�ก./ 5,700 bp (=:=	��� 1 0	6 2) *�����������ก./��
:��ก��\N+-� (G8
��� 2 0	6 3) 18-�=:=	��� 3 0	6 4 +���8
���
c��
�����	cก�������8�ก./ 800 
bp (G8
��� 4 0	6 5) ���:.��	A
ก=:=	��� 1, 2, 3 0	6 4 1@�7�./�@�����ก����	
��8
+< 
 

 
 
������ 26  ��������-$���������� "�*��กก��%���('�%��� pET 15b ����������� Le-scADH1 �*(�   

���"�
�%���!����� NdeI ��� XhoI 
 &��� 1  :  1 kb DNA marker 
 &��� 2 ��� 3  :  �('�%��� pET 15b ���� 5,700 bp 
 &��� 4 ��� 5 :  �������� Le-scADH1 ���� 800 bp 
 &��� 6  :  100 bp DNA marker 
 

1,000 bp 
 

 1        2       3        4         5     6     

750 bp 

6,000 bp 5700 bp 

800 bp 
500 bp 
250 bp 

3,000 bp 
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������ 27  ��������������������� "�*��กก��%���('�%��� pET 15b ��� Le-scADH2 �*(����"�
�

%���!����� NdeI ��� XhoI 
 &��� 1  :  1 kb DNA marker 
 &��� 2 ��� 3  :  �('�%��� pET 15b ���� 5,700 bp 
 &��� 4  :  �������� Le-scADH2 ���� 870 bp 
 &��� 5  :  100 bp DNA marker 

 

4.2.2.2  ก�	ก(�/*	
��������2$�% 

��A�
�GA�
��8
�8
���
c��
��+��ก./�-:��
�N pET 15b 0	6Y8�,?	�1���1�,^1�����1;8
�*		N�
�0/:���, E. coli 1�,?.�>9N BL21 0	�-��1
/ก��G.ก�@�ก��01��

ก�
�,� Le-scADH1 
0	6 Le-scADH2 ��-, 0.5 mM IPTG +�8?/ก���?��������
�<����\=<�����A�
-.���-,-�> Bradford 
0	6��A�
��-�1
/��-,ก��0,ก0Y/=<�����-,-�> SDS-PAGE 0	6,�
�10Y/=<����.��7����-,
1�� colloidal blue ?/-8�+�8<��กJ0Y/=<�������
�ก���.��5� Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 0	6
��A�
,��,=<�����ก��	
6:��	�+��N+<,.�0 8̂� nitrocellulose membrane �?A�
�@�+<-��:��67N Western 
blot กc+�8<��กJ0Y/=<�������
�ก�� �.��.�����+�81����Y-��:��67N activity �
��
�+*�N+��  

�@�ก��0ก�<�O7�=�,ก��5G� IPTG ��:-����������8�� � ก.� (0.1-5 mM) 0	65G�
�-	�/8����6,6�-	��8�� � ก.� (0-10 G.�-=��) 0�8+�8?/<����\=<����?������� *��� IPTG �@�7�����
ก�6�9��ก�� transcription �
�,� ADH =�,+<0,8��./ก./=��	ก9	 repressor 5� lac operon 
(Sambrook and Maniatis, 1989). Van Der Rest et al. (2006) �@�ก����1
/7�=<�����1�5���ก
,� cinnamoyl-CoA 5�0/:���, E. coli 1�,?.�>9N BL21 =�,5G� IPTG ��:-��������� 0.2 mM �<B�
�-	� 3 G.�-=�� ?/=<�����1�5�0	6� activity �ก��������ก 0	6 Sugantha P.S. (2010) +����1
/

3,000 bp 
6,000 bp 

1,000 bp 

 1        2       3        4      5 

750 bp 

5700 bp 

870 bp 
500 bp 
250 bp 
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,� Glutathione S-Transferase (GSTs) 5�0/:���, E. coli 1�,?.�>9N BL21 =�,5G� IPTG ��:-�� 
������� 0.1 mM /8��������:A� ?/=<�����1�5� 0�8?/ activity �ก��������
,��ก 
���<B��?��6
ก��/8��������:A� �@�57��*		N0/:���,�ก��ก��1	�,�.-+�� �
ก��ก��,.�5G�ก��1ก.�=<���-�>
A�� 
� �G8� ก���@��6ก
�+< sonicate 7�A
ก���@�57��*		N0�ก��-,-�> freeze-thaw ก8
��@��6ก
����@�
57�/��19�>�� 0�8กc+�8?/=<�����1�5� *���<�O7�0	6
9<1��:��1@�:.O
ก<�6ก��7���� :A
 �;<�8��
�
��*		N
��,�ก�8
ก��1ก.�=<���

ก�� 1@�7�./ก��1ก.�=<���a�,5��1a�-6 non-denaturing 
=�,5G� detergents 0	6 sonication 1����YG8-,1ก.�=<���

ก��+�� 0�8
���@�57�+��^	^	����@�	� 
18-�ก��1ก.�=<���a�,5��1a�-6 denaturing =�,ก��5G�,;��,กc�<B�����,�5G� 0�8-�>ก�������
�1, 
:A
 =<���
��1;O�1,=:��1���� 0	6 activity ����@��<B���
��@�ก�� refolding (http://www.molecula 
.com /new/inducer.html) �.��.��ก���	A
ก5G��-:��
�N0	6/7�A
1�,?.�>9N0/:���,����<B�1���1@�:.O��
��
�?����\�1@�7�./ก����	
�5�
��:� 

 
4.3  ก�	/���������	��� construct ��'�����������������'���  

4.3.1 ก�	/������ Le-scADH1 ��� Le-scADH2 
�?���<����\,� Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 ��-,+?���
�N�@��?�61@�7�./1���� construct 

���-�> RNAi *���5� 1 ,� <�6ก
/��-, 2 18-� +��0ก8 18-� antisense 0	6 18-� sense ^	ก����	
�
?/0Y/��
c��
�
� Le-scADH1 (antisense) 0	6 Le-scADH1 (sense) ����� 400 bp (a�?�� 28) 0	6
0Y/��
c��
�
� Le-scADH2 (antisense) 0	6 Le-scADH2 (sense) ����� 400 bp (a�?�� 28) *���
�����
�0Y/��
c��
��+���:-��1
�:	�
�ก./��:��ก��\N+-���ก EST (Express Sequence Taq) *���
����ก SGN EST database �
��6��A
��� (http://www.sgn.cornell.edu/about/tomato_project/) 
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������ 28  ���������������������ก���ก��������������� 
���� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 #!�.��$

#�*�� construct %�
(�,� RNAi  
 G8
� 1  :  1 kb DNA marker 
 G8
� 2 0	6 3 :  =:=	��� 1 0	6 2 �����
c��
 Le-scADH1 (antisense) 0	6 Le-scADH1 

(sense) ���� 400 bp 
 G8
� 4 0	6 5 :  =:=	��� 3 0	6 4 �����
c��
 Le-scADH2 (antisense) 0	6 Le-scADH2 

