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Rice productivity is severely affected by salt stress. When rice is in unsuitable 

environmental condition, such as soil salinity, it can also be affected by change in gene 

expression, leading to the synthesis of novel proteins and activation or repression of 

biochemical pathways. This research is interested in the expression analysis of sucrose 

transporter (OsSUT1), monosaccharide transporter (OsMST3) and Na+/H+ exchanger genes 

in source and sink organs of Khao Dawk Mali 105 rice at different development stages under 

salt stress condition by using Semi-quantitative RT-PCR. The results showed that the 

increased expression of OsMST3 and OsNHX1 in both source and sink organs of rice in 

every developmental stage when 100mM NaCl was treated. The OsNHX1 expression in sink 

organ at the early period of NaCl treatment is higher than the expression in source organs 

and decreased during the time course of NaCl treatment. On the contrary, the high 

expression of OsNHX1 in source organs was found in later period. In addition, the expression 

of OsSUT1 tends to be constant in both source and sink organs of NaCl-treated rice. Beside 

the gene expression analysis, sucrose and glucose contents were also quantified. The 

sucrose and glucose levels tended to be consistent with the expression levels of OsSUT1 and 

OsMST3. All data obtained from this research suggested that the toxicity of Na+ in NaCl-

treated rice was reduced by transportation of Na+ from cytosol into vacuole. The amount of 

monosaccharide transport was rather high in order to be utilized as energy source for 

damaged cell repair and used as substrates for polyols synthesis in osmotic homeostasis 

within cells. In addition, the level of sucrose was maintained as a source of reserved storage 

energy. 
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�%\���
#�

��
!����"  ���
��J���'��'�*����������

�#
���&������*x��
����&�;&
��J��
#�
���  �	
\+"#��|x'����[������"+���":	����Z�B�
~|�


&����*��$����	$��	����������	
��
 �����
$������&���&#"�}�
���	�� ��	*+����!��	���
6#�6
����+

}�
[�"	�� ��,��4'�����������+&����J�\���#����"��������6
����;� �B#� ���	�
� ���;�	@ �+��� 

���;+���@+���� �"�&*�
���	�"��;�#��	4���
,��4��'��\�B  ������'�*+	����Z�!����\���&"��  

���
��\���&���
6#�����: 18 ����;�#!������"*�����%�

�'���������$�
��J�'
#�� ;�#�#�


��������� �	
!�\���&���	�
"�*������������!�B*��	��;�#�&#��*���������
����
����	6��� &��!'�

���"&����6�!'�[�[���������� �����: 10-15 }*
�#�;�#�&#��*�� ���\+"#��"����Z�&���\������� 6.3, 11.8 

��� 25.6 dS m-1 $�&���"���6x���
!'���#[�[�����J� 70, 74 ��� 90% $����	*+����9��$ 

������	*+      �|$$4+*�������;��|x'�!'��*+�������&�
'���
��
�*9+���Z��� ���������!'���6�

���"\*�,4@&�������}&���Z�;	�  �
#�
;��Z���\*�,4@���"&��������!'���6��
6#!��|$$4+*� �B#� ��6 

(RD6)  ��"	������105 (KDML105)  ��� ��15 (RD15) ��J���� �Z
*
���"��&���Z�;	�;�#	�\� 

(���"�B��������� 2552)  &��!'����"��\
�
��&��$���*+��4
\*�,4@���"�\���!'�&���Z��	
"�,����

�#�
Q  ���'�*+�����*+��4
\*�,4@���"�++	*�
�	�� (conventional method) $����*
���[�����
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�*	�����\*�,4@ (breeding and selection) ���
�*+��J�"�,�&��!'�[�	���#!B���
��"�������� �#"����!B�

�"���6�&�
	���\*�,4"��"���� (genetic engineering) ������B#"
  ���$���J�"�,�&�������}&��;	�!�

��
��"��&���*���
���������
+�&�
+�*+"�,��++	*�
�	��  ��#�"�������Z$��
�����*+��4
\*�,4@���"!'�

&���Z��	
"�,����'�*
���$����J����
����������������'�
��&������
"���
�*+���&���Z��#��$�
$�

�'Z�[������Z$  	*
�*��������������
"�*+��	*+�����	
�����

���#�
Q &�����	������
!�����"�

����
	�#������ $�
��J������"&�
'���
&��$�&��!'�;	�����6��+���
���;�!B�!������*+��4
\*�,4@\�B&�

��Z�;	� 

 �����\�B�
6#!����"��"	����&��;�#�'�����$�&��!'����	��"�����
	 (stress) &��!'����

��	
�����
�������#�
Q �����
����
������	�������4�� (activation) '�������	 (repression) 

"�}�B�"���� (biochemical pathway) !'�#Q ����  \�B$�����;�����	�"������
	�
�	
���

��*+�����
����+"��������+�������#�
Q �B#� ���\
�
���	�"����J�\����
 reactive oxygen 

species (ROS) &�����	�����	
���*
��$������
���;��@�#�
Q &��&��'���&����J� antioxidants �	
;�

$*+�*+ ROS (ROS scavenging) �B#�  catalase (CAT)  superoxide dismutase (SOD) (Tanaka ���

�:� 1999) ascorbate peroxidase (ASX)  '��� glutathione cycle (GST/ GPX) ��J����  ����*���

��	4���
��������������
!������
�������@[#��������&��&��'���&��!�����������
��
 

(transporters) �#�
Q ;	���#   K+ channels  K+ transporters (HTK) (Maathuis ����:� 1997)   Na+/ 

H+ antiporter (Fukuda ����:� 1999; Wu ����:� 2005; Popova ��� Golldack 2006; Ouziad 

����:� 2006)  aquaporins transporter (Ouziad ����:� 2006) ��� transporters ����Q (ATPases 

��� amino acid '��� sugar transporters)   (Bohnert ����:� 1998) �Z��J�����	��"�����
	&��\+

����!�\�B&���
6#!����"�&���'�
���
 (drought) ������"����Z� (salinity)    ���$����;�	*
��#�"

���"�������
������� metabolites ����Q �\����*�����	4���
����@ �B#� �������  ��	������ 

(Pérez-Alfocea ��� Larher 1995) �"�}�
���������������@B��	�#�
Q����!�����@\�B&���
6#��
!��

��"�����
	�Z$��#
[����&+�#�����������
��
���������

���@+�� (carbon partitioning) $��

�"*
"�&��������*
�����'@ (source organ) ;�
*
�#"�&��;�#�����}�*
�����'@;	���
 (sink organ) 

(Pattanagul ��� Madore 1999) 	�"
    $������&Z$$��
	*
&��;	���#�";����"&��!'�������\���

�"�������}!����&���Z�!�\�B�#�
Q �	
[#������"+�4������	
�����

��&������
"���
�#�
Q 

��J����"#������}#�

��  Na+/ H+ antiporter  ��� SOD ;�
*
 ryegrass (Wu ����:� 2005) ������" 

(Tanaka ����:� 1999) ������	*+ &��!'�\�B&*�
��
B��	���"�������}!����&���Z��\�������    

 ���'�*+!�
��"�$*
������"����!$&��$�������6��++�����	
�����

���������
��


������� (sugar transporters) &*�
B��	�����4��6#����	��
"��
!�����"�����
	&������������	�
����
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;�	@ (NaCl) !����"\*�,4@ KDML105 �����
$��
*
;�#�����������*�����*�  �&#�&�������!'��'Z��Z$�

���\�

��

��"�$*
��
 Noiraud ����:� (2000) &��;	����������
"�*+�����	
�����

��

�������
��
��������6������
!�����"�����
	�#������ NaCl !� celery (Apium graveolens L.) ���


��J�\�B!+����

�6#&���*
�����'@������������&������6����&��!+���"������

;�
*
 sink organs ���

������
6#��
!����"�����
	$���*+�����
������
��
��������+���@+��&��;	�$������*
�����'@

	�"
��
 (photosynthetic carbon) $���6����;���J������&��!��*	�#"�&���6
����  ���
��	����


�*+[����&	��
&��;	���� ����� celery ;	��*+�������
����� NaCl �"��������� 300 ����������@

��� 4 �*�	�'@$�&��!'���	*+�����	
�����
 AsSUT1 (A. graveolens Suc uptake transporter1) 

�	�
!�&4��#"���
�"*
"�\�B �	
�%\���
#�

��
!��#"���
����*���	�
�����J�\���� +#
B��}�


�"��\
�
����
 celery cells &��$��
��	*+��
������������&����
!�����@!'��6
�\���&��'���&��

��J� osmoprotectant �	
���!B���	*+��
��������6����;��	 (repress) �����	
�����
 

mannitol dehydrogenase 	*
�*�� $�
������
��	*+�����	
�����
 AsSUT1 ;"���������	
���

&���	�
��J��
#�
����Z��$��J��\����"�����
���!B�\�*

���\�������$��x���+����
����@�*��

�	�
   (Noiraud ����:� 2000)  �
#�
;��Z��� [����&	��
	*
��#�"��$;�#�'�����*+!����"  

���
��J�\�B!+����

�	��
"������������%\�������	
�����
 AsSUT1 ���
��J�
���������
��
�������

B��	�����4��6# (disaccharide transporter) �Z
*
;�#�\�

\�&��$����;�!B�!����"������'@ carbon 

partitioning $�� source ;�
*
 sink organs ;	�  	*
�*��  ���������6��++�����	
�����

��

�������
��
�������&*�
&����J�B��	�����4��	��
" (monosaccharide transporter) ����6# (disaccharide 

transporter) ���	$����"*	�"�����������
��������6���� (sucrose) �����6��� (glucose) &*�
!�

�#"���
!+ (source organs) �������*+�"
���" (sink organs) !���
��#�
Q &�����"��;"�#��"��

��Z�  �#�$�&��!'�;	�����6��\�

\�&��$�&��+}�
�"���*�\*�,@��
�����	
�����
 sugar 

transporters ��� carbon partitioning ��
!����"�����
	&���������  ���
$����;��6#����"+�4����

��	
�����

��;	��
#�
�'��������\*�������
���"&���Z�;	��#�;�  ���$����������������

��	
�����
 Na+/ H+ exchanger gene &���������	
���!�������������"&��;	��*+����� NaCl 

(Fukuda ����:� 1999) �"+�6#;�	�"
�Z��$$�&��!'�&��+}�
�"���*�\*�,@��
�����	
�����



��	*
��#�"����*+ sugar transporter genes ;	�	�
��
����  

 !�
��"�$*
���$�&�����&	��
�	
!B����"��"	������105 (KDML105) ���
��J����"�$��

\*�,4@\�������
&���*9+���#
�����!'���6��++���"���"�����J�\�B����++ (plant model) !����

&	��+��	*+�����	
�����

���������
��
������������������
����	�
������/������

��
!����"�����
	�#������    �	
&�����������*�
��#�����6����"�����Z+&����
�&�����"��;"�#������
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�*�
��#��
�����#����
4 14 "*� ��
�����������"��
4 30 "*� �����
�������"�*�
&��
�#������"
 

��&�����&	��+	�"
�������
����� NaCl &����	*+�"��������� 100 ����������@  ���"���;������

�����	
�����

��	*
��#�"!��#"���
���������&����
�����#����
4 14 ��� 30 "*� ���!�

�#"���
!+,
����"
!���
�������"�*�
&��
�#������"
�	
���*
�&���� semi-quantitative PCR 

\����&*�
"*	��	*+��������6���� �����6������	�"
 

 

�"���,#
*��
���"'�-,����
�.��
�������� 

1. �\�������������	
�����

�� OsSUT1, OsMST3 ��� NHX1��
!�����"�����
	

�#���������	�
����;�	@!����"&����
��#�
Q 

2. �\����������������
����
��
��������6���������6���!����"��
!�����"�����
	

�#���������	�
����;�	@&����
��#�
Q 

 3. �\��������'��"���*�\*�,@��'"#�

�� OsSUT1, OsMST3 ��� NHX1 &�����#����"�

  ����
	�#���������	�
����;�	@!����"�����������
����
�������  

 

