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Abstract 

The nutritional content of rice is deficient in several amino acids essential for human 

growth and development.  To increase the protein quality of rice, a gene encoding a ‘major 

royal jelly protein’ (mrjp) isolated from Thai honeybee Apis cerena was transformed into rice.  

The MRJP was selected because of its high nutritional value as its composition consists of 45-

49 % essential amino acids.  Transformation and expression of a major royal jelly protein 

(mrjp2) gene in rice cv. Niaw Sanpahtawng (Oryza sativa L. var indica) and Kitaake (Oryza 

sativa L. var japonica) were studied. Scutella-derived calli established from mature rice seeds 

were transformed with Agrobacterium tumefaciens strain AGL1 harboring pBU3 

(Gt1::mrjp2::Tnos) plasmid containing mrjp2 gene driven by the endosperm-specific Gt1 

(Glutelin 1) promoter. It was found that Niaw Sanpahtawng and Kitaake showed the maximum 

percentages of callus formation at 44.23 and 73.71%, respectively and the average size of 

callus of 1.08 and 1.07 cm, respectively. Both varieties produced globular, yellow, and compact 

calli which were actively dividing and suitable for transformation.  The efficiency of 

transformation methods of Toki (1997) and Endo et al. (2002) was compared.  It was found that 

a suitable transformation method for both rice varieties was that of Endo et al. (2002) which 

produced the highest percentage of surviving calli.  The percentage of surviving calli of Niaw 

Sanpahtawng was higher than that of Kitaake but the hygromycin resistant calli were unable to 

regenerate. GUS activity was detected on leaf segments of T0 transgenic plants, indicating the 

expression of gusA gene.  PCR analysis of leaf genomic DNA of BU3 plants using mrjp2 

specific primers showed the expected PCR products, indicating the integration of mrjp2 gene 

into transgenic plant genomes.  In addition, segregation analysis of T1 progeny showed that the 

phenotypic ratio GUS-positive : GUS-negative was 3:1, following Medelian rule.  Stable 

inheritance of genes was observed in offsprings of T3 and T4 transgenic rice plants.  Southern 

blotting analysis using DIG-labeled probe of mrjp2 gene showed a single insertion site of mrjp2 

gene in genome of tested transgenic rice plants.  Total RNA from milky stage seeds of BU3 
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transgenic plants was extracted and subjected to RT-PCR analysis. The results showed that 

the mrjp2 gene was expressed at mRNA level.  Expression of MRJP2 protein in mature seeds 

of transgenic rice by Western blotting analysis was investigated.  It was found that the 70 kDa 

GUS protein was detected.  However, MRJP2 protein was not detectable by Anti-His, probably 

due to low expression or degradation of this protein in mature rice seeds.  The use of Anti-His 

antibody may result in low specificity and sensitivity for detection of MRJP2 protein.  However, 

developing transgenic rice seeds expressed the protein of about 50 kD which was possibly 

MRJP2 protein.  Overall results indicated that mrjp2 gene was successfully transformed and 

expressed in rice seeds.  This study will be useful for genetic improvement of rice for improved 

protein quality in the future.  

 

Keywords : indica rice cv. Niaw Sanpahtawng, japonica rice cv. Kitaake, Agrobacterium 

tumefaciens, rice transformation, major royal jelly protein (mrjp2) gene 
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0��
�$7�$�9-��$7#�������$7
'�+���� �9� 0��
������� �$�9-��$7#���#����� 80 &#���& *̂��� 

0��0��
���"'�#�����-���� �$���-�0��
�����$-���&#/����������0��#��������� !��&#/�
�����&�6���$7


2���=0��#��&�� 5̂7�0��
�$7����#���+�#��&��1�����&#/�0��
�������&�	���� 0��
1���$#��������


	����+�#L 2551 
2��
���-�!�	&�9��������;5���������� �$���
	������-�
�-� 9,417,880.24 ���  ���

&#/�����	� 188,873.90 ����4�� ���
	�1#0����7
��� 144 #��&�� ��������0�� 0��
1�����	+��
$#

&�&�$� !�w���� ��
��������� �&����� �'��# !����&�$�&�$� ����2���4 (
%���������!�	�#��&��

1��, 2552) 

 

'
�:�#�
���6�
-��������� 

 

0��
&#/��9�+�
�'� Oryza �97�&`���0��0��
�9� Oryza sativa 
��� Gramineae &#/�

�9�+4&�$-��&�$7�
 ����'� &�	�&�$�
��4�=�� 0��
�$7#���������	��7
����$��
���� 2 ���"'� �9� 0��
&�&�$� 

(Oryza sativa L.) !��0��
!�w���� (Oryza glaberrima) 0��
�$7#���������	�$������^�&#/�!44�������� 

(2n=24) (�������, 2547) 0��
&#/��9�+4&�$-��&�$7�
�$7�$�2����&#/�#���� +4�$���6����
�$ #���!��� 

����$
$�-2����!���	����&#/�#��&%�
�4����&�� &�����$��-�&�
���
���!��&�
���
&�$�+����&�$�
��� 

����
����"'�
	
�+�=	�5�&#/�����
����+���
&��&�9�4 100 &#���& *̂��� �����-� ���"'�0��
�����7
1#�5��$

���6��&#/�����1^��
 �$��$7�
4�'����6���	��: %��+�0��
�$#����� 33,000-50,000 �$� (�������, 

2539; ���� !��������, �.#.#. ) 

0��
!�w���� (Oryza glaberrima) !��	���������	&`���4��&
�&0�����0��!�w����

&�	���-� 
	
�0��
&�&�$�&#/�0��
����
�&������ Oryza sativa ��40��
#Y� �$;�7��2�&���4��&
�#��&��

���&�$� 4�����&�� !��&�&�$���
�����&`$��+�� #��������	��!��	������-�!�	���&�$� ���&��9�0��4��

���&�� 4��&
����!��
��&��$7�����
	����	� 1�� ��
 &
$����� !���$����+�� 0��
&�&�$�
����;
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!4	�&#/� 3 ���"'� ��
���� �9� ������� (indica type) �$���6��0��&��*���
 &�$�
 ����#������!;4

&�&�$���
�����&`$��+�� &�	� ������$& $̂� 1�� ���&�$� !��4��^�� ��#����� (japonica type) #������+�

!;4%���������	��0����4�'	� &�	� =$7#'Y� !��&����$ �$���6��&��*��	��0���#��� &��*�
�-� !����
���

�� (javanica type) &#/�0��
�$7�$���6�����	���
	���������!��  ��#����� &��*�
�-� #�������$7#��&��

������$& $̂� !����	� �����-�!��	1#���w_��##_�
�!��=$7#'Y�  

(�������, 2547;  �����"�0��
1�� +����4������#;��%�, 2549) 

 

����	��.�-���-������� 

 


����$
��+����&���=&��4��!����[��0�����0��
 !4	����&#/� 3 ������
�����9� 

1. ���&���=&��4������2���� (Vegetative phase) (����
'[�, 2526) 

���&���=!����[������2������&��7���-�!�	&�*�+4!�����	��������#����'������	�� 

��;5������2�&����	���� �����+������&
�� 30 
��&#/���	������ �������	��0��0��
��&�$�����
	� 

“�������” ���������-���&0��
�	����!���� (tiller) 5̂7�!4	����1��&#/� 2 ���� 

1.1 ����!����
��
'� &#/��������&��7��2��
�0����	��$7
�� (tertiary tillers) 

��&��7���;5��'��$71�	
����;!�����
	����	��$7��57�!����	��$7
��1�� 

1.2 �����9���
0���2���� &#/�����9���
0���2���� 5̂7���&����	�����
�����
�

�	�� 5̂7�&#/������	�������!����  

2. �����[��������
94���"'� (Reproductive phase) (4'=��
�, 2547; ����
'[�, 

2526) 

�����[��������
94���"'� ��&��7���-�!�	�����2�&����
��	�� ��;5����������� ����


�����
��	�� +������$-�2����0��0��
���$#'�0�0���&�*�&���05-� ���#��������	+��	
�����#����� 

30 
���	������
� 

1.1 ������-����� +������$-���$����9�#������	��&�*�1������������4������05-�

0����4+4"� 

1.2 ��������
� &#/������$7�	�������	�����������4+4"� 
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1.3 ����
�&�
�!��#��
�"� &#/������$7%��+������!�� !�������&�����

��'������4&���1#��4����&�
���
&�$� �2�+��&�������
���
&��%��+����&�$�
���05-� ���������-�

��&0��
�	�	
�
'�!�	 

3. ���&���=&��4��!����[�����&��*� (Seed growth)  

�������#��
�"�#����� 8-10 
�� &��*�+�����!�����$!#��+
&��
 (milky stage) 

&�97��	�������-2���1#!��
 �-2���0��
��&��7�&�����
���!�	�!��!0*���
 ���������-�&��*����$�����[��

&#/�
�	����&��*�
'�!�	 (maturity stage) 

&�97��2�&��*�0��
�$7
'�!�	 !��
��!��&#�9����� ������&��9�
	
� brownish pericarp 

���	�� &�$��
	� 0��
����� (brown rice) &��*�0��
�����
	
�+�=	���$
$�-2�����	�� ��9�!�� 0��
�����

&�97��2�1#0��&�� pericarp !�� seed coat ��� &�$��
	� 0��

�� (kernel) 
	
���
0��0��
���$���6��
$

0�
0'	�&�$��
	� ����0��
 5̂7��9�
	
�0�����%� �$�
	
���57� 5̂7�&#/�
	
�+�=	0��&��*� �9�
	
��$7&#/� 

starchy endosperm ���$���6��&#/�!#��
$0�
��9�+
 +�0��
���
���$
$+
 
	
�0��
&��$�
���$
$0�
0'	� 

(���&��
�, 2545) 

&��*�0��
&#�9��#����4��
�
	
��	�� : ���%�����&0��1#����$- (%�� 1)  

1. &�97��'��0��
����� (caryopsis coat) #����4��
�&�9-�&�97� 3 ��-� 1��!�	 &�97���-���� 

(pericarp) &�97��'��&��*� (seed coat) !��&�97���7� (nucellus) 

2. &�97��'��&�9-�&��*� (aleurone layer) ���	����+��	����&�97���7� (nucellus) &#/�&�9-�&�97�

����&�$�
��4&�9-�&��*� (endosprm) &^���0��&�97��'��&�9-�&��*�#����4��
��#��$�!��10��� 

3. 
	
��$7&#/�!#�� (starchy endosperm) ��9�
	
��$7&#/�0��

�������	��-�+�
'�0��

&��*�#����4��
�!#��&#/�
	
�+�=	!���$�#��$����	4��� 

4. ���%� (embryo) &#/�
	
��$7���	�����4
	
��$7&#/�!#�������������0��&��*� (ventral 

side) ���%� &#/�
	
��$7��&���=&#/�����	���	�1# �����-��5�#����4��
� ����	�� (plumule) ����	�� 

(radicle) &�97��'������	�� (coleoptile) !��&�97��'������	�� (coleorhiza) &#/����  
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<�� 1 ����
����0��&��*�0��
 

�$7�� : ���&��
� (2545)  

 

����.!���@� �
���� Kitaake 

 

0��
=$7#'Y����"'� Kitaake (Oryza sativa var. japonica) &#/�0��
�$7�$&��*�
�-� #��� �$

�
��&��$�
 !���$���6��&`�����
 &#/����"'��$7�$�����[��&�97�+�����	��
��&�*�
2����4#���+� 

Hokkaido (#��&��=$7#'Y�) !��&#/�0��
�$71�	��4
����	��	
�!
� (photoperiod insensitive rice) �9�

���������0��0��
���"'��$-��05-����	��4���'0��0��
 !�	0��
���"'��$-1�	���	��
��!���!���  (Kan., 

2009; Fang and Pennell, 2005) 

 

 

 

 



6

�����
�������!��

��@�-�� 

 

0��
&��$�
&#/��$7����4���%�&#/����������+�%��&��9�!��%����
�����&`$��&��9� 

���0��
���"'�&��$�

��#Y���� (Oryza sativa var. indica) &#/�0��
&��$�
�$7#������&#/������4
��0��

%��&��9� !��&#/�0��
�$7�$���6���$7�$ �'�%�����0��
$�$ 0��
�$7�'�����	���'	� �-2�����&��*��$ ���+��

������&`�$7��	�1�	
�� �2���	��1�������$ &�6�����5�����#��������� !�	0��
���"'�&��$�

��#Y����

&#/�0��
1
�	��	
�!
� #���1��&`���+������#L&�	���-� �$���-����1�	��������	����0�4+4!���!��&��$-�

������
$�-2���� (�����
����0��
&�$��+��	, 2547) 

 

����*�+�������������� 

 

����#����4���&��$0��
��������$7�$�'�#��������	��	�����!4	����&#/� 6 

#��&%��9� �#��$� �����41�&��� 10��� 
������ !�	"��' !���-2� 0��
�$#�����10����72� !�	10����$71��

���0��
���$�'�%���$ 10���0��0��
���4�$7��-�+�
'�0��&�97��'��&��*� 
���������4�$74��&
�&�9-��'��

&��*���-�+�
'�!���$7���%� 
�������$7�$���	+�0��
 &�	� ������������ 1����$� 
������4$ 1 
������^$ 
	
�

!�	"��'
	
�+�=	�4�$74��&
���
���0��&��*� &�	� !��&^$�� w�
w���
 &��*�  


	
��#��$����$���	���!�	��$74��&
���
���0��&��*�0��
 (aleurone layer) #�����

�#��$�+�&��*�0��
��������$#������#��$���-�!�	 4.3-18.2 &#���& *̂��� 
2����40��
��������"'���#�����

���$�#��$�&`�$7� 11.1 &#���& *̂��� +�0���$70��
��������"'�����������$�#��$�&`�$7� 9.8 &#���& *̂��� 
	
�

0��
�����1���$�#��$�&`�$7� 7.84 &#���& *̂��� (4'=��
�, 2547) #������#��$�+�&��*�0��
���	��0����72� 

����������$7�$���	�����$7
'� �9� ���������1�^$� !�����#��&w� (������ !��
������, 2533) 

�������� 1 
��&���$7�����
	
� A/T 5̂7�&#/��	��$7+��&#/�4�����8��+�����������

#�����
��������#��$�
	�&�$�����$7���	
�+����&���=&��4��0���	�������9�1�	 ����	� A �9�

#���������������$7�2�&#/��	��	�����!�	����
 
	
��	� T &#/��	�����8��0������������������ �9� 

;���$�	� A/T 
���
	� 70 ;9�
	�&#/��#��$��$7�$�'�%���$ ���������4
	��'�%���#��$�0��0��
���"'�
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&��$�

��#Y�����$�	� A/T �����
	� 70 !
��
	��'�%���#��$�0��0��
���"'�&��$�

��#Y�����$

�'�%���	��0����72� (������ !��
������, 2533) 

 

-���� 1 #�������������������	��: �$7�2�&#/��	��	������$7�$���	+�0��
&��$�
���"'��	��: 100 ���� 

 

 

 

 

 

 

 

+!���:  ���!#����� ������ !��
������ (2533) 

 

���-!���/9D� 

 

+�#���'4�� ���5-� (royal jelly; RJ) 1����4�
��
�+����+�8��������&�97�
'0%�� �$

����: ���
�����$71���5�6��#��$����5-� &�	� Taniguchi et al. (2003) �4
	� ���5-��	
�+��4��!��

���&�*
05-� !���	
�#���������&������%���!��1�� &�	�&�$�
��4��������0�� Kohno et al. (2004) 5̂7�

�4
	����5-��	
���������&
40����
����1�� �������$-���5-�����	
���4��-����&��������&�*�1���$���
� 

�������5�6�0�� Kimura et al. (2003) �4
	����5-��$7�
��&0��0�� 300 ��9� 600 ����������	�

�����������2�+��&�9-����+���4����$�-2��������� 

���5-�;��
����05-�����5-����4������	��1��#w����&�$�� (hypopharyngeal) !�� 

!����4�
���� (mandibular) 5̂7���;��+��&#/������&�$-����
�	���$7��&���=&#/��5-�����=� �������5�6�

�������	
� �
��
���
���

(�
��) 

Lysine Methionine Tryptophan A/T ���

���
��� 

�
����������

�� A/T ���
��� 

�������	�
��
�� 8.4 253 120 91 55 Lysine 

������ ��2 8.3 218 67 73 47 Lysine 

��������� 8.2 272 112 99 60 Lysine 

�����������  71 6.9 210 99 57 55 Lysine 

������������� 7.0 216 117 74 56 Lysine 
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0�� Takenaka and Takenakan (1996) +��5-��������7� (A. mellifera) �4
	� ����#����4�$7
2���=0��

���5-� �9� �#��$� 5̂7��$
��;5� 12.7 ± 0.8 &#���& *̂��� �����41�&��� 11.9 ± 0.7 &#���& *̂��� ����#��$�


	
�+�=	������	+���'	� MRJP (Major royal jelly protein) ^57����&#/� 82-90 &#���& *̂��� 0���#��$���

�5-���-���� ���
����;�2�!��1�� 5 ��'	� �9� MRJP1 MRJP2 MRJP3 MRJP4 !�� MRJP5 �$0���

#����� 49-87 kDa (Schmitzova et al., 1998) 


2����4�5-�����0��1�� (Apis cerana) Duangporn et al. (2003) 1���2� expressed 

sequence tag (EST) library !����
�
�4�#��$�0���$� AcMRJP1 �4
	��$�2���4&4
 1,299 bp !��


����;!#����
1����������� 433 ��
 &�97�&#�$�4&�$�4�2���4&4
��4�$� AmMRJP1 0���5-��������7� 

(Apis mellifera) �4
	� �$����
����0���$�������$� AmMRJP1  ;5� 93 &#���& *̂��� 

Imjongjirak et al. (2005) 1���2�������� cDNA 0���#��$� MRJP1 !�� MRJP2 5̂7�

&#/��#��$��$7�4���+����5-� �4
	� �$� AcMRJP1 (GenBank accession no. AF525776) !�� 

AcMRJP2 (GenBank accession no. AF525777) �$�2���4&4
 1,302 !�� 1,392 bp ����2���4 5̂7�!#�

���
1���#��$��$7#����4��
���������� 433 !�� 463 ��
 ����2���4 �#��$� MRJP1 !�� MRJP2 �$7

1��������!#����
�$����������2�&#/� 47.5 !�� 44.8 &#���& *̂��� ����2���4 �������$- &�97��2��2���4

��
��$��1����$71��1#&#�$�4&�$�4��4�$��$7�$������1
�!��
+� GenBank �4
	��$�
��&��9����4 MRJP1 

!�� MRJP2 cDNA 0���5-��������7� (A. mellifera) 93 !�� 92 &#���& *̂��� ����2���4  

&�97��2�����5�6����!
�����&#/��#��$�0���$� AcMRJP1 !�� AcMRJP2 ����$

���!
�����%��+�&�9-�!4��$&�$� E.coli 
�����"'� Rosetta (DE3) pLysS !��
�&�������#��$����

&����� SDS-PAGE �4
	� AcMRJP1 �$�-2�������&��'� 47.9 kDa 
	
� AcMRJP2 �$�-2�������&��'� 

51.7 kDa  &�97��2����!��4��
'�"�<!��
1��#������#��$�#����� 20 !�� 8 ����������	����� ����2���4  

�$���������;	���$� mrjp1 5̂7�����1������5-��������7� +���
�4 (Nicotiana tabacum 

L. cv.Wi38) ���+��&�9-������!4��$&�$�� &�97�
�&�������#��$�+������
�4�$71����4���;	���$����&����� 

Immunoblot  �4���!
�����0���$� mrjp1 +������
�4���!#�����"'���� (Judova et al., 2004)  
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�����
������
���������"�&)��+����'�!)!�<�� 

 

���#��4#�'����"'�0��
���������&�9����������
�0������"'�!44��-�&���+��&
���������

#L�
	������&�9��1�����"'�+��	�$7�$1�� ����2�&��&��������&�������$�$
%����+��+����#��4#�'����"'�0��


&#/��$�
�"$��57�&�97��$7��������&
��0�����#��4#�'����"'�+��
�-��� !��1�����6������$7����������1�	&���

���
�=&
$����6���$7�$0��!�	�����"'�1# ^57�&��������&�������$�$
%���$7�2���+��+����#��4#�'����"'�

0��

	
�+�=	 !4	�1��&#/� 3 #��&%� 1��!�	 ���&���&�$-��&�9-�&�97� ���+����&��'�&��97�������$&�*�&�

�	
�+�������&�9��!��#��4#�'����"'� !��&�����������"'
��
����  

&�����������"'
��
����
����;!4	�1��&#/� 2 #��&%� �9� ���;	���$�&0��
�	

������^��9������� !�����;	���$����+������+�����2��$�&0��
�	&^��� 

 

���E*���!�����
�*������F���)�"�-�� 

 


�"$�$-��1�	�������
������9�����+�����2��$��$7�������&0��
�	&^����9� &�	� ���+��


��&��$���$&��"��$�1�����  ���+�����!
1ww��  ���+��&��97�������'%�� 5̂7��$�������$7#��
4

�
��
2�&�*�
2����4���+��
�����$&��"��$�1�����+����;	���$�&0��
�	�#������
��0��0��
������� 

���"'� IR54 (Peng et al., 1990) 
	
����+�����!
1ww���$�������
��
2�&�*�+�0��
��#����� (Toki et 

al., 1992) 5̂7���-� 2 
�"$�$0���2����&�$7�
��4�������2�+����[��&#/�����$7
�4����1�����  

���+��&��97�������'%��#���'4��&#/�&������$71����4�
������&#/���	����� �2�1�����+��

��'%��&�*�: 0����� ��9����
&�� 0���&
���	����������� 0.5-5.0 1����� &��9�4��
��$&�*�&� �$7

�������;	��
�	&^����9�  ��'%�������$7;��&��9�4��
��$&�*�&� ��;��
	�&0��
�	&^������+���
����� (�6����, 

