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 1.  23�4	�!���'�����  $���5

�	�	

'��	
��!,��� �
!"�����!#$#���� 
 
 �,����� ��&) �����"�  ���#�������
�'�
���	�	�������  2  �
�	��.  "���������
��
����

� 5 ���� 4(� MS, ½ MMS, MMS, WPM,  LS (Linsmaier & Skoog) ��� VW (Vacin & 
Went)  ��)����4��4��
���'�)5��)�:� TDZ 4����#��#�� 0.5 �)��)
�
�/�)��  ��� BA 0.5 
�)��)
�
�/�)��  � A����7�:4��  3  ����.�7?��.  �=���'�  0.17  ����.�7?��.  �����
� pH 5.7  
�,����� ��"�#�	  4  ���7.  ���'������  15  �)��)�)��  :	������� ��"��9�,�(	  �����%�9��)   
26 ± 2  ��-��7��7���  �����������  8  �
�	��.  �
��8
����9�#���4��
�����
)	#8 ������������


�"���������������  :	�"&��H�
���	������ CRD (Completely randomized design)  "�
���������������A�  5 7 A� B �� 5 &) ����� �����������4�����
����#��4���;����:	��)6� DMRT 
(Duncan�s multiple range test)  '�
�
 ��A�
�����'�����( ���(���)���  ����7�.  ���:�����  	
�
�)6�
���������  
 

1.1 �	


����������������!��	 
 

 �A��
������#����?���):��'��)4�4��
�  ���&

�A��	�'�
��������� WPM ���&�"�� A���
�

$��9�,�7��. (FAA: Formalin-acetic acid-alcohol)  (Sess,  1958 ����:	� �

#��,  2548)  ����
����  10  �
������%�9��)����  ����'8��A���	8�� A���
'�
�7��."����6)����
�b��.  ���  �)�6)�
���
�b��.���4����#��#����
����

�  �A�
���>�&) ������
������"�,���=<�  ����A�
���
	��( ���(��
	����4�(����
	������� (microtome)  �������)����  2  ��  4(� �7=���)�  ���  =���.
���  �
��8

�

$%���( ���(��#����?���):��'��)4�4��
�  (9�4H��
 #)   
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1.2  �	


��������)* +",�&����#�!#)�"*)* + 

 
 �A��
����������)���?����)
:�	����4��
�  ����4��
�������

$%�#����?���):��'��)4
�4��
�  '�

�����'���	�����( ���(���)���  ���	

��
=�=��.�A���
��

	����7�.  ��)���� 5 
����#��� A���

�4��
�"�:
�����?�'�������	  ����'8��A�#����������	���"�����	��=�,�	��.=
�>���������	�����:4��7���)=<�
.��� 12,000 ���������� ��� 15 ���� �����%�9��) 4 ��-��7��7��� 
	�	������������"�"�����	��=�,�	��.=�������	  ������
����7�.	����4�(����)��?
:��:=�)-
7)�����
 � "&��
�
��������'�:,����4�)����	.�����������(��� ���
��	��� Stacking gel ���
���� separating gel  (	����������	9�4H��
 4)  	�	������������"�����

	�� 15 ��:4��)�� 
H��

� bromophenol blue 2 ��:4��)��  ���	"������������H���'������������� ��
����7�."�
���������)��?
:��	�
=�=��. 9��"��
�����==o�4���� 100 :���. �������� 90 ����   ���'���
����7�."��������������  ����.��
7)�	�   �����	��b:	�'����  �����7)	=��=����   ������
"�����(	  ���4�(����#������4�����?� 80 ����������  '���?��*��7:��
��&
	�'� �������������� 
����'8�����	���� A�
�
�� 2-3 4�
 � �
��8
H��A�
�������������4�����
����#���7:��
�� 
 
  1.3  �	


�����".

��",�&�� SDS-PAGE 

 

 �������
����������)���?����)
:�	����4��
�  ����4��
�������

$%�#����?���):��'�
�)4�4��
�  ���	���

��
=�=��.�A���
��

	:�����  ��)���� 4 ����#��� A���

�
������ "�
:
�����?�'�������	  ����'8��A�#����������	���"�����	��=�,�	��.=������ 95 ��-��7��7��� ����
����  4  ����  �&�� A��#?��
���  ����'8��>���������	�����:4��7���)=<�
.��� 13,000 ���������� ��� 
15 ����  	�	������������"�  "�����	��=�,�	��.=�������	  ������
:�����	����4�(����)��?
-
:��:=�)7)�����
 �  "&��
�
��������'�:,����4�)����	.�����������(��� ���
��	��� stacking 
gel (4%) ������� separating gel (7.5%) (	����������	9�4H��
 �)  	�	������������"�����

	  
���:���������@���� 15 ��:4��)�� H��

� bromophenol blue 2 ��:4��)��  ���	"���������
���H���'������������� ��
:�����"����������)��?
:��	�
=�=��. 9��"��
�����==o�4���� 100 
:���. �������� 90 ����  ������:�����"��'�:	��)6� Coomassie brilliant blue R-250  ���4�(���
�#������4�����?� 50 ����������  ��������  30  ����  ����'8�����	�������������������B 4�
 �'�
��?��*���� A���)�#��:����������&
	�'�  �
��8
H��A�
�������������4�����
����#��������
:�����  ����7:��
��#������7�.��������4��
��
 ��������9� 
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2.   23�4	�	
#��#0 �	
��
!=�
!�"

'��	
�����	  $����!� .
! 	>��� �
!"�����!#

$#���� 

 
 �,����� ������)���?����)
:�	����4��
�  "������'�
�)6�
��#�� 1 ����	������4��4��

���'�)5��)�:������
����

� 6 &�)	 4(� 
 

&�)	���  1   2,4-D 4����#��#�� 1.0, 2.0, 3.0 ��� 4.0 �)��)
�
�/�)�� ���  
  Kinetin 0.5 ���1.0 �)��)
�
�/�)�� 
&�)	���  2   2,4-D 4����#��#�� 1.0, 2.0, 3.0 ��� 4.0 �)��)
�
�/�)�� ���  
  BA 0.5 ���1.0 �)��)
�
�/�)�� 
&�)	���  3   TDZ 4����#��#�� 0.75 ���1.0 �)��)
�
�/�)�� ���  
  BA 0.5 ���1.0 �)��)
�
�/�)�� 
&�)	���  4   TDZ 4����#��#�� 0.75 ���1.0 �)��)
�
�/�)�� ���  
  Kinetin 0.5 ���1.0 �)��)
�
�/�)�� 
&�)	���  5   TDZ  4����#��#��  0.1,  0.2,  0.3,  0.4  ���  0.5  �)��)
�
�/�)�� 
&�)	���  6   TDZ  4����#��#��  0.1,  0.2,  0.3,  0.4  ���  0.5  �)��)
�
�/�)��  ��� 

 2,4-D  4����#��#��  4  �)��)
�
�/�)��   
 

 ����������&�)	��)�� A����7�:4��  3  ����.�7?��.  ����=���'�  0.17  ����.�7?��.  ��
� 
pH 5.7  �,����� �����4����#�����  1,300  �

7.  "�����  14  &
��:��/�
�  ��%�9��)  26 ± 2  ��-�
�7��7���  �
��8
H�9����
�
�������� ��  16  �
�	��.  �
��8
#��	#���4��
�����,)��#8 �  ���
��
�
)	��?���):��'��)4�4��
�  ���'A������	  �����������

�"����4��4��
���'�)5��)�:������
&�)	  :	�"&��H�
���	������ CRD  �A���������.�� 5 7 A� B ��  20  &) ����� �����������
4�����
����#��4���;����:	��)6� DMRT  
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 3.  23�4	�	
��!� .
! 	>��� �
!"�����!#$#����&��	�	
���� 

 
 �A�&) �����#����?���):��'��)4�4��
����&

�A��	�'�

��-8
$���� 2 ����� ��"������
�������� MMS ��)�  2,4-D 4����#��#�� 1.0, 2.0, 3.0 ��� 4.0 �)��)
�
�/�)��  ����

�  Kinetin 
4����#��#��  0.1,  0.5 ���1.0 �)��)
�
�/�)��  ��(�  BA  4����#��#�� 0.5 ���1.0 �)��)
�
�/�)��
����������&�)	��)�� A����7�:4��  3  ����.�7?��.  �����
� pH 5.7  �,����� ��"�#�	  4  ���7.  
���'������  15  �)��)�)��  ������ �����4�(����#���	���4�����?�4����  80  ���/����  ���4����#��
���  1,300  �

7.  ��������  14  &
��:��/�
�  ��%�9��)  26 ± 2  ��-��7��7���  �A�
��������� ����

�
�	��. ����������� 16 �
�	��.  �
�'A������?���):��'��)4�4��
�  ���&
��� A���

�4��
�  
�����������

�"������4����#��#��#�����4��4��
���'�)5��)�:�  :	�"&��H�
���	������ 
CRD :	��A���������.��  5  7 A� B ��  10  &) �����  �����������4�����
����#��4���;����:	��)6� 
DMRT  
 

 4.  23�4	�	
���?����� �
!"�����!#$#���� 
 
 �A���?���):��'��)4�4��
����,����� ��"����������  MS  ��� ½ MS ��������)����
4��4��
���'�)5��)�:�  ��(���)����4��4��
���'�)5��)�:� IBA ��(� NAA 4����#��#�� 1.0 
�)��)
�
�/�)��  ��)�� A����7�:4��  3  ����.�7?��.   �����
� pH 5.7  �,����� ��"�#�	  4  ���7.  
���'������  15  �)��)�)��  ������ �����4����#�����  1,300  �

7.  "�����  14  &
��:��/�
�  ��%�9��)  
26 ± 2  ��-��7��7���  ������� ����
  4  �
�	��.  ��������  8  �
�	��.  �
��8
'A������
  4������
#����
  'A����"� 4������"� ���
���
)	4��:�7��  �����������

�"���������������  ���
���4��4��
���'�)5��)�:�  :	�"&��H�
���	������ CRD �A���������.�� 5 7 A� B ��  10  
&) �����  �A�
�������������4�����
����#��4���;����:	��)6�  DMRT 
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 5.  23�4	��!,?���0����� �@�
'��	
���?����� �
!"�����!#$#���� 

 
 �A���?���):��'��)4�4��
�  �,����� ��"���������� MMS  ��)�  TDZ  4����#��#��  1.0 
�)��)
�
�/�)��  ���  BA 1.0 �)��)
�
�/�)��  � A����7�:4��  3  ����.�7?��.  �����
� pH 5.7  :	�
"&���������&�)	

�  	
���  

 &�)	���  1  Agar-Agar  0.75% 
 &�)	���  2  Phytagel  0.18% 
 &�)	���  3  Agarose  0.75% 
 &�)	���  4  Bacto agar  0.75% 

 �,����� ��"�#�	  4  ���7.  ���'������  15  �)��)�)��  :	������� �����4����#�����  
1,300  �

7.  "�����  14  &
��:��/�
�  �����%�9��)  26 ± 2  ��-��7��7���  ������� ����
 4 �
�	��.  
�����������  16  �
�	��.  �
��8
H�:	����'�������.�7?��.
����
  ���'A������	  
�����������

�"����������&�)	����A�
���	���  :	�"&��H�
���	������ CRD �A���������.
�� 5 7 A� B �� 10 &) ����� �����������4�����
����#��4���;����:	��)6� DMRT  
 

6.   23�4	@�?��
������	&��	
��	�������
'��.�
+�*��
+#�	 ���  $�����4>�@!,.�
! 

 
 �A�����)���?����)
:�	����4��
������� ��"�������#?�����  MMS  ��)�  TDZ ����

�  
BA  4����#��#������

� 1.0 �)��)
�
�/�)��  ��)�� A����7�:4��  3  ����.�7?��.  ����=���'�  0.17  
����.�7?��.  ��
� pH 5.7  �,����� �����4����#�����  1,300  �

7.  "�����  14  &
��:��/�
�  ��%�9��)  
26 ± 2  ��-��7��7���  ������� ����
 4 �
�	��. �
��8
����.�7?��.
����
#����?���):��'��)4
�4��
�  �

$%�4���H)	�
�)����
%@��#��������,
I��  ��
��A�
���,����� �������������� 1,  
3,  6,  9,  12,  15 ��� 18  �	(��  ���'����

$%�H)	�
�)	�����4�)4��:7�7�.   
 

  6.1  �	


��������)* +",�&����#�!#)�"*)* + 

 

 �
?��
������"�#����������
�������

$%�"������H)	�
�)  ���"�'�
�������
�)  ���	

�
�
=�=��.�A���
��

	����7�.  ��)���� 5 ����#��� A���

"�,(&  ����)6�
��"�#�� 1.2  �
��8
H�
4�����
����#���7:��
�� 



 

 

17 

���,0$���0.�
>+ 

 

1.  ���,0 

 

 1.1  ���,0��� 
 

 
��-8
$��� "&���������
����,
�6�.�������  �,����� ����������#?�����  MMS  ��)����
4��4��
���'�)5��)�:�  BA  ����

�  TDZ  4����#��#������

�  0.5  �)��)
�
�/�)��  "&�&) �����
#��"�  ���#��  �,����� ��"������:	����  ���"&�&) ������������ "�
��-8
$�&

�A�
���
)	
��?���):��'��)4�4��
������ 

 
1.2.  �5

�	�	
���&�������� 

 
 ��������"&�"�
��-8
$��,����� �������
��������������  MS, ½ MMS, MMS, WPM, LS 
��� VW  :	������������� MMS  ������������	
	����'�
���� MS �
�)  4(���
���	
��4.���
��#��6����������

����
���4�8����8��'�
�����	)����(�4����#��#��  	
���   NH4NO3  
825  �)��)
�
�/�)��,  KNO3  950  �)��)
�
�/�)��  ���  KH2PO3  85  �)��)
�
�/�)��  ����
��	4���
�#��#��#��  FeSO47H2O  ����  13.9  �)��)
�
�/�)��  ���  Na2EDTA  18.65  �)��)
�
�/�)��  �����

����)���	����7
��=�4����#��#��  0.1  �)��)
�
�/�)��  ��
� pH 5.7 ����'8��A����8������&( ����
��%�9��)  121  ��-��7��7���  4���	
�  1.05  
):�
�
�/������7��)����  ��������  15  ���� 

 
1.3 ".