(sense) ���� 400 bp 
 

 4.3.2 ก�	
	����������ก
�������������� 

��A�
+�������
��8
���
c��
��Y;ก��
�0	�- �.�0Y/��
c��
 0	61ก.��8
���
c��
��ก��	      

6ก�=�1 �GA�
��8
�8
���
c��
ก./�-:��
�N pGEM-T 0	6Y8�,����1;80/:���,1�,?.�>9N DH5-α 
:.��	A
ก=:=	��
�0/:���,=�,5G�-�> color indicator ?/-8� �=:=	�1vw� 0	61��-�
�0/:���,
�ก������ก�6��,�.�-
�7��:.��	A
ก�GA�
 ��ก�.��:.��	A
ก=:=	����,-1��-�
�0/:���,���	�,�5�

�7���7	- LB/Carb 1ก.�?	�1���1�,^1�

ก��ก�*		N0/:���, 0	6��1
/:-��Y;ก��
��
�
0�8	6?	�1���=�,ก���.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 =�,��
c��
18-� antisense �.���-,�
�+*�N�.�
�@��?�6 NcoI 0	6 XbaI (a�?�� 29) 0	6��
c��
18-� sense �.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 PstI 0	6 
EcoRI (a�?�� 30) a�?�� 29 01��ก��:.��	A
ก?	�1��������
c��
 Le-scADH1 (antisense) 5�
�-:��
�N pGEM-T =:=	��� 1-3 Y;ก�.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 NcoI 0	6 XbaI *�����@�07�8�ก���.�
/���
c��
78��ก.� 400 bp 0	6ก��:.��	A
ก?	�1��������
c��
 Le-scADH1 (sense) 5��-:��
�N 
pGEM-T  =:=	��� 4-7 Y;ก�.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 PstI 0	6 EcoRI *�����@�07�8�ก���.�/�� �
c�
�
78��ก.� 400 bp �G8���,-ก.� ��ก=:=	��� 1-7 +��0Y/��
c��
����57O8�������8�ก./ 3,000 bp *���
�<B�0Y/�
��-:��
�N pGEM-T 0	60Y/��
c��
�����	cก�������8�ก./ 400 bp *�����������ก./�
�
c��
��:��ก��\N+-� (G8
��� 2-8) ����	A
ก=:=	��� 1-7 1@�7�./�@�����ก����	
��8
+< 

750 bp 

  1           2           3             4          5 

1,000 bp 

500 bp 

250 bp 
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������ 29 ก��'�����ก���#
���� 
��������� Le-scADH1 (antisense) ��� Le-scADH1 (sense) 	�
�('�%��� pGEM-T )��%���*(����"�
�%���!����� NcoI, XbaI ��� PstI, EcoRI 

 &��� 1 :  1 kb DNA marker 
 &��� 2 � 4 :  �������� Le-scADH1 (antisense) 	��('�%��� pGEM-T )��%���*(����"�
�

%���!����� NcoI ��� XbaI 
 &��� 5 � 8  :   �������� Le-scADH1 (sense) 	��('�%��� pGEM-T )��%���*(����"�
�%��

�!����� PstI ��� EcoRI  
 

 

 
������ 30  ก��'�����ก���#
���� 
��������� Le-scADH2 (antisense) ��� Le-scADH2 (sense) 

	��('�%��� pGEM-T )��%���*(����"�
�%���!����� NcoI, XbaI ��� PstI, EcoRI 
 &��� 1 :  1 kb DNA marker 
 &��� 2 - 4 :  )')�����  1-3 �� 
��������� Le-scADH2 (antisense) 	��('�%��� pGEM-T )��

%���*(����"�
�%���!����� NcoI ��� XbaI 
 &��� 5 - 6 :  )')�����  4 ��� 5 �� 
��������� Le-scADH2 (sense) 	��('�%��� pGEM-T )��

%���*(����"�
�%���!����� PstI ��� EcoRI 

 1       2      3      4      5      6   

3,000 bp 

 750 bp 

250 bp 
 

 1      2       3      4       5      6      7      8 

3,000 bp 

500 bp 
250 bp 

750 bp 
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4.3.3.     ก
� L!��MG �� M�� pGreen0029 ก]���� Le-scADH1 ��� Le-scADH2 

 4.3.3.1 ก�	�&'���
������
�	% pGreen0029 ก(���� antisense ������ Le-scADH1 

������ Le-scADH2  

5�ก����	
���5G��-:��
�N pGreen0029 �<B��-:��
�N7	.ก5�ก��1���� construct 
=�,�@�?	�1��� pSRO2 *����<B�?	�1���5�ก���@� RNAi ��
c��
 Le-scADH1 (antisense) 0	6� 
�
c��
 Le-scADH2 (antisense) ��
,;85��-:��
�N pGEM-T ���.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 NcoI 0	6 
XbaI �?A�
57�+���������7��60ก8ก���GA�
��8
 :A
 400 bp ?/-8� +�������������
�ก�� (a�?�� 31) 

 

 
 
������ 31  ก��%�����#
�� pSRO2 ����������� Le-scADH1 (antisense) ��� Le-scADH2 (anti 

sense) 	��('�%��� pGEM-T �*(����"�
�%���!����� NcoI ��� XbaI 
 G8
� 1 :  1 kb DNA marker 
 G8
� 2 � 3  :  ?	�1��� pSRO2 ���� 5,200 bp 
 G8
� 4        :  ��
c��
 Le-scADH1 (antisense) ���� 400 bp 
 G8
� 5 :  ��
c��
 Le-scADH2 (antisense) ���� 400 bp 
 

��A�
+���8
��
���
c��
ก./?	�1���0	�- �@����GA�
��8
ก.� 0	6�?���<����\?	�1 
���1�,^1�5��*		N�
�0/:���, ��1
/:-��Y;ก��
��
�?	�1���1�,^1�=�,ก���.���-,
�
�+*�N�.��@��?�6 NcoI 0	6 XbaI �6+��0Y/��
c��
�@��-� 2 0Y/ +��0ก8 0Y/��
c��
����57O8 
:A
 ?	�1��� pSRO2 ���� 5200 bp 0	60Y/��
c��
�����	cก :A
 ,�18-� antisense ���� 400 bp 
0����-,1.O	.ก�\N �.��� 
  - pSRO2 + Le-scADH1 (antisense) = pB1 
  - pSRO2 + Le-scADH2 (antisense) = pB2 

5,000 bp 

  1             2              3             4             5 

1,000 bp 
      750 bp 
 

250 bp 
 

500 bp 
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4.3.3.2  ก
� L!��MG#�
���� pB1 ��� pB2 ก]��G�� sense ����� Le-scADH1 

������ Le-scADH2  
5G�?	�1��� pB1 0	6 pB2 ก./��
c��
 Le-scADH1 (sense) 0	6 Le-scADH2 

(sense) 5��-:��
�N pGEM-T �@����.���-,�
�+*�N�.��@��?�6 PstI 0	6 EcoRI �?A�
57�+��������
�7��60ก8ก���GA�
��8
 :A
 400 bp ?/-8� +�������������
�ก�� (a�?�� 32) 

 

 
 

������ 32  ก��%�����#
�� pB1, pB2 ����������� Le-scADH1 (sense) ��� Le-scADH2 (sense)	�
�('�%��� pGEM-T �*(����"�
�%���!����� PstI ��� EcoRI 

 &��� 1 : 1 kb DNA marker 
 &��� 2  :   ���#
�� pB1 ���� 5,600 bp 
 &��� 3 :  ���#
�� pB2 ���� 5,600 bp 
 &��� 4  :  �������� Le-scADH1 (sense) ���� 400 bp 
 &��� 5 :  �������� Le-scADH2 (sense) ���� 400 bp 

 