2544) ����$����2�&������$-��+��+����;	���$�+��9�+4&�$-��&�$7�
 &�	� 0��
������� !����#����� 0��



��$ !��0��
��� (Lazzeri and Shewry, 1993)  
2����4+�0��
1�� ��
����!����� (2543) 1���2����;	��

����$� wci  0��;�7
��+����40��
0�
������� 105 &�97�+��0��
!#�����"'�
����;��������	�!���4�7
!��

&��$-�������
$�-2���� !�	0���2����0��
�"$�$-�9� �$�$�&0��1#�����'� 5̂7��2�+��&���������&�$����
+��	
�� �$�

��-����&�$7�
0�����4��4���&��� Gene silencing (Al-Forkan. et al., 2004) 
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���E*���!��"�&)����#&�����$��!�����
�*�F''� 

 

���;	���$����+��&�9-������!4��$&�$�� &#/�
�"$���;	���$����+��&�9-������!4��$&�$��

&#/�����+�����2��$�&0��
�	&^����9� %��+�!4��$&�$��$�$&�*�&��$7&#/�
���9� ���
��� Ti (tumor 

inducing plasmid) &#/���
����2�+��&������
	�;	���$�4� Ti plasmid  5̂7�&#/�
	
�0���$&�*�&��$7&�$��
	� 

T-DNA ��;��
	����!4��$&�$�&0��1#+���
&��$�
0��&^����9�!��
�
���
&0����4������^��9� (�6����, 

2544) 

Agrobacterium tumefaciens !�	��
�����"'��$�
��
����;+����;	������$�+��9�

!���	����� 05-����	��4 virulence (vir) gene +� Ti plasmid ��� virA ���2������$7���2��	�


��#����4wL����� &�	� 4-acetyl-2,6-dimethoxyphenol (acetosyringone) 5̂7���&�����������$7�9�&���

4��!�� ���������-���1#����'�� virG +���$���!
����� ^57� virG ���2������$7����'�� vir �97�: +��

�2���� (Zupan and Zambryski, 1995) �����-����&��7��2��
�0���$� vir  ���2�+��#��
��"�%��+����

;	���$�&��7�
��05-���
� �5�1���$�����[����44 super binary vector 05-� &�97��	
�+�����;	���$��$

#��
��"�%��
��05-� ���������0�� Hiei et al. (1994) 1��&#�$�4&�$�4#��
��"�%��+����;	���$�

���
	��&
�&���� 2 ���� �������!���9� pIG121Hm 5̂7�&#/� binary vector !44"����� ��4 

pTOK233 5̂7�&#/� super binary vector ���+�������!4��$&�$��
�����"'� LBA4404 �4
	����
��� 

pTOK233 �$#��
��"�%��+����;	���$�
��05-� 

���+�������!4��$&�$���$0���$ �9� #������ &�97�����1�	+��&��97���9�!��
�
�'�$7�$����

!��  �2�+��
��
�+����;	���$� �$���-� �$&�*�&��$7;	�����&0��1#�$������&�$����
+��	���� !���$��$7

;	��&0��1#��-�
����;;	�����
�	�'	��	�1#1����	��&
;$�� (Hiei et al., 1997) !�	#��
��"�%��0�����

;	���$����+��&�9-������!4��$&�$��+�0��
����72����	 �5��$���
�����	��: &�$7�
��4�����[��
�"$���;	��

�$�+�0��
+���$#��
��"�%��
��05-� (#��%� !���������, 2537; �	����� !����� 2548; 4��������< !��

��� 2549; Smith and Hood, 1995; Toki, 1997) 

���;	���$�+�0��
���+��&�9-������!4��$&�$��#��
4�
��
2�&�*����-�!��+�#L 1993 

&�97� Chan et al. (1993) 1��������;5��
��
2�&�*�0�����;	���$�+�0��
��#����� ��-�!�	��-����*&��7��$

�����[��!��
	�;	���$��$7�$�
��
2���= &�	� �$�����������!��!��� �$��$7�	
�+��0��
������	���



11

#��4
���9� &�	� Cheng et al. (1998) 1��;	���$� CryIA (b) !�� CryIA (c) &0��
�	0��
���+��&�9-������

!4��$&�$��&�97��������!��� !�������0��0��
 Cao et al. (2004) 1��;	���$��$7��������	���#��4


���9�1���w&
�&0��1#+�&^���0��
 
2����40��
1���*�$�������
��
2�&�*�+����
	�;	���$��$7�������

���!��!��� &�	� &��
'��"� !����� (2548) ���������;	���$�1���&�
&0��
�	0��

'����4'�$ 1 ���

����� Agrobacterium tumefaciens 
�����"'� LBA4404 &�97�+��0��
�$�
��
����;+������������	�

���1���1��  

  &����
&#_���0��0��
 �9�
	
��$7+��4���%� 5̂7��$
��������$7�2�&#/����� &�	� �#��$� 


������ A "��'&��*� �5�1���$�
���������$7��&��7��'��	�����%������+�0��
+�����05-� &�	� Ye et 

al. (2000) 1���2���������$��$7
���� �-carotene ������!�w�w��� ���+���$���!
������$7&����


&#_��� ���;	���$� psy 5̂7��$��$-�����	%��+���#���&���� Gt1 (endosperm-specific promoter) 5̂7��2�+��

�$���!
������$7&����
&#_���&�	���-� ������������4
	��$���
�
�0��!����$��� (carotenoid) 

5̂7��2�+��1��&��*�
$&��9����� �$������57��$71���2�����5�6�&�97�&��7�"��'&��*�+�0��
 �9� Goto et al. 

(1999) 1��������
	�
����;;	���$� soybean ferritin +�0��
��#��������"'� Kitaake 1�� �2�+���$���


�
�"��'&��*�+�&��*�0��
 &�97������$��$-;���
4�'���
��#���&���� Glub-1 (glutelin promoter) 5̂7�

�2�+��&��*�0��
�$"��'&��*�&��7�05-�;5� 3 &�	�&�97�&�$�4��4&��*�������0��
�$71�	1����4���;	���$� 

 

�H		
�+!��!/'-*���#
�+��<�����E*���!�&������"�&)��#���,��+!��!�� 

 

�
��
2�&�*�+����;	���$�05-����	��4#���������: ��	�� &�	� ��-�
	
��9� 
��������+�

���&���&�$-��!����
 �������2�+��&������ 
%�
����&���&�$-���	
� ��0��
��#���$
���	����&���=

0��!����
 ������&�9��!����
�$71����4�$� !��
�����"'�0�������!4��$&�$� (Hiei et al., 1997) 

!����
&#/�#�������57��$7�$���	�#��
��"�%��0�����;	���$� !����
�$7+���
�&#/�

!����
�$7�����4��&
� scutella  (&�9-�&�97���4: ���%�) ^57�!����
�$7&������4��&
��$-���$���6���$7�$ 

�9�&#/�!����
�$7�$
$&��9���	��!���$���6����� !�	� !�������
2����4���;	���$� (Toki et al., 2006) 


���������$7 +�� +��������2�+�� &���&#/�!����
 �* &#/��$�#�������57��$7�$���	�

#��
��"�%�����;	���$� ��� Toki (1997) �4
	������
��� N6 �$7�$ casamino acid 300 ����������	�

���� !���$����$� 2.88 �����	����� �	
���4 2,4-D 2 ����������	����� ���2�+��1��!����
�$7�$���6���$7�$ 
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&�97��2���;	���$���
�&�9-������!4��$&�$�� �4
	�!����
�$71����4���;	���$�
����;&������1��%��+� 2 

&�9�� 5̂7��2�+��#��
4�
��
2�&�*�+����;	���$����+��&
��&�$�� 2 &�9�� 
���������4��������0�� 

Hiei et al. (1994) 5̂7��4
	�!����
�$71�����4��&
� scutella &#/�&�9-�&�97��$7&����
��$7���2���+��;	���$�

��
�&�9-������!4��$&�$�� 
�����"'� LBA4404 (pTOK233) ����4
	�!����
�$71����4���;	���$��$���

!
�����0���$� gusA 12.8 – 28.6 &#���& *̂��� 


2����40��
1�� (Oryza sativa var. indica) �$����: ���
�����$71���2�����5�6�
���

������$7&����
�
2����4!����
 &�	� ���
����0�� #��%� !��������� (2537) 1��&���&�$-��&��*�0��


��� ���"'�0�
������� 105 4������
'��
��� MS �$7&��� 2,4-D 2 ����������	����� �	
���4 casamino 

acid 300 ����������	����� �4
	����2�+��1��&#���& *̂������&���!����

�� (96.3 &#���& *̂���) 5̂7�


���������4������0�� &��
'��"� !����� (2548) 1������5�6�
%�
��$7&����
�+��������2�+��

0��
���"'�
'����4'�$ 1 &���!����
 �4
	� 
�������� N6 �$7&��� casamino acid 500 ����������	����� 

�
���4 NAA !�� 2-4,D &#/�
���������$7����2�+��&���!����
1���$�$7
'� &�	�&�$�
�����4���
����0�� 

Thadavong et al. (2002)1���2������[����44���&���&�$-��!����
0��0��
 ���"'� TDK1 �4
	����+�� 

2,4-D 2 ����������	����� !������$� 500 ����������	����� �2�+��1��&#���& *̂������&���!����

���$7
'� 

(96.91 &#���& *̂���) !��+��!����
0���+�=	&`�$7� 6.02 �����&��� 


%�
�+����&���&�$-���	
�0��!����
!�������!4��$&�$�� &#/��$���57�#������$7�$��

�	����;	���$� ����	
�����&
���$7+��+����!�	 !���2��
�
���$7+��&���&�$-���	
����
	��!����
��4

&�9-������!4��$&�$�� �$���	�#��
��"�%�����;	���$���
� 
2����4�	
�����&
���$7+��+����!�	!����
 

�	
���4�����!4��$&�$�� �$������0�� &��
'��"� !����� (2548) 1���5�6�
%�
��$7&����
��	����


	�;	���$�0��!����
0��

'����4'�$ 1 �4
	��	
�&
���$7&����
��	����!�	!����
����$7
'��9� 50 ���$

����4���!
�����0���$� gusA ����$7
'�  


��wL����� &�	� acetosyringone ���2�����	
���4#�����%������97�: &�	� �'��%��� 

!����� ^57���1#����'������2����0���$� vir +�&�9-������!4��$&�$�� (Huw et al., 2005) �2�+���$���


	�;	����-��$��$7
�+�1���$��7�05-� ���+�������0�� Saharan (2004) �$7�4
	��
��&0��0��0�� 

acetosyringone �$7 400 1���������� &#/��
��&0��0���$7&����
��	����;	���$�+�0��
������� ���"'� 

HKR-46 !�� HKR-126 ����$7
'� &�97������$���!
�����0���$� gusA ����$7
'� 28.9 !�� 44.4 

&#���& *̂��� ����2���4 !���	�������������0�� Hiei et al. (1994) ^57��4
	� acetosyringone �
��

&0��0�� 100 1���������� &����
�
2����4���;	���$�!����
0��0��
��#����� ���"'� Tsukinohikari 

Asanohikari !�� Kosihikari ���+��&�9-������!4��$&�$��  
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�������,'#���!���+"'�� 

 

�
��������+!�&)�&������	
� 

 

1. 0��
���"'�&��$�

��#Y���� 1����4�
����'&��������������
����0��
&�$��+��	 �2�&%� 


��#Y���� ����
��&�$��+��	  

2. 0��
=$7#'Y����"'� Kitaake 1����4�
����'&��������� Prof. Dr. Thomas W Okita ��� 

Institute of Biological Chemistry Washington State University #��&��
���8�&����� 

 


�-������
$���
�������#�'!D�����D��������) ,'#,��+!��!� 

 


���������$7+��
2����4���&���&�$-��&�9-�&�97��9� �����!4��$&�$�� !�����;	���$� 

���!#����� Toki (1997) 

 

�'�
��"+!�&)�&������	
� 

 

!���$7����
�������
����$7+��+����
����  

���
��� pET-mrjp2 1����4�
����'&��������� �����
��������.��.������ 
��"�

#���$� %��
����$
&��$ ���
������
��� �'(����������
�������  

���
��� pYW502 !�� pCAMBIA1301 1����4�
����'&��������� Prof. Dr. Thomas 

W Okita ��� Institute of Biological Chemistry Washington State University #��&��
���8�&����� 
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�

"� ,'# ������� 

 

1. ���4���
� 

2. �����6���� 

3. 0
���#����	 

4. ���&���&�$-��&�9-� 

5. �������&�9-� 

6. ��!��� 

7. 4$�&���� 

8. #���$4 

9. 1����#_&#� 

10.��# 

11.���
����	� 

12.�������
��� 

13.����1������
#x 

14.Kodak Medical X-Ray Cassette with Kodak Green 400 screens 8×10 inch 

(Kodak, USA) 

15.!�	�w_��� CL-X Posure
TM

 Film 5×7 inch Clear Blue X-Ray film  Lot# 

HL1033597 (PIERCE, USA) 

16.!�	�&��&4�� ���� PVDF (BioTrace PVDF membrane, Pall, USA) 

 

���������� 

 

1. &��97��&0�	� Innova 2100 (New Brunswick Scientific) 

2. &��97��
���	��
��&#/����-�	�� Sartorius Professional Meter PP-50 

(Sartorius) 

3. &��97����7� 2 �2�!��	� �'	� PG802-S (Mettler Toledo) 

4. &��97����7� 4 �2�!��	� �'	� AG285 (Mettler Toledo) 

5. &��97��#���&�
$7���
��&�*

�� !44�
4�'��'��%��� �'	� Universal 32R 

(Hettich) 
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6. &��97��#���&�
$7���
��&�*

��!44�
4�'��'��%��� (Refrigerated centrifuge) 

�'	� Harrier 18/80 Refrigerated (Sanyo) 

7. &��97��#���&�
$7�� (Centrifuge) �'	� Biofuge Pico (Sorvall) 

8. &��97�� Spectrophotometer (Perkin Elmer) 

9. &��97����&�*����w��� �̂
 Gel Mate 2000 (Toyobo) 

10. &��97�� Microplate Reader �'	� 680XR (Bio Rad) 

11. &��97���$ $̂���� PTC-100 Thermal Cycler (MJ Research) 

12. &��97�� PowerPac HC High-Current Power Supply (Bio Rad) 

13. &��97�� Vertical Electrophoresis (Mini-PROTEAN 3 cell) (Bio Rad) 

14. &��97�� Mini Trans-Blot Electrophoresis Transfer Cell (Bio Rad) 

15. ���#���&�9-� Class IIA/B3 biological safety (Forma scientific) 

16. &��97�� vortex GENIE-2 (Scientific industry) 

17. ���&�$-�����1�� Plant Growth Cabinet �'	� GS-1000CL 

18. ����4!��� BINDER 

19. 1����&
w �'	� Intell wave (LG) 

20. �����57��
�����1��-2� (Astell) 

 


�����! 

 

1. 2,4 -Dichlorophenoxyacetlc acid (Phytotechnology) 

2.  2-Mercaptoethanol (Bio – Rad) 

3. 2-propanol (isopropanol) (Merck) 

4. 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-acetophenone (acetosyringone) (Fluka) 

5. 6-Benzylaminopurine (BA) (Phyto technology) 

6. Acetic acid (Merck) 

7. Ammonium Nitrate (J.T.Baker) 

8. Ammonium Persulfate (Bio – Rad) 

9. Ammonium sulphate (Ajax finechem) 

10. Amoxycillin - Clavulanate potassium (Glaxo SmithKine) 

11. a-Naphthaleneacetic  acid (NAA) (Phytotechnology) 

12. Boric acid (Fisher scientific) 
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13. Bromophenol blue (Fisher scientific) 

14. Calcium chloride dehydrate (Merck) 

15. Casamino Acids Powder (Bio Basic Inc) 

16. Casein Hydrolysate (Fluka) 

17. Chloroform (Lab-Scan) 

18. Cobalt (II) chloride (Ajax finechem) 

19. Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio – Rad) 

20. Copper (II) sulfate (Fisher scientific) 

21. D(-) Sorbitol (Merck) 

22. D-glucose anhydrous (Fisher scientific) 

23. Diaminoethanetetra-acetic acid disodium salt (EDTA) (Fisher scientific) 

24. Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck) 

25. di-Postassium hydrogen orthophosphate anhydrous (Fisher scientific) 

26. di-Sodium hydrogen orthophoshate anhydrous (Fisher scientific) 

27. D-sorbitol,powder (Bio Basic Inc) 

28. Ethanol (Merck) 

29. Gelrite (Sigma) 

30. Glycerol 87 % (Merck) 

31. Glycine (Fisher scientific) 

32. Hydrochloric acid (Merck) 

33. Iron(II) sulfate (Fisher scientific) 

34. Iso-butyl alcohol (Isobutanol) (Fisher scientific) 

35. Kinetin (6-furturylaminopurine) (Phytotechnology) 

36. L-Arginine (Fluka) 

37. L-Asparagine (Sigma) 

38. L-Aspartic acid (Sigma) 

39. L-Glutamine (Fluka) 

40. L-Proline (AMRESCO) 

41. Magnesium sulfate (Fisher scientific) 

42. Maltose (Monohydrate) (Merck) 

43. Manganese(II) sulphate,monohydrate (Ajax finechem) 

44. Methanol (Merck) 



17

45. Molecular biology Agarose (Bio – Rad) 

46. myo-Inositol (Fluka) 

47. N,N,N,N-Tetra-methyl-ethylenediamine (TEMED) (Bio – Rad) 

48. Nicotinic acid (Fluka) 

49. Polyvinylpyrrolidone (PVP-40) (Phyto technology) 

50. Potassium chloride (Merck) 

51. Potassium dichromate  (Fisher scientific) 

52. Potassium dihydrogen orthophosphate (Fisher scientific) 

53. Potassium hexaacyanoferrate(II) (Ferrocyanide) (Fisher scientific) 

54. Potassium hexaacyanoferrate(III) (Ferricyanide) (Fisher scientific) 

55. Potassium hydroxide (Merck) 

56. Potassium iodide (Ajax finechem) 

57. Potassium nitrate (Merck) 

58. Pyridoxine Hydrochloride (Fluka) 

59. Sodium chloride (Merck) 

60. Sodium dinydrogen orthophosphate dehydrate (Fisher scientific) 

61. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Bio-Rad) 

62. Sodium Hydroxide (Merck) 

63. Sucrose (BDH Laboratory) 

64. Vitamin B1 Hydrochloride (Thiamine .HCL) (Fluka) 

65. X-Gluc (100mM X-Gluc in Dimethylformamide) (Bio Basic Inc) 

66. Zinc sulphate (Ajax finechem) 

67. 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronide (X-gluc) (Bio Basic Inc) 

68. 10% �^&�$��1��#���1��� 

69. �-2��� Kodak GBX Developer 

70. �-2��� Kodak GBX Fixer 

 


���J�)!��#+!�&)�&������	
� 

 

1. 
��#���$
��1������� �̂� (A.G. scientific Inc, USA) 

2. 
��#���$
��������� �̂� (Biobasic Inc, USA) 

3. 
��#���$
��1�&����� (Glaxo SmithKline, USA) 
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4. 
��#���$
��1�!w��� �̂� (Siamphamceu, 1��) 

 

���LF��+!�&)�&������	
� 

 

1. &��1^�� Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 

2. &��1^�� pfu DNA polymerase (Fermentas, USA) 

3. &��1^�� T4 DNA ligase (NEB, USA) 

4. &��1^������2�&��� XbaI (NEB, USA) 

5. &��1^������2�&��� SacI (NEB, USA) 

6. &��1^������2�&��� EcoRI (NEB, USA) 

7. &��1^������2�&��� PstI (NEB, USA) 

8. &��1^������2�&��� BamHI (NEB, USA) 

9. &��1^������2�&��� XhoI (NEB, USA) 

10. &��1^������2�&��� ClaI (NEB, USA) 

 

"!��(��� ,'#���-!������������ 

 

1. 1 kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

2. 100 bp DNA ladder (Fermentas, USA) 

3. �HindIII/EcoRI (Fermentas, USA) 

4. Mass Ruler DNA ladder (Fermentas, USA) 

5. PageRuler Unprestrained Protein ladder (Fermentas, USA) 

6. PageRuler Prestrained Protein ladder (Fermentas, USA) 

7. Prestrained Protein Molecular Weight ladder (Fermentas, USA) 

8. 6X His Protein ladder (QIAGEN, USA) 

 

)�"+"'��
$���(	��� (Kit) +!�&)�&������	
� 

 

1. �'� GeneClean II Kit (Bio101 Inc, USA) 
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2. �'� GeneJet mini prep Kit (Fermentas, USA)   

3. �'� Nucleospin Extract II Kit (Macherey-Nagel, France) 

4. �'�
�������&�*�&� Master pure RNA purification (Epicentre, USA) 

5. �'� SuperSignal West His Probe kit (Pierce, USA) 

6. �'� QIAExpress Anti His HRP Conjugate Kits (QIAGEN, USA) 

 

 

L�������+!�&)�&������	
� 

 

1��&�����$7
�7���� Bio Service Unit (BSU) 
2���������[��
������
���!��

&�������$!�	����� (

��) �$����$- 

1. seq5 5�-GTC CAC CCT TAC CGA TTT TGT TAG-3� 
2. seq3 5�-GAA GAG CTT CCA CAT TTC GTA GG-3� 
3. Fmrjp 5�-AGC GAA GAA AGA AGA CAA GCT GC-3� 
4. Rmrjp 5�-CGC AAT GAG TAT TTC TCA TTA ATT CC-3� 
5. F1mrjp 5�-TGT GCT CCA AAG TTG CAT GT-3� 
6. R1mrjp 5�-ACG CCA TCT TTC GAT ACT GC-3� 
7. F_XbaImrjp2 5�-GCT CTA GAA TGG CTA GCC ATC ATC AT-3� 
8. R_SacImrjp2 5�-CCC GAG CTC ATT ATC ATT CTA ATT GTT AG-3� 
9. R_SacImrjp2 5�-CCC GAG CTC ATT ATC ATT CTA ATT GTT AG-3� 