��$�����
�������� 

 1. �������	*+�����	
�����

�� OsSUT1 OsMST3 ��� NHX1 ��
!�����"�����
	

�#���������	�
����;�	@!����"��"	������105 (KDML105) !��#"���
������

���&����
�����#����
4 14 "*����������"��
4 30 "*� ���!��#"���
!+,
����"


��
���"!���
����"�*�
&��
�#������"
�	
!B��&���� semi-quantitative PCR 

 2. '������:��������6���������6�����
���"��
!�����"�����
	�#���������	�
�

���;�	@!����"��"	������105 (KDML105) !��#"���
���������&����
�����#��

��
4 14 "*����������"��
4 30 "*� ���!��#"���
!+,
����"
��
���"!���
����"

�*�
&��
�#������"
	�"
"�,� resorcinol-HCl ��� glucose oxidase ������	*+ 

 

 



$%%�� 2 

���������
��"�0'
%������
"���
 

1. �*�#
������	 ���"�"'4��������" (The Origin and Development of Rice) 

 ���"��J�\�B����4�����6�'x�� (annual grass) }6�$*	�
6#!���4���;��� (genus Oryza) 

��
"
�@������� (family Poaceae '��� gramineae) �����}�$��x���+��;	�	�&*�
!�������� (tropical 

zone) �������+�4#� (temperate zone) $���"�B��	 (species) &*�
'�	&��\+!���4���;�����
���"

�*�� �������: 20 B��		�"
�*� ���"&�������
6#!�&��
&���#�
Q ��
����+#
���;	���J� 3 ��4#�!'x# Q 

;	���# ��;��� ��;&"� (Oryza sativa) ���
���'�#
������	!�&"�����B�
 ����������6��*�&*�";�!�

���B�
 ����'�#
���� Q ��
��� ��;��� ����+����� (Oryza glaberrima) ���
���'�#
������	 ���

��6��%\��!���]���� ������"��� (wild rice) ���
���	������
���,���B���!�����&��#�
Q ��
&4�

&"��&����6����" �B#� ��;��� �\������� (Oryza perennis) ��;��� ��]]{������� (Oryza 

officinalis) ��;��� ����&����
 (Oryza spontanea) ��;��� ��"��� (Oryza nivara) ��J����  

 $���������"$\+"#��'�#
��6����"��
���B�
!���*
�#���*����'��
�'#
	�"
�*� �B#� 

+���":&����+��
��#��������'���!�����	�
 +���":��"*��������#�
��
�&������'����*
[#��

+���": ���+���
\�#� ����'�����
����&�;&
 ��" ����"�
	����'���;�$	+���":	���

��"*����%�

!�� ������!����
����&�$�� $*	�
6#!�\"���;��� ��;&"� ���
��J����'�4!'������

�+#
���"��;��� ��;&"� ��J� 3 B��	 ;	���#  

 ���	��� (Indica) - �����Z	
�"���
"�$��x���+��!�+���":������� �B#� ����*
�� $�����

!�� ���������
 ����	�
 ����	�����
 +*
����&� ;&
 ]{����{��@ ��J���� 

 $������� (Japonica) - ���Z	�*���^�� ������@��Z��@��;���� (amylase) ���� �$��x���+��

!�����+�4#� �B#� ����&�$������'��� �����"*���� x���4�� ���'�� 
4������!�� �*����
 �������

!�� ��J���� 

 $�"����� (Javanica) - ��J����"����6
 ���Z	!'x#�^�� �*����9��"#� ���	����$�����

�*	�����\*�,4@��$�����"���	��� ���;	��������6�!�����&�����	�����
��*�
��� ����#����Z�����

���;���6�+��
!�����&�]{����{��@ ;��'"*� ���x���4�� ��#�
#�
;��Z������"$�"���������#"�!'x#

$���6�!�����&�����	�����
�&#��*�� (+4x'
�@ $
��	 2547) 
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2. ���"��"	������ 105 (Khao Dawk Mali 105)  

 2.1 ���"'��9'�:,. - ;	����	
��
�4�&� ��'����� \�*�
������� �"+�"�$��������+�
���� 

$*
'"*	%��B�
�&�� ������� \.�. 2493 - 2494 $���"� 199 �"
 ���"���;��*	������++�*	\*�,4@+���4&,�� 

(pure line selection) �����6�����
+�&�
+\*�,4@&���}���&	��
���"��������
 ���"��6�����
+�&�
+

�*+\*�,4@&��
}���!�����'��� ������
 ��������"*�����%�

�'��� $�;	���
\*�,4@��"	������ 

4-2-105 ���
��� 4 '��
}�
�}��&����Z+�"
���" ��� �.+�
���� ��� 2 '��
}�
 \*�,4@&	��+&�� 2 ��� 

��"	������ ������ 105 '��
}�
 �}"'����"
&�� 105 $��$���"� 199 �"
 �	
;	��*+����*+��


\*�,4@ $���:��������\�$��:�\*�,4@ !'�!B��
�
\*�,4@��J�\*�,4@�*+��
 �����"*�&�� 25 \������ 

2502 ���!'�B���"#� ��"	������ 105 (���������" 2552) 

 2.2 �'��;����0��9'�:,. 

 2.2.1  ��J����"�$�� �6
�����: 140 ��������� 

 2.2.2  ��J����"\*�,4@;"�#�B#"
��
 ��6�;	��%\������ 

 2.2.3  �����������
"$�
 !+�����
"
�"�#�����
��+ ]�
�#�� !+,
&���4��"��
�*+�"
  

 2.2.4  ���Z	���"�6��#�
���
"
�" ���"��������]�
  

 2.2.5  ��
4��Z+����
" �����: 25 \��$���
� 

 2.2.6  ��
�\*��*"��
���Z	 �����: 8 �*�	�'@ 

 2.2.7  ���Z	���"����
 �"��
 × 
�" × '�� = 2.1 × 7.5 × 1.8 ��������� 

 2.2.8  �����:��;���� 12-17% 

 2.2.9  �4:��\���"�4� �4#�'�� 

 2.2.10  [�[��������: 363 ������*��#�;�# 

 2.3 �'��;��	#� 

 2.3.1 &����
;	�	�\����"� ��6���J����";�#;	� 

 2.3.2 ���Z	���"���!� ���#
 �4:��\����*	��	� 

 2.3.3 �4:��\���'4
����������'������#���4#� 

 2.3.4 ��
�����"�����
����6
 $��'�#�
;	�����	� 

 2.3.5 �����	� ����6
 ��Z+����
"
#�
 

 2.3.6 &��#����\	�������
" ���	����Z� 

 2.4 �'��;�	��
 

 2.4.1 ;�#����&�����!+����� �����+!+�'�
 ���!+;'�� ������!+'
�� 

 2.4.2 ;�#����&���\���
����		��������� �\���
$*�$*�������
" ���'����� 
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 2.5 �#"������$�#�
> ��
������"  

  2.5.1 ��� - ������"��J���++���~�
 �����+	�"
 ��++������������#�� ���

�$��x���+����
��� $��+#

#�
�����J� 3 B4	 ���B4	������	������
'�*
$�����
�� ���B4	&��

��
��J����&�����	$�����!��	����
������"�#�� ���B4	&�������J��������$4�'������~|
	�����	$��

����'�����	*+[�"	�� ���&��'���&��!����
�	������ 	6	���� ���������

,��4��'��;�
*
�#"��#�
Q 

��
������" 

 2.5.2 ������ - ��������
������"���	$��B4	��
����������
&�����

�#���*+�*� �	
��[�*
�*��

����*����#������
 +���":�����J�&�����	��
!+����� +���":������$������&���#�����
}�� �����J�$4	

&��'�#����"$��������J����!'�# ������&��'���&��\
4
!+ 	�� ����"
 �\���!'�!+�*+��
���'�*+���

����
��'�����������

���� ��'��;�
*
�#"��#�
Q ��
������ 

 2.5.3 !$ - ���"��J�\�B!+����

�	��
" !+��
������"���*��:���J��[#��+� +�
 ���
�"���
" 

!+���	$�������
������ ���

��*+�*���J���
��" !+���"�����+	�"
 �*"!+ ��+!+'�������!+ 

����#�!+ '6!+ �������
"�*����
 !+���"!+���&�����	$�������#$����*��:�����
��+!+ �#"�!+

���"&���
6#+��4	��
������"!��B#�	�����"'����"
���" ���
�"#� !+,
 !���
�&�����"���	��[��

��������
�"
 ������Z	$�;	��*+�����'���#"�!'x#$��!+,
 ���!+�#�
}*	����� 2-3 !+ '���&��

'�*���
!+��� �������
��'�� 

 2.5.4 �"
���" - �"
���"�����+	�"
���
�*������
B#�	�� &�����	$�����	���+���
��

�"
 ���
�*��#�;����	$��������
��
�"
 +����
$�������
��Z� ���
��#�����
$���	�����"

���	���� ���
������
��Z�������
�"#� ���
� }�����"�����
�}����	
"#���$���"�	��!��"
��� ��#}�����
�

'#�
��	
"#���$���"�	��!��"
���
 

 2.5.5 	�����" - 	�����"�����+	�"
 ���+~�� �� 2 �4����	�
6#&�����"
����#"����
&���#�$��

����	��
#�
 �*�"	�����	}*	$�����+~���������
6#��'"#�
���+��
	�����������	��!'x# ��J�

�#"�&���
6#��	�*+���Z	��
���" ���+��
	�� �
6#��'"#�
���+~�� ���	�����"�������� 2 ������ ��� 

������	��!'x#���������	����Z� �#"�
�	��
������	��!'x#+�
\*�,4@$������
�'��
������ 

'������
�"#� '�
 ������	��&��'���&���^�
�*����'#�'4��	��;"����
!� 	�����"��J�	����+6�:@

�\� ��&*�
�����*"[6� ��������*"���
�
6#��
!�	���	�
"�*� �*+�����*"[6���$���"� 6 B�������*
;�# 1 

�*
 �B�����*�	�"
����\6#�*+����
���� 	�����"�����}[��\*�,4@;	�	�"
�*"��
 (�6���,����"�"*x 

2552) 
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3. ���������

���������
�%�
?��!�9�@@'���B
 (Long-Distance Transport of Sugar in Higher 

Plant) 

 �#"���
�"*
"�\�B&��;�#�����}�*
�����'@	�"
��
 (non photosynthesis organs) ��
;	�

'���&�����
�"#� �sink� $����J����
;	��*+�����'�� '��� ���&��
@���@+��$��������
���&�����
�"#� 

�source� ���
��J��#"�&������
��'��;	���
�	
���*
�+"�����*
�����'@��
 (photosynthesis)  �	


���@+������"#� 80% &��;	�$���+"�����*
�����'@��
$�}6�������

$��!+;��6#�#"��#�
Q &��;�#

�����}����
��'����
;	��\������;�!B�!����+"��������+�������������$��x���+����


������
���'����"*
"��'�#��*�� ���
����������
��
�'�#����$����	����&��+���":&#�������

��'�� (phloem) 

��J�'�*� ���
�"#� phloem loading   

 !�\�BB*���6
�*�\+���+"���� CO2 fixation ���	�����	
&������@B*������]{��@ 

(mesophyll cells) ��
!+ ;	�[����*:�@'�*���J�������� &�����
���*
��;��#�
Q !��������#
;�
*


�"*
"��#�
Q ;	��
#�
�\�

\��\����#
���������$��x���+��������\*�����
\�B  �	
���
&����+&+�&

����*x�#���;�	*
��#�"����Z��� ����������
"���
�*+����������
��
������� (sugar transporter)   �	


�����}�+#
���;	���J� 2 ��4#� ;	���# ��4#�&��&��'���&���������
��
������������4��6# (sucrose '��� 

disaccharide transporter) �����4#�&��&��'���&���������
��
������������4��	��
" (monosaccharide 

transporter) ���
���+"�����������
��
�������&�����	��������#"�!'x#���	����!�����@��
 vascular 

system ��� phloem sieve elements 	*
��\&�� 1 $����������&��������*
�����'@����������� $������

�������
��
�������$�� mesophyll cells ;�
*
 sieve element-companion cell (SE-CCC) ���
�"#� 

symplastic loading �������������
��
$������@'���
;��6#�������@'���
[#��&�
 plasmodesmata ��#

�
#�
;��Z��� �Z����������6����+�
�#"�&���*�"'�4	���$������@;� $�}6������*+����;�!� SE-

CCC ���
�"#� apoplastic loading ���*
 plasma membrane sucrose-H+ symporters ����������

�6����&��}6�������

�������
6#!��#"���
 sieve elements �Z$�}6�������

�#�;�
*
 sink organs !�

�++&�����
�"#� long-distance transport �	
���*
 sugar transporters &���
6#+���":�#�
Q ��'"#�


����&�
��
���������

  ���'�*+���������

��������6��������;�!�����@��
 sink organ ��$

���	����;	�&*�
�++ symplastic ��� apoplastic �����*+B��	��
�"*
"� '���������
��� ���B#"
��
���


���\*����$��x���+��!�\�B �������&�����#
��
*
 sink ��&*�
�++&����$���#"���
 apoplast 

�	
��
[#��&�
 sucrose transporters '���&�
������� ��������6����$�}6�;��	�;��@;���J�

���������6������]�4����	�"
 cell-wall-bound invertases �����������6# ����@�	
���*
 

monosaccharide transporters (Bush 1999; Kühn ����:� 1999; Lemoine 2000; Williams ���

�:� 2000) ���
}6��"+�4�	�"

���������
��
������� (sugar transporter genes) 
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 ��9%�� 1 ���������

��������6������
�&�
;�� (long-distance sugar transport) 

��'"#�
 sources ��� sinks �	
���*
���&��
����
 sugar transporters ���	����!� sieve elements 

��
 phloem ���
��J��#"������+��
 vascular system ���
��������6���� (S) $��������&��$�� 

mesophyll cells (source cell) ;�
*
 sieve element-companion cell �++ symplastic [#��&�
 

plasmodesmata (P) �
#�
;��Z���!�\�B+�
B��	�Z����������6����+�
�#"�&���*�"'�4	���$������@

;��
6#!��#"���
 apoplast �����J�;�;	�"#���$��J�[�$�����&��
����
 sucrose efflux carriers 

("
������	
) �����������6����$�}6������*+�����6# sieve elements ��� companion cells 	�"
 

plasma membrane proton-sucrose symporters ("
������#"
����������
������) \�*

��&��!B�!����

�������
��
	*
��#�";	�$�� plasma membrane H+-ATPase (����'���
���	��) ���!���'"#�
���

�������
��
��������6����+�
�#"�&��'�4	�*�"�����'"#�
&�
�������
��
$�}6������*+�����6# phloem 

�	
���*
 sucrose carriers ("
��������
"�#��) ���������������
��
;�$�}�
 sink  ��������6����$�

}6���������6# sink �	
���	����&*�
���*
 sucrose efflux carrier ("
�����B�\6) [#��&�
 plasma 

membrane sucrose transporters ("
������'���
) '��������;��	�;��@;���J����������6��� (G) 

����������]�4���� (F) 	�"
 cell-wall invertase ("
�������
"����) �#��&��$������������@�	
[#��&�
 

plasma membrane monosaccharide transporters ("
�����]^��#��) (Williams ����:� 2000) 
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 3.1 ���
����
��
 Sugar Transporter  transporter }6�$*	�
6#!���4#�&�����
�"#� major 

facilitor superfamily (MFS) (Mager ����:� 1993; Saier ����:� 1999) ���
�����+����	�"
 12 

transmembrane domain (TMDs) &���� hydrophilic loop ��
���
&��!'����	���
����
�++ 6-loop-6-

structure 	*
��	
!���\&�� 2 �	
&*�
 disaccharide transporter (DST) ��� monosaccharide 

transporter (MST) �#�
�Z���*��:���
���
����
&������
���
�*� �	
&�� DST $��������	
�����J�

\����!�\�B �#"� MST �*��$������}\+;	�!� bacteria  Fungi ����*�"@����

�6�	�"
������ 

(Williams ����:� 2000) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 ��9%�� 2 Topological models ��
 disaccharide (a) ��� monosaccharide transporter (b)  

(Williams ����:� 2000) 
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 3.2 
���������
��
������������,��B# (Disaccharide Transporter Gene) OsSUT1  ��J�


���������
��
��������*"���&��;	�����������!����"  cDNA ��
 OsSUT1 �� open reading frame 

1,611 bp (537 amino acids) �����+	�"
 12 transmembrane domains �����	
�"���'���� 

76.8- 79.7% �*+�������������
��
�������&����	
���!�\�B!+����

�6#����Q (Hirose ����:� 1997) 

���"������*x!���++ phloem loading ��� long-distance transport (Riesmeier ����:� 1994, 

Kühn ����:� 1996) �"+�4�����������
��
�������$�� source organ ;�
*
 sink organ \+!�\"�

����6�,*x\�B�#�
Q �����&	��
�\��������'�'���&����

��	*
��#�"�	
���&�� functional 

complementation ��
 modified yeast strains &��;�#�����}
#�
�6����$����
�������@;	�	*


��	
!���\&�� 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ��9%�� 3 Yeast system ���'�*+���&�� functional cloning ��
 sucrose transporters 

wild-type yeast (Saccharomyces cerevisie) �����}!B���������6����;	������
$�����&��
����


���;��@ extracellular invertase ��� hexose transporters !� plasma membrane (���
) 
���@��


\*�,4@ SUSY7 ��J�
���@��
\*�,4@&��}6�	*	���
!'�;�#�����;��@ invertase &*�
!�����������@ ;�#

�����}!B��6������J��'�#
���@+��!�����$��x���+��;	� (���
) ����@
���@��
\*�,4@ SUSY7 &����


�� SUT1 $�
�������	
�����
 sugar transporter &��[�"��
 plasma membrane �����}����������

�6���������6#����@ ������	���+"���� sucrose synthase �\��������
�!'��
6#!��6�&������@���;�!B�!�

����$��x���+��;	�(�"�) ������
'��
 (+) ��� (-) �&��"�������} ���;�#�����}�$��x���+��

;	���

���@&������������6������J��'�#
���@+�� fruc, fructose; gluc, glucose; INV, invertase; suc, 

sucrose; SUC2, invertase gene; SUSY, sucrose synthase; SUT1, sucrose transporter1 gene. 

(Lalonde ����:� 1999) 
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 3.3 
���������
��
������������,��	��
" (Monosaccharide Transporter Gene) OsMST 

������������4��	��
" (monosaccharide) ��J��'�#
���@+�����\�*

��'�*���
&*�
���
��B�"��&��;�#

�����}�*
�����'@��
��
;	� (heterotrophic organisms) ���\�B  !��������
���
"*�$*�����"�� 

(calvin cycle) ��� gluconeogenesis ���@+��;	���;�	@&��}6����
	�"
�������
�����*
�����'@��


$�}6������
�!'���J� monosaccharides �B#� ���������6��� (glucose) '���]�4���� (fructose) ���


��J�'�#"
'�*���
������;�!B�!��+"�������@��+��������
���@+�� (carbon catabolism) ���

��Z+�*��� ������������

  ���+#�
��*�
&����������'�#����$������
�;��
6#!��6���
 Masked form ���


;�#�����}}6�
#�
;	�
#�
	�"
���;��@��
����@���� �B#� ��Z+�
6#!��6���
��^
 '�����������6���� 

�����4\*�,@����Q (raffinose ��� verbascose) '���!��6���
��������*������@ (sugar alcohols) ���


��������+�#�
Q �'�#�����*
�����'@;	�$�����������6���'���������������4��	��
"����Q �	
���

��Z+������������4��	��
"�'�#����!��6�����	*
&����#�"��$�B#"
!'���Z+;	���J���
��"�����'���

�������
��
;�
*
�#"��#�
Q ��
\�B;	��	
;�#}6�
#�
���
$�����;��@ '���}6������
���*+;��
6#!�

�6���
������������4��	��
"����Q  

 \�B'��
B��	&���� ����@ ������
��� '����"*
"�&��;�#�������
" ��J��#"�&��;�#�����}

�*
�����'@��
��
;	� ���
���*
�'�#
���@+��$��������
����#"�&�������}�*
�����'@��
;	� �	


\+"#�����@&��;�#�����}�*
�����'@��
��
;	��#�
Q �'�#����$��B�����#��
6#�*+ phloem �\���!'�

�����}���#
��������6�������[����*:�@���� Q &��;	�$������*
�����'@��
������

;��6#����@;	� 

��#�
#�
;��Z�������������6����+�
�#"�&��'�4	�*�"$�� phloem �����!��#"���
 apoplast ��


����@'���������
����'�#���� �����}	�
��*+;�
*
����@;	�	�"
 Sucrose transporter &���
6#��
�#"���
 

plasma membrane '���}6� hydrolysis �����
�;��
6#!��6���
������������4��	��
"�	
���;��@ 

invertase &���
6#��
�#"���
[�*
����@ (cell wall bound invertase) �#��&��$�������

�����6#����@�	
 

monosaccharide transporter $����
$4	���$�&��!'�����!$}�
+&+�&'���&������"������*x��
 

extracellular sucrose hydrolysis ��� monosaccharide transporter &�����#�����$��x���+����
\�B 

(Sherson ����:� 2000; Büttner ���Sauer 2000) 

 �"#� 10 ��&��;	����������
��&�����'�	�'*� (encode) ��J� monosaccharide transporter 

�	
 glucose transporter ��
\�B&��}6�������J�B��	������ Chlorella vulgaris (Sauer ��� Tanner 

1989) ���
}6������
�B���!���
'�*
��J� Chlorella kessleri �	
 Dr. Erich Kessler �'�"�&
��*
 

Erlangen ���
��J���'�#�
����@�	�
"&��\+"#������	*+��	��������
 monosaccharide H+ symporter 

(CkHUP1) ���"������
���
 (homology) �*+ facilitate monosaccharide transport ��
�*�"@����

�6�

	�"
��   $���*��
*
���������
�� monosaccharide transporter �\����������������
 �	
\+
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$���"� 26 
�� !� Arabidopsis thaliana (Lalonde ����:� 1999) ��� 20 
��!� Saccharomyces 

cerevisiae (Kruckeberg 1996)  

 OsMST3 ��J�
���������
��
������������4��	��
"��
���"�����+	�"
 6 transmembrane 

domains $���"� 2 B4	 �������	
������!� sink organs �	
�%\��&�� sclerenchyma cells !����

�����
$����J��#"�&��������+#
����@�$��x���+���������
"���
�*+���������
������������4��	��
"

�\���!B�!�����*
�����'@[�*
����@&����
� cell thickening ���$�����
*
\+�����	
�����

��

	*
��#�"!�����*�	�"
 (Toyofuku ����:� 2000)  !��������� monosaccharide transport !�\�B

\+"#�  ��'���&��'�*�!����������

������������4��	��
"!� sink organ &*�

*
\+"#����#"�����*x!�

�����+���
�#��"������
	&�����	$����"��"	���� �B#� ���	+�	�[� '����	��*	���$�����
 

(Truenit ����:� 1996) ��J���� 

 

4. Q����%$��
�"����V��#�9�@ (Effect of Salt Stress on Plants) 

 �"����Z���J�'���
!��"������
	$�����
;�#��B�"�� (abiotic stresses) &����[����&+�#�

�4:��\���[�[�����
\�B ���&�� USDA salinity laboratory ��+4;"�"#� 	����Z���� 	��&�����#�������

;]]^���
	�� (ECe) &�������: 4 dS m-1 (4 dS m-1 �����: 40 mM NaCl) '�������"#� �	


,*x\�B���[*��#"�!'x#&��$�������J�\�B$��\"� glycophytes $����"��;"�#�	����Z��6
 ������&*�


!�	��&�����#� ECe < 4 dS m-1 ���
�#������4	&��\�B&�;	� (threshold salinity) �*��$�����#�
�*�;����

B��	��
\�B 	*
��	
!�����
&�� 1 

 

����
%�� 1 \�BB��	�#�
Q �*+�#� threshold salinity ��������:[�[���&���	�
�#�'�#"
 (Maas 1990) 
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 [����&+��
�"����Z��#�\�B��$�����
��$���"����J�\����
���$4 (ion cytotoxicity) 

(�#"���������
$�����$4 Na+ Cl- ��� SO4
2--) ����"������
	$����
	*��������� (osmotic 

stress) (Zhu 2002) ���
\�B�#"�!'x#�*��$����"��;"�#��"����Z� ������&*�
!�	��&�����#� ECe ���


�"#� 3.0 dS m-1 ($������
&�� 1) '����Z��� �#� osmotic potential ���
�"#� -0.117 MPa (osmotic 

potential =  -0.39 × ECe) &���"����Z���	*+���\�B$����"��;"��+���
�#��"����J�\����
���$4 

(ion toxicity) ����"#��"������
	&�����	$����
	*��������� (osmotic stress) ���
�"����J�\����


���$4�*�����	$������&�&�����$4��
 K+ 	�"
 Na+ !��������
�B�"�������&��!'����	���

�����
����
���
����
 ����6x���
'���&����
�����������
$�����$4 Na+ ��� Cl- ;�������+ 

���;��+�"�	�"
������	����*�\*�,@�++�����"�����@ (noncovalent interaction) �*+��	����

���'�#��*�� ������
��	4���
��&�+������ (metabolic imbalances) &�����	$�����'�4�#�
Q ;	���# 

�"����J�\��$�����$4 (ionic toxicity) �"������
	$����
	*��������� (osmotic stress) ������

��	�����'�� (nutritional deficiency) ��
!���"����Z���$���;��6#������	��"� oxidative stress 

���
�����"�&������4�6�����������
���
$����������4�6��������;�#�\�

\� ���$�����'�4	*
��#�"

�#
[�!'����	���&����
 	���Z��� ������ ;��*� ��������4����	��Z�����Q �	
���&����
	*
��#�"

$*	��J� oxidative damage (Chinnusamy ����:� 2005) 

 

5. ����"$�,���	,���
���0,��
!���"������
	�#������ (Regulation of Ion Homeostasis under 

Salt Stress) 

 ��
!����"�����
	�#������ \�B$�\
�
���*�����	*+�"�����������
���$4

�\�&����
� (K+) !'��6
�"#���	*+�"�����������
���$4���	�
� (Na+) ��
!�;������ (cytosol) 

	�"
����"+�4����������

;���� (ion flux) &����J���;�����*x��
����@�\����*�����	*+;����

��J�\�� (toxic ions) !'��
6#��	*+���� ����
;"����
���$4&��$����J� (essential ions) �	
�������"����� 

Na+�������&��[#��������&�
 nonspecific ion channels ��
!���"����Z���$��J����'�4&��!'����	 

membrane depolarization &��;�����4�� Ca2+ channels &��!'����	 Ca2+ oscillations ����#
�*xx�:

�"������
	�#���������� !��:�&�������������@�	�
�\�������6x���
��
	*���#
 (turgor loss) 

���&��!'� plasma membrane '	�*"�����$��[�*
����@ ���
�#
�*xx�:&����$�*+�6�;	��	
 channels 

�#�
Q&��}6�����4����� transmembrane protein kinases ���$������"����Z�
*
;��"+�4�!'������

�*
�����'@���@��� ABA (Abscisic acid) ������� ���&��!'����	���������
 ROS (reactive 

oxygen species) 	�"
 �	
 ABA ��� ROS ���#"�!����&��'���&���"+�4���	4���
���$4 ���

�"+�4����}6�&����
$����"�����
	������+"�����#�����	�"
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 ����"+�4����������� K+ ���/'��� ����^�
�*����[#����������
 Na+ ���������

 Na+ 

���$������@������!B�����
B�@$�� Na+ �\�����*+��	4� osmotic ��"���J���
4&,@&��!B��������

��
\�B�\����
��	*+��
 K+/Na+ !� cytosol !'��
6#!���	*+&���'����� ����*�����	4���
���$4

���	����&*�
�����Z+ Na+ ;�;"�!� vacuole '�������*
�����'@\"���� compatible solute �#�
Q �	
 

��++ &��!B��	�"����J�\����
 ROS ���������&����+���
�#��"������
	�
6#!�����6��	�
"�*�

�*+������ LEA (Late Embryogenesis Abundant) ���
���#"�B#"
!�����^�
�*����}6�&����
$��

�"������
	�#������ ���$����;��#�
Q�'�#�������"
*
\+"#�����;�!�����*+��������$������@

��
\�B&���Z� (halophytic plants) 	�"
 	*
�*������"+�4��
#�
}6����
����'�������
��++���

���#
����� (ion transport systems) ��J����
����*x���'�*+�������&���"����Z� �\����"������!$

������
!�����*�����	4���
���$4��
!�����"�����
	�#������ ;	������������ SOS (Salt Overly 

Sensitive) mutants ��
 Arabidopsis ��"������'@���&��
����	*+\*�,4�����@�����4� (Zhu 2003) 

	*
��
�����
	&�������!���\&�� 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��9%�� 4 SOS signaling pathway ���'�*+�����*+��	4����$4��
!����"�����
	�#������!� 

Arabidopsis (Chinnusamy ����:� 2005) 
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 5.1 Sodium Influx ��� K+/Na+ Balance ��
 K+/Na+ &���6
!� cytosol ��J����
$����J�

���'�*+���&��
��!���	*+����@��
\�B!'���J����� �	
$��������#
�*����	6	�*+��
 Na+ �*+ K+ 

[#��&�
 Na+-K+ cotransporter �����$;��*	�"�
 K+-specific transporter ��
����@�����
!��

�"����Z� �#
[�!'����	�"����J�\����
 Na+ ���&��!'��"�����������
 K+ ;�#�\�

\����'�*+

�������
��#�
Q&��!B����;��@��������*+��	4��������� �	
$��������� Na+ ������ (sodium 

influx) 
*
 cytosol ��
����@��� [#�� cation channels '��� transporters �#�
Q &*�
�++�*	��������

;�#�*	����� (selective and nonselective) '����������� Na+ ������
*
��++;'��"�
�!�&#�������

����

��
��� (root xylem stream) [#�� apoplastic pathway �����*+B��	��
\�B ���
��J���;�&��\+!����" 

��#���������
 silica ���������	 polymerization ��
 silicate !� endodermis ��� rhizodermis 

$��*	�"�
������ Na+ [#��������
*
�����
���"�	
���*
��;���
 apoplastic pathway ���$���*	

�����:���������� Na+ ������
*
����@��
���'�������;�
*
��++;'��"�
���
&#�������

$�
��J�

�\�

��"&�
�	�
"��
\�B!����&��$��*�����	*+��
 K+/Na+ !� cytosol !'��'�����;	� 	*
�*�����

;��	�����	
�����
 Na+ transporter (HKT) $�&��!'�\�B���"�������}!����&���Z�������� 

 

 5.2 Sodium Efflux ������ Na+ ���$������@��
��� (sodium efflux) ��J���;�!����

�^�
�*����������	*+�"����J�\����
 Na+ !� cytosol ���
*
��J����������

 Na+ ;�
*
�#"�

��
���	�"
 ��������!���	*+\*�,4�����@�����4�!� SOS (Salt Overly Sensitive) mutants ��
 

Arabidopsis &��!'���+4;	�"#� plasma membrane Na+/H+ antiporter, SOS1 ��+&+�&����*x!����

������

 Na+ ���$������@[�"��
�����
!���"����Z� �	

��	*
��#�"$��������	
���&���6
���� 

sodium efflux �	
���&��
����
 SOS1 
*
���#"�����*x�#���;�����&���"����Z���
����@

������
����$��x �B#� ���
���������

�	��
\�B&������*
�$��x���+�� �����
$������@�'�#���������	 

vacuole &��;�#!'x#\����'�*+�*���Z+ Na+ (sodium compartmentation) �����	
�����

�� SOS1 

$��#�����
�6
��#$������J�\����!�����@[�"&���
6#������+���
������!� parenchyma cells ��+

��+��
 xylem 	*
�*�� SOS1 $�
&��'���&����J� Na+/H+ antiporter +� plasma membrane �����

+&+�&����*x�#� sodium efflux $������@��
���������������

!���
�&�
;�� (long distance 

transport) ��
 Na+ $�����;�
*
��� ���
 sodium efflux [#�����&��
����
 SOS1 ��
!���"����Z�

$�}6��"+�4�	�"
 SOS3-SOS2 kinase complex 	*
��	
!���\&�� 4  
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 5.3 Sodium Compartmentation ��
	*���#
$����J��#�����
�
���	������

�$��x���+����
����@���
*
��[��#�����{	��{	��
���!+!�\�B	�"
 ����	�
��
 water 

potential �����
$��	����Z�$�&��!'����	 osmotic stress ���;��6#����6x���
�"����#
��
����@\�B &��

!'�\�B����;������*+��	4��������� �	
������� active solute �\����*�����	*+���	6	�*+����

�����
	*���#
��
!����"�	*
��#�" ���'�*+�����*+��	4����������*��\�B$�!B����������&��
@ 

(inorganic ions) �B#� Na+ ��� K+ ���/'��� organic compartible solutes &���*
�����'@���� �B#� 

proline betaine polyols ��� soluble sugars ��������� Na+ ����;���Z+!� vacuole �*+��J����
����*x

�����J���
4&,@&���������&,���\�6
!����&��$��*�����	4������������
*
B#"
�	�"���������

��
 Na+ !� cytosol ���	�"
 �	
���[#����
 Na+ ����;�
*
 vacuole $����*
�����	
���������

&��
����
 Na+/H+ antiporter ��� V-type H+-ATPase �#"��*+ H+-PPase ���
�������'�6#]���]�

�'�#����$�&��!'����	 proton gradient &��$����J��#����&��
����
 Na+/H+ antiporter  

 \+���B*���� tonoplast Na+/H+ antiporter NHX1 gene !� Arabidopsis ������"

�����
$���"����Z�������@��� ABA ��� tonoplast Na+/H+ exchange activity ;�#;	�}6��"+�4�

	�"
 SOS3 �	
��
 ��#�������*�\*�,@��
 SOS2 �*+ calcium sensor proteins !�\�B ��� SCaBP1 

(SOS3-like calcium binding proteins 1) ��$�#
�*xx�:!'� SOS2 ;��"+�4����&��
����
 

tonoplast Na+/H+ exchanger 	*
��	
!���\&�� 4  

 ���'�*+!����"�Z���������
�� OsNHX1 (Na+/H+ exchanger gene) ���
��J�
��&���"+�4�

�����	
�����
��;� Na+/H+ exchanger +���": membrane ��
�"���"��� (vacuole) �����	 

1608 bp ����������	
��������;	��*+����� (Fukuda ����:� 1999) 
�����&��'���&��!�����"+�4�

��	*+��
 pH ���������
����@ �����	*+��
���	�
�!� cytoplasm \+!��*�"@ 
���@ �+�&����
 

���\�B �	
!�\�B$�����
"���
�*+��;�����&���"����Z� �����
$��������&�����	$������"+�4�

��

��	*
��#�"��'���&��!����	�
������	�
�����;���Z+;"�!��"���"��� �\����	��	*+�"����J�\��

!� cytoplasm �\����
��	*+���	�
�!� cytoplasm 

 

 5.4 Compatible Osmolytes ������
6#��
!����"� osmotic stress \�B�*�$�!B������!�

�����*+��	4�������������"#�����*
�����'@ organic osmolytes �	
\�B'��
B��	$������

���� organic osmolytes (�B#� proline betaine polyols ��� soluble sugars) �\�������&���#���"�

	*
��#�" �	
 glycine betaine ��� trehalose $�&��'���&����J� osmoprotectants �	
���;�&��!'� 

quaternary structures ��
���������"����}�
�������$*	���

�*"��
B*�� membrane �#"� 

mannitol $�&��'���&����J��*"$*+��4�6������ (free-radical scavenger) !��:�&�� proline $�&��'���&��
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��J� storage sink �\�����Z+ carbon ��� nitrogen ���
*
&��'���&����J� free-radical scavenger ���	�"
 

$�
\+"#�
��&������
"���
�*+����*
�����'@����#�
Q�'�#����$��������	
���&���\����6
���������;	��*+

�"����Z�����"�����������
���������
 osmoprotectants �'�#����&�� �\����6
����$���

�"���*�\*�,@�*+�������&���#���"� osmotic stress $���"������*x��
����'�#����$�
���������


\�B	*	���
\*�,4���� �	
!�#
��&������
"���
�*+����*
�����'@���	*
��#�"����;�&��!'�\�B�����}

&��#���"�����
	;	��6
���� �*"�
#�
��
\�B&�������	*	���
\*�,4�������!�#
��	*
��#�"����;� 

;	���# Arabidopsis rice wheat ��� Brassica ��J���� (Chinnusamy ����:� 2005) 

 

 



$%%�� 3  

�,���;.���"�:����%	��
 

�����������,���;. 