�
 �"�*&�/�#�(����#
��#�(���กก�$���������� %*��ก����*( �!�
��& �
%��ก�� ���
��� 
���
�+���#
��#���#
	����������$'������ ��#�$'(�
-0ก%*��������#
��#���#

)��ก��%���*(����"�
�%���!����� PstI ��� EcoRI ��"�*�-$���������!��(� 2 �-$ "�*�ก� �-$�� 
����������	.1����ก�$�*(� ���#
�� pSRO2 �����������#�(� antisense ���� 5600 bp ���
�-$���������������ก '� ��������#�(� sense ���� 400 bp ����*(�#�1��ก2+� �����/ 
  - pB1 + Le-scADH1 (sense) = pB3 
  - pB2 + Le-scADH2 (sense) = pB4 

   1                2               3              4              5 

1,000 bp 
 750 bp 
 

5,000 bp 
 

      500 bp 
 250 bp 
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4.3.4 ก�		��� construct 

�!����#
�� pB3 ��� pB4 
����(��%�
%!��.����� ��$3"(*	�4����  6 �5 ���0���.(��� 
CaMV 35S promoter ��� intron ���� 300 bp ����6��*���*(� CaMV polyadenylation signal 
terminator �
 ��& �
%��	.*��0�	��0��$$��� RNAi construct "�*��*( "�*�!���$�$#�����/� construct 
����#��	�4����  33 ��� 34 .�����ก��/��!�"�-�����*�#0�������$'������ A. tumefaciens  �� �-�����*�

�������%��"� 
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�!���$�$#��� construction ������!���$ �����/ 35S promoter     NdeI      antisense   XbaI        intron     PstI       sense    EcoRI       terminator 
 
5�CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGTACCCCTACTCCAAAAATGTCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATTTCGGGAAAC
CTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCATTCAAGATGCCTCTG
CCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGACATCTCCACTGACGTAAGGGATG
ACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACAGCCCAAGCTTCGACTCTAGA 
GTCTCGCATTCTGTTACCGATACATTTCAACAGGTACCATCCAGCCATAAAATTTATTTTGACAATTTTTTTGAACTCGTCATCAATTAGCTGCAGTGGATCTTGCATTTTCCCTTCATAAGC
ATAGCAGTGTACCAAGGCATCCAACTTCCCAAATATCTTCCATGCCTTGTCCACAGCTTCATCAAAAGCAGTTTCTCTATCCTCCGTCATATCCAATCCCACAACTTCTACGGCAACACTAC
CCTTTAGTGATTGCTTTATATTCTCCGCTACACTCTTCAATTGGCGCTCATTTCCCATCAAAACCAATTGGCAACCCCTCTGAGCTAAATGGTACGCAATGTTGTTGCAAATTTCATCACCGT
TGGAGGTAAGCAACAC 
CCATGGGTAAGTTTCTGCTTCTACCTTTGATATATATATAATAATTATCATTAATTAGTAGTAATATAATATTTCAAATATTTTTTTCAAAATAAAAGAATGTAGTATATAGCAATTGCTTTT
CTGTAGTTTATAAGTGTGTATATTTTAATTTATAACTTTTCTAATATATGAACAAAATTTGTTGATGTGCAGCTGCAG 
GTGTTGCTTACCTCCAACGGTGATGAAATTTGCAACAACATTGCGTACCATTTAGCTCAGAGGGGTTGCCAATTGGTTTTGATGGGAAATGAGCGCCAATTGAAGAGTGTAGCGGAGAATA
TAAAGCAATCACTAAAGGGTAGTGTTGCCGTAGAAGTTGTGGGATTGGATATGACGGAGGATAGAGAAACTGCTTTTGATGAAGCTGTGGACAAGGCATGGAAGATATTTGGGAAGTTGG
ATGCCTTGGTACACTGCTATGCTTATGAAGGGAAAATGCAAGATCCACTGCAGCTAATTGATGACGAGTTCAAAAAAATTGTCAAAATAAATTTTATGGCTGGATGGTACCTGTTGAAATG
TATCGGTAACAGAATGCGAGAC 
GAATTCGGTACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTCTCCATAAATAATGTGTGAGTAGTTTCCCGATAAGGGAAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTC
ATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTACTAAAATCCAGATCGATCCTTGACAGG
ATATATTGGCGGGTAAACTAAGTCGCTGTATGTGTTTGTTTGAGATCTCATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC

CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTT3� 
 

������ 33  �!���$�$#������ Le-scADH1 (pB3) 	��0��$$ RNAi construct 
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�!���$�$#��� construction ������!���$ �����/ 35S promoter     NdeI      antisense   XbaI        intron     PstI       sense    EcoRI       terminator 
 
5�CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGTACCCCTACTCCAAAAATGTCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATTTCGGGAAAC
CTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCATTCAAGATGCCTCTG
CCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGACATCTCCACTGACGTAAGGGAT
GACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACAGCCCAAGCTTCGACTCTAGA 
ATGCCGCATAAGAATGTGGGACGATACCATATACTACCGTTGCCGCACTTGTCGTGAAAATAATTGAACCTTTTGTATGACTCGAAATCATCACTCTAGCAGCATGTTTCGCGCATAAAAA
TGCCCCAACGACATTTACATCGAACACGTTTTTAATTATATCGGTATCTACGTCTAAAATACTGGAAATCGACTTACCAGCTACACCAGCGTTACTGAACATTATGTCAAGCTTACCAAATT
TGGCAACCGTTGCATCAACCACATTTTGAACGTCTGATTCAATCGCGACATCACAATGGACGAACATTAGGTGTTCATTTTCTTTTACTAATGAATTTACAAGGTCGTCCTGAATATCTGCA
ATTGTTACTTTTGCACCATGTTGAATAAAAAGTCTAGCTGTAGCTAGTCCTATGCCACTAGCACCACCAGTT 
CCATGGGTAAGTTTCTGCTTCTACCTTTGATATATATATAATAATTATCATTAATTAGTAGTAATATAATATTTCAAATATTTTTTTCAAAATAAAAGAATGTAGTATATAGCAATTGCTTTT
CTGTAGTTTATAAGTGTGTATATTTTAATTTATAACTTTTCTAATATATGAACAAAATTTGTTGATGTGCAGCTGCAG 
AACTGGTGGTGCTAGTGGCATAGGACTAGCTACAGCTAGACTTTTTATTCAACATGGTGCAAAAGTAACAATTGCAGATATTCAGGACGACCTTGTAAATTCATTAGTAAAAGAAAATGA
ACACCTAATGTTCGTCCATTGTGATGTCGCGATTGAATCAGACGTTCAAAATGTGGTTGATGCAACGGTTGCCAAATTTGGTAAGCTTGACATAATGTTCAGTAACGCTGGTGTAGCTGGT
AAGTCGATTTCCAGTATTTTAGACGTAGATACCGATATAATTAAAAACGTGTTCGATGTAAATGTCGTTGGGGCATTTTTATGCGCGAAACATGCTGCTAGAGTGATGATTTCGAGTCATA
CAAAAGGTTCAATTATTTTCACGACAAGTGCGGCAACGGTAGTATATGGTATCGTCCCACATTCTTATGCGGCAT 
GAATTCGGTACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTCTCCATAAATAATGTGTGAGTAGTTTCCCGATAAGGGAAATTAGGGTTCTTATAGGGT 
TTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTACTAAAATCCAGAT 
CGATCCTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACTAAGTCGCTGTATGTGTTTGTTTGAGATCTCATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTT 

GCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTT3� 
 

������ 34  �!���$�$#������ Le-scADH2 (pB4) 	��0��$$ RNAi construct 
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4.3.4 ก�	���� constructs ������������	�� A. tumefaciens 

��A�
+�� constructs pB3 0	6 pB4 ����
�ก�� �@���Y8�,����1;80/:���, A. tumefaciens ��-,-�> 
freeze-thaw ?/-8� �=:=	�1��-�
�0/:���,�ก������ก�6��,�.�-
�7��:.��	A
ก 0	6�@�=:=	�1
��-�
�0/:���, ����-�1
/ก��� construct =�,ก���?���<����\��
c��
��-,-�>?*
��N 0	65G�
+?���
�N�@��?�6 1@�7�./=:=	��
�0/:���,��� construct pB3 ?/-8� ��A�
+?���
�N LeADH1-Xba 
low ก./ LeADH1 Eco low ��-�1
/�8
���
c��
�
� antisense, intron 0	6 sense ?/-8� =:=	��� 
1-4 �0Y/   ��
c��
���������8�ก./ 1,100 bp (a�?�� 35, G8
��� 2-5) *�����������ก./��
c��
��
:��ก��\N+-� (400 bp + 300 bp + 400 bp) 0	6��A�
5G�+?���
�N LeADH1-Pst up ก./ LeADH1 Eco 
low ��-�1
/�8
�    ��
c��
�
� sense ?/-8� =:=	��� 5-8 +��0Y/��
c��
���������8�ก./ 400 bp 
(a�?�� 35, G8
��� 6-9) *�����������ก./��
c��
��:��ก��\N+-� (400 bp)  

 

 
 

������ 35  ก��%�(�#�$)')�������$'������ A.tumefaciens �� 
� construct pB3 )��ก����� 

���
�+���������*(�(�,��������� 

 G8
� 1 0	6 10  :  1 kb DNA marker 
 G8
� 2 � 5 :  =:=	��� 1-4 ��� construct pB3 5G�+?���
�N LeADH1-Xba low 0	6 

LeADH1 Eco low ���� 1,100 bp 
 G8
� 6 � 9 :  =:=	��� 1-4 ��� construct pB3 5G�+?���
�N LeADH1-Pst up 0	6 

LeADH1 Eco low ���� 400 bp 
 
0	65�=:=	�0/:���, A. tumefaciens ��� construct pB4 ?/-8� ��A�
5G�+?���
�N LeADH2- 

Xba low ก./ LeADH2 Eco low ��-�1
/�8
���
c��
�
� antisense, intron 0	6 sense ?/-8� 
=:=	��� 1-4 �0Y/��
c��
���������8�ก./ 1,100 bp (a�?�� 36, G8
��� 2-5) *�����������ก./��
c�

   1        2      3       4        5      6      7        8      9       10 

750 bp 
 250 bp 

1,500 bp 
  750 bp 

 

1,000 bp 
  500 bp 
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�
��:��ก��\N+-� (400 bp + 300 bp + 400 bp) 0	6+?���
�N LeADH2-Pst up ก./ LeADH2 Eco low 
��-�1
/�8
���
c��
�
� sense ?/-8� =:=	��� 5-8 �0Y/��
c��
���������8�ก./ 400 bp (a�?�� 
36, G8
��� 6-9) *�����������ก./��
c��
��:��ก��\N+-���8�ก./ (400 bp) 

 

 
 

������ 36 ก��%�(�#�$)')�������$'������ A. tumefaciens �� 
� construct pB4 )��ก����� 

���
�+   ���������*(�(�,��������� 

 G8
� 1 0	6 10 :  1 kb DNA marker 
 G8
� 2 � 5 :  =:=	��� 1-4 ��� construct pB4 5G�+?���
�N LeADH2-Xba low 0	6

LeADH2-Eco low ���� 1,100 bp 
 G8
� 6 � 9 :  =:=	��� 1-4 ��� construct pB4 5G�+?���
�N LeADH2-Pst up 0	6 

LeADH2-Eco low ���� 400 bp 
 

4.4  ก
�FG
���� �_
�`G�� �! �" 
4.4.1  ก
�L]ก�a
������
ก��L�b��G���� �! �"���c�_�]�ก
�FG
���� 

7	.���กY8�, construct pB3 0	6 pB4 ����1;8	@����
8
� 0	65/�	�,��
��6��A
��� =�,
�.�0<	���ก-�>�
� Ling (1998) ?/-8� �@��-��
�G���18-��
��6��A
������
�G-��7	.���กY8�,
,�5��6,6�8�� � �:8�0�ก�8��ก.� (������� 7) *���?/-8�:-��1����Y5�ก��G.ก�@�57��ก��,
��:8� 
53% (160/300) 0	6 40% (120/300) 5� pB3 0	6 pB4 ���	@��./ 5��6,60�ก	@����
8
� 0	65/
�	�,��6�ก��?.]����c- 0	6������<	�,���ก1��,-�����<B�1��,-
8
� 7�A
1�7	A
� (a�?�� 37ก) 0�8
/��G����6�<	�,��<B�1��@���	
,8���-���c- ��A�
���กY;ก�GA�
0/:���, A. tumefaciens �����@�	�,
,8��
�9�0�� 7�A
��GA�
0/:���, A. tumefaciens �ก:���/�G���18-��6��A
�����ก�ก��+< �
ก��ก�.��,.�

   1       2       3        4       5       6       7        8       9     10 

750 bp 
 

      500 bp 
 250 bp 

1,500 bp 
 
1,000 bp 
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?/-8�	@����
8
� 0	65/�	�,��6��A
����ก��?.]���<B�,
�=�,�����กก-8�ก��?.]���<B�0:		.1 
1.��ก�+����ก�6,6�-	�5�ก���ก��,
���1�/;�\N ก	8�-:A
 Y��?.]���<B�,
�=�,����65G��-	���
,
ก-8�G���18-���?.]���<B�0:		.1ก8
� 0	�-:8
,�@���G.ก�@�,
�
ก:�.��  

7	.���ก 1-2 ��A
� G���18-�0�8	6G����6�ก��?.]���
�,
��@��-���ก a�?�� 37� 01��
18-�	@����
8
����ก��?.]���
�,
� 0�8��A�
<	8
,57�,
�����O���/=� ?/-8���@��-�,
���
1�/;�\N��
, =�,�,
���1����Y
,;8�
�+��<�6��\ 41% (124/300) 0	6 32% (96/300) 5� pB3 
0	6 pB4 ���	@��./ ��A�
,
��5/���� 2-3 5/ ���,��,��ก���
�7���	�,�:.��	A
ก (MSt) ��5185�
ก	8
�
�7���	�,�:.��	A
ก (MSr) (a�?�� 37:) *���5��.���
��� ?/-8�/���-\18-�,
��6
-/0	6�
:-��,�-��ก���� 0	6�5/����0	6	@����^	�

ก���@��-���ก 7	.���ก��<�6��\ 1-2 ��A
� �6�ก��
����ก0�ก

ก���<B��1���	cก � 1��- 0	6���ก0���0�ก

ก������c�ก	8
�
�7�� MSr 0�8��A�

�<�,/��,/�67-8��
.���ก���ก��,
�ก./��ก ?/-8� 
.���ก���ก����ก�:8���@��� 13.3% (40/100) 0	6 
10% (30/100) ��A�
���ก�,
�/��18-���+�81����Y?.]��57����ก+�� :A
1����Y����O���/=� �5/ 
	@����0�ก0���+�� 0�8+�8���ก�ก������ *���
���ก����กG���18-��.��+���./,�+�8:�
/:	9��.�-G���18-� 
�@�57�+�81����Y��������8
1��ก����.,*�� *����<B�1��:.��	A
ก+�� 
ก�.��/��������ก�ก������0�8�
5�<����\��
, +�81����Y����O���/=�5�=����A
�+�� �
ก��ก��,.�?/-8�ก������O�
���ก��:-��
��������
�ก����.,*����8�ก./ 100 mg/l �ก��������
, 
,8��+�กc�����A�
	�:-����������
�ก����., 
*��	��7	A
 50 mg/l ��ก�ก������O���/=���ก���� 0	6
ก�7�9^	7���� 
���ก����ก
��>�?	�
�ก��
,./,.��ก��01��

ก�
�,� Le-scADH 5���ก�
��6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB3 0	6 pB4 
��A�
���ก,��.�ก	8�-�<B�,� ADH2 *����
ก��ก�6�ก�,-��
�ก./ก�6/-�ก��19ก5�^	0	�- ,.�Y;กG.ก
�@�5����ก	�� ��ก0	6	@�����
��6��A
���5�1a�-6 anaerobic ��-, (Tansksley and Jones, 1981) 
�G8� 5�1a�-6��������@��.� ��ก�
�?AG+���./

ก*������
, �@�57��ก��ก��,./,.��ก��ก��� metabolism 
0	6ก��1���� ATP (Saglio et al., 1980) *���	�ก������O���/=��
���ก 0	6	@���� �.��.��?AG
�@��<B���
�7�,5�0//+�85G�

ก*���� =�,

ก*�+�*Nก	;=:1�<B� pyruvic acid =�,ก�6/-�ก�� 
glycolysis 0	6 pyruvic acid ���ก�������6Y;ก�<	�,�57��<B� acetaldehyde *����<B�?���8
?AG �.��.��?AG
�����
���8�<J�ก���,��<	�,� acetaldehyde �<B� ethanol =�,5G��
�+*�N ADH ���
,;8�
�+�� (	�		� 0	6
:\6, 2548) Shiao et al. (2001) ?/-8� ก���?��������
� ADH 0	6 pyruvate decarboxylase 1����Y
G8-,57���ก��������8
1a�-6���

ก*������@�+�� 5��6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB3 0	6 pB4 ��
��6�./ ADH 5���ก��@� 
���@�57��*		N��ก161� actadehyde 0	6�ก��ก����,5�1a�-6�:�,���ก
ก������1��ก����.,*�� ���?/
.���ก���ก����ก����@�ก-8��6��A
�����+�8+���./ก���.�0<	�
?.�>9ก�����ก (+�8+��01����
�;	) 
,8��+�กc���ก���?����6�./ก��ก����
��
�+*�N ADH2 5�
�67-8��ก��19ก�
�^	 �@�57��ก��1��?-ก0
	ก
M
	N�<B�<����\��ก *�����A�
�ก���@�0
	ก
M
	N+<
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5G�5�ก��1.��:��67N��@���	 �6�@�57�^	+����1G������������-, (Speirs et al., 2002) 
�!�ก��'�����ก%*�
��������� 
�ก������1�%�$)%'�$-*(� '� 
���ก�!��(�
�ก 
����.��ก

�� #
$0�+� ���
�	$��* 2-3 	$ (4����  37�) ����*��%*�ก�*�
�����������������,3ก��
�� ����ก��
'�����ก����0ก	�(�#�3��0ก (4����  37�) #3��*����"�*%*�
�����������������,3ก��
 pB3 
�!��(� 24 %*� ��� pB4 �!��(� 15 %*� �5 �
�ก�����/��	�)������%��"��� ��ก�$�
��� �����#�$
��ก2+�%��� 7 

 

�	����� 7  ���������%�ก����0�������&�/�#�(�
��������� "�*��$ก��-������ Le-scADH1 ��� Le-

scADH2 �� ����ก������1�%�$)%%��� 7 ก�� 
Co-cultivation (pB3) Co-cultivation (pB4) 

����ก
� ���d M���M 
�a
��������/

�a
����]b�e�� 

 $�� KN�M� 

(%) 

�a
��������/

�a
����]b�e�� 

 $�� KN�

M� 

(%) 

ก��+���./,� (co-cutivation) 300/300 100.0 300/300 100.0 
ก��G.ก�@�57��ก��,
� (shoot 
initiation) 

160/300 53.0 120/300 40.0 

ก��?.]���
�,
� (shoot 
elongation) 

124/300 41.0 96/300 32.0 

ก���ก����ก (rooting) 40/300 13.3 30/300 10.0 
ก��+�������1�/;�\N
(establishment in peat 
moss) 

24/300 8.0 15/300 5.0 
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������ 37 ��8��ก������!�%*��������	$���/�����
��������� ����1�%�$)%$���.�� MS &���

%��� 7 
 ก  :  	$���/���� 
����3 1 #����.�.�����ก-������ 
 �  :  #�(������ �ก����กก��&�ก�!���ก#�(��!�%*�����$���.��&�ก�!���� (MSt) 
  '  :  #�(������ �!�
����/��$���.��&�ก�!���ก (MSr) 
 �  :  %*�ก�*�
�����������������,3ก��
�� 
���� 	$ �����ก#
$0�+� 
 

4.4.2  ก�	*	���)��(ก"+����
������'��� �(��*���(�01ก		� 

����
����ก2+����%*�ก�*�
�����������������,3ก��
)��#���ก%��ก��ก2+� 3 ���ก�� 
�����/ 1) 
���ก.��ก�����ก����
�ก 2) 
��!�%*�����#�����( 3) 
����.��ก�� ��*�
����8�� (�*�����
��ก GBF Lab, Toulouse, France) 4����  38 �#��ก�������$����$��ก2+����%*�ก�*�
���������/� 
3 ����4� "�*�ก� %*�ก�*�
��������ก%� (4���� 38ก) %*�ก�*�
��������� "�*��$ก��-������ Le- 
scADH2 �� 
���ก2+�#
$0�+�%�
��ก2+��� ก���("(*�*��%*� (4����  38�) ���%*�ก�*�
��������� 

ก � 

� � 
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"�*��$ก��-������ Le-scADH2 �%�
���ก2+�"
�#
$0�+� (4����  38') ก���('� 
���ก�*��.��"
�
�
��� 
��!�%*�����#�
�(� ������"
���8�� �5�"
�#�
��-����1 �����8����9�%*��� #
$0�+�"�* �
 �
'�����ก%*�ก�*�
�����������������,3ก��
"�*��*( �5��*��%*�ก�*�����0ก	�(�#�3��0ก%��"� (4��
��  38�) 

 

 

 
 

������ 38 ก��%�(�#�$%*�ก�*�
�����������������,3ก��
 
 ก  :  %*�ก�*�
��������ก%��� "
�"�*��$ก��-������ 
 �  :  %*�ก�*�
�����������������,3ก��
�� "�*��$ก��-���������
���ก2+�

#
$0�+� 
 
 