 

1��&�����$7
�7���� Bio basic Inc. #��&��1�� �$����$- 

F1EcoRI 5�-Cgg AAT TCC ATC ATC ATC ATC ATC ATg CCA TTA TTC g -3� 
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���!"$����������	
� 

 

!4	������������&#/� 8 �������� ����$- 

1. ���
�������
����$7+��
2����4���;	���$�+�0��
 

2. ���;	���$� mrjp2 &0��
�	!����
0��0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake 

3. �����
�
�4���;	���$���
�
�"$ GUS Assay 

4. ���
�&���������!����$� mrjp2 +��$���0��
��
�&������$ $̂���� 

5. ���
�&���������;	������$�1#
�	�'	���� 

6. �����
�
�4���!
�����0���$�+�����4 mRNA ���&����� RT-PCR 

7. �����
�
�4���!
�����0���$�+�����4�#��$����&����� Western 

blotting 

8. ���
�&���������!���0���$�!���2��
��'��$� mrjp2 +��$���0��
��
�

&����� Southern blot 

 

���!���+"'�� 

 

1. ���
�����'�
��"+!�&)�
$���
����E*���!�&����� 

 

1.1 ���
�������
���
���
� pBU3 (Gt1 :: mrjp2 :: Tnos) 

���&��$����-��$� 

��-��$� mrjp2 1��������
��� pET-mrjp2 ����$� mrjp2 �����	���
	��4��&
��'����

0��&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI  &�97�����1��&�����$7+��
2����4���&��7��2��
��9� 

F_XbaImrjp2 !�� R_SacImrjp2 5̂7�1�����!44+���$�2���4&4
�$7&#/��'����0��&��1^������2�&��� XbaI 

!�� SacI �����-� ��-��$� mrjp2 �$7&��7��2��
�1����
����;�����
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI 

1�� 

&��7���-��$� mrjp2 ��
�&������$ $̂���� 5̂7�+�#�������� 50 1�������� #����4��
� 

���
��� pET-mrjp2 �
��&0��0�� 50 ng 5̂7�+��&#/�&
���$&�*�&�!�	����� 1X PCR buffer (pfu-MgSO4) 
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MgSO4 3.5 ����������� dNTP 0.2 ����������� 1��&���� 0.5 1���������� !�� pfu DNA polymerase 

1.25 ��	
� ���+��1��&���� F_XbaImrjp2 !�� R_SacImrjp2 
%�
�0���$ $̂���� &��97�� PTC-100 

Thermal Cycler  �$7+�� �9� 95 ����&^�&^$�
 ��� 3 ���$ �����-� &0��
�	 95 ����&^�&^$�
 ��� 1 

���$ (Denaturation) 55 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ (Annealing) !�� 72 ����&^�&^$�
 ��� 4 ���$ 

(Extension) ����2�^-2��2��
� 35 ��4 �5�&0��
�	 72 ����&^�&^$�
 ��� 10 ���$ �����-� 
�&��������

0���$ $̂���� ���&�����������
&����&�*����w��� �̂
 

���&��$��&
�&���� 

���
��� pYW502 ����
��������0�����
��� pYW502 �9����
��� 

pCAMBIA1301 (���
������� Binary vector 5̂7�+��
2����4���;	���$�+��9�) ������$
	
�0�� Gt1 

promoter !�� nos terminator ;���������	�$74��&
� multiple cloning site ��� Gt1 promoter ���2�+��

�$��$7���	%��+������
4�'��$���!
�������	���2�&����$7&����
&#_���0��&��*� 

���&��$�����
��� pYW502 &�97�+��&#/�&
�&����
2����4���������-��$� mrjp2 +�����	

%��+������
4�'�0�� Gt1 promoter �2�1�����&0$7�&�9-�!4��$&�$� 
�����"'� DH5� �$7�$���
��� 

pYW502 &�$-��4������!0*�
��� LB �$7�$
��#���$
��������� �̂� 50 ����������	����� 4	��$7�'��%��� 

37 ����&^�&^$�
 0����9� ���������-�&�9��&^���&�$7�
&�$-��&�9-�+������&��

��� LB #������ 3 

��������� �$7�$
��#���$
��������� �̂� 50 ����������	����� 4	��$7�'��%��� 37 ����&^�&^$�
 0����9� 

!��
�2�&�9-��$74	�1
�0����9��� 1 ��������� &�$-��+������
���&��� #������ 50 ��������� �$7 37 ����

&^�&^$�
 0����9� !��
#���&�*4&^��� &�97��2���
������
��� pYW502 ��
�
�"$ CTAB (%����
� �) 

������ !��&�97����-��$� mrjp2 ��4&
�&���� pYW502 

�2����
��� pYW502 �������
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI 5̂7�+�#�������� 40 

1�������� #����4��
� ���
��� pYW502 1.60 1�������� 1X NE buffer &4���4 1X BSA !��

&��1^�� XbaI ��� SacI ��	���� 20 ��	
� ���4	��$7�'��%��� 37 ����&^�&^$�
  0����9� 

�2���-��$� mrjp2 �$7&��7��2��
�1�� ���&������$ $̂���� 5̂7��$4��&
����2�0��&��1^�����

�2�&��� XbaI !�� SacI �������
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI  5̂7�+�#�������� 40 1�������� 

#����4��
� mrjp2 2.50 1�������� 1X NE buffer &4���4 1X BSA !��&��1^�� XbaI !�� SacI 

��	���� 20 ��	
� 
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�2���-��$� mrjp2 !�� pYW502 �$7���
�4����!��
 ���2�������
&����&�*����w��� �̂
 !��


�2�+��4��
'�"�< ���+�� GeneClean II Kit !��
�2���-��$� mrjp2 �$7�2�+��4��
'�"�<!��
&�97��&0����4 pYW502 

���&��$��#�������� ligation ���+��&��1^�� T4 DNA ligase #�������� 20 1�������� #����4��
� ��-�

�$� mrjp2 !��&
�&���� pYW502 +������
	
� 5 �	� 1 1X ligation buffer !��  T4 DNA ligase 400 

��	
����4	��$7 15 ����&^�&^$�
  &#/�&
�� 16 ��7
��� 5̂7����2�+���$� mrjp2 ���	%��+������
4�'�

0�� Gt1 promoter ������	���
	��4��&
��'����0��&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI  

���;	�����
���
���
�&0��
�	&�9-� E. coli 

+������#�������� ligation 5̂7����
	��	����$���&�97��������
	����-��$� mrjp2 !�� 

pYW502  ;	��&0��+�&�9-� E.coli 
�����"'� DH5� &�97�&��7�#����� ���&�$-��4������!0*�
��� LB �$7�$


��#���$
��������� �̂� 50 ����������	����� �$7�'��%��� 37 ����&^�&^$�
 0����9� !��
���&�9��

�����$&�$7�
�$71�� &�$-��+������&��

��� LB �$7�$
��#���$
��������� �̂� 50 ����������	����� 0����9�  

�2�&�9-��$71����
������
�����
�
�"$ CTAB !��
�2����
����$7
���1���������
�&��1^��

����2�&��� 4 ��	 ��	!�� �9� XbaI  ��4 SacI  ��	�$7
�� �9� EcoRI ��4 PstI  ��	�$7
�� �9� XbaI ��4 BamHI 

!����	�$7
$7 �9� XhoI ��4 PstI   &�97��9������
	�&#/����
���
���
� 5̂7��$�$� mrjp2 &�97�����	+��

��
��� pYW502 �����-��97����
����$71���$-
	� pBU3  

���;	�����
���
���
�&0��
�	&�9-������!4��$&�$�� 

;	�����
���
���
� pBU3 (Gt1 :: mrjp2 :: Tnos) &0��+�&�9-������!4��$&�$�� &�97�

+��
2����4���;	���$�+�0��
 ���&�9�������$&�$7�
0��&�9-������!4��$&�$�� 
�����"'� AGL1 �$7�$�

��
��� pBU3 ��&�$-��+������&��

��� LB �$7�$
��#���$
��������� �̂� 50 ����������	����� �$7

�'��%��� 28 ����&^�&^$�
 ��� 3 
�� !��
�2���
������
�����
�
�"$ CTAB  

������&�9�� !����
�
�4&�9-������!4��$&�$���$71����4���
���
���
� 

+�����
����$7
���1�����&�9-������!4��$&�$������
�
�4��
�&������$ $̂���� 5̂7�+�

#�������� 50 1�������� #����4��
����
��� pBU3 50 ng 1X PCR buffer, MgCl2 2        �������

���� dNTP 0.2 ����������� 1��&���� 0.5 1���������� !�� Taq DNA polymerase 1.25 ��	
����+��

1��&���� Fmrjp2 !�� Rmrjp2 5̂7��2�&�����4�$� mrjp2  
%�
�0���$ $̂���� &��97�� PTC-100 Thermal 

Cycler �$7+�� �9� 95 ����&^�&^$�
 ��� 3 ���$ �����-� &0��
�	 94 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ 

(Denaturation) 52 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ (Annealing) !�� 72 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ 
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(Extension) ����2�^-2��2��
� 35 ��4 �5�&0��
�	 72 ����&^�&^$�
 ��� 10 ���$ �����-� 
�&��������

0���$ $̂���� ���&����� ������
&����&�*����w��� �̂
 

1.2  ���
�&�������2���4&4
 !���2���40�����������0���$� mrjp2 0�����
��� 

pBU3  


	����
��� pBU3 1#
�&�������2���4&4
�$7 BSU (Bio Service Unit) 
2���������[��


������
���!��&�������$!�	����� (

��) ���+��1��&���� 6 &
�� �9� seq5�  seq3� Fmrjp Rmrjp 

F1mrjp !�� R1mrjp ���������-� �2��2���4&4
�$71�����2� contig ���+���#�!��� BioEdit version 

7.05 �2� contig �$71����&#�$�4&�$�4��4�$� mrjp2 (Accession no.AF525777) �$7������+� GenBank  

���+���#�!��� Clustal X version 1.83 


�&�������2���40��������������+���#�!��� BioEdit version 7.05 !��&#�$�4&�$�4

��4�2���4���������0���$� mrjp2 �$7������+� GenBank���+���#�!��� Clustal X version 1.83 

 

2. ���E*���!� mrjp2 ����
�*,�''

��������
�������!��

��@�-�� ,'# Kitaake 

 

2.1 ���&#�$�4&�$�4�������2�+��&���!����
0��0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� 

Kitaake   

���
��!���������� 

+��!����������!44 CRD (Completely Randomized Design) ���!�	��
%�
� +��

&��*�0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake 12 &��*��	�&��� �$��-���� 13 &���  


�"$��� 

�2�&��*�!�	0��0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake �����&#�9����� !��
�2����

w���	�&�9-���
� 10% �^&�$��1��#���1��� 
��&��*�0��
4������
��� N6D �$7�$#�����    ����$� 

2.88 �����	����� !�� 2,4-D 2 ����������	����� &�$-��+��$7�9� �'��%��� 28 ����&^�& $̂�
 &#/�&
�� 4 


�#���� &�97�����2�+��&���!����
 (Toki, 1997) 

���4���5���0����� (�������&�$-��!����
+��$7�9� 4 
�#����) 



24

1 
��0���0��!����
 ���
���
���
���!���
����
0��!�	����'	�!����
!��

�2��
�0������ (�
���
���+�
����
)/2 

         2.�2��
�&#���& *̂������&���!����
 �����4�2��
�&��*�0��
�$7;������2�+��&���&#/�

!����
�	��2��
�&��*�0��
��-���� 

 

���
�&������0��������
;��� 

�2�0�����!����
�$71�� ��
�&�������
��!#�#�
� (ANOVA) !��&#�$�4&�$�4�	�&`�$7�

��
�
�"$ Duncan’ multiple range test (DMRT) �$7����4���
2���= 0.05 
�&���������+���#�!��� IRRI 

stat �'	� 4.03b (International Rice Research Institute (IRRI), Philippines) 

2.2 ����
���������
���������������������������������� Toki (1997) �	�������� Endo 

et al. (2002) 

���
��!���������� 

+��!����������!44 Split plot in CRD ���!�	��
%�
�+��!����
0��0��
���"'�

&��$�

��#Y���� !�� Kitaake 
%�
��� 2 &��� #����4��
�#���������$- 

#������$7 1  �9� ���"'�0��
 1��!�	 ���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake  

#������$7 2  �9� 
�"$���;	���$�1��!�	 
�"$0�� Toki (1997) ��4  Endo et al. (2002) 


�"$��� 

;	���$����
�"$0�� Toki (1997) ��4 Endo et al. (2002) !��
����!����
��4������

���&�9���$7�$
��#���$
��1������� �̂� �$7�
��&0��0�� 30 ����������	����� ���&���&�$-���$7�'��%��� 28 

����&^�&^$�
 +��$7�$!
�

	�� 16 ��7
����	�
�� &#/�&
�� 2 
�#���� 

���4���5��� 

4���5��2��
���'	�!����
�$7
����;������	1��4���������&�9��&#/�&
�� 2 
�#���� 

���
�&������0��������
;��� 
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�2�0������2��
�!����
�$7��� ��
�&�������
��!#�#�
� (ANOVA) !��&#�$�4&�$�4

�	�&`�$7���
�
�"$ Duncan’ multiple range test (DMRT) �$7����4���
2���= 0.05 
�&���������+��

�#�!��� IRRI stat �'	� 4.03b  

 


�"$���;	���$��$7���!#����� Toki (1997) 


�"$���;	���$��$7���!#����� Toki (1997) 0$�&�9-� Agrobacterium tumefaciens 
��

���"'� AGL1 5̂7��$���
��� pBU3 !�� pBU5 4������!0*�
��� AB +��$7�9�&#/�&
�� 3 
�� �$7�'��%��� 

28 ����&^�&^$�
 +�0��&�$�
����*�2��������!����
���' 4 
�#���� �������+��	
��� N6D !��

&���&�$-��&#/�&
�� 3 
���	���$7���2����;	���$� ���������-� �2�!����
�$7&��$��1
�!��
4	��	
���4


������������!4��$&�$��+������
��� AA �$7�$ acetosyringone 100 1���������� �$7�'��%������� 

&#/�&
�� 1.50 ���$ �2�!����

��4������6�$7�	������	�&�9-�!��
 &�97� �̂4&��&�9-�  �����!4��$&�$��


	
�&������1# ����!����

��4������!0*�
��� 2N6-AS &�97��2����&���&�$-���	
����0��&�9-������

!4��$&�$��!��!����
 ��� 3 
�� +��$7�9� �'��%��� 28 ����&^�&^$�
 ���������-� ����!����
 ��
��-2�

���7��$7�	�&�9-�!��
 4 ���-� !��
������4���������&�9���$7�$
��#���$
��1������� �̂� 30 ����������	�

���� !��1�&����� 150 ����������	����� &#/�&
�� 4 
�#���� ��������������+��	�'� 2 
�#���� 

���������-� ����!����
�$7���������1������� �̂��������
��� MS �$7�$ NAA 1 ����������	����� !�� 

Kinetin 2 ����������	����� &#/�&
�� 4 
�#���� &�97�����2�+��&������  !��
��������	���$71��1##���#��4


%��+����&�9������� 


�"$���;	���$��$7���!#����� Endo et al. (2002) 


�"$���;	���$��$7���!#����� Endo et al. (2002) ���������4
�"$0�� Toki (1997) !�	

!���	��+�0�-�������&��$��&�9-������!4��$&�$�� ^57�
�"$0�� Endo et al. (2002) ��&��7����0$�&�9-���

���!4��$&�$��4������!0*�
��� YEP !��
&�$-��+��$7�9�&#/�&
�� 3 
�� �$7�'��%��� 28 ����&^�&^$�
 

���&�9�������$&�$7�
��4	�+������&��

��� YEP �$7�$ acetosyringone 100 1���������� &#/�&
�� 

16 ��7
��� !��

���	� OD �$7�
����
��97� 630 ����&��� +��1�� 0.15 !��
�5��2�
������������

!4��$&�$��1#4	��	
���4!����
 

 

 



26

3. ���-��	
�����E*���!��"����! GUS assay 

 

�2���-�
	
�+40�����0��
�$71����4���;	���$� ��4	��	
���4
������� X-gluc (5-bromo-

4-chloro-3-indolyl glucuronide) �$7�'��%��� 37 ����&^�&^$�
 &#/�&
�� 1–24 ��7
��� ��-�
	
�+4�$7�$

���!
�����0���$� gusA ��
����&��1^�� �-glucuronidase !��
&#�$7�� X-gluc +��1��
��
$w�� 

���������-� ���������w_�����
�&������ 95 &#���& *̂��� 

 

4. ���������#�����,+���!� mrjp2 &�	!�������"����+�����!F!���� 

 

4.1 ���
����$������$&�*�&����+40��
 (���!#����� Hwang and Kim (2000)) 

4.1.1 ���+40��
 +���$�-2�����#����� 100 ��������� +
	+�����1������
#x 

!��+
	���#�� 3 ��� 

4.1.2 !�	����+�1����&��&��
 !��
�2�������&0�	����+��&��97�� vortex 

&�97�4�+40��
��1������&�$�� 

4.1.3 &���
������� mCTAB ^57��$ 1% 2-mercaptoethanol #������ 500 

1��������  ��9�#��4����
��&����
�0��#�����+4�$74�1�� !��
�
�+��&0��������+��&��97�� vortex 

4.1.4 4	��$7�'��%��� 65 ����&^�&^$�
 &#/�&
����� 20 ���$ �
�+��&0�����

�'� 10 !�� 20 ���$  

4.1.5 #���&�
$7���$7�
��&�*
 13,000 ��4�	����$ &#/�&
�� 5 ���$ �$7

�'��%������� 

4.1.6 ����&��
	
�+
��+�����+��	 

4.1.7 &��������w���� #������ 500 1�������� (��9� 1 &�	�0��#������


������� mCTAB) &�97��2�����#��$�  !��
�2����&0�	���
�&��97�� vortex  

4.1.8 #���&�
$7���$7�
��&�*
 13,000 ��4�	����$ &#/�&
�� 5 ���$ �$7

�'��%������� 

4.1.9 ������-��-2�����4���+�����+��	 (�2�^-2�0�� 7 – 8 �������7���-�0��

�#��$� (interphase) ���1# ��9�&��9��������) 

4.1.10 &��� absolute ethanol �$7!�	&�*� #������ 1 ��������� !��
�
�+��&0��

��� &�97���������$&�*�&� 

4.1.11 #���&�
$7���$7�
��&�*
 13,000 ��4�	����$ &#/�&
�� 5 ���$ �$7�'��%��� 

4 ����&^�&^$�
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4.1.12 &� absolute ethanol ��-� !��
&���&������ 70 &#���& *̂���  &�97�����

������$&�*�&� 

4.1.13 #���&�
$7���$7�
��&�*
 13,000 ��4�	����$ &#/�&
�� 2 ���$ �$7�'��%��� 

4 ����&^�&^$�
  

4.1.14 ���������$&�*�&�+��!��� !��
�������
� Tris-HCl buffer 10 �������

���� pH 8.0 #������ 30 1�������� (;������$�
����9�0��
���������� +��&���4�w&w���&��7�) 

4.2 ���
�&�������$&�*�&�+����0��
���&������$ $̂����  

��
�
�4���0��
�$71����4���;	���$���
�&������$ $̂���� ���+�#�������� 50 1�������� 

#����4��
��$������$&�*�&� 200 ng 1X PCR buffer MgCl2 2 ����������� dNTP 0.2 ����������� 1��

&���� 0.5 1���������� !�� Taq DNA polymerase 1.25 ��	
����+��1��&���� F1mrjp2 !�� 

R1mrjp2 5̂7��2�&�����4�$� mrjp2  
%�
�0���$ $̂���� &��97�� PTC-100 Thermal Cycler (MJ 

Research) �$7+�� �9� 95 ����&^�&^$�
 ��� 3 ���$ �����-� &0��
�	 94 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ 

(Denaturation) 55 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ (Annealing) !�� 72 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ 

(Extension) ����2�^-2��2��
� 35 ��4 �5�&0��
�	 72 ����&^�&^$�
 ��� 10 ���$ �����-� 
�&��������

0���$̂ $���� ���&�����������
&����&�*����w��� �̂
 

 

5. ���������#�����E*��+�"�!�L�
�*��*�'�� 

 

�2�&��*�!�	�'	� T1 0�����0��
�$7+����4
� &�97���
�4��
�
�"$ GUS Assay !���$ $̂���� 

��&���+�����+��-2�&#/�&
�� 10 
�� ���������-� �����������#�������� #����� 2 
�#���� ���

��-�
	
�+4����
�4���!
�����0���$� gusA ���&����� GUS Assay  !��
�2����$71����
�&������

���	� �2
  

 

6. ���-��	
�����,
"��������!�&��#"
� mRNA �"��+���� RT-PCR  

 

6.1 ���
�������&�*�&����&��*��	��0��0��
 

6.1.1 
�������&�*�&� ���+���'�
��� Master pure RNA purification 

(Epicentre Kit) ���&�*4&��*������-2����� 10 &��*� !�	+�1����&��&��
����$  
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6.1.2 &�9���� Proteinase K 1 1��������+� Tissue and Cell Lysis 