1. �������%��!@�!����%	��
 

 �������&��!B�!�����������J��������&��!B������!���	*+ Molecular biology grade 

 

������� $���'%QB�Q��� 

Agar bacteriological Scharlau Chemie 

Agarose Gibco  BRL 

Ampicillin  Fluka 

Bacto tryptone Scharlau Chemie 

Bacto yeast extract Scharlau Chemie 

Bromophenol  blue Fluka 

Calcium chloride  Fluka 

Chloroform  Lab  Scan 

CTAB (Cetyl triethylammonium bromide) Sigma 

Deoxynucleotide-5�-triphosphate (dNTP) BIO-RAD 

3,5-Dinitrosalicylic acid Fluka 

DNA Ladder 1kb Fermentas/NEB 

Ethanol  Mallinckrodt 

Ethidium  bromide Fluka 

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) Fluka 

Glacial acetic acid  Anala  R 

Glucose Sigma 

Glycerol Invitrogen 

Hydrochloric acid  LAB-SCAN  

Isoamyl alcohol Merck 

19 
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������� $���'%QB�Q��� 

Liquid nitrogen  Mastertax 

Lithium chloride  Merck 

N,N-Dimethylformamide Fluka 

Magnesium  chloride  Fluka 

Maleic acid Fluka 

2-Mercaptoehanol Sigma 

MST3 F primer ��� MST3 R primer Bio Basic Inc.  

3-(N-Morpholino)propanesulphonic acid (MOPs) Bio Basic Inc. 

Oligo dT(12-18) Invitrogen 

OsNHX1_F38-59 primer ��� OsNHX1_R336-357 primer Bio basic Inc. 

Phenol AMRESCO 

Resorcinol Fluka 

18s forward primer and 18s reverse primer Bio basic Inc. 

Sodium  acetate  Riedel-de  Haen 

Sodium  chloride  Fluka 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Fluka 

Sodium hydroxide  Lab  Scan 

Sucrose Sigma 

TRI Reagent Molecular Research Center inc. 

Tris base AMRESCO 

Tris-HCl Lab-scan 

TSUT1 F primer and TSUT1 R primer Bio basic Inc.  

VC 100bp Plus DNA Ladder (ready-to-use) Vivantis 
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2. ���?��.%��!@�!����%	��
����*�#
%���� 

 ���;��@&��!B�!����&	��
�����J��������&��!B������!���	*+ Molecular biology grade 

 

���?��. $���'%QB�Q��� 

Taq   DNA Polymerase (recombinant) Fermentas 

T4 DNA ligase Promega 

M-MuLV reverse transcriptase Fermentas 

 

3. @,	��'	�����	Z��������V0�B�����*�#
%���� 

 

@,	��'	�����	Z��������V0�B� $���'%QB�Q��� 

HiYield TM  Gel / PCR Extraction Kit Real Biotech 

DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  Roche 

 

4. ������
���/�,���;.���$���'%QB�Q���������
��� 

 

������
���/�,���;. $���'%QB�Q��� 

Cool-hotter dry bath incubator Major Science 

Cuvette Starna® 

Gel document SYNGENE 

Hybond nylon membrane Hybond TM -N+  Amersham 

Hot plate Hot plate (Framo-Geratetechnik D-7821 

Eisenbach Hochschwaxzwald 1) 

Incubator DAIHAN Scientific Co., Ltd. 

Microcentrifuge Gyrozen 

Microcentrifuge LABNET  INTERNATIONAL 

Micropipette GILSON, BIO-RAD 

Microwave Microwave (Tubora TRX248G) 

YSI 2365 Glucose (Dextrose) Membrane Kit YSI Life Sciences 
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������
���/�,���;. $���'%QB�Q��� 

Parafilm Pechiney Plastic Packing (M) 

Shaker Super Line : SP-KR 

Spectrophotometer Spectronic Instrument : Spectronic Genesys 8 

Vortex Scientific industries : vortex-genie 2 

Vacuum desicator chamber Kartell 

Water bath Eyela shaker water bath  : Model ss-820 

���	�����
 Whatman 3 MM 

������
B*�
 2 ����'�#
 Sartorius Basic BA20015 Precisa XT1200C 

������
B*�
 4 ����'�#
 Sartorius Basic BA20015 Precisa XT1200C 

������
[������� MilliQ ELGA (Maxima LS. Model) 

������
[���������*�� ELGA (Reservoir75 : LC136) 

������
 PCR    PERKIN ELMER:GeneAmp PCR System 2400 

�6��
Z� Whirlpool 

������
"*	�"����J���	-	#�
 pH Meter CG840 Cyber500 Type S201B 

'������
�#��B���$4���&��
@ Autoclave �Tomy-SS325�Tomy KogyoCo., Ltd 

3-14-17, Togara, Nerimaku 

 

5. 9�@%	��
                

 ���Z	���" !�
��"�$*
���!B����Z	���" (Oryza sativa L.) B��	 Indica \*�,4@��"	������105 

(KDML105) $�����"�B��������� 

     

6. �@����$�%����
�����*������

�@��� 

 �B����+�&����
 Escherichia coli ��
\*�,4@ DH5α &����\�����	 pBluescript ���
��	�&��

	�"

�� OsSUT1 �6� mRNA &���$��x�
6#!���'���'�" LB medium (Luria Bertani; 1% tryptone, 

0.5% yeast extract ��� 1% NaCl '��� LB Agar; 1.5% agar plates) 

 ��'������

�B������'�*+!B�!�����*	���������@�6�[�� (transformant cells) ��� LB 

medium &������
����B�"�� (antibiotic) ���

����B�"��&��!B�!����&	��
������ amplicillin &�����"��

������� 100 ;������*��#�;�������� ���"�&��!B�!�����$��x��
�B���&�� 37 �
��������
��������

�����Z+�*����B���&���$��x&�� 4 �
��������
���J��"�� 2-3 �*�	�'@  
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 ���'�*+�����Z+�B���;"���J� stock cultures !B����"��B#��Z
�	
����B����+�&����
&���$��x

!� LB medium &���$��x}�
�*�� exponential phase �	
����B���������� 500 ;���������*+ 40% 

glycerol &���#��B������" 500 ;��������[���*�!��*����#"� 1:1 ���"��Z+&�� -80 �
��������
� 

 

7. ?9�.����.%��!@�!����%	��
  

  7.1 ;\�@����@���'�*+��"$��+�����	
�����

��18s ribosomal RNA &��&��'���&�� 

 ��J� loading control ��� 18s forward primer ���
�����	*+��"�����;&	@ 	*
��� 

              5� AAC TAG CTA TGC GGA GCC AT 3� 

 ���18s reverse primer ���
�����	*+��"�����;&	@ 	*
��� 

            5� AGG TTC AAT GGA CTT CTC GC 3� 

 7.2 ;\�����@���'�*+��"$�����	
�����

���������
��
������������4��6# OsSUT1  

 ��� TSUT1 F (forward primer) ���
�����	*+ ��"�����;&	@ 	*
��� 

  5� GGG ATT CTG GCT TCT TGA T 3� 

 ��� TSUT1 R (reverse primer) ���
�����	*+��"�����;&	@ 	*
��� 

  5� CGA ATT CAG TAG CAG GCC AA 3� 

 7.3 ;\�����@���'�*+��"$�����	
�����

���������
��
������������4��	��
" 

  OsMST3 ��� MST3 F (forward primer) ���
�����	*+ ��"�����;&	@ 	*
���  

 5�CAG GCA AGG ACT ACC CTG GCA 3� 

 ��� MST3 R (reverse primer) ���
�����	*+��"�����;&	@ 	*
��� 

 5� ACC GAC TGA TTG GCG AAG CCG ACG 3� 

 7.4 ;\�����@���'�*+��"$�����	
�����

����������
����	�
�/�����������  

 OsNHX1 ��� OsNHX1_F38-59 (forward primer) ���
�����	*+��"�����;&	@ 	*
��� 

        5� AGC CAA CCG AGA GAG GTC TCG A 3� 

           ��� OsNHX1_R336-357 (reverse primer) ���
�����	*+��"�����;&	@ 	*
��� 

 5� ACG CGT AGT CGG AGG TCG TGT A 3� 
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"�:����%	��
 

 

1. �������
�9�@%	��
 

 1.1 ������"��
, 14 "'� �\�����Z	���"\*�,4@��"	������ 105 (Oryza sativa L. cv. 

KDML 105) �	
���;����
��������� 3 ��*�
 $���*�����;��#��B����	
����B#!���&���� 95% ��J�

�"�� 1 ��&� ���"�B#�������
�������@ 40% ��J��"�� 40 ��&� �4	&��
���
	�"
������*��&��[#�����

&��;���B��� 3 ��*�
 ��*�
�������: 5 ��&� �B#���Z	���"��������������: 3-4 "*� ���"���;���6�!�

���+�&��
�		�"
�4�
���"[���4�

6���
�*����#"� 2:1 ���%�	\#�	�"
�������
�'�Z��"��������� 

3.72 �������*��#����� ��J��"�� 14 "*� 

 

 1.2 ������"��
, 30 "'� �\�����Z	���"\*�,4@��"	������ 105 (Oryza sativa L. cv. 