�� 	

B	� 
 

− LMW Electrophoresis calibration kit  ��)$
� Pharmacia Biotech 

− HMW-SDS Calibration kit  ��)$
� Pharmacia Biotech 
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1.4  �	
�# � 

 

1.4.1 �	
�# ����&��&��	
��	����������������� 

 

− ����4�����"&�������4.���
��"���������� MS, ½ MMS, MMS, WPM, 
LS ��� VW  (���������	��4.���
����	�"�9�4H��
 
) 

− ���4��4��
���'�)5��)�:�
������
7)� 2,4-D ������4��4��
��
�'�)5��)�:�
�����7:��4�)�  TDZ  BA  ��� KN 

− ��	����7
��=� 

− Agar-Agar  (������������'A�

	  ,
I���)���?�����.�,��.) 

− Phytagel  (��)$
� Sigma) 

− Agarose  (��)$
� Sigma  &�)	 II-A;  medium EEO) 

− Bacto agar  (��)$
� Difco) 

− � A����7�:4�� 
 

1.4.2 �	
�# ����&��&��	


��������)* +  $��".

�� 

 

− ����4�����"&��

	����7�. ���:����� ���
��	��� Tris-HCl, 
Na2EDTA, SDS, glycerol, 2-Mercapthoethanol ��� bromophenol blue 

− ����4���A���
�
���A��)��?
:��:=��7)�  ��� SDS-PAGE  ���
��	���  
Tris-HCl,  glycine,  acrylamide gel,  N,N,N/,N/-tetramethyl 
ethylenediamine (TEMED),  ammonium persulfate (APS)  ��� SDS   

− ����4���A���
�����������7�.�������������  ���
��	��� Phosphate 
buffer (monobasic sodium phosphate ��� dibasic sodium phosphate),  
Fast blue B Salt ��� α-Napthyl acetate  ��������.��
7)�	�  
���
��	���  3-Amino-9-ethylcarbazole,  β wNapthol,  acetone,  Tris-
HCl,  acetic acid,  hydrogen peroxide (H2O2)  ���������	��b:	�'����  
���
��	���  Tris-HCl,  DL-Malate,  β-Nicotinamide adenine 
dinucleotide Monohydrate (NAD+),  N-methylphenszonium methyl 
sulfate (PMS),  Methyhthiazolydiphenyl tetrazolium bromide (MTT)  
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������7)	=��=���� ���
��	���  Na acetate,  MgCl2.6H2O,  Fast 
garnet GBC salt  ���  α-Napthyl acid phosphate  

− ����4���A���
�������:�����"��'�  �������4���A���
�������������  
���
��	���  Coomassie brilliant blue R-250,  methanol  ��� acetic 
acid 

 
1.4.3 �	
�# ����&��23�4	�����������!��	 

 

− ����4���A���
��)6�,���=<�  ���
��	��� ethyl alcohol,  butyl alcohol,  
acetic acid,  formalin,  parafin oil,  plain knox gelatin,  glycerin  ��� 
plenol crystal 

− ����4���A���
�
��������  ���
��	��� safranin o,  methyl cellosolve,  
ethyl alcohol,  sodium acetate,  formalin,  methyl cellosolve,  absolute 
alcohol,  clove oil,  xylene,  clove oil,  Canada balsam 

 
2.  �0.�
>+�	
�,��� 

 

2.1 �0.�
>+���&��&��	
��	����������������� 

 

− ���
�%."�
�������������  ���
��	���  �4�(����
	4�������
�	-	���  
�4�(���&
���-�)�� 2  ��� 4  �A������  �����8��4���	
���  �����
��:4���=  �4�(���4��
�:��
�)  �������������?
 

− ���
�%."�
��������� ��  ���
��	���  ���������� ����( ���(��,(&  �4�(����#���
��� ��  ��
4��  
��	�$&A���  	�����	  ���"���	H���
	 

− �4�(����
��  ���
��	���  �<���  
����
���  #�	��
���)����  ��

�
��.  =���
.  '���,����� ��  ���#�	�,����� �� 
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2.2 �0.�
>+���&��&��	


��������)* +  $��".

�� 

 

− ���
�%.�A���
��

	����7�.  ���:�����  ���
��	���  :
���  ���	
��=�,�	��.=  ����4�(����7���)=<�
. 

− �4�(����)��?
:��:=�)7)�����
 �  ����4�(���'���
�����==o� 
 

2.3 �0.�
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