Solution ��
��	���� 300 1��������  

6.1.3 4�&��*��	��+�1����&��&��
 !������1#+
	+�����1������
#x  

6.1.4 &���
������� Tissue and Cell lysis solution 300 1�������� !��
�2�1#

&0�	���	��!�� 

6.1.5 4	��$7 65 ����&^�&^$�
 ��� 15 ���$ ����2���&0�	���	��!�� �'� 5 

���$ 

6.1.6 ���������-� �2���
��4��-2�!0*� 5 ���$ !��
&��� MPC Protein 

Precipitation Reagent 175 1�������� !��
�2�1#&0�	���	��!�� #����� 10 
����$ 

6.1.7 �2�1##���&�
$7�� 10 ���$ �$7�
��&�*
 12,000 ��4�	����$ 

6.1.8 ���
	
�+
 +
	����+��	  ��-������ 

6.1.9 &��� isopropanol 500 1�������� 0��4����1#��+��&0����� 30-40 

���-� 

6.1.10 �2�1##���&�
$7�� �$7 4 ����&^�&^$�
 ��� 10 ���$ �$7 12,000 ��4�	�

���$ 

6.1.11 ��� isopropanol ���+����� ���+�� #_&#� 

6.1.12 &��� DNase I solution 200 1�������� (RNase-Free DNase I 5 

1�������� 1XDNase buffer 195 1��������) +�!�	����
��	�� &0�	�+��&0����� !��
4	��$7 37 ����

&^�&^$�
 ���  20 ���$ 

6.1.13 &���
������� 2 X T and C lysis solution 200 1�������� !��
&0�	�

+��&0����� 

6.1.14 &���
������� MPC Protein Precipitation Reagent 200 1�������� 

&0�	�+��&0����� !��

��4��-2�!0*� 5 ���$ 

6.1.15 �2�1##���&�
$7���$7 12,000 ��4�	����$ ��� 10 ���$ 

6.1.16 �2�
	
�+
 (����&�*�&�)+
	����+��	 

6.1.17 &��� isopropanol 500 1�������� 0��4����1#�� 30-40 ���-� !��


�2�1##���&�
$7���$7 4 ����&^�&^$�
 ��� 10 ���$ &�97������������&�*�&� 

6.1.18 ��� isopropanol ���+��������+��#_&#� ��
��1�	+��#_&#��������� 

6.1.19 �������������&�*�&���
�&������ 75 &#���& *̂���  2 ���-� #���&�
$7��

��� 1 ���$ 

6.1.20 ������������&�*�&�+��!���  

6.1.21 ��������������&�*�&�+� Tris HCl buffer 10 ����������� pH 8.0 30 

1�������� 
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6.2 ���
�&����������&�*�&�+�&��*�0��
���&����� RT-PCR 

       �2�����&�*�&��$71����
�&��������
�&����� RT – PCR &�97���
�
�4���!
�����0��

�$� ���+��1��&�����$7�2�&����	��$� mrjp2 5̂7�+�#�������� 25 1�������� #����4��
�����&�*�&�

��-���� 10 1�������� 1X RT PCR buffer (1X Tth buffer) MgCl2 3 ����������� 1X Master Amp 

PCR Enhancer MnSO4 0.5 ����������� dNTP 0.4 ����������� 1��&���� 0.5 ����������� !�� Tth 

DNA polymerase 2.5 ��	
� ���+��1��&���� F1mrjp2 !�� Rmrjp2 5̂7��2�&����	��$� mrjp2 
%�
�

0���$ $̂���� &��97�� PTC – 100 Thermal Cycler �$7+�� �9� 60 ����&^�&^$�
 ��� 20 ���$ �����-�&0��
�	 

95 ����&^�&^$�
 ��� 30 
����$ (Denaturation) 53 ����&^�&^$�
 ��� 30 
����$ (Annealing) 72 

����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ (Extention) ����2�^-2��2��
� 35 ��4 �5�&0��
�	 72 ����&^�&^$�
 ��� 7 

���$ �����-�
�&����������
�&�����������
&����&�*����w��� �̂
 

 

�2�����&�*�&��$71�� ��
�&��������
�&����� RT-PCR &�97���
�
�4���!
�����0��

�$� ���+��1��&�����$7�2�&����	��$� mrjp2 5̂7�+�#�������� 50 1�������� #����4��
�����&�*�&�

��-���� 10 1�������� 1X RT PCR buffer (1X Tth buffer) MgCl2 3 ����������� 1X Master Amp 

PCR Enhancer MnSO4 0.5 ����������� dNTP 400 1���������� 1��&���� 0.5 1���������� !�� Tth 

DNA polymerase 2.5 ��	
� ���+��1��&���� F1mrjp2 !�� R1mrjp2  5̂7��2�&�����4�$� mrjp2  


%�
�0���$ $̂���� &��97�� PTC-100 Thermal Cycler �$7+�� �9� 60 ����&^�&^$�
 ��� 20 ���$ �����-�

&0��
�	 95 ����&^�&^$�
 ��� 30 
����$ (Denaturation) 55 ����&^�& $̂�
 ��� 30 
����$ (Annealing) 

!�� 72 ����&^�&^$�
 ��� 1 ���$ (Extension) ����2�^-2��2��
� 35 ��4 �5�&0��
�	 72 ����&^�&^$�
 

��� 7 ���$ �����-� 
�&��������0���$ $̂���� ���&�����������
&����&�*����w��� �̂
 

 

7. ���-��	
�����,
"��������!�&��#"
����-!��"��+���� Western Blotting 

 

7.1 
����#��$����&��*��	��!��!�	0��0��
  

7.1.1 �2�&��*�0��
�� 10 &��*� !��&#�9�����  

7.1.2 &���1����&��&��
 &�97��	
�+��4�1����&�$����7�05-�  



30

7.1.3 &��� Extraction buffer 1 ���������+����	�4� !��
4��$����-���57� 

(Extraction buffer #����4��
� Tris-HCl pH 7.5 25 ����������� NaCl 100 ����������� !�� EDTA 

0.1 �����������) 

7.1.4 !�	+��-2�!0*�����$ ��� 10 ���$ 

7.1.5 #���&�
$7���$7�'��%��� 4 ����&^�&^$�
 �$7�
��&�*
 12,000 ��4�	����$ 

��� 5 ���$ 

7.1.6 ���
	
�+
 (�#��$�) +
	����+��	 !��
�2�1#
���
��&0��0��0���#��$� 

!���2� Western Blotting 

7.2 ���
���
��&0��0��0���#��$����+��&��97�� Micropate Reader �'	�680XR ���

��	�9� Bio-Rad Protein Assay (Bio Rad, USA) 

7.2.1 &��$�� dye reagent ���+�������
	
����
	�� Dye Reagent 

Concentrate ��4 DDI water �$7 1 �	� 4  

7.2.2 ������
������6���� (Whatman) &4��� 1  

7.2.3 &��$���#��$�����8�� (Standard BSA) &�97�+��&#/���
!��0��


��������#��$��$7+����
�4 ���&��$����-�!�	�
��&0��0�� 0.1-1 1���������	�1��������  

7.2.4 
�&�������#��$����#_&#��#��$�����8�� !���#��$���
��	����

��	���� 10 1�������� +
	+���'�+� Micropate ����2���
��	���� 3 ^-2� 

7.2.5 &��� dye reagent 200 1��������+�!�	����'� �
�+��&0����� 

7.2.6 4	��$7�'��%���������	������ 5 ���$ !�	1�	&��� 1 ��7
��� 

7.2.7 
���	���������9�!
��$7�
����
��97� 595 ����&��� 

7.3 ���!���#��$����&����� Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis  (SDS-PAGE)  

7.3.1 &��$��&����
�&��97�� Vertical Electrophoresis (Mini-PROTEAN 3 

cell) (Bio Rad) ���!4	�&#/� 2 
	
� �9� 10% separating gel ��4 5% stacking gel (%����
� �) 

7.3.2 �
��#��$���
��	�� 15 1�������� ��4 1X SDS loading buffer (Tris-

HCl, pH 6.8 0.0625 1���������� ��$&^���� 25% SDS 2% (w/v) !�� bromophenol blue 0.5% 

(v/v)) ���+���$#������ 20 1�������� !��
�2�1#������ 3-5 ���$  #_&#��#��$���
��	����+��	��&�� 

��
��1�	+��0����	�� 

7.3.3 +�����!
 75 �
��� ��� 35 ���$ ���������-�#��405-�&#/� 150 �
��� 

��� 1��7
��� 40 ���$ 

7.4 ��������#��$���4�!�	�&��&4�� !�� Western Blot ���+�� QIAexpress  Anti-

His HRP conjugate Kit (Chemiluminescent method) �����	�9� QIAexpress Detection and Assay 

handbook (QIAGEN, USA, 2002) 

7.4.1 �2�&��&4�� ���� PVDF ��!�	+�&�������	�� #����� 5 ���$ 
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7.4.2 �2�&�� PAD  �����6���� !��&��&4����!�	+� Transfer buffer 

(Transfer buffer #����4��
� Tris-HCl pH 7.5 25 ����������� 1�� $̂� 192 ����������� !�� &�

����� 20% (v/v) ��	������ 15 ���$ 

7.4.3 �2�&�����&����� SDS-PAGE  ��!�	+� Transfer buffer  

7.4.4 #���4���%�� (%�� 2) 

7.4.5 +�����!
 100 �
��� 350 �����!��#x ��� 1.5 ��7
��� ���+��&��97�� 

Mini Trans-Blot Electrophoresis Transfer Cell (Bio Rad) 

 

 

 

 

 

<�� 2  ���6�����#���4&�� ��4!�	�&��&4��+�0�-������������#��$����&����4�!�	�&��&4�� 

 

����2� Western Blot  

1). ����!�	�&��&4����
� 1XTBS buffer 10 ���������+����7
 &��&4�� &0�	�#����� 

10 ���$ (TBS buffer #����4��
� Tris-HCl pH 7.5 10 �����������  NaCl 150 �����������) !��
&�

4�w&w�����-� 

2). &��� Blocking buffer  10 ��������� &0�	�#����� 1 ��7
��� (Blocking buffer 

#����4��
� 3%(w/v) BSA (Sigma, Cat No.A7906 in TBS buffer) 

3). ������
� 1XTBST/Triton buffer ��� 10 ���$  �2�^-2� 2 ���-� (TBS/Triton buffer 

#����4��
� Tris-HCl pH 7.5 20 �����������  NaCl 500 ����������� Tween20 0.05% (v/v) !�� 

Triton X-100) 0.2% (v/v) 

4). ������
� 1X TBS buffer ��� 10 ���$ 

5). 4	���4 Anti-His HRP conjugate solution+� Blocking buffer (1/2,000) ��� 2 

��7
��� 

6). ������
� 1X TBST/Triton buffer ��� 10 ���$  �2�^-2� 2 ���-� 

7). ������
� 1X TBS buffer ��� 10 ���$ 
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8). &��� Chemiluminescent reagent (Pierce, USA) (Enhancer ��4 Substrate +�

�����
	
� 1:1) +
	+����7
!�	�&��&4�� 4	���� 5 ���$ +��$7�9� 

9). #���4w_��� CL-X Posure
TM

 Film (PIERCE) ��� 24 ��7
��� +� Kodak Medical 

X-Ray Cassette 8×10 inch (Kodak) 

10). �2�!�	�w_����$71����!�	+��-2��� Kodak GBX Developer �$7&�9������
��-2� 5 &�	�

��� 1 ���$ !��
������
��-2� 

11). �2�!�	�w_�����!�	+��-2��� Kodak GBX Fixer �$7&�9������
��-2� 5 &�	� ��� 3 

���$ !��
������
��-2� 

12). ���!�	�w_���+��!��� 

 

8. ���������#�����,+������!�,'#	$����)�"�!� mrjp2 &�	!�������"����+���� 

Southern blot 

 

8.1 �2��$������$&�*�&����	����
�&��1^������2�&��� 

8.2 !��0����$&�*�&���
�&�����������
&����&�*����w��� �̂
 +�� 0.8% agarose 

gel �
���	������� 100 V ��� 90 ���$ 

8.3 ;	����#&��&�97���������0��&��1^��
	�
�4������9�1�	 !����#������$&�*��	��

�2�1# Blot (4���5�%���������41��4�����) 

8.4 �2�!�	�&���$7�$�$&�*�&���!�	+�
������� Denaturation !��&0�	��$7

�'��%������� &#/�&
�� 15 ���$ 2 ���-� 

8.5 ����!�	�&����
��-2����7��$7�	������	�&�9-�!��
 

8.6 �2�!�	�&���$7�$�$&�*�&���!�	+�
������� Neutralization !��&0�	��$7

�'��%������� &#/�&
�� 15 ���$ 2 ���-� 

8.7 !�	&����	������ 10 ���$+� 20X SSC 

8.8 ��������6���� !�	�1����&��&4�� +�����$��4!�	�&�� 

8.9 �2������6���� !�	�1����&��&4�� 
���������6 ���'	�+� 20X SSC +��

�'	� 

8.10 
��
�����$7�'	�1#��
� 20X SSC !��!�	���	+� 20X SSC �	�������
�
��

�����6�����$7�'	���
� 20X SSC 
��&���
72���4������6���� 1�	

w����������+����� #���4��
�&��&4���$7�'	���
� 20X SSC ��4����4� 

1�	w������� #_���4��
������6�����$7!���!����-������6 !��
����4��
�

�-2�����#����� 200 – 500 ���� ��-�1
�0����9� &�97������$&�*�&����&��1#���

!�	�&��&4��  
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8.11 �2�+���$&�*�&����!�	�4�!�	�&��&4�����������
� 2X SSC !��
�2�!�	�&��

&4��1#�4�$7�'��%��� 80°C 2 ��7
��� 

8.12 �2�!�	�&��&4���� pre – hybridization +�
������� hybridization 1 ��7
��� 

�$7�'��%��� 48 °C !��&��$��
������� hybridization +���$�'��%��� 48 
o
C 1#

����������
� 

8.13 +
	 probe 5̂7�&#/���-�
	
�0���$� mrjp2 �$7���`�����
� DIG ���+�� PCR DIG 

Probe Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Germany) 10 �l ��+�����

0��� 1.5 ��������� &����-2����7��$7�	������	�&�9-�!��
 50 �l ���&#/�&
�� 5 

���$ !��
!�	+��-2�!0*�����$ 

8.14 �
� probe �$7!��
��!��
��+�
������� hybridization �$7�	������'	�!��
 &� 

pre – hybridization ��-� !��
&���
������� hybridization ��+� hybridization 

bottom  

8.15 4	� blot �	
���4 probe ��-�1
� 6 – 16 ��7
��� �$7�'��%��� 48 °C  !����'�

����&
�� 

8.16 ����!�	�&��&4����
� Low stringency buffer 200 ��������� &0�	��$7

�'��%������� 2 ���-�: �� 5 ���$ 

8.17 ����!�	�&��&4����
� High stringency buffer 200 ��������� &0�	��$7�'��%���

60 °C 2 ���-�: �� 15 ���$ 

8.18 ����!�	�&��&4����
� Washing Buffer &0�	��$7�'��%������� 2 ���$ 

8.19 ����!�	�&��&4����
� Blocking Solution 100 ��������� &0�	��$7�'��%������� 

30 ���$ 

8.20 4	�!�	�&��&4����
� Antibody Solution &0�	��$7�'��%���������� 30 ���$ 

8.21 ����!�	�&��&4����
� Washing Buffer 100 ��������� 2 ���-�: �� 15 ���$ 

8.22 !�	!�	�&��&4��+� Detection Buffer 20 ��������� 3 ���$ 

8.23 &��� Chemiluminescent substrate (Enhancer ��4 Substrate +������
	
� 

1:100) +
	+����7
!�	�&��&4�� 4	���� 5 ���$ +��$7�9� 

8.24 4	��$7�'��%��� 37 °C ��� 10 ���$ 

8.25 #���4w_��� CL-XPosure
TM

 Film (PIERCE) ��� 1 – 24 ��7
��� +� Kodak 

Medical X-Ray Cassette 8×10 inch (Kodak) 

8.26 �2�!�	�w_����$71����!�	+��-2��� Kodak GBX Developer �$7&�9������
��-2� 5 

&�	���� 1 ���$ !��
������
��-2� 

8.27 �2�!�	�w_�����!�	+��-2��� Kodak GBX Fixer �$7&�9������
��-2� 5 &�	� ��� 3 

���$ !��
������
��-2� 

8.28 ���!�	�w_���+��!��� 



34

/'���+"'��,'#��	���� 

 

����5�6����;	���$� mrjp2 &0��
�	0��
 &�97�&��7�����������2�&#/�+�&��*�0��
 ������


�������
���
���
��$7�$�$� mrjp2 
2����4;	���$�&0��
�	0��
���
�"$+��&�9-������!4��$&�$�� ���
���


���
��$7
����05-��$����
���� (backbone) ��������
��� pCAMBIA1301 5̂7�&#/� binary vector 


2����4;	���$�+��9� +����
�����$-1��
�������
��� pBU3 5̂7��$� mrjp2 ���	%��+������
4�'�0�� Gt1 

promoter �2�+���$��$���!
�������	���2�&���+� &����
&#_���0��0��
 !�����	%��+������
4�'�0�� 

nos terminator  

 

���
�����'�
��"+!�&)�
$���
����E*���!�&����� 

 

���
�����'�
��"
��/
� pBU3 (Gt1 :: mrjp2 :: Tnos) 

 

���
�������
��� pBU3 (%�� 3) &#/�����2���-��$� mrjp2 �$7&��7��2��
�1�� ���&�����

�$ $̂���� &�97��&0����4���
��� pYW502 5̂7�&#/� binary vector �$74��&
��'����0��&��1^������2�&��� 

XbaI !�� SacI �����-� ����2����0���$� mrjp2 �����	%��+������
4�'�0�� Gt1 promoter 5̂7���

�
4�'�+���$���!
�����0���$� mrjp2 �$7&����
&#_���&�	���-� &�97�&��7��2��
���-��$� mrjp2 �$7���	+��

��
��� pET-mrjp2 5̂7��$�$� mrjp2 ;���������	+����
��� pET-17b ��
�&������$ $̂���� ���+��1��

&���� F_XbaImrjp2 5̂7��$4��&
����2�0��&��1^�� XbaI �97�������$7#��� 5� !��+�� 1��&���� 

R_SacImrjp2 5̂7��$4��&
����2�0��&��1^�� SacI �97�������$7#��� 3� �����-�
�&��������0���$ $̂���� 

���&�����������
&����&�*����w��� �̂
 (%�� 4) 5̂7�!
��!;4�$&�*�&�0���$� mrjp2 �$7�$0���#����� 

1,359 bp 
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<�� 3 ����
�������
��� pBU3 (Gt1:: mrjp2 ::Tnos) 

����&��' RB �9� right border LB �9� left border HPT �9� hygromycin phosphotransferase GUS 

�9� �-glucuronidase 35S �9� CaMV35s promoter Gt1 �9� Gt1 promoter  TNOS �9� 3� 
signal 0�� nopaline synthase MRJP2 �9� major royal jelly protein 
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<�� 4 ���
�&�������$� mrjp2 �$7&��7�#�������
�&������$ $̂���� ���
�"$������
&�� ��&�*����w��� �̂
 

����&��'  &�� M �9� !;4�$&�*�&�����8�� 1kb DNA ladder &�� 1 �9� ��-��$� mrjp2 (1,359 bp) 

 

���������-� �2����
��� pYW 502 !����-��$� mrjp2 �$71������$ $̂���� (PCR-mrjp2) ��

�����
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI !��
�2�+��4��
'�"�< ���������-� �2��$&�*�&��$71����
���
��

&0��0�� �4
	� pYW502 �$71�����0�-������������
���������������� ���-��$7 1 !�� 2  (Elute 1 !�� 2) 

�$�
��&0��0�� 30 ���������	�1�������� 
	
� PCR-mrjp2 �$7�2�+��4��
'�"�< �$�
��&0��0�� 50  ��������

�	�1�������� (%�� 5) 
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<�� 5 ���
�&�������
��&0��0��0�����
��� pYW502 !���$� mrjp2 �$71������$ $̂���� 5̂7��2������ 

��
�&��1^������2�&��� XbaI ��� SacI !���2�+��4��
'�"�<!��
  

����&��'  &�� M �9� !;4�$&�*�&�����8�� Mass Ruler DNA ladder &�� 1 !�� 2 �9�   ���
��� 

pYW502 elute 1 !�� 2 &�� 5 �9� PCR-mrjp2  

 

�2���-��$� mrjp2 !�����
��� pYW502 �$7�����
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI 5̂7��2�

+��4��
'�"�<!��
 ��&�97�������
�&��1^�� T4 DNA ligase &�97�+��1�����
���
���
� pBU3 (Gt1 :: mrjp2 :: 

Tnos) ���������-�;	��&0��+�&�9-� E. coli 
�����"'� DH5� 5̂7�������������w���&���7��4
	� 1�������$


$0�
&���05-� 

&�9�������$
$0�
�� 4 �����$ &�97���
������
������
�"$ CTAB !��
�2����
����$7


���1���������
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI &�97��9����
	�+�	���
���
���
� pBU3 5̂7������

����2� ������
&����&�*����w��� �̂
 �4
	� �����$7 2 �	���+�	���
���
���
� pBU3 &�97����� &�97����

��
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI !��
 1��0���0��!;4�$&�*�&��$7����
�� 2  !;4 �9� 13,905 bp 

!�� 1,359 bp ^57����
	��	���&#/�
	
�0�����
��� pYW502 !����-��$� mrjp2 ����2���4 (%�� 6) 
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<�� 6 ���
�&���������
���
���
� pBU3  �$7�����
�&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI ���
�"$����

��
&����&�*����w��� �̂
  

����&��' &�� M �9� !;4�$&�*�&�����8�� �HindIII/EcoRI &�� 1-4 �9� �����$�$7 1-4  ����2���4 

 

���������-� �2����
���
���
��$7
���1����������$�$7 2 �������
�&��1^������2�&���

�$� 2 ��	 &�97��9�����
��;������0�����
��� pBU3 ��� ��	!�� �9� EcoRI ��4 PstI !����	�$7
�� �9� XhoI  

��4 PstI  !��

�&���������������2�������
&�� ��&�*����w��� �̂
 (%�� 7) ^57��4
	�&��1^������2�&���

��	!�� �9� EcoRI ��4 PstI 1��!;4�$&�*�&� 2 !;4 �9�0��� 11,825 bp !�� 3,439 bp ^57�������


�&�������4
	�1��!;4�$&�*�&��������$7����
��1
� &�97�����+�!���$70�� ���
���
���
� pBU3 

(%�� 3) �$�2�!��	�0��&��1^������2�&��� EcoRI !�� PstI ��	���� 1 �2�!��	� 5̂7���-���	���	�	�����

#����� 3,439 bp ��	�$7
�� �9� XhoI !�� PstI  ���
	��	���1��!;4�$&�*�&� 3 !;4 �9� 9,000 bp  

3,500 bp !�� 1,094 bp ^57�������
�&������ �4
	�1��!;4�$&�*�&��������$7����
��1
� 
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<�� 7 ���
�&���������
��� pBU3 �$7�����
�&��1^������2�&������
�"$������
&�� ��&�*����w��� �̂
 

����&��'  &�� M �9� !;4�$&�*�&�����8�� �HindIII/EcoRI &�� 1 �9���������
�&��1^������2�&��� 

EcoRI ��4 PstI &�� 2 �9���������
�&��1^������2�&��� XhoI !�� PstI   

  

���������-� �2����
��� pBU3 ��������$�$7 2 ;	��&0��&�9-������!4��$&�$�� 
�����"'� 

AGL1 �4
	�1�������$
$0�
&���05-� ���������-� &�9�������$&�$7�
 �� 3 �����$ &�$-��+������&��

��� 

LB !��
�2���
������
�����
�
�"$ CTAB �2����
����$7
���1������
�
�4��
�&������$ $̂���� ���+��

1��&���� 5̂7��2�&�����4�$� mrjp2  ���������2�������
&����&�*����w��� �̂
 (%�� 8) �4
	�
����;

&��7���-��$� mrjp2 1�� 5̂7�1��!;4�$&�*�&�0���#����� 1,400 bp 5̂7��������$7����
��1
� �5�
�'#1��
	�


����;;	�� ���
��� pBU3  &0��
�	�����!4��$&�$��1�� 5̂7����2� �����!4��$&�$���$7�$���
��� pBU3 

1#+��
2����4���;	���$�+�0��
�	�1# 
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<�� 8 ���
�&������&�9-������!4��$&�$���$7�$���
��� pBU3 ��
�&������$ $̂���� ���+��1��&�����$7

�2�&����	��$� mrjp2 ���
�"$������
&�� ��&�*����w��� �̂
  

����&��'   &�� M �9�!;4�$&�*�&�����8�� �HindIII/EcoRI &�� 1 �9� �-2� &�� 2-4 �9� ��-��$� mrjp2 

�$7&��7��2��
�1������$ $̂���� ���+�����
����$7
������&�9-������!4��$&�$�������$7 1-3 

&#/�!�	����� 

 

���������#��'$�"
���
 ,'#'$�"
���"�#��������!� mrjp2 &��'�
��" pBU3  

�2����
��� pBU3 �$7
���1��1#���2���4&4
4��&
��$� mjrp2 �$7 BSU (Bio Service 

Unit) !��
&#�$�4&�$�4��4 Gt1 promoter �$7������+� GenBank (Accession no.M28156.1) ���+��

�#�!��� Clustal X �4
	� �2���4&4
0�����
��� pBU3 
	
��	������ (upstream) 0���$� mrjp2 

(%�� 9) �$71�� �9��2���4&4
0�� Gt1 promoter (Accession no. M28156.1) (Okita et al., 1989) ���

�4�2���4&4
4��&
� CAT box (GACATTAACAAA) !�� TATA box (TCACTATAA) �$7�2�!��	� 90 

!�� 137 ����2���4 �������$-����4�2�!��	� +1 5̂7�&#/��'�&��7����0�����4
����;�����
 �$7�2���4

&4
�$7 159 ��
�  

&�97��2�
	
��$� mrjp2 +����
��� pBU3 ��&#�$�4&�$�4��4 mrjp2 �$7������+� 

GenBank (Accession no.AF525777) �4
	� �2���4&4

	
�0���$� mrjp2 (%�� 9) �$71���$�2���4&4


�������4�$� mrjp2 (Accession no.AF525777)����4
	��2���4&4
0���$� mrjp2 +����
��� pBU3 


����;!#����
&#/��#��$�1�� ����$�2���4&4
4��&
� start codon (ATG) !�� stop codon (TAG) �$7
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�2�!��	� 208 !�� 1,573 ����2���4 ���4��&
� start codon �����	;������2�!��	�0��&��1^�����

�2�&��� XbaI (TCTAGA) �������$-����44��&
��'����0��&��1^������2�&��� SacI (GAGCTC) �$7

�2�!��	� 1,585 ��
� 5̂7�!
��+��&�*�
	��$� mrjp2 
����;&�97��&0����4���
��� pYW502 �$7�2�!��	�

�'����0��&��1^������2�&��� XbaI !�� SacI 1�� ����2���4&4
 ����4
	
�0�� 6XHis tag 

(CATCATCATCATCATCAT) �$7�2�!��	� 217 �$���
� ���4��&
��$-&#/����
0����������� His �	���� 

6 ��
 5̂7��2�+���#��$� MRJP2 
����;��4��4 Anti-His 5̂7����	
�+������
�
�4���!
�����0���$� 

mrjp2 +�����4�#��$�1�� 

&�97��2��2���4&4
��������2�!��	��'����0��&��1^������2�&��� SacI 1#&#�$�4&�$�4

��4 nos terminator �$7������+� GenBank (Accession no.EU796373) �4
	� �2���4&4
0�����
��� 

pBU3 
	
��$- (%�� 9) �9��2���4&4
0�� nos terminator (Accession no. EU796373) (Walter M. et 

al., 2004) �������$-����4�'����0��&��1^������2�&��� EcoRI (GAATTC) �$7�2�!��	� 1,856 ^57�


���������4!���$7����
�������
��� pBU3 (%�� 3) �$7�$�2�!��	�#���
'�0�� nos terminator &#/�

�'����0��&��1^�� EcoRI  

�������$-����4
	� ���
��� pBU3 �$�2���4&4
�$7!���	����� mrjp2 (Accession 

no.AF525777) 2 �2�!��	� �2�!��	�!���$7�2�!��	� 645 5̂7�&#�$7����� G &#/� A (%�� 9) ^57����2�+�� 

codon �$7�2�!��	� 146 0�����
��� pBU3 &#�$7����� AAG &#/� AAA (%�� 10) 
	
��$��2�!��	��$7

!���	���9��2�!��	��$7  883 5̂7��2���4&4
&#�$7����� A &#/� G (%�� 9) 5̂7����2�+�� codon �$7�2�!��	� 

226 0�����
��� pBU3 &#�$7����� AGA &#/� GGA (%�� 10)  

&�97������$� mrjp2 1���������2��$ $̂���� ���+��&��1^�� pfu DNA polymerase 

(Fermentas, USA) �$7�$�'�
�4��� 3�-5� exonuclease (proofreading activity) 5̂7����	
��2�+���$�
��

;������!�	��2�+����
��&������
���$&�*�&�&
��+��	���05-� ����$�	��
����������	�������    �$ $̂

�����	���4 2.6x10
-6
 (Lundberg et al., 1991) ����'�
�4��������	�
 �5����
	�1�	�	���&������

&#�$7��!#���2���4&4
+�#���������$ $̂���� !�	+����������$-�4
	� �$� mrjp2 �$7&��7��2��
�1���$�2���4

&4
�$7�2�!��	� 883 &#�$7��1# 5̂7������&����������2����0��&��1^�� pfu DNA polymerase �$7+��+�

���������$- 
	
��2���4&4
�$7&#�$7��!#���$7�2�!��	� 645 1�	1��&����������2�����$7�������0��

&��1^�� pfu DNA polymerase !�	&���&�97��������
��� pET-mrjp2 �$71���� �$�$� mrjp2 5̂7��$�2���4

&4
�$7!���	������$� mrjp2 �$7������+� GenBank (Accession no.AF525777)  
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��	��1��*��� ������
�&�������2���40�����������0���$� mrjp2 0�����
��� 

pBU3 ���+���#�!��� BioEdit version 7.05 �4
	� �2���4&4
0���$� mrjp2 0�����
��� pBU3 


����;!#����
1�� (inframe) ���1����������� 455 ��
 !���$�
���&��'� 51.61 kDa (%�� 10) !��

&�97�&#�$�4&�$�4��4�2���4���������0�� mrjp2 (Accession no.AF525777) �4
	������0�����
��� 

pBU3 �$7&#�$7��!#���$7�2�!��	��$7 146 1�	�2�+�����������&#�$7��!#�� �9������&#/� Lys (K) 

&��9��&��� 
	
�������$7&#�$7��!#���$7�2�!��	� 226 �2�+��1�����������&#�$7����� Arg (R) &#/� Gly 

(G) (%�� 11) !�	��	��1��*��� &�97����� MRJP 1�	+�	�#��$�&��1^�� !�	&#/��#��$�
������� 

(nutritional protein ) 5̂7����&#�$7��!#�����������&�$�� 1 ��
 1�	�	����2�+�������$70���#��$�

&#�$7��!#��  

 

 

                      *        20         *        40         *        60         *        80         *            
contiqpBU3 : TGCGTCAATTATACATATCTGTATGTCCATCATTATTCATCCACCTTTCGTGTACCACACTTCATATATCATGAGTCACTTCATGTCTGGACAT :   94 
mrjp2      : ---------------------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                                   

 

 
                                                                                                                   
                100         *       120         *       140         *       160         *       180                
contiqpBU3 : TAACAAACTCTATCTTAACATTTAGATGCAAGAGCCTTTATCTCACTATAAATGCACGATGATTTCTCATTGTTTCTCACAAAAAGCATTCAGT :  188 
mrjp2      : ---------------------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                                   

 
                                                                                                                   
              *       200         *       220         *       240         *       260         *       280          
contiqpBU3 : TCATTAGATCGACTCTAGAATGGCTAGCCATCATCATCATCATCATGCCATTATTCGACAAAATTCTGCAAAAAACTTGGAAAATTCGTTGAAC :  282 
mrjp2      : ----------------------------------------------GCCATTATTCGACAAAATTCTGCAAAAAACTTGGAAAATTCGTTGAAC :   48 
                                                           GCCATTATTCGACAAAATTCTGCAAAAAACTTGGAAAATTCGTTGAAC        
                    *       300         *       320         *       340         *       360         *              
contiqpBU3 : GTAATTCACGAATGGAAATATATCGATTATGATTTCGGTAGCGAAGAAAGAAGACAAGCTGCGATTCAATCTGGCGAATACGATCATACGAAAA :  376 
mrjp2      : GTAATTCACGAATGGAAATATATCGATTATGATTTCGGTAGCGAAGAAAGAAGACAAGCTGCGATTCAATCTGGCGAATACGATCATACGAAAA :  142 
             GTAATTCACGAATGGAAATATATCGATTATGATTTCGGTAGCGAAGAAAGAAGACAAGCTGCGATTCAATCTGGCGAATACGATCATACGAAAA        
              380         *       400         *       420         *       440         *       460         *        
contiqpBU3 : ATTATCCCTTCGATGTCGATCAATGGCATGATAAGACTTTTGTCACCATACTAAAGTACGATGGTGTGCCTTCTACTTTGAACATGATATCTAA :  470 
mrjp2      : ATTATCCCTTCGATGTCGATCAATGGCATGATAAGACTTTTGTCACCATACTAAAGTACGATGGTGTGCCTTCTACTTTGAACATGATATCTAA :  236 
             ATTATCCCTTCGATGTCGATCAATGGCATGATAAGACTTTTGTCACCATACTAAAGTACGATGGTGTGCCTTCTACTTTGAACATGATATCTAA        
                    480         *       500         *       520         *       540         *       560            
contiqpBU3 : CAAAATCGGTAAGGGTGGACGCCTTCTACAACCATATCCTGATTGGTCGTGGGCAGAGAATAAAGATTGCTCTGGAATCGTGAGCGCTTTCAAA :  564 
mrjp2      : CAAAATCGGTAAGGGTGGACGCCTTCTACAACCATATCCTGATTGGTCGTGGGCAGAGAATAAAGATTGCTCTGGAATCGTGAGCGCTTTCAAA :  330 
             CAAAATCGGTAAGGGTGGACGCCTTCTACAACCATATCCTGATTGGTCGTGGGCAGAGAATAAAGATTGCTCTGGAATCGTGAGCGCTTTCAAA        
                  *       580         *       600         *       620         *       640         *       6        
contiqpBU3 : ATTGCGATTGACAAATTCGACAGATTGTGGGTTTTGGATTCAGGTCTTATCAATAGAACTGAACCTATATGTGCTCCAAAATTGCATGTCTTTG :  658 
mrjp2      : ATTGCGATTGACAAATTCGACAGATTGTGGGTTTTGGATTCAGGTCTTATCAATAGAACTGAACCTATATGTGCTCCAAAGTTGCATGTCTTTG :  424 
             ATTGCGATTGACAAATTCGACAGATTGTGGGTTTTGGATTCAGGTCTTATCAATAGAACTGAACCTATATGTGCTCCAAA TTGCATGTCTTTG        
             60         *       680         *       700         *       720         *       740         *          
contiqpBU3 : ATCTGAAAAACACAAAGCACCTTAAGCAAATCGAAATACCGCATGATATTGCCGTAAATGCCACCACAGGAAAGGGAGGGCTAGTCTCTCTAGT :  752 
mrjp2      : ATCTGAAAAACACAAAGCACCTTAAGCAAATCGAAATACCGCATGATATTGCCGTAAATGCCACCACAGGAAAGGGAGGGCTAGTCTCTCTAGT :  518 
             ATCTGAAAAACACAAAGCACCTTAAGCAAATCGAAATACCGCATGATATTGCCGTAAATGCCACCACAGGAAAGGGAGGGCTAGTCTCTCTAGT        
                  760         *       780         *       800         *       820         *       840              
contiqpBU3 : TGTTCAAGCCATGGATCCTATGAATACTTTAGTATACATAGCAGACCATAAGGGTGATGCTTTGATCGTCTATCAAAATTCCGATGATTCCTTC :  846 
mrjp2      : TGTTCAAGCCATGGATCCTATGAATACTTTAGTATACATAGCAGACCATAAGGGTGATGCTTTGATCGTCTATCAAAATTCCGATGATTCCTTC :  612 
             TGTTCAAGCCATGGATCCTATGAATACTTTAGTATACATAGCAGACCATAAGGGTGATGCTTTGATCGTCTATCAAAATTCCGATGATTCCTTC        
                *       860         *       880         *       900         *       920         *       940        
contiqpBU3 : CATCGAATGACTTCCAACACTTTCGATTACGATCCCGGATATGCCAAAATGACGATCAATGGAGAAAGTTTCACATTGAAAAATGGAATTTGTG :  940 
mrjp2      : CATCGAATGACTTCCAACACTTTCGATTACGATCCCAGATATGCCAAAATGACGATCAATGGAGAAAGTTTCACATTGAAAAATGGAATTTGTG :  706 
             CATCGAATGACTTCCAACACTTTCGATTACGATCCC GATATGCCAAAATGACGATCAATGGAGAAAGTTTCACATTGAAAAATGGAATTTGTG        
                      *       960         *       980         *      1000         *      1020         *            
contiqpBU3 : GAATGGCTCTTAGTCCCGTGACGAACAATCTTTATTACAGTCCTCTCGCTTCTCACGGTTTGTATTATGTCAACACGGAACCATTTATGAAATC : 1034 
mrjp2      : GAATGGCTCTTAGTCCCGTGACGAACAATCTTTATTACAGTCCTCTCGCTTCTCACGGTTTGTATTATGTCAACACGGAACCATTTATGAAATC :  800 
             GAATGGCTCTTAGTCCCGTGACGAACAATCTTTATTACAGTCCTCTCGCTTCTCACGGTTTGTATTATGTCAACACGGAACCATTTATGAAATC        
               1040         *      1060         *      1080         *      1100         *      1120                
contiqpBU3 : ACAATTTGGAGACAATAATAACGTGCAATATGAAGGATCCCAAGATACTTTGAACACGCAATCATTGGCTAAAGCAGTATCGAAAGATGGCGTC : 1128 
mrjp2      : ACAATTTGGAGACAATAATAACGTGCAATATGAAGGATCCCAAGATACTTTGAACACGCAATCATTGGCTAAAGCAGTATCGAAAGATGGCGTC :  894 
             ACAATTTGGAGACAATAATAACGTGCAATATGAAGGATCCCAAGATACTTTGAACACGCAATCATTGGCTAAAGCAGTATCGAAAGATGGCGTC        
              *      1140         *      1160         *      1180         *      1200         *      1220          
contiqpBU3 : CTCTTCGTCGGACTTGTGGGTAATTCAGCTCTTGGATGCTTGAACGAGCATCAACCACTTCAGAGAGAAAATTTAGAACTGGTCGCCCAAAATG : 1222 
mrjp2      : CTCTTCGTCGGACTTGTGGGTAATTCAGCTCTTGGATGCTTGAACGAGCATCAACCACTTCAGAGAGAAAATTTAGAACTGGTCGCCCAAAATG :  988 
             CTCTTCGTCGGACTTGTGGGTAATTCAGCTCTTGGATGCTTGAACGAGCATCAACCACTTCAGAGAGAAAATTTAGAACTGGTCGCCCAAAATG        
                    *      1240         *      1260         *      1280         *      1300         *              
contiqpBU3 : AAAAAACACTTCAAATGATCGCAGGTATGAAAATTAAGGAAGAGCTTCCACATTTCGTAGGAAGTAACAAACCTGTAAAGGACGAATATATGTT : 1316 

TATA box +1

Start codon XbaI 6X His tag

CAT box 
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mrjp2      : AAAAAACACTTCAAATGATCGCAGGTATGAAAATTAAGGAAGAGCTTCCACATTTCGTAGGAAGTAACAAACCTGTAAAGGACGAATATATGTT : 1082 
             AAAAAACACTTCAAATGATCGCAGGTATGAAAATTAAGGAAGAGCTTCCACATTTCGTAGGAAGTAACAAACCTGTAAAGGACGAATATATGTT        
             1320         *      1340         *      1360         *      1380         *      1400         *        
contiqpBU3 : AGTTTTAAGTAACAAAATGCAGAAAATAGTAAATAATGATTTTAATTTCAACGACGTAAACTTCCGAATTTTGGGTGCGAATGTAAAGGAATTA : 1410 
mrjp2      : AGTTTTAAGTAACAAAATGCAGAAAATAGTAAATAATGATTTTAATTTCAACGACGTAAACTTCCGAATTTTGGGTGCGAATGTAAAGGAATTA : 1176 
             AGTTTTAAGTAACAAAATGCAGAAAATAGTAAATAATGATTTTAATTTCAACGACGTAAACTTCCGAATTTTGGGTGCGAATGTAAAGGAATTA        
                   1420         *      1440         *      1460         *      1480         *      1500            
contiqpBU3 : ATGAGAAATACTCATTGCGCAAATTTTAACAATAAAAATAATCAGAAGAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAACAATAACAATCAGAAGA : 1504 
mrjp2      : ATGAGAAATACTCATTGCGCAAATTTTAACAATAAAAATAATCAGAAGAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAACAATAACAATCAGAAGA : 1270 
             ATGAGAAATACTCATTGCGCAAATTTTAACAATAAAAATAATCAGAAGAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAACAATAACAATCAGAAGA        

 

 

 
                  *      1520         *      1540         *      1560         *      1580         *      16        
contiqpBU3 : ATAACAATCAGAAAAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAATACTAACAATTAGAATGATAATGAGCTCGAATTTCC : 1598 
mrjp2      : ATAACAATCAGAAAAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAATACTAACAATTAGAATGATAAT-------------- : 1350 
             ATAACAATCAGAAAAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAAGAATAACAATCAGAATACTAACAATTAGAATGATAAT                      
             00         *      1620         *      1640         *      1660         *      1680         *          
contiqpBU3 : CCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGT : 1692 
mrjp2      : ---------------------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                                   
                 1700         *      1720         *      1740         *      1760         *      1780              
contiqpBU3 : TAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATA : 1786 
mrjp2      : ---------------------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                                   

 
                                                                                                                   
                *      1800         *      1820         *      1840         *      1860         *      1880        
contiqpBU3 : GAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAATTCGTAATCATGTCATAGCTGT : 1880 
mrjp2      : ---------------------------------------------------------------------------------------------- :    - 

 

<�� 9 �2���4&4
0�����
��� pBU3 4��&
�
	
�0����-��$� mrjp2 

1     ATG GCT AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAT GCC ATT ATT CGA CAA AAT 45

1      M   A   S   H   H   H   H   H   H   A   I   I   R   Q   N 15

46    TCT GCA AAA AAC TTG GAA AAT TCG TTG AAC GTA ATT CAC GAA TGG 90

16     S   A   K   N   L   E   N   S   L   N   V   I   H   E   W 30

91    AAA TAT ATC GAT TAT GAT TTC GGT AGC GAA GAA AGA AGA CAA GCT 135

31     K   Y   I   D   Y   D   F   G   S   E   E   R   R   Q   A 45

136   GCG ATT CAA TCT GGC GAA TAC GAT CAT ACG AAA AAT TAT CCC TTC 180

46     A   I   Q   S   G   E   Y   D   H   T   K   N   Y   P   F 60

181   GAT GTC GAT CAA TGG CAT GAT AAG ACT TTT GTC ACC ATA CTA AAG 225

61     D   V   D   Q   W   H   D   K   T   F   V   T   I   L   K 75

226   TAC GAT GGT GTG CCT TCT ACT TTG AAC ATG ATA TCT AAC AAA ATC 270

76     Y   D   G   V   P   S   T   L   N   M   I   S   N   K   I 90

271   GGT AAG GGT GGA CGC CTT CTA CAA CCA TAT CCT GAT TGG TCG TGG 315

91     G   K   G   G   R   L   L   Q   P   Y   P   D   W   S   W 105

316   GCA GAG AAT AAA GAT TGC TCT GGA ATC GTG AGC GCT TTC AAA ATT 360

106    A   E   N   K   D   C   S   G   I   V   S   A   F   K   I 120

361   GCG ATT GAC AAA TTC GAC AGA TTG TGG GTT TTG GAT TCA GGT CTT 405

Stop SacI 

EcoRI
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121    A   I   D   K   F   D   R   L   W   V   L   D   S   G   L 135