KDML 105) �	
���;����
��������� 3 ��*�
 $���*�����;��#��B����	
����B#!���&���� 95% ��J�

�"�� 1 ��&� ���"�B#�������
�������@ 40% ��J��"�� 40 ��&� �4	&��
���
	�"
������*��&��[#�����

&��;���B��� 3 ��*�
 ��*�
�������: 5 ��&� �B#���Z	���"��������������: 3-4 "*� ���"���;���6�!�

���+�&��
�		�"
�4�
���"[���4�

6���
�*����#"� 2:1 ���%�	\#�	�"
�������
�'�Z��"��������� 

3.72 �������*��#�������J��"�� 30 "*�  

 

 1.3 ������"��
��'�
%��
�#������"
 �\�����Z	���"\*�,4@��"	������ 105 (Oryza 

sativa L. cv. KDML 105) �	
���;����
��������� 3 ��*�
 $���*�����;��#��B����	
����B#!���&�

��� 95% ��J��"�� 1 ��&� ���"�B#�������
�������@ 40% ��J��"�� 40 ��&� �4	&��
���
	�"
����

��*��&��[#�����&��;���B��� 3 ��*�
 ��*�
�������: 5 ��&� �B#���Z	���"��������������: 3-4 "*� ���"

���;���6�!����+�&��
�		�"
�4�
���"[���4�

6���
�*����#"� 2:1 ���%�	\#�	�"
�������
�'�Z�

�"��������� 3.72 �������*��#�������J��"�� 30 "*� $���*��
��
������";���6��
!����}�
	�� ���"

!�#�4�
���"[���4�

6���
�*����#"� 2:1 �	
!�#�	�������*�
$�}�
��
��*�
&��
�#������"
 (�����: 

90 "*�) 

 

 1.4 %	��$	�"
����� ���������"&������
4 14, 30 "*�'�����
��*�
&��
�#������"
 

(�����: 90 "*�) ��&	��+	�"
�������
 NaCl �"��������� 100 ����������@��� 0, 3, 6, 9, 24, 

48, 72 ��� 120 B*�"��
  $���*����Z+�*"�
#�
&���"���#�
Q �	
���"&������
414 ��� 30 "*�$���Z+�
�
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�#"���������� �#"����"!���
��*�
&��
�#������"
$���Z+�
��#"�!+,
 !+��
!+,
 ��+!+ 

�"
 ����
!���"
 ������ ��Z+;"�&���4:'�6�� -80°C $��"#�$������"������'@�#�;� 

 

2. �������
�
����	��� OsMST3 ��� OsNHX1 

  2.1 �����'		���V���0��9�@%	��
 ���������"��
4�����: 14 "*�����*	 genomic 

DNA 	�"
"�,� CTAB 	*	���
���
���*�����	*
��� �������#�����"��&�����+		�"
;�����$��'�" !�#

�������
 extraction buffer (1M Tris-HCl  pH8.0, 0.5 M NaCl, CTAB ��� β-mercaptoethanol)

������� 500 ;����������� 20% SDS ������� 40 ;��������!����#
�
Z� $���*�����;�+#�&��

�4:'�6�� 65 �
��������
���� 10 ��&� ���� chloroform: isoamylalcohol (24 : 1)  ���	�����:

�&#��*+�������
[��!'������*� ���;�'�4��'"��

�������&�� 1,000 ��+�#���&� ��� 15 ��&� 	6	

�#"�!� (supernatant) !�#�
!� eppendorf !'�# $���*������ 3M CH3COONa ������� �&#��*+ 1/10 

��
�������
�#"�!�&��;	�[��!'������*� ���"���� absolute ethanol ������� 2 �&#���
�������


�#"�!� [��!'������*�   �	
\���'��	��*+;����+�Q �\���!'������	���Z���\*���J�����
" ���;�

'�4��'"��

&�� 5,000 ��+�#���&� ��� 10 ��&� �&�������
&��
��Z+����� (pellet) ���"���
�����

	�"
 70% ethanol '�4��'"��

�������&�� 5,000 ��+�#���&� ��� 10 ��&� '�*
$���*��&�������

!'��'�
��
!���4xx���� (vacuum dry condition) ��� 5 ��&� '�����#�
�'�
	�"
�����  ���"���

���������
	�"
���� Milli Q &���#��B������" 20 ;�������� ��Z+	���Z���&��;	�&�� - 20 �
��������
�   

 

 2.2 �������$$?9�����. (Primers) !B����	*+��"�����;&	@��

�� OsMST3 ��� 

OsNHX1 &�����
6#!� GenBank ��J�����++!��������++ primer �	
����������
��"�����;&	@

;�����
+�&�
+�*+
��!���4#��	�
"�*��	
!B�������� Vector NTI ���!B�������� FASTPCR 

!��������++ primer �	
���'�	!'�primer &�����
����� fragment product ;�#���� 500 bp �����

�#� Tm (melting temperature) ;�#���� 65 �
��������
�  

  

2.3 �������
����	����	
"�:�9������. (PCR) �������
����	����	
!B��&���� PCR 

&���	
��������� DNA &����*	$������#�� ���"��
4 14 "*�����J���#�++ (template) �	
!B� MST3 

F (5�CAG GCA AGG ACT ACC CTG GCA 3�) ��� MST3 R (5� ACC GAC TGA TTG GCG 

AAG CCG ACG 3�) ��J��6# primer ���'�*+�\��������: DNA ��

�� OsMST3 ���!B� 

OsNHX1_F38-59 (5� AGC CAA CCG AGA GAG GTC TCG A 3�) ��� OsNHX1_R336-35 (5� 
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ACG CGT AGT CGG AGG TCG TGT A 3�) ��J��6# primer ���'�*+�\��������: DNA ��

�� 

OsNHX1 	*
��
�����
	�#�;���� 

 �������
� reaction mixture &��;	�	*
������ �����#"�&����J�+*]�]��@ (10x PCR buffer 

1+KCl-MgCl2) ������� 2 ;�������� MgCl2 �"��������� 25 ����������@ ������� 2 ;�������� 

��"�����;&	@[�� (dNTP mix) &�����"�����������
��"�����;&	@��#��B��	�&#��*+ 10 ����������@

������� 0.2 ;�������� primer ��#��B��	��������� 0.2 ;�������� ����#"����;��@ Taq 

DNA polymerase 5 
6���/;�������� (Fermentas, Germany) ������� 0.2 ;�������� ����������� 

MilliQ $���+��������4	&��
��� 20 ;�������� [���*��+�Q ���;� spin down ���"!�#!�������
 

DNA thermal cycle : GeneAmp PCR System2400 (Perkin Elmer, USA)  

 �\��������: DNA ��

�� OsMST3�	
�*�
�������	*
��� 

 �������&��  1 (Initial Denaturation) &�� 95 �
��������
�        5 ��&�      

�������&��  2 (Denaturation)  &�� 94 �
��������
�    30 "���&�   

 (Annealing)  &�� 58 �
��������
�    30 "���&�      35 ��+ 

 (Extension)  &�� 72 �
��������
�        1 ��&�    

 �������&��  3 (Final Extension)  &�� 72 �
��������
�      7 "���&�   

 &��  4 �
��������
�               ∞ 

 

 ���'�*+����\��������: DNA ��

�� OsNHX1�*�
�������	*
��� 

 �������&��  1 (Initial Denaturation) &�� 95 �
��������
�        5 ��&�      

�������&��  2 (Denaturation)  &�� 94 �
��������
�    30 "���&�   

 (Annealing)  &�� 58 �
��������
�    30 "���&�      35 ��+ 

 (Extension)  &�� 72 �
��������
�        1 ��&�    

 �������&��  3 (Final Extension) &�� 72 �
��������
�      7 "���&�   

 &��  4 �
��������
�               ∞ 

 

 2.4 �����'	�-$	���V���%�����
���0���0��	
!@� HiYield TM Gel / PCR Extraction 

Kit ���B���	���Z���&���*
�����'@;	�$�����+"���� PCR ��&��+���4&,��	�"
  HiYield TM  Gel / PCR 

Extraction Kit (Real-Biotech, Taiwan) �����$������*	�$���
����'�#
��
	���Z���&�����
���!�#

'��	 eppendorf ���"���� 500 ;����������
 DF buffer �
!�'��	�*"�
#�
[��!'������*�	�"
 

vortex $���*�����;�+#�&���4:'�6�� 55 �
��������
� ��� 10 ��&�'���$��$�����
'�	!�



27

��'"#�
���+#�&����� vortex &4�Q 2-3 ��&� ��� DF column !�#!� collection tube ���	 2 

��������� ���"����������
$���*���#��'�������&!�#!� DF column ���;�'�4��'"��

	�"
�"����Z" 

8,000 ��+�#���&� ��� 30 "���&� �&�������
&��[#���
��$�� column &��
  $���*������ wash 

buffer ������� 500 ;���������
!� DE column ���;�'�4��'"��

	�"
�"����Z" 8,000 ��+�#�

��&� ��� 30 "���&� �&�������
&��[#���
��$�� column &��
   ���"���;�'�4��'"��

	�"
�"����Z" 

14,000 ��+�#���&� ��� 2 ��&�  
��
 DF column !�#!�'��	 eppendorf !'�#���"���� elution 

buffer '��� ���� Milli Q &���#��B������" ������� 15 - 30 ;��������(�����
6#�*+�"��������
�}+       

	���Z���+��$�) !�#��
���
��
 DF membrane �*�
&��
;"������: 2 ��&� ���"���;�'�4��'"��



	�"
�"����Z" 10,000 ��+�#���&� ��J��"�� 2 ��&� ��Z+�����
	���Z���&�� elute ;	�;"�&���4:'�6�� -20 

�
��������
� 

 

 2.5 ���*����	'$��"�����?%	.��

����	���%������?	� '�*
$����*	�}+	���Z���&��

���
���$���$����" �#
 PCR fragment &����*	;	�	*
��#�"\�����*+ forward ��� reverse primer ;�

'����	*+��"�����;&	@&�� BIOSERVICE UNIT (BSU service) 

 

3. �������
�
����	��� OsSUT1 

 3.1 �����'	9�����	��
�$�%����
	�"
"�:� Rapid Alkaline Lysis �*	������������	��
"

��
�B����+�&����
 E. coli ��
\*�,4@ DH5α ���
��\�����	 pBluescript &����
�� OsSUT1 !��6���
 

mRNA �&���
6# &���$��x�
6#+� LB agar plates &����
����B�"�� ampicillin ;� ����

�#�!���'�� LB 

broth &����
����B�"�� ampicillin ������� 3 ���������+#��B����������&���4:'�6�� 37 �
��������
� 

+�������
��
#�$��B����$��x}�
��
� log phase ( �����: 16 B*�"��
)   $���*������B����+�&����
&��;	�

;�'�4��'"��

	�"
�"����Z" 15,000 ��+�#���&� ��J��"�� 1 ��&����"�&��'��&��
  $���*������


���������@&��;	�	�"
 ice cold solution I (Tris-HCl �"��������� 10 ����������@ pH 8.0, EDTA 

�"��������� 1 ����������@) ������� 150 ;�������� [���������
	�"
��� vortex  ���"���� 

solution II (NaOH �"��������� 0.4 ���@�*�, 2% SDS) &������
�!'�#&4���*�
������� 200 

;�������� [��!'������*��	
\���'��	��*+;���'��
Q ��*�
���"���� ice-cold solution III 

(potassium acetate �"��������� 3 �����@, glacial acetic acid �"��������� 5 �����@) ������� 150 

;�������� [��!'������*��	
\���'��	&	��
��*+;��� 10 "���&�  $���*������������
&��;	�

�B#!�������Z
��J��"�� 5 ��&� $���*�����;�'�4��'"��

	�"
�"����Z" 15,000 ��+�#���&� ��J��"�� 5 

��&� &���4:'�6�� 4 �
��������
�  	6	�������
�#"�!��
!� eppendorf !'�#  ���"�����������
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phenol/chloroform (1/1) ��������&#��*+�������
�#"�!� [��!'������*�	�"
��� vortex  ���;�

'�4��'"��

	�"
�"����Z" 15,000 ��+�#���&� ��� 10 ��&� $���*������������
�#"�+����
��\

�����		���Z����
6#���������	�"
 absolute ethanol ���������J� 2.5 �&#���
�������
  &��

�4:'�6��'��
  ���"���;�'�4��'"��

	�"
�"����Z" 15,000 ��+�#���&� ��� 10 ��&� �&�������


�#"�+�&��
  ���
�����	�"
 70% ethanol ������� 500 ;�������� ���"���;�'�4��'"��

	�"


�"����Z" 15,000 ��+�#���&� ��� 10 ��&� �&�������
&��
 &��!'�������'�
 '�*
$���*������


�����	�"
 ���� Milli Q &���#��B������" ������� 50 ;�������� 

 

 3.2 �������
�
����	����	
"�:� PCR �������
�
����	��� OsSUT1 �	
!B��&���� 

PCR &���	
���������\�����	 pBluescript &����
�� OsSUT1 �6� mRNA �&���
6#��J� template 

�	
!B� TSUT1 F (5� GGG ATT CTG GCT TCT TGA T 3�) ��� TSUT1 R (5� CGA ATT CAG 

TAG CAG GCC AA 3�) ��J��6# primer ���'�*+�\��������: DNA 	*
��
�����
	�#�;���� 

  �������
� reaction mixture &��;	�	*
������ �����#"�&����J�+*]�]��@ (10x PCR 

buffer 1+KCl-MgCl2) ������� 2 ;�������� MgCl2 �"��������� 25 ����������@ ������� 2 