ก � � 

� 
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�
 �"�*%*�
�����������������,3ก��
 pB3 ��� pB4 (T0-generation) ��*( �!�
���#�$
�$/��%*��� �'�����ก%*��� "�*��$ก��-������ )��ก��#ก������������ก	$ ����!�%*� �!�
���� 
���
�+
���������*(�(�,��������� �$�-$������������ 1,100 bp ��/�	� pB3 ��� pB4 %�
�!���$ �5 ��#��(��
%*�
�����������������,3ก��
�.�����/"�*��$ก��-��������*�
�	�%*����� �
 ������$����$ก�$%*�

��������ก%��� "
�"�*��$ก��-��������"
��$�-$���������ก���5/� (4����  39) �����"�ก�%�
�� �	.*
"�*���� ���&�� %*���!�"���#�$�*(�(�,� southern hybridization �� �����������ก�������%��"� 

 

 
 

%
#��� 39   ก��:.��	A
ก�6��A
����.�0<	�?.�>9ก���=�,ก���?���<����\��
c��
��-,-�>?*
��N 
 G8
� 1 0	6 14  :  1 kb DNA marker 
  &��� 2 � 6 :  
�����������������,3ก��
 pB3 %*���  1, 2, 3, 4 ��� 5 
  &��� 7� 11 :  
�����������������,3ก��
 pB4 %*���  1, 2, 3, 4 ��� 5 
  &��� 12� 13 :  
��������� "
�"�*��$ก��-������ %*���  1 ��� 2 
 

.�����ก�!�
�����������������,3ก��
�3����ก (T0) "����/��	�)������ �����	.*
�ก��
�#
%�(��� #���ก%ก������1�%�$)%���ก��%���� ����ก�$�
����� ��!��
���"���0ก��#�$%��"� 
�$(�� %*�
�����������������,3ก��
 pB3 ��� pB4 
�ก������1�%�$)%�����ก2+����#�+:��
(����"
��%ก%�����ก%*�
��������ก%� ��ก��ก��/'(�
#�
��-	�ก��%����������������ก�
	ก�*�'���ก����ก�*(� (4����  40) 
 
 
 
 
 

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

750 bp 
1,000 bp 

500 bp 

250 bp 
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������ 40  ก�������$����$ก������1�%�$)%���%*�
��������ก%� ���%*�
��������������

���,3ก��
 pB3 ��� pB4 (T0-generation) 
 

�ก�$�
���
���������ก���� #3ก�%�
�� 
���0ก��#�$	���.������'�����ก MS/Kan (MS 
agar, 30 mg/l kanamycin;) �� �'�����ก%*�ก�*�
�����������������,3ก��
�� "�*��$ก��-������
&3���� RNAi construct )��%*�ก�*�
�����������������,3ก��
�� "�*��$&3���� RNAi construct 
������/��5�#�
��-%*�����%��#��ก���
����� �������1�%�$)%$���.��'�����ก"�* �
 �%*�ก�*�

�����������������,3ก��

�	$�������
�+ 3-4 	$ ���
���ก�������
�+ 3-5 ��� �!�%*�ก�*�

�����������������,3ก��
�3���� #�� (T1-generation) "�'�����ก��ก2+��$/��%*����#�+:��
(�������(�,�ก���� ก���("(*�*��%*� ��*(�5��*����	�(�#�3��0ก������/��	�)������%��"� 

4.4.3  ก
�ก���
�M]����� �! �"�]��$��#]�g�ก��� 
ก���5ก2�ก��ก�����%�(���
�����������������,3ก��
�3��#�� �$(�� %*�
�������

����������,3ก��
 pB3 line ��  2, 3, 5, 7 ��� 8 
����#��,�4���� '� 
��!��(�%*�
�ก ���
�
���������%�%*�ก�*��� #�
��-��0����#0� #�(�
�����������������,3ก��
 pB4 line 1, 2, 3 ��� 7 ก�

����#��,�4�����&������(ก�� �%�"�*�!��(�%*��(
�*�� �����/��5�"�*%*��� 
�&�(�%����*���*(� �5 �
#��.%3�� "�*%*�ก�*��!��(��*����/����ก����กก����$��/�ก���#����ก������ scADH �!�	.*"
�
���ก
.��
���ก�*����"
�#�
��-����1�%�$)%"�* �5 �%*��
�ก����#�$ก��'($'3
ก���#����ก������
%��"� �����ก��ก�����%�(���
�����������������,3ก��
�3��#���#��	�%������  8 

����6��A
��� pB3 ����6��A
��� ����6��A
��� pB4 
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�	����� 8  ���&�ก��3���0ก��� pB3 ��� pB4  

Transgenic plants (T0) T1 (transgenic plant/ total) 

pB3 line1 15/25 (60.00%) 
pB3 line2 20/28 (71.43%) 
pB3 line3 23/32 (71.88%) 
pB3 line4 19/30 (60.00%) 
pB3 line5 25/30 (83.33%) 
pB3 line6 10/30 (33.33%) 
pB3 line7 25/30 (83.33%) 
pB3 line8 22/30 (73.33%) 
pB4 line1 10/15 (66.67%) 
pB4 line2 12/20 (60.00%) 
pB4 line3 14/20 (70.00%)- 
pB4 line4 4/10 (40.00%) 
pB4 line5 5/10 (50.00%) 
pB4 line6 3/10 (30.00%) 
pB4 line7 9/15 (60.00%) 
pB4 line8 5/10 (50.00%) 

 
1@�7�./ก������O���/=� 0	6	.ก�\6���1.\P��-��,��
��6��A
����.�0<	�?.�>9ก����98���

1
� (T1-generation) ?/-8� �ก������O���/=� 0	6	.ก�\6���1.\P��-��,�0�ก�8����ก����6��A
 
���<ก��
,8���7c�+��G.�����.��5�����6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB3 0	6 pB4 ก	8�-:A
 5�
�6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB3 <�6G�ก�18-�57O8 (80%) �6�ก������O���/=�5ก	��:,�ก./
�6��A
���<ก�� (a�?�� 41�) 0	6�18-���
, (20%) ���ก��?.]�����ก������O���/=�G�� 0�8�
?.]��ก�����1��-��,�
,8���-���c- :A
 

ก�
ก�.�������,.�������	cก (0:�60ก�c�) �@�57�^	��
+��������	cก 0	6���	c���
, (a�?�� 41:) 18-��6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB4 ?/-8� 
<�6G�ก��.��7���6�	.ก�\60:�60ก�c� 5/������	cก 0	6��-��
 �15/����ก-8�5/<ก����ก 
,
�1.�� �0	6

ก�
ก��c- �@�57�^	�6��A
�����+��������	cก��ก 0	6���	c���
,7�A
+�8��	, 
(a�?�� 42�) ��	c���+���6�	.ก�\6	/+�81����Y?.]������O�<B����+�� *���5�ก�\�
�����6��A
 
����.�0<	�?.�>9ก��� pB4 ��+�8���	c����@��<B���
��,�,?.�>9N��-,-�><�กG@�ก��� ก��������6��A
���
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�.�0<	�?.�>9ก��� pB4 �	.ก�\60:�60ก�c�ก-8� pB3 ��ก�.����ก��,./,.��ก��01��

ก,.�+�8
1�/;�\N 01��-8� ,� Le-scADH2 ���@�����	
�
���<B�,����/�/���ก�,-ก./ก������O���/=�
�
����?AG ��A�
Y;ก,./,.������@�57�ก������O���/=��
��6��A
-����.�0<	�?.�>9ก��� �̂�<ก����ก 0�8
ก����	.ก�\6�7	8���+�8<��กJ5�����6��A
����98�0�ก
���<B��?��6 RNAi construct ��Y8�,����+<
5��6��A
���,.�
,;85�1a�? heterozygous ����@�57�ก������O���/=�,.��<B�<ก�� 0	6��กก����1
/
<J�ก���,� dehydrogenase 0	6 reduction 5��*		N,1�N�/A�
�����.�� �6�7c�-8�5�,� Le-scADH1 �
<J�ก���,� dehydrogenase �ก������1;���ก (�<	�,�1��
.	�+M�N57��<B�0
	ก
M
	N) 0�8+�8?/<J�ก���,� 
reduction �ก������ 5��\6��,� Le-scADH2 ?/�.��1
�<J�ก���,� 0�8?/-8��<�61��>�a�?5�<J�ก���,� 
reduction �<	�,�0
	ก
M
	N�<B�1��
.	�+M�N1;�ก-8�<J�ก���,� dehydrogenase ��ก *���Y��
.���ก��
�<	�,�0
	ก
M
	N�<B�
.	�+M�N1;�ก-8�ก���<	�,�
.	�+M�N57��<B�0
	ก
M
	N 
���@�57��ก��ก��161�
1��
.	�+M�N5���A�
�,A�
?AG�@�57��ก��:-���<B�?�� 0	6���?AG��,+�� (	�		� 0	6:\6, 2548) 

 
 

 

 
 

������ 41  %*�
��������ก%����
�����������������,3ก��
 pB3 (T1 generation) 
   ก : %*�
��������ก%� 
   � : %*�
�����������������,3ก��
 pB3 �� 
�ก������1�%�$)%�ก%� 
   ' : %*�
�����������������,3ก��
 pB3 �� 
�ก������1�%�$)%�$$�'���ก��� 
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������ 42  %*�
��������ก%����
�����������������,3ก��
 pB4 (T1 generation) 
 ก : %*�
��������ก%� 
 � : %*�
�����������������,3ก��
 pB4 �� 
�ก������1�%�$)%�$$�'���ก��� 
 ' : %*�
��������ก%����%*�
�����������������,3ก��
 pB4 �� %���� 
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��กก��1.��ก�0	6��1
/�/A�
���� ?/-8� ����6��A
����.�0<	�?.�>9ก����98�1
� (T1 
generation) �
� pB3 0	6 pB4 18-�57O8+���./ก��Y8�,�
�,�������5�������� �.��<B��6��A
���
�.�0<	�?.�>9ก��� (transgenic plant) 0�8��
��ก����1
/ก���@�����
� RNAi construct 5�ก��
,./,.��ก��01��

ก�
�,� Le-scADH1 0	6 Le-scADH2 ��A�
���ก�6��A
����.�0<	�?.�>9ก���
/�����
��+���./ก��Y8�,,������� 0�8,�+�81����Y�@�7������.��+�� *���:	��,ก./ก����ก���
� 
Rezaian et al. (1988) ��1����0��ก-��.�0<	�?.�>9ก��� antisense �@��-� 3 ,� ����������8
=�: 
cucumber mosaic virus (CMV) 0	6��A�
�@�+<��1
/ก��<	;ก�GA�
 ?/-8� ��?,�,���,-���������
�8
=�: CMV 18-�
ก1
�,��:-��
8
�0
�8
=�:�G8���,-ก./���0��ก-�<ก�� *���01��-8�,�1
�
,���+���./ก��Y8�,,������� 0�8�@�7������������=�:+�8+�� ��A�
���กก����ก���6��A
����.�0<	�
?.�>9ก���:�.����57�^	ก����	
�+�8�<B�+<���:-��:��7��, �����
��ก����1
/7������
�,�
�.��1
�5�����6��A
����.�0<	�?.�>9ก����?A�
,A�,.�<�61��>�a�? =�,���ก	98�-��.,+����1
/
ก��01��

ก�
�,��.��1
��� ��-,ก���@�^	�
��6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB3 (T1 genera 
tion) �6,61^	�<	�,��� 7 -.� (breaker+7) 0	6	@�����
��6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB4 (T1 
generation) ��1ก.�
��N�
c��
 ��ก�.���@���-.��6�./ก��01��

ก�
�,���-, Real Time PCR 
?/-8� <�6G�ก��98�1
�18-�57O8 (T1 generation) �
� pB3 1����Y,./,.��ก��01��

ก�
�,�+��
���� *���7��,Y��-8�+���./ก��Y8�,�
� RNAi construct 
,8��1�/;�\N 0�85� pB4 ?/-8� <�6G�ก��98�
1
�18-�57O8 (T1 generation) �
� pB4 ,.��ก��01��

ก�
�,���ก *���G�57��7c�-8�ก��Y8�,�
� 
construct RNAi �<B�+<
,8��+�81�/;�\N ���+�81����Y,./,.��ก��01��

ก�
�,�+����c��� *���^	
�
�ก��01��

ก/��18-�กc�@�57�����6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB4 �ก������O���/=��� �̂� 
<ก�� :A
 �	.ก�\60:�60ก�c� 5/�	cก7��ก Y��ก��,./,.��ก��01��

ก1�/;�\N
���@�57�����6��A

����.�0<	�?.�>9ก�����,+�� ��A�
���ก����
�+*�N Le-scADH2 ���@��<B��8
ก������O���/=��
�
?AG ��ก^	��+��01��57��7c�-8�,� Le-scADH1 
���/�/���x?�6G8-��6,6ก��19ก�
�^	 0�8,� 
Le-scADH2 
���/�/�����9ก�6,6ก��?.]���
�?AG ��กก����1
/��ก	8�-���������1����Y
1�9<�/A�
����+��-8� �6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB3 �<�61��>�a�?5�ก��,./,.��ก��01��

ก
�
�,� Le-scADH1 5�^	+��� 0	657�������:-��1�/;�\N?.�>9N 1����Y57�^	 0	6��	c�+�� *���
5�������ก.����� ?/-8� �6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB4 +�81����Y,./,.��ก��01��

ก�
�,� 
Le-scADH2 +��1�/;�\N 0	6��A�
���ก����6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� pB4 ��+���	.ก�\60:�6
0ก�c� +�857�^	 ���,.�+�81����Y��1
/ก��,./,.��ก��01��

ก�
� Le-scADH2 5�^	+�� �.��.��
ก����	
�5�
��:����:-��<	�,�=<�=���
�N��ก CaMV 35S ��:-/:9�ก��01��

ก�
�,��9ก
�6,6ก������O���/=��
�?AG �<B�=<�=���
�N��:-/:9�57��ก��01��

ก�x?�6G8-���^	19ก (fruit 
ripening specific promoter) �G8� p2A11 *���=<�=���
�NG������6�@�57�����6��A
����.�0<	�
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?.�>9ก����ก������O���/=�<ก�� 0	6�ก��01��

ก�
�,��x?�65�G8-���^	19ก *���
���@�57�
+��^	�������57O80	6���	c�1�/;�\N �?A�
�,�,?.�>9N�8
+< 
,8��+�กc���	.ก�\60:�60ก�c���
�ก���������<B�^	ก�6�/
,8��0�ก��?/ 18-�^	ก�6�/����
A�� � �@��<B���
��@�ก����ก���8
+< �G8� 
ก�����5/��ก���� 5/7������ *���1
�:	�
�ก./���-��.,�
� Lewinsohn et al. (2007) *�����ก��
�ก�,-ก./ก��1.��:��67Nก	���5��1����� terpenoid =�,��1
/ก���?����6�./ก��01��

ก�
�,� 
geraniol synthase (GES) ��ก�6��- 5��6��A
��� *���,� GES ���6:-/:9�ก��1�����
�+*�N
1@�7�./^	��1�� geraniol (0
	ก
M
	N<�6�a� acyclic monoterpene) ���@�57��ก	����?�������5��
ก
ก97	�/ ก��<�6����^	-.���ก�6�./ก���?��������
�1�� geraniol 0	61���6�7,G���
A�� � 5�
�6��A
����.�0<	�?.�>9ก��� ?/-8�ก��161�1�� monoterpene �@�57�<����\ก��161� lycopene 
	�	�Y�� 50 �<
�N�*c��N �@�57�^	�6��A
����10��	���
,	� 0�8�ก	�����ก���� ��
�;	��G�57��7c�-8�
ก��<�./<�9�ก	���=�,ก��5G�?.�>9-��-ก���5��6��A
���1����Y�<B�+<+�� 0�8��
��6-.�Y��
^	ก�6�/�8
	.ก�\6:9\a�?����
A�� � ��-, �G8� 1 0	6�1G��� �<B���� 
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����� 5 

��	
��ก������� 
 

�����	
�����������ก�������� Le-scADH ��ก����ก��� !"��#����	� 2 �� ���%ก& �� Le-
scADH1 %���� Le-scADH2 %��	��������'
(�)�
��*�'!("���ก�����"+ก��%���""ก "�������
�"����,��-��.- %��%+������ '+	&� ���,��-��.- �������"�����)�
��*�)�.���/���(�����(
����	�� 24 1�(	��� %����กก��	���&� Michaelis constant (Km) %�� maximum velocity (Vmax) 
'+	&� �"��,�- Le-scADH1 %�� Le-scADH2 �����K��&�)L
ก
�
����,��-��.-����� ���"��,�- 
Le-scADH1 ��)���
�M
N�'�/���)L
ก
�
� dehydrogenation %.&��&'+)L
ก
�
� reduction (�"��,�- 
Le-scADH1 �����K�)��(�"�����R�-�S��)T�%"�ก"R"�-��� %.&��&�����K�)��(�%"�ก"R"�-�S�
ก��+�)T�"�����R�-���) �� *���(�"��,�- Le-scADH2 ��)���
�M
N�'�������"�)L
ก
�
� %.&�����K
��&�)L
ก
�
� reduction �����ก	&�)L
ก
�
� dehydrogenation �����&� Km .(��ก	&�KU� 60 ��&� %����S�
�SW�	&��"��,�- Le-scADH2 �����K�)��(�%"�ก"R"�-�S��)T�"�����R�-�����ก	&��)��(�"�����R�-�S�
�)T�%"�ก"R"�- �&	�ก�����"+���,��-%+��������&'+�)�.�� "������"��� �U���&�����K	��
�&�)L
ก
�
���� 

%����!("����� Le-scADH1 %�� Le-scADH2 ��K&�� ���/&1
���&	���� !"��#���/)%++ 
RNA interference (RNAi) �'!("���"+ก��%���""ก "��������"���� '+	&� �����K1�ก����+����� 
%�����.��"&"��S�'�[���)T�"� %������ก ������)T�.����� !"��#���%)��'��M�ก�����(��+/�*- 
����ก�����
\�.
+�. %���S�����(��+/�*- .����� !"��#���%)��'��M�ก�����(�����!"ก�	�������(
.�"�ก����ก.�� ��!("���'��M�-%++�)]� '+	&� )��1�ก���� !"��#��&��/ก��ก��ก����.�	���^_�� 
��)`"&���SW����1����� �!" )��1�ก� "��� Le-scADH1 (pB3) �&	���ก������กd*�.����()ก.
 
%����+���&	���(����กd*�%���%ก�W� %��.
�����W	 ����S������ !"��#��(�����&����*N�'%����&.
�
���W� �&	�)��1�ก��&	���ก "��� Le-scADH2 (pB4) ����กd*�%���%ก�W� %��.
�����"��ก 
,U(�"���)T�����กก��������+ "� scADH2 ��1&	�'�[��ก�� "�'!1 %����!("������ !"��#
���%)��'��M�ก��������"���กd*��)���"+ก��%���""ก "������1�	
M� Real Time (RT) PCR 
'+	&� )��1�ก� "��� Le-scADH1 �����+ก��K&��"� RNAi construct "&����+/�*- ��!("���ก��
ก���+���ก��%���""ก "��� Le-scADH1 "&���SW����1����� �� *���()��1�ก� "��� Le-
scADH2 ����ก��%���""ก��ก �U��)T��)���	&�ก��K&��"� RNAi construct ��&��+/�*- ��������U�
.�"���ก�����"+���1�	���� %��ก��)����
���กd*����^_����)̀����&��/ก.&"�)�'!("#Uกd�S�����(
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 "��������"���"���. �	���/���(������"��������1�)��+)���'��M�-��� !"��#S�!"'!11�
�"!(���(��ก�
(�
�S���ก�
(��'
(� U��S�!"��"����		
M�'��M�	
#	ก��� S�!"	
M�������
� ���1�����+ ADH activity �)T�
.�	�����!"ก �'!("�'
(��/��&����ก��.��� %���'
(������!"ก�S�%ก&�/�+�
�N� 
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   �����	��! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


������ ��������� (5�             3�) 
Le-scADH1  

         LeADH1-NcoI (up1) ATCCATGGGTGTTGCTTACCTCCAACGG 

         LeADH1-Xba I (low1) AGTCTAGAGTCTCGCATTCTGTTACCGA 

         LeADH1-PstI (up2) ATCTGCAGGTGTTGCTTACCTCCAACGG 

         LeADH1-EcoRI (low2) ATGAATTCGTCTCGCATTCTGTTACCGA 

Le-scADH2  

         LeADH2-NcoI (up1) ATCCATGGAACTGGTGGTGCTAGTGGCA 

         LeADH2-XbaI (low1) AGTCTAGAATGCCGCATAAGAATGTGGG 

         LeADH2-PstI (up2) ATCTGCAGAACTGGTGGTGCTAGTGGCA 

         LeADH2-EcoRI (low2) ATGAATTCATGCCGCATAAGAATGTGGG 
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     a Murashige and Skoog (1962) medium basal salt mixture (Eurobio) 
    b Stock solution at a concentration of 150 mg/ml in water stored at -20°C 
   c Stock solution at a concentration of 100 mg/ml in water stored at -20°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medium MSa MSl MSrk MSt MSr 

   MS mixture a (g/l) 4.3 4.3 4.3 4.3 4.3 

   Sucrose (g/l) 30 30 30 30 30 

   Plant agar (g/l) 8 - 8 8 8 

   pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 

   Vitamin (Nitch) (ml/l) 1 1 1 1 1 

   NAA (mg/l) - - 0.1 - - 

   BAP (mg/l) - - 1 - - 

   Zeatine (mg/l) - - - 2 - 

   IAA (mg/l) - - - - 0.5 

   Ticarcillin b (mg/l) - - - 150 150 

   Kanamycin c (mg/l) - - - 100 30 
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Plasmid maps 
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