406   ATC AAT AGA ACT GAA CCT ATA TGT GCT CCA AAA TTG CAT GTC TTT 450

136    I   N   R   T   E   P   I   C   A   P   K   L   H   V   F 150

451   GAT CTG AAA AAC ACA AAG CAC CTT AAG CAA ATC GAA ATA CCG CAT 495

151    D   L   K   N   T   K   H   L   K   Q   I   E   I   P   H 165

496   GAT ATT GCC GTA AAT GCC ACC ACA GGA AAG GGA GGG CTA GTC TCT 540

166    D   I   A   V   N   A   T   T   G   K   G   G   L   V   S 180

541   CTA GTT GTT CAA GCC ATG GAT CCT ATG AAT ACT TTA GTA TAC ATA 585

181    L   V   V   Q   A   M   D   P   M   N   T   L   V   Y   I 195

586   GCA GAC CAT AAG GGT GAT GCT TTG ATC GTC TAT CAA AAT TCC GAT 630

196    A   D   H   K   G   D   A   L   I   V   Y   Q   N   S   D 210

631   GAT TCC TTC CAT CGA ATG ACT TCC AAC ACT TTC GAT TAC GAT CCC 675

211    D   S   F   H   R   M   T   S   N   T   F   D   Y   D   P 225 

676   GGA TAT GCC AAA ATG ACG ATC AAT GGA GAA AGT TTC aCA TTG AAA 720

226    G   Y   A   K   M   T   I   N   G   E   S   F   T   L   K 240 

721   AAT GGA ATT TGT GGA ATG GCT CTT AGT CCC GTG ACG AAC AAT CTT 765

241    N   G   I   C   G   M   A   L   S   P   V   T   N   N   L 255 

766   TAT TAC AGT CCT CTC GCT TCT CAC GGT TTG TAT TAT GTC AAC ACG 810

256    Y   Y   S   P   L   A   S   H   G   L   Y   Y   V   N   T 270 

811   GAA CCA TTT ATG AAA TCA CAA TTT GGA GAC AAT AAT AAC GTG CAA 855

271    E   P   F   M   K   S   Q   F   G   D   N   N   N   V   Q 285 

856   TAT GAA GGA TCC CAA GAT ACT TTG AAC ACG CAA TCA TTG GCT AAA 900

286    Y   E   G   S   Q   D   T   L   N   T   Q   S   L   A   K 300 

901   GCA GTA TCG AAA GAT GGC GTC CTC TTC GTC GGA CTT GTG GGT AAT 945

301    A   V   S   K   D   G   V   L   F   V   G   L   V   G   N 315 

946   TCA GCT CTT GGA TGC TTG AAC GAG CAT CAA CCA CTT CAG AGA GAA 990

316    S   A   L   G   C   L   N   E   H   Q   P   L   Q   R   E 330 

991   AAT TTA GAA CTG GTC GCC CAA AAT GAA AAA ACA CTT CAA ATG ATC 1035

331    N   L   E   L   V   A   Q   N   E   K   T   L   Q   M   I 345 

1036  GCA GGT ATG AAA ATT AAG GAA GAG CTT CCA CAT TTC GTA GGA AGT 1080

346    A   G   M   K   I   K   E   E   L   P   H   F   V   G   S 360 

1081  AAC AAA CCT GTA AAG GAC GAA TAT ATG TTA GTT TTA AGT AAC AAA 1125

361    N   K   P   V   K   D   E   Y   M   L   V   L   S   N   K 375 
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1126  ATG CAG AAA ATA GTA AAT AAT GAT TTT AAT TTC AAC GAC GTA AAC 1170

376    M   Q   K   I   V   N   N   D   F   N   F   N   D   V   N 390

1171  TTC CGA ATT TTG GGT GCG AAT GTA AAG GAA TTA ATG AGA AAT ACT 1215

391    F   R   I   L   G   A   N   V   K   E   L   M   R   N   T 405

1216  CAT TGC GCA AAT TTT AAC AAT AAA AAT AAT CAG AAG AAT AAC AAT 1260

406    H   C   A   N   F   N   N   K   N   N   Q   K   N   N   N 420

1261  CAG AAG AAT AAC AAT CAG AAC AAT AAC AAT CAG AAG AAT AAC AAT 1305

421    Q   K   N   N   N   Q   N   N   N   N   Q   K   N   N   N 435

1306  CAG AAA AAT AAC AAT CAG AAG AAT AAC AAT CAG AAG AAT AAC AAT 1350

436    Q   K   N   N   N   Q   K   N   N   N   Q   K   N   N   N 450

1351  CAG AAT ACT AAC AAT TAG 1368

451    Q   N   T   N   N   *

 

<�� 10 ���
�&���������������0���$� mrjp2 +����
��� pBU3 
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                      *        20         *        40         *               
contigpBU3 : MASHHHHHHAIIRQNSAKNLENSLNVIHEWKYIDYDFGSEERRQAAIQSGEYDHTKNY :  58 
mrjp2      : ---------AIIRQNSAKNLENSLNVIHEWKYIDYDFGSEERRQAAIQSGEYDHTKNY :  49 
                      AIIRQNSAKNLENSLNVIHEWKYIDYDFGSEERRQAAIQSGEYDHTKNY       
                                                                              
             60         *        80         *       100         *             
contigpBU3 : PFDVDQWHDKTFVTILKYDGVPSTLNMISNKIGKGGRLLQPYPDWSWAENKDCSGIVS : 116 
mrjp2      : PFDVDQWHDKTFVTILKYDGVPSTLNMISNKIGKGGRLLQPYPDWSWAENKDCSGIVS : 107 
             PFDVDQWHDKTFVTILKYDGVPSTLNMISNKIGKGGRLLQPYPDWSWAENKDCSGIVS       
                                                                              
              120         *       140         *       160         *           
contigpBU3 : AFKIAIDKFDRLWVLDSGLINRTEPICAPKLHVFDLKNTKHLKQIEIPHDIAVNATTG : 174 
mrjp2      : AFKIAIDKFDRLWVLDSGLINRTEPICAPKLHVFDLKNTKHLKQIEIPHDIAVNATTG : 165 
             AFKIAIDKFDRLWVLDSGLINRTEPICAPKLHVFDLKNTKHLKQIEIPHDIAVNATTG       
                                                                              
                180         *       200         *       220         *         
contigpBU3 : KGGLVSLVVQAMDPMNTLVYIADHKGDALIVYQNSDDSFHRMTSNTFDYDPGYAKMTI : 232 
mrjp2      : KGGLVSLVVQAMDPMNTLVYIADHKGDALIVYQNSDDSFHRMTSNTFDYDPRYAKMTI : 223 
             KGGLVSLVVQAMDPMNTLVYIADHKGDALIVYQNSDDSFHRMTSNTFDYDP YAKMTI       
                                                                              
                  240         *       260         *       280         *       
contigpBU3 : NGESFTLKNGICGMALSPVTNNLYYSPLASHGLYYVNTEPFMKSQFGDNNNVQYEGSQ : 290 
mrjp2      : NGESFTLKNGICGMALSPVTNNLYYSPLASHGLYYVNTEPFMKSQFGDNNNVQYEGSQ : 281 
             NGESFTLKNGICGMALSPVTNNLYYSPLASHGLYYVNTEPFMKSQFGDNNNVQYEGSQ       
                                                                              
                    300         *       320         *       340               
contigpBU3 : DTLNTQSLAKAVSKDGVLFVGLVGNSALGCLNEHQPLQRENLELVAQNEKTLQMIAGM : 348 
mrjp2      : DTLNTQSLAKAVSKDGVLFVGLVGNSALGCLNEHQPLQRENLELVAQNEKTLQMIAGM : 339 
             DTLNTQSLAKAVSKDGVLFVGLVGNSALGCLNEHQPLQRENLELVAQNEKTLQMIAGM       
                                                                              
              *       360         *       380         *       400             
contigpBU3 : KIKEELPHFVGSNKPVKDEYMLVLSNKMQKIVNNDFNFNDVNFRILGANVKELMRNTH : 406 
mrjp2      : KIKEELPHFVGSNKPVKDEYMLVLSNKMQKIVNNDFNFNDVNFRILGANVKELMRNTH : 397 
             KIKEELPHFVGSNKPVKDEYMLVLSNKMQKIVNNDFNFNDVNFRILGANVKELMRNTH       
                                                                              
                *       420         *       440         *       460           
contigpBU3 : CANFNNKNNQKNNNQKNNNQNNNNQKNNNQKNNNQKNNNQKNNNQNTNN--------- : 455 
mrjp2      : CANFNNKNNQKNNNQKNNNQNNNNQKNNNQKNNNQKNNNQKNNNQNTNN--------- : 446 
             CANFNNKNNQKNNNQKNNNQNNNNQKNNNQKNNNQKNNNQKNNNQNTNN                
 

<�� 11 ���&#�$�4&�$�4�2���4���������0���$� mrjp2 +����
��� pBU3 ��4�$� mrjp2 �$7 

������+� GenBank (Accession no.AF525777) 
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���E*���!� mrjp2 ����
�*,�''

��������
�������!��

��@�-��  

,'#����.!���@��
���� Kitaake 

 

������!���+!�����)
��$�&�����",�''

��������
�������!��

��@�-�� ,'# Kitaake  

 

&���&�$-��&��*�!�	0��0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake +������
��� N6D �$7�$

#���������$� 2.88 �����	����� !�� 2,4-D 2 ����������	����� &#/�&
�� 4 
�#���� �4
	�0��
���"'�

&��$�

��#Y���� !�� Kitaake �$&#���& *̂������&���!����
 44.23 !�� 73.71 &#���& *̂��� ����2���4 

(����� 2) ^57�!
��+��&�*�
	�0��
���"'� Kitaake �$�
��
����;+����&���!����
1��
���
	�0��
���"'�

&��$�

��#Y������	���$���
2���=��7����
;��� 
	
�!����
0��0��
��-�
�����"'��$0���+���&�$����� �9�

0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake �$0���!����
&`�$7� 1.08 !�� 1.07 &^���&��� ����2���4 

�������$- ����4
	����6��!����
0��0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake �$

���6���$7�$&��9����� �9��$
$&��9���	�� ��� !�	� (&��4��������� !����
) (%�� 12 !�� %�� 13) 5̂7�

&#/����6��!����
�$7&����
�
2����4���;	���$� &�97�����!����

����;��[��&���=&#/����1�� 

+����������$-
%�
��$7����2�+��&���!����
1���$�$7
'��9�+�� 2,4-D 2 ����������	����� 

�	
���4 casamino acid 300 ����������	����� 5̂7�
���������4���
����0�� #��%� !��������� (2537) 

�$7��������+��0��
���"'�0�
������� 105 �4
	� &#���& *̂������&���!����

�� 96.3 &#���& *̂��� !��


���������4������0�� Toki (1997) �4
	������
��� N6 �$7�$ 2,4-D 2 ����������	����� �	
���4 

casamino acid 300 ����������	����� 
����;����2�+��0��
&���!����
1���$�$7
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-���� 2 ���&#�$�4&�$�4�������2�+��&���!����
0��0��
���"'�&��$�

��#Y���� !�� Kitaake 

 

����&��'   ns ����;5� 1�	�$�
��!���	�����
;��� ** �	�&`�$7�%��+���������$7�$��
���6�&��9����� 

����;5�1�	�$�
��!���	����	���$���
2���=���
;����$7����4�
��&�97���7��$7 p<0.01 

&#�$�4&�$�4���
;�����
�
�"$ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
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$%���� 
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����$%���� 

%'
�*���+��
�

$%���� (&�.) 

     

�������	�
��
�� 156� 69 44.23b 1.08 

     

Kitaake 156 115 73.71a 1.07 

 MEAN  58.97 1.07 

 F-test  ** ns 

 CV  3.7 28.4 
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������!���+!����#
�+��<���#��*�����!���E*���!���� Toki (1997) �
����!��� Endo et al. 

(2002) 

 

4��������< !����� (2549) ���������;	���$�+�0��
���"'�&��$�

��#Y���� ����4
	�


�"$0�� Toki (1997) �2�+��1��!����
�$7���4���������&�9�� 54.37 &#���& *̂��� !�	!����

����;

��[��&#/�����	��1��&�$�� 3 ��� +�0���$7������0�� Endo et al. (2002) �4
	�!����
0��0��
���"'� 

Kitaake �$7���4���������&�9��
����;��[��&#/�����	��1��;5� 56.6 &#���& *̂��� �����-� �5�1���2�

!����
0��0��
���"'�&��$�

��#Y���� !��0��
���"'� Kitaake �$7&�$-��4������
��� N6D �$7�$ 2,4-D 2 

����������	����� !������$� 2.88 �����	����� &#/�&
�� 4 
�#���� ��&#�$�4&�$�4#��
��"�%�����
	��


�"$���;	���$�0�� Toki (1997) ��4
�"$0�� Endo et al. (2002) ���+��&�9-������!4��$&�$�� 
�����"'� 

AGL1 �4
	� 
�"$���;	���$�0�� Endo et al. (2002) &����
�
2����40��
���"'�&��$�

��#Y���� 

&�97�����+��&#���& *̂���!����
�$7����������$7
'� (72.72 &#���& *̂���) (����� 3 %�� 14 )  

���
�&���������
;�����
�
�"$ Split-plot in CRD �4
	� &#���& *̂���!����
�$7���0��

0��
���"'�&��$�

��#Y�����$�	�
���
	�0��
���"'� Kitaake ��	���$���
2���=��7� !������4�$�
	����;	���$�

&0��
�	0��
��-�
�����"'���
�
�"$0�� Endo et al. (2002) &#/�
�"$�$7&����
�
2����4���;	���$�����
	�
�"$

0�� Toki (1997) &�97�����+���	�&#���& *̂���!����
�$7������
���
	���	���$���
2���=��7����
;���  

&�97��2�!����
�$71�����!�	��
%�
�������2�+��&������ �4
	� !����
0��0��
���"'� 

Kitaake �$71����4���;	���$���
�
�"$���;	���$�0�� Toki (1997) !�� Endo et al. (2002) !����



����;��[��&#/�����	��1�� ����$&#���& *̂���!����
�$7&������!����� 4.00 !�� 4.34 &#���& *̂��� 

����2���4 (%�� 15 !������� 3) !�	��	��1��*��� #��
��"�%�����&���������������� &�97�&�$�4��4

��������0�� Endo et al. (2002) 5̂7�
����;����2�+��!����
��[��&#/����1��+��	
� 34-56 

&#���& *̂��� 


	
�0��
���"'�&��$�

��#Y���� ;5�!��
	����$&#���& *̂���!����
�$7���
���
	�0��
���"'� 

Kitaake !�	!����
1�	
����;��[��&#/����1�� 5̂7����$71�����0�����4��������0�� Saharan et al. 

(2004) �$71���5�6�
���������$7&����
��	��������2�+��!����
0��0��
�������+��&���=&#/���� �4
	�


�������� MS �$7&��� Kinetin 2 ����������	����� !�� NAA 0.5 ����������	����� +��&#���& *̂���������

�2�+��&������
��;5� 61 &#���& *̂��� 
2����4���"'� HKR-46 !�� 79.2 &#���& *̂��� 
2����4���"'� HKR-126  
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�������������
���������4������0�� Aldemita R. and Hodges T.K. (1996) 

5̂7�1��&#�$�4&�$�4#��
��"�%�����;	���$����
	��0��
������� (IR72 !�� TCS10) !��    ��#����� 

(G418) �4
	�0��
��#������$#��
��"�%��+����;	���$�#����� 27 &#���& *̂��� 
	
�0��
��������$

#����� 1-5 &#���& *̂���  

 

-���� 3 ���&#�$�4&�$�4#��
��"�%�����
	��
�"$���;	���$�0�� Toki (1997) ��4
�"$0�� Endo et al. 

(2002) 

 

�

�

�

�

 

 

 

 

 

����&��' ** �	�&`�$7�%��+���������$7�$��
���6�&��9����� ����;5�1�	�$�
��!���	����	���$���
2���=

���
;����$7����4�
��&�97���7��$7 p<0.01 &#�$�4&�$�4���
;�����
�
�"$ Duncan’s Multiple Range Test 

(DMRT) 

 

 

 

�������	
� �����

,'
++�� 

��
���

$%�����
����	� 

% $%���� 

���
�� 

%$%���� 

�������������+� 

%$%�����������

+�� $��

� 

�������	�
��
�� Toki (1997) 34 55.88c - - 

 Endo et  al. (2002) 33 72.72a - - 

Kitaake Toki (1997) 42 59.52b 20 4.00 

 Endo et al. (2002) 41 56.09c  4.34 

 Mean  61.05   

 F-test  **   

 CV (%)  2.6�   
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<�� 14  ���6��!����
4���������&�9�� 
�#�����$7 2  

����&��' � !�� 0 �9�0��
���"'�&��$�

��#Y���� �$71����4���;	���$���
�
�"$0�� Toki (1997) !�� 

Endo et al. (2002) ����2���4 
	
� � !�� � �9�0��
���"'� Kitaake �$71����4���;	���$���
�
�"$

0�� Toki (1997) !�� Endo et al. (2002) ����2���4  

 

 

 

 

 

 

 

 

<�� 15 ���6��!����
4����������2�+��&������ 
�#�����$7 2  
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����&��' � !�� 0 �9�0��
���"'�&��$�

��#Y���� �$71����4���;	���$���
�
�"$0�� Toki (1997) !�� Endo 

et al. (2002) 
	
� � !�� � �9�0��
���"'� Kitaake �$71����4���;	���$���
�
�"$0�� Toki (1997) 

!�� Endo et al. (2002) ����2���4  

 

���-��	
�����E*���!��"����! GUS assay 

 

���;	���$�&0��
�	0��
���"'� Kitaake ��
����
��� pBU3 ���
�"$ Toki (1997) �4
	�1��

!����
����
��#���$
��1������� �̂� !��&���=&#/�����	��1�� (%�� 16 ) ���������-� ����#���+�

���&�9������� (%�� 17) ���1�����0��
�$71����4���;	���$���-���� 20  

&�97��2���-�
	
�+40�����0��
���"'� Kitaake ��-�����$71����4���;	���$� ����
�
�4���

!
�����0���$� gusA ���
�"$ GUS assay �4
	� ���0��
�$71����4���;	���$���
� ���
��� pBU3 

(��� BU3) &���
$w�� ��-���� 12 ��� ���&#/� 60 &#���& *̂��� !
��
	� ���0��
&��	��$-1����4�$� gusA ���

���;	���$� !���$���!
�����0���$� gusA (����� 4 %�� 18 
2����4��� BU3)  

 

 

 

 

 

 

 

<�� 16 !����
�$71����4���;	�����
��� pBU3 �$7�2������[��&#/�����	�� 
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<�� 17 ���0��
���!#�����"'�����'	� T0 �$71����4���;	���$���
����
��� pBU3  

�$7#���+����&�9�� 

 

 

 

 

 

 

<�� 18 �������
�4���!
�����0���$� gusA 0����� BU3  

����&��' C �9� 0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	���$� �����$7 1-3 �9� ���0��
���"'� Kitaake �$71����4

���;	���$���
����
��� pBU3 ����$7 11 16 !�� 20 �) �	��&���&������ !�� 0) ����&���

&������ 
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���������#�����,+������!� mrjp2 &�	!�������"����+�����!F!���� 

 

&�97��2���-�
	
�+40�����0��
�$7�$���!
�����0���$� gusA ��
����$������$&�*�&����
�"$ 

CTAB !����
�
�4�$&�*�&���
�&�����������
&����&�*����w��� �̂
 �4
	� �$������$&�*�&��$7
���1��


	
�+�=	�$�-2�������&��'�
�� !
��
	� �$������$&�*��$�'�%���$ (%�� 19) 
����;�2�1#+��
�&������

��
�&������$̂ $����!�� Southern blot 1��  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

<�� 19 ���
�&�������$������$&�*�&��$7
������+40��
0����� BU3 �$7�$���!
�����0���$� gusA  

��
�
�"$ CTAB  

����&��'  &�� 1 �9� Lambda DNA HindIII/EcoRI &�� 2 �9� �$������$&�*�&�0��0��
 Kitaake 

(negative control) &�� 3-4 �9� �$������$&�*�&�0��0��
���  BU3-16-6 !����� BU3-20-9 ����2���4 

�

�

�

1             2            3           4
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&�97��2�+40�����0��
 BU3 �$7�$���!
�����0���$� gusA ��
��� �$������$&�*�&� !��

��
�
�4��
�
�"$�$ $̂���� ���+��1��&�����$7�2�&����	��$� mrjp2 �4
	� ���0��
��-�����$7�2�����
�4

���
�"$�$ $̂���� &���!;4�$&�*�&�0��� 500 bp 5̂7�&#/��������$ $̂��������$7����
�� !
��
	��$���!���

0���$� mrjp2 +��$���0��0��
 !�����0��
&��	��$-&#/�0��
���!#�����"'���� (����� 4 !�� %�� 20) 

 

 

 

 

 

 

 

<�� 20 ���
�&�������$� mrjp2 +�0��
 Kitaake �$71����4���;	���$���
����
��� pBU3  

����&��' �) &�� M �9�!;4�$&�*�&�����8�� 1 kb DNA Ladder &�� 1 �9� ���
��� pBU3 5̂7�+��

&#/� positive control &�� 2 �9�0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	���$� &�� 3-10 �9�����$7 1 

2 3 4 5 6 8 !�� 9 
	
� 0) &�� M �9�!;4�$&�*�&�����8�� 100 bp DNA Ladder &�� 1 

�9� ���
��� pBU3 5̂7�+��&#/� positive control  &�� 2 �9� 0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���

;	���$� &�� 3-5 �9�����$7 11 16 !�� 20 &�� 6 �9��-2� 
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-���� 4 
�'#���
�&���������0��
�$71��������;	���$� ���&����� GUS Assay !��&������$ $̂���� 

���+��1��&�����$7�2�&�����4�$� mrjp2 

 

�	���� GUS PCR 

BU3-1 + + 

BU3-2 + + 

BU3-3 + + 

BU3-4 + + 

BU3-5 ++ + 

BU3-6 + + 

BU3-7 - ND 

BU3-8 + + 

BU3-9 + + 

BU3-10 + ND 

BU3-11 ++ + 

BU3-12 - ND 

BU3-13 - ND 

BU3-14 - ND 

BU3-15 - ND 

BU3-16 ++ + 

BU3-17 - ND 
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����&��'  +��	�� GUS  -  �9� 1�	&���
$w�� + �9�&���
$w���	�� ++ �9�&���
$w��&0��  +��	�� PCR + �9� 

�$���&��7��2��
�0����-��$� mrjp2  ND �9�1�	1����
�
�4��
�&������$ $̂���� (&�97��������

0��
�$7+���� GUS &#/��4 
	
�+�=	1�	1���2���
�&��������
�&������$ $̂����) 

 

���������#�����E*��+�"�!�L�
�*��*�'�� 

 

&�9�����0��
���"'� Kitaake ���!#�����"'�����'	� T0 0����� BU3 �$7�$���!
�����

0���$� gusA !���$�$� mrjp2 !������	+��$��� �2�����
�
�4���;	������$� gusA 1#
�	�'	���� T1 

����2�&��*��'	� T1 ��#��� !�������-�
	
�+4����
�4���
�"$ GUS Assay �4
	� ���0��
 BU3 ����$7 

1 2 5 6 !�� 9 �$�����
	
�wL��1�#x0���'	�����$7+���� GUS+:GUS- ���&#/� 3:1 (����� 5) 5̂7�


���������4�������������0�� Dong et al. (1995) 5̂7�1��;	���$�+�0��

�����"'���#����� !����


��������
�"$���+��&�9-������!4��$&�$�� �4
	�0��
���!#�����"'�����$71���$�����
	
�0���'	�����$7

+���� Hyg
R
:Hyg

S
 !�� GUS+:GUS- +������
	
� 3:1 &�	�&�$�
���  

�������$- �������2�&��*�+��'	� T2 0����� BU3-5-1 ����
�
�4���;	������$� 

�4
	��'�����$���!
�����0�� gusA !
��+��&�*�
	���� BU3-5-1 1�	�$���!����
0���$� gusA +��'	�

��� !
��
	��$����	+�
%�� homozygous  !���$��$�
��&
;$�� (stable) �9�
����;;	�����1#1��

�����'	���;5��'	� T3 (1�	1��!
����) 

 

 

 

BU3-18 - ND 

BU3-9 - ND 

BU3-20 ++ + 
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-���� 5 
�'#���
�&���������;	������$� gusA 0�����0��
���!#�����"'��������'	� T0 1# T1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�

����&��' 
�&�������	� �2 
 �$7����4���
2���= p<0.05  

 

���������#��-������"
",�'��
�������"����+���� Southern blot 

 

&�97��2����0��
 BU3 �'	� T1 �$7�$���!
�����0���$� gusA ���9���������!�����
0���$� 

mrjp2 +��$���0��
 !����
�
�4�2��
��'��$�+��$��� ���&����� Southern blot ����2��$������$&�*�

&��������
�&��1^������2�&����	��: ���&�9��+��&��1^�� XbaI  SacI  EcoRV !�� EcoRI 5̂7����

&�$�� 1 �2�!��	� +�4��&
� T-DNA 0�����
��� pBU3 (%�� 3) !��+�� probe 5̂7�&#/�
	
�0���$� 

mrjp2 �$7���`�����
� DIG ���
�"$�$ $̂���� 

���0��
 BU3-20-1 ����$������$&�*�&���
�  XbaI �	
���4 SacI  &�97���
�
�4��-��$� mrjp2 

!�������
�&��1^�� EcoRV  XbaI !�� EcoRI  �4
	� 1��!;4�$&�*�&� 1 !;4 (%�� 21) !
��
	� �$

 

�	
�
�'� T0 

���

�'�� 

GUS+ : GUS – ��"�	
�
�'� T1 

�2 ���

�'��45��6��7 

BU3-1 20 : 11 1.81 3 : 1 

BU3-2 22 : 9 0.26 3 : 1 

BU3-5 12 : 8 2.40 3 : 1 

BU3-6 15 : 5 0 3 : 1 

BU3-9 8 : 1 0.92 3 : 1 

BU3-16 15 : 7 0.54 3 : 1 

BU3-20 10 : 2 0.44 3 : 1 
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���!���0���$� mrjp2 +��$���0��
 BU3-20-1 �$7 1 �2�!��	� (a single insertion site) (%�� 21) 

���������-��2�����9����������2���� BU3-20-9 !�� BU3-16-6 �������
�&��1^������2�&����	��: 

1��!�	 XbaI  SacI  EcoRV !�� EcoRI &�97��9����
	�0��
��-� 2 ���&#/� independent transgenic lines  

��������
�4���0��
 BU3 ��-���� 2 ��� 1��������$- ��� BU3-16-6 ����$������$&�*�&���
� 

XbaI �	
���4SacI &�97���
�
�4��-��$� mrjp2 !�������
�&��1^�� EcoRV  XbaI !�� EcoRI �4
	� 

1��!;4�$&�*�&� 1 !;4 (%�� 22) !
��
	� �$���!���0���$� mrjp2 +��$���0��
��� BU3-16-6 �$7 1 

�2�!��	� (a single insertion site) !�����0��
 BU3-20-9 ����$������$&�*�&���
� XbaI �	
���4 SacI 

&�97���
�
�4��-��$� mrjp2 !�������
�&��1^�� EcoRV  XbaI !�� EcoRI �4
	� 1��!;4�$&�*�&� 1 

!;4 (%�� 22) !
��
	� �$���!���0���$� mrjp2 +��$���0��
 BU3-20-9 �$7 1 �2�!��	� (a single 

insertion site) (%�� 22)  

�����
�&��������
�&����� Southern blot �4
	� ���0��
 BU3 ��-� 2 ��� +���2��
�!;4�$&�*�

&� 1 !;4 &�	�&�$�
��� &�97������
�&��1^������2�&��������	��: �$7��
�4 !�	��	��1��*���0���0��

!;4�$&�*�&��$71���$0���!���	����� !
��
	� ���0��
��-� 2 �$-&#/� independent transgenic lines  

 

 
 

<�� 21 �����
�&���������0��
�$71��������;	���$�!���$���!
�����0���$� gusA ��
�&�����  

Southern blot ���+�� probe �$7�2�&����	��$� mrjp2  
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����&��'  &�� 1 �9� plasmid pET-mrjp2 (positive control) &�� 2 �9� ���0��
 Kitaake �$71�	1����4���

;	���$� (negative control) �����
�&��1^�� EcoRI &�� 3-6 �9� 0��
���!#�����"'������� BU3-20-1 

�����
�&��1^�� XbaI/SacI, EcoRV, XbaI !�� EcoRI ����2���4 

 

 

 

 

<�� 22 �����
�&���������0��
�$71��������;	���$�!���$���!
�����0���$� gusA ��
�&�����  

Southern blot ���+�� probe �$7�2�&����	��$� mrjp2  

����&��'   

&�� 1 �9� PCR-product 0���$� mrjp2 &�9���� 1:10,000 &�	� (positive control)  

&�� 2 �9� ���0��
 Kitaake �$71�	1����4���;	���$� (negative control) �����
�&��1^�� XbaI/SacI  

&�� 3-4 �9� 0��
���!#�����"'������� BU3-16-6 !�� BU3-20-9 ����2���4 �����
�&��1^�� 

XbaI/SacI 

&�� 5-6 �9� 0��
���!#�����"'������� BU3-16-6 !�� BU3-20-9 ����2���4 �����
�&��1^�� EcoRV 

&�� 7-8 �9� 0��
���!#�����"'������� BU3-16-6 !�� BU3-20-9 ����2���4 �����
�&��1^�� XbaI 

&�� 9-10 �9� 0��
���!#�����"'������� BU3-16-6 !�� BU3-20-9 ����2���4 �����
�&��1^�� EcoRI 
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���-��	
�����,
"��������!� mrjp2 &��#"
� mRNA �"��+���� RT-PCR 

 

�2����0��
����
�
�4���!
�����0���$� mrjp2 ����2�&��*�0��
�	����
�������&�*�&�

��-���� !��

�&��������
�&����� RT-PCR (Reverse transcription-PCR) ���+��1��&�����$7�2�&����	�

�$� mrjp2  

���0��
 BU3 &�97�
�&����������&�*�&����&��*��	���'	� T2 0����� BU3-16-9 ���+��1��&���� 

F1mrjp2 !�� Rmrjp2 �4
	� &���!;4�$&�*�&�0��� 806 bp (%�� 24) !
��
	����0��
���!#��

���"'���� BU3-16-9 �$7�2�����
�4 �$���!
�����0���$� mrjp2 +�����4 mRNA 


	
����0��
 BU3-20-9 &�97�
�&����������&�*�&����&��*��	���'	� T2 �4
	� &���!;4�$&�*�&�

0��� 806 bp (%�� 24) !
��
	��$���!
������0���$� mrjp2 +�����4 mRNA 

�������$- ���1���2�����&�*�&���
��	��&�$�
��� ��
�&��������
�&������$ $̂���� ���+��1��&����

�$7�2�&����	��$� mrjp2 &�97��9������ RT – PCR �4
	� 1�	�$���&��7�#�����0����-��$� mrjp2       

(%�� 25) !
��
	�1�	�$���#�&#����0���$������$&�*�&�+����&��$������&�*�&� 
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<�� 23 ���
�&����������&�*�&���-�����$7
������&��*��	���'	� T2 0�����0��
���!#�����"'����  

BU3-16 !�� BU3-20 

����&��' &�� 1 �9� 100 bp DNA Ladder Plus &�� 2 �9� ����&�*�&����&��*��	��0��0��
 Kitaake 

�$71�	1��;	���$� Lane 3 – 6 �9� ����&�*�&����&��*��	��0�����0��
 BU3-16-9, BU3-16-14, BU3-20-9 

!�� BU3-20-19 

 

 

 

<�� 24 ���
�&���������!
�����0���$� mrjp2 +�����4 mRNA 0��0��
���!#�����"'������
� 

&����� RT – PCR ���+��1��&�����$7�2�&����	���$� mrjp2 

����&��' &�� 1 �9� 1 kb DNA Ladder &�� 2 �9� ���
��� pET-mrjp2 (positive control) &�� 3 �9� 

����&�*�&����&��*��	��0��0��
�$71�	1����4���;	���$� (negative control) &�� 4-5 �9� ����&�*�&����

&��*��	��0�����0��
 BU3-16-9 !�� BU3-20-9 ����2���4 &�� 6 �9� �-2� 

 

800 bp 
500 bp 
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<�� 25 �����
�
�4���#�&#����0���$������$&�*�&�+�����&�*�&��$7
���1�����&��*��	��0��0��
 

���!#�����"'���� ���&����� PCR ���+��1��&�����$7�2�&����	��$� mrjp2 

����&��' &�� 1 �9� 1 kb DNA Ladder &�� 2 �9� ���
��� pET-mrjp2 (positive control) &�� 3 �9� 

����&�*�&����&��*��	��0��0��
�$71�	1����4���;	���$� (negative control) &�� 4-5 �9� ����&�*�&����

&��*��	��0�����0��
 BU3-16-9 !�� BU3-20-9 ����2���4 &�� 6 �9� �-2� 

 

 

 

 

 

800 bp 
500 bp 
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�

���0��
 BU3 &�97�
�&����������&�*�&����&��*��	���'	� T3 0����� BU3-5-1-4 !��&��*�

�'	� T2 0����� BU3-2-26 ���+��1��&���� F1mrjp2 �!� R1mrjp2 �4
	� &���!;4�$&�*�&�0��� 500 bp 

(%�� 41) !
��
	����0��
���!#�����"'���� BU3 �$7�2�����
�4 �$���!
�����0���$� mrjp2 +�

����4 mRNA  

�������$- ���1���2�����&�*�&���
��	��&�$�
��� ��
�&��������
�&������$ $̂���� ���+��

1��&�����$7�2�&����	��$� mrjp2 &�97��9������ RT-PCR �4
	�1�	�$���&��7�#�����0����-��$� mrjp2 

(1�	1��!
����) !
��
	�1�	�$���#�&#����0���$&�*�&�+����&��$������&�*�&� 

 

 

 

 

 

 

 

<�� 26  ���
�&���������!
�����0���$� mrjp2 +�����4 mRNA 0��0��
���"'� Kitaake �$71����4���

;	�����
��� pBU3  

����&��'   &�� M �9�!;4�$&�*�&�����8�� 1kb DNA Ladder &�� 1 �9� ���
��� pBU3 5̂7�+��&#/� 

positive control &�� 2 �9� 0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	���$� &�� 3 �9� �-2� 
	
�&�� 

4 !�� 5 �9����0��
���!#�����"'���� BU3-5-1-4  !��  BU3-2-26 
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���-��	
�����,
"��������!� mrjp2 &��#"
����-!�  

�"��+���� Western blotting 

 

�2�&��*�!�	0�����0��
���!#�����"'�����'	� T3 0����� BU3-2-26 !�� BU3-5-1 ��


����#��$� !��

�&��������
�&����� Western blotting ���+��!����4��$ Anti-His �$7��4��4�#��$��$7�$ 

His tag &�97���
�
�4���!
�����0���#��$� MRJP2 +�&��*�0��
  

�#��$��$7
���1�����&��*�0��
 &�97�
�&���������
�"$ Bradford �4
	� �$�
��&0��0��0��

�#��$�#����� 0.8–1.0 1���������	�1�������� !����������
�
�4�#��$� MRJP2 ��
�&����� 

SDS-PAGE �4
	���#!440��!;4�#��$�+�&��*�0��
�'���
��	���$7�2�����
�4�$���6�������: ��� 

(%�� 27) 

������
�&��������
�&����� Western blotting ���+�� Anti-His (%�� 28 ) �4!;4

�#��$�����4� 0���#����� 70 kDa 5̂7����
	��	���&#/�!;40���#��$� GUS &�97�����+�&�� 2 5̂7�

&#/�&��*��$71��������0��
�$71����4���;	���$���
����
��� pCAMBIA 1301 �4!;4�#��$�0��� 70 

kDa &�	�&�$�
���  5̂7�������
�&�������#��$� GUS +����
��� pCAMBIA 1301 (Accession no. 

AAF65342) ��
��#�!��� BioEdit �4
	� �#��$� GUS �$71���$��������� 630 ��
 !���$0����#��$� 

70 kDa �������$-����$
	
�0�� 6X His tag �$7����#�������4��^�� (C-terminal) �$���
� ^57��2�+��


����;��4��4 Anti-His 1��  


	
�!;4�#��$������	��0���#����� 50 kDa �4+�&��*�!�	0��0��
��-�����$7�2���

��
�4 5̂7����
	��	���&#/��#��$� glutelin &�97�����+�&����&
#_���0��&��*�0��
���$���
�
��#��$� 

glutelin ����
	� 80 &#���& *̂���0���#��$���-����+�&��*� �����&�*41
��$7!
��
��� �������$- �$������


	��#��$�
�
� glutelin +���# precursor �$0���#����� 51 kDa (Yamagata et al,1982; Krishan 

and Okita, 1986) �����-� �#��$� glutelin 5̂7��$���+�&��*�0��
����$4��4��&
��$7
����;��4��4 Anti-

His 1�� �5��2�+��&�*�!;4�#��$�0���#����� 50 kDa +�0��
�'���
��	�� 

������������� 1�	
����;&�*�!;4�#��$� MRJP2 5̂7��$0���#����� 51 kDa 

����$7����
�� ���&�97������$���!
�����0���#��$� MRJP2 +�&��*�0��
���� !��&�97������#��$� 
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glutelin �$0����#��$�+���&�$����4�#��$� MRJP2 �2�+�� Anti-His 1�	
����;��4��4 6X His-tag �$7���	

����#������	������ (N-terminal) 0���#��$� MRJP2 5̂7�����$#���������1�� !�	
����;��4��4

��������� His +��#��$� glutelin 5̂7��$#��������+�&��*�0��
 �2�+��1�	
����;�4!;4�#��$� 

MRJP2 �������$-�#��$� MRJP2 5̂7�&#/��#��$�!#��#���+�&��*�0��
���;���	��
���1# !��+�

���������$-+��!���$4��$�$7�2�&����	� Anti-His ^57�1�	�$�
���2�&����	��#��$� MRJP2 ������ ^57�

!���	�����������0�� Judova et al. (2004) �$7+��!���$4��$�$7�2�&�����4�#��$� MRJP1 ��
����

!
�����0���$� mrjp1 +������
�4���!#�����"'���� ���&����� Western blotting �4
	� 
����;

��
�
�4���!
�����0���#��$� MRJP1 1�� !��+���#��$���
��	��&�$�� 8 1�������� �*
����;

&�*�!;40���#��$� MRJP1  

�������$- ����4
	����0��
���"'� Kitaake ���!#�����"'�����$71����4���;	���$���
� 

���
��� pBU3 �$���&���=&��4��#��� &�97�&�$�4��4���0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	���$�   

(%�� 17)  

 

 

 

 

 

 

 

<�� 27 �����
�
�4�#��$� MRJP2 +�&��*�!�	0��0��
���!#�����"'���� ���&����� SDS-PAGE 

����&��'   &�� M �9� PageRuler prestain ladder &�� 1-2 �9�0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	��

�$� !���$71����4���;	���$���
����
��� pCAMBIA1301 ����2���4 5̂7�+��&#/��'��
4�'� 

&�� 3-6 �9� ���0��
���!#�����"'���� BU3-2-26 BU3-5-1 BU3-16 !�� BU3-20  
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<�� 28 ���
�&���������!
�����0���#��$� MRJP2 +�&��*�!�	0��0��
���!#�����"'���� ���

&����� Western blotting �$7+��!����4��$ Anti-His  

����&��'   &�� M �9� His Protein marker &�� 1-2 �9�0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	���$� !���$7

1����4���;	���$���
����
��� pCAMBIA1301 ����2���4 5̂7�+��&#/��'��
4�'� &�� 3-6 �9� 

���0��
���!#�����"'���� BU3-2-26 BU3-5-1 BU3-16 !�� BU3-20  
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&�97��2�&��*��	���'	� T1 0��0��
���!#�����"'������� BU3-16 !�� BU3-20 ��
����#��$�

��-���� !��
�&��������
�&����� Western blotting ���+��!����4��$ Anti-His �4
	� &��*��	���$!;4

�#��$� 3 !;4 �9�0���#����� 70 kDa !��!;4������ (doublet) 0���#����� 50 kDa !�� 47 

kDa  (%�� 29) ^57����
	�!;4�#��$��$70��� 50 kDa �	���&#/��#��$� MRJP2  &�97������$0���

����$7����
��1
� !���$���!
���������
	�!;4�#��$�0�����0��
 Kitaake �$71�	1����4���;	���$� 


	
�!;4�#��$�0��� 47 kDa ���
	������&#/��#��$� MRJP2 &�	�&�$�
��� !�	���	+���#!44�$7

!���	����� �������$-����4
	���-�&��*��	��!��!�	 �$!;4�#��$�0��� 70 kDa ^57����
	�&#/��#��$� 

GUS &�97������$0����#��$�&�	���4�#��$�0��&��*�0��
�$71��������0��
�$71����4���;	���$���
��

��
��� pCAMBIA 1301 ���0��
���"'� Kitaake ���!#�����"'�����$71����4���;	���$���
����
��� 

pBU3 �$���&���=&��4��#��� &�97�&�$�4��4���0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	���$� !��&�97��2���7�

�-2����� 100 &��*��4
	� �-2�����&��*�1�	!���	�������	���$���
2���=  

 

 

 

 

 

 

 

 

<�� 29  ���
�&���������!
�����0���#��$� MRJP2 +�&��*��	���'	� T1 0��0��
���!#��

���"'���� ���&����� Western blotting �$7+��!����4��$ Anti-His  

����&��'    &�� M �9� His Protein marker &�� 1 �9� 0��
���"'� Kitaake �$71�	1����4���;	���$� &�� 

2-3 �9� ���0��
���!#�����"'���� BU3-16 !�� BU3-20 



70

�������	�
���
 

 

������������	�

�� mrjp2 
�����	���� 
����
����������������
���!�
�"#� ��
����$     

�"����� pBU3 (Gt1::mrjp2::Tnos) ���%�&'�	�

��!����� *"�+������������,-�.������	�

��!�����

�&�-/1
%��
��&��2�4�$ *"�����5���/2��&�-/1 Kitaake ��
!6�
6�8������*'9,�
��
� ��������8 
&$+�������

���*��$�����$
�� mrjp2 !�
�"#������&�*�"$�&�-/�������
 ������,�"�$��������/�;"���

,�"�$+�� �&$��8 

1. �����
���	��	���	��������	� 

1.1 ���
���
"�8
$
�"#�*�	��$����!���%����4� N6D ,���������?���"�� 

2.88 ��&�4	�"�4� *"� 2,4-D 2 ��""���&�4	�"�4� �'�	������&�-/1 Kitaake ������
���*9""&�+����$��	�

�����&�-/1
%��
��&��2�4�$ �	��*9""&���$����,&8$��$�&�-/1������!�"�
9�
$�&� ��
!%�*9""&�,����

"&��?�,����
%�����&� 9�� ����
%"��$�	�� �"� *�	� 

1.2 ���
���
'
,�
'�����,-�.����%�	�$��-�����	�

����$ Toki (1997) 