;�������� ��"�����;&	@[�� (dNTP mix) &�����"�����������
��"�����;&	@��#��B��	�&#��*+ 10 

����������@������� 0.2 ;�������� primer ��#��B��	��������� 0.2 ;�������� ����#"�

���;��@ Taq DNA polymerase 5 
6���/;�������� (Fermentas, Germany) ������� 0.2 ;�������� 

����������� MilliQ $���+��������4	&��
��� 20 ;�������� [���*��+�Q ���;� spin down ���"

!�#!�������
 DNA thermal cycle : GeneAmp PCR System2400 (Perkin Elmer, USA)  

  �\��������: DNA ��

�� OsSUT1 �	
�*�
�������	*
��� 

  �������&��  1 (Initial Denaturation)  &�� 95 �
��������
�      5 ��&�      

�������&��  2 (Denaturation)   &�� 94 �
��������
�  30 "���&�   

  (Annealing)   &�� 53 �
��������
�  30 "���&�       35 ��+ 

  (Extension)   &�� 72 �
��������
�      1 ��&�    

  �������&��  3 (Final Extension)  &�� 72 �
��������
�    7 "���&�   

  &��  4 �
��������
�             ∞ 
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  4. �����'	���.��V����"� (Total RNA)  

  ����*"�
#�
���"&����
� 14, 30 "*� �����
��*�
&��
�#������"
����*	 RNA 	�"


�������
 TRI reagent ����*�����	*
��� 

 4.1 Homogenization !�#�������
 TRI reagent 0.5 ����������
!�'��	&��!�#�*"�
#�


&��+	;"����"	�"
;�����$��'�" 

 4.2 Phase Separation ��Z+ homogenate ;"�&���4:'�6��'��
 5 ��&� !�#�������
 

chloroform 0.2 ��������� �#��������
 TRI reagent 1 ��������� (!�# 100 ;�������� �����
$��!�# 

TRI reagent 0.5 ���������) �{	~���
#��
#�
��
 15 "���&� ���"��Z+;"�&���4:'�6��'��
 15 ��&� ���;�

�|���'"��

 12,000 ��+�#���&� ��� 15 ��&� &�� 4 �
��������
� $�;	��#"�+�&����J��������
 

aqueous phase ���
��J��#"�&���� RNA 

 4.3 RNA Precipitation }#�
����#"�+�&����J� aqueous phase !�#!�'��	!'�# !�#

�������
 isopropanol 0.5 ��������� �#��������
 TRI reagent 1 ��������� (!�# 0.250 ��������� 

�����
$��!�# TRI reagent 0.5 ���������) [��!'������*� ��Z+;"�&���4:'�6��'��
 10 ��&� �|���'"��

 

12,000 ��+�#���&� ��� 8 ��&� &�� 4 �
��������
�  

 4.4 RNA Wash &��
�������
�#"�+� ��Z+����� RNA ���
�����	�"
 75% ethanol 

������� 500 ;�������� (��Z+;"�&�� -20 �
��������
�$��"#�$����;�"*	�����: RNA) �|���'"��

 

7,500 ��+�#���&� ��� 5 ��&� &�� 4 �
��������
� �&����������
��&������� ���"&��!'�

������'�
	�"
 vacuum pump $���*������
�����	�"
���� Milli Q ������� 10 ;�������� 

 

5. ����
��
	���V����B#�� (Complementary DNA, cDNA) 0�� Total RNA 

 5.1 �����#"�[��	*
�#�;����!�'��	 sterile eppendorf 

 - Total RNA                           1 ;������*� 

 - Oligo (dT)18        1 ;������*� (1 ;��������) 

 - !�# MilliQ water        !'���+        11 ;�������� 

 5.2 ���;�+#�&�� 70 �
��������
� ��J���
��"�� 5 ��&� ���"�B#!�������Z
 

 5.3 ���;������������
	*
�#�;����������	*+ 

 - 5x Reaction buffer for M-MuLV RT   4 ;�������� 

 - �������
 dNTP mix                              2 ;�������� 

 - Ribonuclease Inhibitor               20 
6��� (0.5 ;��������) 

 - MilliQ water               !'���+         19 ;�������� 
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 5.4 +#�&�� 37 �
��������
� ��� 5 ��&� 

 5.5 ���� reverse transcriptase M-MuLV RT  200 
6��� (1 ;��������) 

 5.6 +#�&���4:'�6�� 42 �
��������
� ��� 60 ��&� 

  5.7 '
4	�������
�	�"
���+#�&���4:'�6�� 70 �
��������
� ��� 10 ��&� ���"$4#��


������Z
 

 

6. �����"0��$��	'$�����	
�����

���	
!@��%���� Southern Blotting ��� Hybridization 

  6.1 �9��������;	���V����'"�
#�
	�"
"�:� PCR 

   6.1.1 �9��������;	���V�����

�� 18s ribosomal RNA �������
� reaction 

mixture &��;	�	*
������ �����#"�&����J�+*]�]��@ (10x PCR buffer + KCl � MgCl2) ������� 2 

;�������� MgCl2 �"��������� 25 ����������@ ������� 2 ;�������� ��"�����;&	@[�� (dNTP 

mix) &�����"�����������
��"�����;&	@��#��B��	�&#��*+ 10 ����������@ ������� 0.2 ;��������  

18s forward primer   (5� AAC TAG CTA TGC GGA GCC AT 3�) �"��������� 20 ;���������@ 

������� 0.2 ;�������� ���  18s reverse primer    (5� AGG TTC AAT GGA CTT CTC GC 3�) 

�"��������� 20 ;���������@ ��������� 0.2 ;�������� ����#"����;��@ Taq DNA 

polymerase 5 
6���/;�������� (Fermentas, Germany) ������� 0.2 ;�������� ����������� MilliQ 

$���+��������4	&��
��� 20 ;�������� [���*��+�Q ���;� spin down ���"!�#!�������
 DNA 

thermal cycle : GeneAmp PCR System2400 (Perkin Elmer, USA)  

 ���'�*+����\��������: DNA ��

�� 18s ribosomal RNA �*�
�������	*
��� 

 �������&��  1 (Initial Denaturation)  &�� 95 �
��������
�      5 ��&�     

�������&��  2 (Denaturation)  &�� 94 �
��������
�  30 "���&�   

  (Annealing)   &�� 50 �
��������
�  30 "���&�        28 ��+ 

  (Extension)   &�� 72 �
��������
�      1 ��&�    

 �������&��  3 (Final Extension)  &�� 72 �
��������
�    7 "���&�   

     &��  4 �
��������
�                ∞ 

 

 6.1.2 �9��������;	���V�����

�� OsSUT1 �������
� reaction mixture &��;	�

	*
������ �����#"�&����J�+*]�]��@ (10x PCR buffer + KCl - MgCl2) ������� 2 ;�������� MgCl2 

�"��������� 25 ����������@ ������� 2 ;�������� ��"�����;&	@[�� (dNTP mix) &�����"��

���������
��"�����;&	@��#��B��	�&#��*+ 10 ����������@ ������� 0.2 ;��������  TSUT1 F 
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primer (5� GGG ATT CTG GCT TCT TGA T 3�) �"��������� 20 ;���������@ ������� 0.2 

;�������� ��� TSUT1 R primer (5� CGA ATT CAG TAG CAG GCC AA 3�)  �"��������� 20 

;���������@ ��������� 0.2 ;�������� ����#"����;��@ Taq DNA polymerase 5 
6���/

;�������� (Fermentas, Germany) ������� 0.2 ;�������� ����������� MilliQ $���+�������

�4	&��
��� 20 ;�������� [���*��+�Q ���;� spin down ���"!�#!�������
 DNA thermal cycle : 

GeneAmp PCR System2400 (Perkin Elmer, USA)  

 ���'�*+����\��������: DNA ��

�� OsSUT1 �*�
�������	*
��� 

 �������&��  1 (Initial Denaturation)  &�� 95 �
��������
�      5 ��&�      

�������&��  2 (Denaturation)  &�� 94 �
��������
�  30 "���&�   

  (Annealing)   &�� 53 �
��������
�  30 "���&�        30 ��+ 

  (Extension)   &�� 72 �
��������
�      1 ��&�    

 �������&��  3 (Final Extension)  &�� 72 �
��������
�    7 "���&�   

  &��  4 �
��������
�             ∞ 

 

 6.1.3 �9��������;	���V�����

�� OsMST3 �������
� reaction mixture &��;	�

	*
������ �����#"�&����J�+*]�]��@ (10x PCR buffer + KCl � MgCl2) ������� 2 ;�������� MgCl2 

�"��������� 25 ����������@ ������� 2 ;�������� ��"�����;&	@[�� (dNTP mix) &�����"��

���������
��"�����;&	@��#��B��	�&#��*+ 10 ����������@ ������� 0.2 ;��������  MST3 F 

primer (5�CAG GCA AGG ACT ACC CTG GCA 3�) �"��������� 20 ;���������@ ������� 0.2 

;����������� MST3 R primer (5� ACC GAC TGA TTG GCG AAG CCG ACG 3�) �"��

������� 20 ;���������@ ��������� 0.2 ;�������� ����#"����;��@ Taq DNA polymerase 5 
6

���/;�������� (Fermentas, Germany) ������� 0.2 ;�������� ����������� MilliQ $���+

��������4	&��
��� 20 ;�������� [���*��+�Q ���;� spin down ���"!�#!�������
 DNA thermal 

cycle : GeneAmp PCR System2400 (Perkin Elmer, USA)  

 �\��������: DNA ��

�� OsMST3�	
�*�
�������	*
��� 

 �������&��  1 (Initial Denaturation) &�� 95 �
��������
�      5 ��&�      

�������&��  2 (Denaturation)  &�� 94 �
��������
�  30 "���&�   

  (Annealing)   &�� 58 �
��������
�  30 "���&�        30 ��+ 

  (Extension)   &�� 72 �
��������
�      1 ��&�    

 �������&��  3 (Final Extension)  &�� 72 �
��������
�    7 "���&�   
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  &��  4 �
��������
�             ∞ 

 

 6.1.4 �9��������;	���V�����

�� OsNHX1 �������
� reaction mixture &��;	�

	*
������ �����#"�&����J�+*]�]��@ (10x PCR buffer + KCl - MgCl2) ������� 2 ;�������� MgCl2 

�"��������� 25 ����������@ ������� 2 ;�������� ��"�����;&	@[�� (dNTP mix) &�����"��

���������
��"�����;&	@��#��B��	�&#��*+ 10 ����������@ ������� 0.2 ;��������  OsNHX1_F38-

59 primer (5� AGC CAA CCG AGA GAG GTC TCG A 3�) �"��������� 20 ;���������@ 

������� 0.2 ;�������� ��� OsNHX1_R336-35 primer (5� ACG CGT AGT CGG AGG TCG 

TGT A 3�) �"��������� 20 ;���������@ ��������� 0.2 ;�������� ����#"����;��@ Taq DNA 

polymerase 5 
6���/;�������� (Fermentas, Germany) ������� 0.2 ;�������� ����������� MilliQ 

$���+��������4	&��
��� 20 ;�������� [���*��+�Q ���;� spin down ���"!�#!�������
 DNA 

thermal cycle : GeneAmp PCR System2400 (Perkin Elmer, USA)  

 ���'�*+����\��������: DNA ��

�� OsNHX1�*�
�������	*
��� 

 �������&��  1 (Initial Denaturation) &�� 95 �
��������
�      5 ��&�      

�������&��  2 (Denaturation)  &�� 94 �
��������
�  30 "���&�   

  (Annealing)   &�� 58 �
��������
�  30 "���&�        30 ��+ 

  (Extension)   &�� 72 �
��������
�      1 ��&�    

 �������&��  3 (Final Extension)  &�� 72 �
��������
�    7 "���&�   

  &��  4 �
��������
�             ∞ 

 