�&'��-���$ Endo et al. (2002) �'�	� ��-�����	�

����$ Endo et al. (2002) 
�����-�,��
%��������%�&'

����	�

�������	���-���$ Toki (1997) 
����$���!%�9	�
���1
I#�41*9""&�,�����4�
��$��	� *"�
&$�'

����	� 
���1
I#�41*9""&�,�������$�����&�-/1
%��
��&��2�4�$��9	���$��	������&�-/1 Kitaake *4	�
	�$+��#

4�� *9""&�,�������$�����&�-/1
%��
��&��2�4�$+�	�������&J��
���4���	��+��  

 

2. �	�������������	�
��!���"��	���	����  

2.1 ����	�
�"����� pBU3 !%��&'�����&�-/1 Kitaake �'�	� +��4������,��

+���&'����	�

��,&8$%�� 20 4�� *"�
���������4�����'���*��$�����$
�� gusA ��
��-� GUS 

assay �'�	� 4������ BU3 
�����MO� 60 
���1
I#�41 *��$�	� �������	�

��
�����	����+�� 

2.2 
�������!'��$4������ BU3 ,�������*��$�����$
�� gusA ��

4�����'���

,9��9��I����1 ��
!6�+��
���1,�����
���4	�
�� mrjp2 �'�	� 4������,&8$%��,�������

,���'��
��-���I����1�����*,����$
�� mrjp2 !��������$���� 

2.3 
�������4�������/	� T1 ��$4�� BU3 ��,���'����	�
,��,�$

�&�-/���� �'�	� �&4���	��MP��+,�Q GUS+ : GUS- ���&4���	�� 3:1 *��$�	� ����	�
,����$
�����

4�������&�*�"$�&�-/����+�
&$�/	�4	�+�
���+�4���V��$
��
�" ��������8
&$�'�	� ������	�
,��
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��$
��+�
&$�/	��&�+�+����$4�������/	� T3 *"� T4 *��$�	� ����	�
,��
����$�����&�*�"$�&�-/����


���+��
	�$9$4&�%�����9���
���
� (stable inheritance) 

2.4 
������
9���%14���������

,9��9 Southern blotting ��
!6� probe I��$


���6�8��	����$
�� mrjp2 ,��4��W"�����
 DIG �'�	� �����*,����$
�� mrjp2 !��������$����

�&�*�"$�&�-/����,�������,���'��
��
��*,��,��'��
�? 1 4��*%�	$ (a single insertion site)  

 

3. �	�#��
�����
��� mrjp2 ��$%�&���	��"�#��
�"������% 


����������1
�#�
����
�"#������	���/	� T2 *"� T3 ��$4�������&�*�"$�&�-/���� ��

4�����'���

,9��9 RT-PCR ��
!6�+��
���1,�����
���4	�
�� mrjp2 �'�	� �����*��$�����$
�� 

mrjp2 !����&' mRNA !�
�"#��	����$�����&�*�"$�&�-/���� 

��������
9���%1���4��,����&����
�"#�����*�	���

,9��9 Western blotting ��
!6�

*��4�'��� Anti-His �'�	� �����*��$�����$���4�� GUS I��$�� His tag �
�	�����"�
 carboxyl *4	

+�	������4�����'���*��$�����$���4�� MRJP2 +�� ���
����$��������*��$�����$���4�� 

MRJP2 ���
��� %������4��������"�
 (degraded) !�
�"#�����*�	 *"����!6� Anti-His 4�����' 

His tag ��$���4�� MRJP2 ,��!%���9������
���4	� MRJP2 ���
 *"���9���+�!����4�����'4��� 

�
	�$+��#4��
�������
�"#��	����$�����&�*�"$�&�-/��������
9���%1���

,9��9 

Western blotting �'�	� ������4�����'���4�����������? 50 kD I��$�����*��$�����$���!�


�"#��	����$�����&�*�"$�&�-/������$��	�
�"#�����,��+�	+���&'����	�

�� I��$9���	��	���
������4�� 

MRJP2 ,�������*��$���!�
�"#��	����$�����&�*�"$�&�-/���� 

 

���$���#�� 

1. ���!6�*��4�'���,�����
����&'���4�� MRJP2 9�� Anti-MRJP2 �����,��!%�

4�����'���*��$���!����&'���4����$
�� mrjp2 +����
��$��8� 
����$�����9������
����&'���4�� 

MRJP2 �����	����!6� Anti-His I��$��,��!%�
����9������
��� (specificity) *"�9���+� (sensitivity) 

!����4�����'���4�� MRJP2 +������8� 

2. *9""&���$����
%��
��&��2�4�$%"&$;	���&8�4������	�

��+�	�������&J��+�


���4���	��+�� I��$�����
���
����$�&'9���
��������$q��1���!��"/	���$���I�� *"�+I�4+9���,��!6�
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+�	
%����� �&$�&8� 4��$�������������6&����!%�*9""&�
���
���4��!%��������,-�.����$��8� ��

W���

���%��.���,��
%�����!����6&����!%�*9""&�,��;	������	�

��*"��
���5
���4��!%�+�� ��
���,�����

,���',�����&'9���
������4	�$w ��$q��1�����6 *"����,�"�$
�"��
�q��1�����6
���6�������w  
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Abstract 
 

Transformation efficiency of glutinous rice cv. Niaw Sanpahtawng has remained low and 

transgenic plants have not yet been obtained. The objective of this research was to study the 

effects of certain factors on rice transformation to improve transformation efficiency. It was found 

that the antibiotic hygromycin concentration for selection of transformed Niaw Sanpahtawng calli 

was 50 mg/l which inhibited growth of untransformed calli about 92%.  Agrobacterium-mediated 

transformation was performed using A. tumefaciens AGL1 harboring binary vector pCAMBIA1303 

according to the modified method of transformation of RD 6.  The infection time of 15 min 

produced the highest percentage (54.37%) of hygromycin-resistant calli that was about 35% higher 

than previously reported. PCR analysis of leaf genomic DNA from transformed plants was 

conducted using primers specific to gusA and hptII genes. The result indicated that the hptII and 

gusA genes were integrated into the rice genome.  The first transgenic Niaw Sanpahtawng was 

grown in the greenhouse. Overall, this research provided the promising result for future 

improvement of Niaw Sanpahtawng rice variety by genetic engineering.   

Key words:  transformation, binary vector, PCR, transgenic plant 
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4�� acetosyringone 100 +��9���"��1 ,�8$+�������? 2 6&����$ ���*9""&�,��


4��
�+��*"��'	��	���&'���"�"�
����*'9,�
��
�,���/?%.���%��$ 
���
�"� 5, 10 *"� 15 ��,� *"��
��


*9""&���$'���%��*�#$��4�  2N6 - AS  
����,�����
���
"�8
$�	���&���$
6�8�����*'9,�
��
�*"�*9""&� 

��� 3 �&� !�,����� �/?%.��� 28 �$��
I"
I�
� %"&$����&8� "��$*9""&� *"��
��
"$'���%��9&�
"���,����
�

���6����+q����&
I��,��
%����� *"��
��
*9""&�,��4���,��
�+q����&
I��"$��%����4� MS ,���� NAA 0.2 

��./". *"� Kinetin 2 ��./". 
����6&����!%�
���4��  

 

�	�
�����	�#��
�����
��� gusA 

 ���*9""&�'�$�	��,��
���5'���%��9&�
"���,����
�+q����&
I�� *"�6�8��	��!'��$4������ ��

,���'����	�

�� ��
'	��	���&'���"�"�
 X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide) ,��

�/?%.��� 37 �$��
I"
I�
� 
���
�"� 1–24 6&����$ *9""&�,�������*��$�����$
�� gusA ������$
��+I�1  

�-glucuronidase *"��
�"��
� X-gluc !%�+�������MO� 

 

�	���"���+�%����$�&�$� 

 ���!'���������? 100 ��""���&� ����&����������
�#�
���
��-�,���&�*�"$��� Hwang and Kim 

(2000) ��
'�!'����!�+��4�
��
%"� ����&8� 
4�����"�"�
 mCTAB (CTAB 2%, NaCl 1.4 ��"��1, Tris-

HCl 100 ��""���"��1 pH 8.0, EDTA 50 ��""���"��1, PVP 1%, sodium metabisulfile 0.5%, �-

mercaptoethanol 1%) ����&8�'	�,���/?%.��� 65 �$��
I"
I�
� ��� 10 ��,� ����
%���
$ 
�#'�	��!�+�� *"��
4��

9"���M��1�
��������&����4��   ����&8�����
%���
$
����*
�6&8��8��  *"��
4�� absolute ethanol  
����4�4����       

��
�#�
� 

�	���$*�	�6(��$�&�$��������	�+��$
*��*��`��	�(  

4�����'����,��+���&'����	�

�� ��

,9��9��I����1!��������
� 50 +��9�"�4� �����'���
������� 

��
�#�
� 200 ������&�, 1X PCR buffer, MgCl2 2 ��""���"��1, dNTP 0.2 ��""���"��1, +��
���1 25 ���9��" 

*"� Taq DNA polymerase (Fermentas) 1.25 %�	�
 ��
!6�+��
���1 2 9�	 �&$��8 9�	,�� 1 9�� FgusA-1 (Biobasic) 

5’-TGA AGA TGC GGA CTT ACG TG-3’ *"� RgusA-1 (Biobasic) 5’-GGC ACA GCA CAT CAA AGA GA-3’ 

9�	,�� 2 9�� FhptII (BSU) 5’-CTT GAC ATT GGG GAG TTT AGC GAG A-3’ *"� RhptII (BSU) 5’-ATC GGC 

GAG TAC TTC TAC ACA GCC A-3’ 

+��
���19�	,�� 1 ���
���4	� 
�� gusA +��
���19�	,�� 2 ���
���4	�
�� hptII I��$��+��*�'��
�#�
�����  

500 *"� 750 9�	
'� 4��"���&' �.�����$��I����1 
9����$ PTC-100 Thermal Cycler (MJ Research) ,��!6� 9�� 

95 �$��
I"
I�
� ��� 3 ��,� ����&8�
�����	 94 �$��
I"
I�
� ��� 1 ��,� (Denaturation) 55 �$��
I"
I�
� 

��� 1 ��,� (Annealing) *"� 72 �$��
I"
I�
� ��� 1 ��,� (Extension) ��
,��I8�������� 35 ��' ��$
�����	 

72 �$��
I"
I�
� ��� 10 ��,� ����&8���
9���%1;"��$��I����1 ��

,9��9 agarose gel electrophoresis  
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���	�
���
#�����	�@( 
 

*�	%$��%�����
�	�^�,����!_+��%"�`��
��$6%	��%����	�*"�$�:��#*��"� 

!��&8�4������	�

�� ��4��$,�����9&�
"���*9""&�,��+���&'
��������*9""&�,��+�	+���&'
�� ��


���&
9/?��'&4����4���
����6������$*9""&�,��+���&'
�� �&$�&8� ��$+��,���'9���
��������$
����6����,��

������
&'
&8$���
���5
4�'�4��$*9""&�,��+�	+���&'����	�

�� 
����!6�
���9���
������,��
%�����!����

9&�
"���*9""&�,��+���&'
�� 


����
��
*9""&���$����
%��
��&��2�4�$,��
"�8
$'���%����4� N6D 
���
�"� 4 �&���%1 ��

,���'%�9���
��������$
����6����+q����&
I�� ��
�������$'���%��9&�
"���,����9���
������

��$+q����&
I��4	�$w �&� 
���
�"� 2 �&���%1 �'�	� +q����&
I��,��9���
������ 50 ��./".,��!%�*9""&�,��

+�	+���&'
��+�	
���5
4�'�4��$ 92 
���1
I#�41 �&$�&8� ��$
���9���
������,��
%�����,����!6�9&�
"���*9""&�

��$����
%��
��&��2�4�$,��+���&'
��*"�4���,��4	�
�+q����&
I�� (4���$,�� 1 *"�.��,�� 1) *9""&���$����


%��
��&��2�4�$ ������4���,��
����6����+q����&
I��+��!����&',����$ 
����
���
'
,�
'�&' �� 6 *"�����

5���/2��&�-/1 Kitaake I��$
�+q����&
I��,��
%��������%�&'���9&�
"���*9""&�,��+���&'
�� 9�� 15 ��./". (6	�

,��� *"�9?�, 2548�) *"� 30 ��./". (Sakulsingharoj et al., 2004) 4��"���&' ��
%#�+���	�����*4	"��&�-/1

,�4	����&'
�4	�$w �&� !�������������	�

�� 9�������9���
%�������$���&'
����6���� �	��,����,��

����	�

�� 
 

�	�	

�� 1 9���
��������$
�+q����&
I��,����;"4	����
���5��$*9""&���$����
%��
��&��2�4�$ 
 
 

   
1/9	�
W"��
.�
!�9�"&��1,����4&��&���
%�����&� +�	*4�4	�$�&�,�$���4� ,�����&'9���
6����&�� 99 
���1
I#�41  

  (
���
'
,�
',�$���4����
��-� DMRT) 
 

 

 

 

*�	%$��%�����
�	!_+��%"�`�� 

(%�./�.) 

�;	���#*��"�

$���%��� 

�;	���#*��"�


��$���<!�� 

$���($`&��(#*��"�
��$���<

!�����	6	�*"�$�:��1/ 

20 61 54 88.61
a
 

30 61 47 77.05
ab

 

40 59 41 69.49
b
 

50 48 4 8.33
c
 

 F-test  ** 

 CV(%)  10.30 
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�	�
�� 1 "&��?�*9""&�,��
���5'���%��9&�
"���,����9���
��������$
����6����+q����&
I��4	�$w �&� 
 

����$��	�;	6�"��	���%#*��"����	����	��+��#�*
�$���% 

����	�

��!�����
%��
��&��2�4�$��
��-�,���&�*�"$�������	�

��!�����5���/2� (Toki, 1997) I��$

��
$����
6	�,��� *"�9?� (2548�) �������,-�.��4��� *"�
����4���4������,��+���&'����	�

�� +�	�'


��
9����$%��
*"�
����
$��;"!������ ��$+��,�����,�"�$%��.���,��
%����� 
����
���������,-�.��

!�����	�

�� ��
��-�,���&�*�"$�������	�

��!�����
%��
� �� 6 (Pipatpanukul et al., 2004; 6	�,���

*"�9?�, 2548�) I��$4	�$���
���,����4���%��*"����
4��
�
6�8�����*'9,�
��
� �'�	� ��
�
�"�,��!6�'	�

*9""&��	���&'
6�8�����*'9,�
��
�,��
%�����,���/� 9�� 15 ��,�    
����$���!%�
���1
I#�41*9""&�,��4���


�+q����&
I����$��$ 54.37 
���1
I#�41 (4���$,�� 2 *"�.��,�� 2)  I��$��$��	���-���$6	�,��� *"�9?� 

(2548�) I��$!%�*9""&�,��4���
�+q����&
I�� 40.38 
���1
I#�41   

%"&$���
���
"�8
$*9""&�'���%��9&�
"���
���
�"� 2 �&���%1 +���/	�*9""&���,���'���

*��$�����$
�� gusA  �'�	� *9""&�������
�����MO� *��$�	� *9""&�+���&'
��,���	�

���+� 

 

 

�	�	

�� 2   ��,-��"��$��
�
�"����'	�*9""&��	���&'���"�"�
����*'9,�
��
� (infection time)  

                4	������,-�.��!�����	�

�� 

   
1/9	�
W"��
.�
!�9�"&��1,����4&��&���
%�����&� +�	*4�4	�$�&�,�$���4� ,�����&'9���
6����&�� 99 
���1
I#�41   

  (
���
'
,�
',�$���4� ���
��-� DMRT) 

����$��	��% 

(�	
�) 

�;	���#*��"�

$���%��� 

�;	���#*��"�
�� 

��	��	!_+��%"�`�� 

$���($`&��(#*��"�
��$���<!��

���	6	�*"�$�:��1/ 

5.00 47 12 25.53
b
 

10.00 52 26 50.00
a
 

15.00 46 25 54.37
a
 

 F-test  ** 

 CV(%)  4.78 
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�	�
�� 2   "&��?���$*9""&�'���%��9&�
"���,����+q����&
I��
���
�"� 2 �&���%1 %"&$���;	������	�

�� 

 ,��!6�6	�$
�"� 5, 10 *"� 15 ��,� (�, � *"� 9 4��"���&') *9""&�,��4���,��
�+q����&
I������� 

 *��$�����$
�� gusA ($) 

 


�������*9""&�,��4���
�+q����&
I����6&����!%�
���4�� %"&$���
"�8
$
���
�"� 2 �&���%1 *9""&�


����/�
��
� *"��&J��
���4������+�� 3 4�� (.��,�� 3 � *"� 9) 
�������!'��$4������
%��
��&��2�4�$��

4�����'���*��$�����$
�� gusA �'�	� ��
��
$ 1 4�� ,��!'����
�����MO� (.��,�� 3 �) *��$�	� �����

*��$�����$
�� gusA  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  �	�
�� 3    ����&J��
���4������
%��
��&��2�4�$�&�*�"$�&�-/���� 

�. "&��?�*9""&�,��4���
�+q����&
I��
���5'���%��6&����!%�
���4�� 

�. !'����
%��
��&��2�4�$,�������*��$�����$
�� gusA  

9. 4���	��,��
���5'���%��������&J�����*"�
��,����'��?1 

 

�	�#
����
��� gusA #�� hptII ����+�%��	� 

 
����������������
�#�
�,����&����!'��$����
%��
��&��2�4�$��4�����'���
��-���I����1 ��
!6�

+��
���1,�����
���4	�
�� gusA *"� hptII �'�	� 
���*�'��
�#�
����� 500 *"� 750 9�	
'� 4��"���&' I��$


���;";"�4��I����14��,��9��%��
+�� *��$�	� �����*,����$
�� gusA *"� hptII !��������$����
%��
�

�&��2�4�$ (.��,�� 4) 
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 4������
%��
��&��2�4�$�&�*�"$�&�-/����,��
���5!���$
���� ��9�����$�����? 2 
�4� *4	


�"#�,��
�����8���"&��?�"�' �2� (.��,�� 5) +�	���������+�,���'�&8�4	�+�+�� ,&8$��8 ���
����$�����-����

�	$�	�

����

6�8�����*'9,�
��
�,��!%�
������*,����$
��!��������6*''�/	� I��$���+���;"4	����

����$
�"#���$����
%��
� 

 
 

�	�
�� 4   *��$;"���4�����'
�� gusA *"� hptII ���

,9��9��I����1 I��$9��%�&$*�'��
�#�
�,�� 500  

              *"� 750 9�	
'� 4��"���&' ��
 pCAMBIA1303 !6�
��� positive control, Niaw Sanpahtawng  

              
��� negative control, T0 Niaw Sanpahtawng 
���4&��
	�$���4������
%��
��&��2�4�$,���� 

             ���*��$�����$
�� gusA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

�	�
�� 5 "&��?���$4������
%��
��&��2�4�$�&�*�"$�&�-/���� ��
/ 1 
���� (�), 2 
���� (�), 4&8$,��$  

 (9) *"������$ ($) ,��
���5!���$
����  

 

�������	�
���
 
 

 ����������������,-�.������	�

��!�����
%��
��&��2�4�$ �'�	� 
����6����+q����&
I��,��


%�����!����9&�
"���*9""&�,��+���&'
�� 9�� 50 ��""���&�4	�"�4� *"���
�
�"�,��
%��������%�&'���'	�

*9""&�!����"�"�
����*'9,�
��
�9�� 15 ��,� ��
%"&$����	�

�� *9""&�,��
���5+��'���%��9&�
"���

������&J��
���4������,����'��?1 ���;"�����
9���%1!����&'��
"�/"���

,9��9��I����1 �'�	� �����*,��

��$
��
9����$%��
 *"�
����
$��;"!���������� *��$!%�
%#��	� �������	�

��
�����	*9""&�*"��&J��!%�
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���4������
%��
��&�*�"$�&�-/����+�� I��$���������+�!6�!������&'��/$�&�-/1����
%��
��&��2�4�$���



,9��9�&�-/��������4	�+�  
 

��������%����	' 
 

 ����'9/?����&�$��9?�����������&
*%	$6�4� ����&�$��9?���������/������� *"�

����&�$����$,/���&'��/�������&
 *"�����'9/? Professor Dr. Thomas W. Okita ��� Institute of 

Biological Chemistry, Washington State University ���
,��%�&��
�����    ���%�&'9�����/
9���%1


6�8�����*'9,�
��
� *"� binary vector *"� ��.�����4� �/,-���,1 .�9��6���6+�	 �%���,
�"&
*�	��� 

���%�&'9��*�����
���
��&'�����
9���%1;"���,�"�$,�$���4� 
 

$���	���	
��
 
 

6	�,��� ���"��$%�����1 ?�6�� -����&��1 ��65.� �%��/�
  
*�$,�$ �$�1
���5��4 *"��"��� �/	$
���$���. 

2548�. ����	�

��!�����
%��
��&�-/1 �� 6 ��
!6�
6�8�����*'9,�
��
�. ��
$��������6/�,�$

��6���� 9�&8$,�� 6  19-20 ���.�9� 2548 �%���,
�"&
*�	���, 
6�
$!%�	. 

6	�,��� ���"��$%�����1  '��?�&����  
6�8�,�$
 
 ����&6  ���/"  ���.�?1  *�$,�$  *"��"���  �/	$
���$���. 

2548�. ����&J��
,9��9����	�

��!�����
%��
��&��2�4�$��
!6�
6�8�����*'9,�
��
�. ��
$��

������6/�,�$��6���� 9�&8$,�� 6  19-20 ���.�9� 2548 �%���,
�"&
*�	���, 
6�
$!%�	. 

�����,�"�$�����&��2�4�$. 2547. 
�����*������&�-/1����
%��
��&��2�4�$. �����,�"�$�����&��2�4�$, 


6�
$!%�	. 

�%���,
�"&

��4����4�1. 2546. “�������$��6�&�-/�������� (Genetically Engineered Crops)”. 
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