 6.2 ��"0��$�-$	���V����	
"�:���������`�����  PCR product &��;	�$������\���$���"� 

DNA �*"�
#�
 �
!�'�4� agarose gel (���[�"� �.) &������
�;"����" ���;� Run!� 1x TAE buffer 

(���[�"� �.) +�������
 gel electrophoresis �	
�*�
�#��"���#�
�*�	�� 100 �"�&@ ��
��"�� 35 ��&� 

���"���;���"$	6���	��
�}+��
	���Z��� �&�
+�*+ DNA marker 	�"
������
 gel documentation 

 

        6.3 ���-#�
	���V���%�����
�����"0��$?�$��Q#�?���� ����[#��$�&��;	����
	�"
����

Milli Q &��[#������#��B������" 2 ��*�
  ���"����[#��$��B#!��������
 depurination solution (HCl 

�"��������� 0.125 �����@) ��
#��+�Q ��� 10 ��&� ���
�$�	�"
���� Milli Q &��[#����� �#��B������" 1 

��*�
   &��!'�	���Z��������
����\�	
�B#!� denaturing buffer (NaCl �"��������� 1.5 �����@ +  

NaOH �"��������� 0.5 �����@) ��
#��+�Q ��� 30 ��&�  ���
�$�	�"
���� Milli Q &��[#������#��B���
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���" 1 ��*�
  �B#�$��
!� neutralization buffer (NaCl �"��������� 1.5 �����@ + Tris-HCl �"��

������� 1 �����@, pH 7.4) ��
#��+�Q ��� 30 ��&� �\�����*+���\�$�!'���J����
 !���'"#�
��!'�

����
��4���:@�\���&����� blotting 	*
��	
!� ��\&�� 5 ����
�����
		*
��� ������
��
	�����


���	�����
 3MM &��!B���J���\��!�����#
[#��	���Z���$4#��
!� 6x SSC (Tri-Sodium citrate + 

NaCl , pH 7-8)  �*	�[#� Hybond nylon membrane  (Amersham , USA) !'������	�&#��*+�[#��$�&��

���
��� blot  $���*��"�
�[#��$��
+����	�����
&��B4#�	�"
 6x SSC ��"*
�
#�!'���]�
�����   

"�
�[#� Hybond nylon membrane �
+��$���"*
�
#�!'���]�
�����  "�
���	�����
 3 MM 

���
�����	�&#��*+�[#��$������: 5- 6 �[#��
+��[#� Hybond nylon membrane "�
���	��&�B

B6�
+����	�����
 ���""�
�4���:@&��������'�*�"�
&*+�
+����	�����
'�*�������
�&�BB6

+#�
Q &��
;"� 1 ���    &��������
'��
&���[#�  Hybond nylon membrane ���"�
����$���[#��$� ���

�[#�;����;����
 5 ��&�!����� Milli Q &���#��B��� ��#�
!'��'�
	�"
�����  '�*
$���*�����
	���Z���

!'��
6#+�����+��!��6� oven &���4:'�6��   80 �
��������
� ��� 2  B*�"��
 $���*�����;� hybridize 

�*+ gene probe &������
�;"� '�����Z+;"�&��   4  �
��������
� $��"#�$�!B� hybridize 

 

 
 

��9%�� 5 ���
��
�}+	���Z���;�
*
����+�� (DNA transfer to membrane) 

&����: http://openlearn.open.ac.uk/mod/resource/view.php?id=172575 
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  6.4 �����	Z���
����	��� (Gene probe) 	�"
 Dig (Digoxigenin) ��	%���
����	���

	�"
 DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) ���*�����	*
���  

���
����	���&�� elute ;	�$���$��"��������� 1 ;������*�!�#!� eppendorf  $���*���������� Milli Q 

&��[#������#��B���!'�����������"� 16 ;��������  $���*��&����������
����\	���Z��� (denature 

DNA) �	
���;�+#�&�� 95 �
��������
� ��� 10 ��&�  ���"&��!'��
Z��
&*�&�!�������Z
  $���*��$�


���� DIG High Prime (50 µl DIG High Prime, 5x Conc. labeling mixture containing optical 

concentrations of random primers, nucleotides, DIG-dNTP (alkali-label), Klenow enzyme and 

buffer components) ������� 4 ;�������� [��!'������*� ���;�+#�&���4:'�6�� 37 �
��������
� 

��� 3 B*�"��
 '���+#�������� ���&�����'
4	�������
��	
���� EDTA �"��������� 0.2 �����@ pH 

8.0  �������  2 ;�������� ���
�4	&��
���"$�����������"� 22 ;�������� 

 

  6.5 ��� Hybridization ���&�� pre hybridization �	
����[#�;����&��;	��*+���
��


�}+ DNA   $���*"�
#�
&��&�����&	��
!�#�
!� }4
\������ ���"���� preheat DIG Easy Hyb 

Granules 10 ����������{	[���}4
 ���"���;�+#�!� hybridization oven &���4:'�6�� 42 �
��������
� 

��� 30 ��&�  

 ���&�� hybridization �	
���� denatured DIG - labeled DNA probe (��� DIG-

labeled DNA probe ; 
����	���[�&����	%���	�"
 Dig �"��������������: 25 ������*��#�

���������;������� 5 ��&� ���"�B#!�������Z
&*�&�) &������
�;"����"�����: 3.5 ��������� �#� 100 

����
������
�[#�;���� �
!��[#�;����&��[#����� pre hybridization [��!'������*����"

���;�+#��������!� hybridization oven &���4:'�6�� 42  �
��������
� 

 

  6.6 �����"0��$�'((�;$��Q#�?���� &�� hybridization ���"�&�������
&��
���"

����[#�;�������
!� 2x SSC, 0.1% SDS 2 ��*�
Q �� 5 ��&� ���;���
#�+�������
��
#�&��

�4:'�6��'��
 �&�������
&��
 ���"���
�������	�"
 0.5x SSC , 0.1% SDS 2 ��*�
Q �� 15 ��&� +#�!� 

hybridization oven &���4:'�6�� 68 �
��������
�  �&�������
&��
  ����[#�;����&��[#��������


���� washing buffer (maleic acid �"��������� 0.1 �����@, NaCl �"��������� 0.15 �����@ pH 7.5 , 

0.3% (v/v) Tween 20) !'�&#"��[#�;������
#��+�Q +�������
��
#�&���4:'�6��'��
 ��� 5 ��&� �&

�������
&��
  ���"���� blocking solution (�$��$�
 10x blocking solution !��*����#"� 1:10 	�"
 

maleic acid  buffer)  ������� 100 ��������� ���;���
#��+�Q +�������
��
#� 30 ��&� �&�������


&��
 ���"�����������
 antibody solution ('�4��'"��

 anti-digoxigenin-AP 5 ��&� &�� 10,000 ��+
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�#���&� 	6	����������
&��[�" $���*���$��$�
 anti-digoxigenin-AP 1:5000 (150 �����
6���/

���������) 	�"
 blocking solution) ������� 20 ��������� ���;���
#��+�Q +�������
��
#���� 30 

��&� �&�������
&��
 $���*��&��������
�[#�;����!� washing buffer 2 ��*�
Q �� 15 ��&� �&

�������
&��
  �����������
 detection buffer (Tris - HCl �"��������� 0.1 �����@, NaCl �"��

������� 0.1 �����@, pH 9.5 (20 �
��������
�))������� 20 ��������� ���;���
#�+�������
��
#� 2-5 

��&� �&�������
&��
 $���*������[#�;����!�#!�}4
\������ ���"���� color substrate solution 

(���� NBT/BCIP stock solution ������� 200 ;�������� �
;�!� detection buffer ������� 10 

���������) ������� 10 ��������� &������{	[���}4
 ���"���;�+#�!�&����	�	
;�#�������
#�$����&*�


�'Z��}+	���Z��� $���*��&�����'
4	�������
��	
������� 50 ��������� ��
 ���� Milli Q '��� TE 

buffer (10 mM    Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8.0) &�����+*�&����\ 

 

7. ���*������;������� 

  7.1 ��'	�������0���'"�
#�
 ����*"�
#�
�����: 0.2 ��*� !�#!�'��	&	��
 ��*	

����������$��������
����	
�������  80% ethanol ������� 3 ��������� ���"���;����!������	��	��J�

�"�� 1 ��&� $���*�����;��B#!��#�
�����"+�4��4:'�6�� 65 �
��������
� ��J��"�� 1 B*�"��
 �\���

��*	����������$���*"�
#�
 ��Z+�������
&��;	� ���"���� 80% ethanol ������� 3 ��������� ���"

���;��B#!��#�
�����4#��B#��	�� &������ 3 ��*�
 ����������
&��;	�;�"������'@'������:��������6���� 

�����6���&���
6#!��*"�
#�
 

 

 7.2 "'	������� Sucrose �	
"�:� Resorcinol-HCl (�,��9� ��� "'4�� 2549) 

 7.2.1 ����������
�������&����*	;	�'����������
�6�������9���� 1.00 

��������� !�# �
!�'��	&	��
 

 7.2.2 �����������
 1% resorcinol (!� 95% ethanol) ������� 0.50 ��������� 

 7.2.3 ������	;��	������� 30% ������� 1.5 ��������� 

 7.2.4 ���;��B#!������4#�&���4:'�6�� 80 �
��������
� ��J��"�� 10 ��&� &��
!'��
Z� 

 7.2.5 ���;�"*	�#����	6	������
&���"��
�"����� 520 �������� 

 7.2.6 ����#����	6	������
;��&�
+�*+���]����9�� �\���'��"�����������


��������6����!��������
�*"�
#�
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 7.3 "'	������� Glucose 	�"
������
 YSI 

 7.3.1 ����������
�������&����*	;	��� 500 ;�������� !�#�
!�'��	 eppendorf  

 7.3.2 B*�
����'�*��"���
'��	����������
������� \����$	+*�&�� 

 7.3.3 ���'��	&��+��$4�������
�������;�!'��"������	�"
��#�
!'��"������ 

(heat box) &���4:'�6�� 75 �
��������
� �\������'
��������@��� ��J��"�� 40 ��&� 

 7.3.4 $���*�����;�B*�
����'�*� �������":�������&���'���!�'��	 

 7.3.5 ��*+���������
�������
!�'��	!'��&#��	��	�"
������*�����	�B��� 

 7.3.6 ���;�"*	�����:�������	�"
������
 YSI 



$%%�� 4 

Q����%	��
���"�0��;.Q����%	��
 

 

1. �������$$ Primer 

 1.1 �������$$ Primer ��

�� OsMST3 

  �\�������++ primer &�����"��$���\���*+
�� OsMST3 $�
���
'����	*+ amino acid 

������	*+��"�����;&	@!��6� mRNA ��

���������
��
������������4��	��
"!����"��� OsMST1 

(accession no. BAB19862.1/ AB052883), OsMST2 (accession no. BAB19863.1/ AB052884.1) 

��� OsMST3 (accession no. BAB19864.1/ AB052885.1) [#�� website www.ncbi.nlm.nih.gov 

���"���
��&*�
 3 �*" ������
+�&�
+	6���$*	���

���	*+ amino acids ��� nucleotides  (amino acids/ 

nucleotides sequence alignment) �\���'�+���":����#�
��

�� ;	�[�	*
��	
!���\&�� 6 $���*��

�����+���":��
 amino acid !����	*+&�� 3-17 ��� 145-154 ���
��B��	��
 amino acid &���"��

����#�
�*�!�
��&*�
 3 �*"������++ primer �\���!'�$���\���*+
�� OsMST3 �&#��*�� ���
����++

!'��� PCR product ���	;�#���� 500 bp ������#� Tm (melting temperature) �����:;�#���� 65°C 

�	
!B�������� FastPCR ����++ primer !�B#"
��
��
��"�����;&	@���	*+&�� 1-500 ��

�� 

OsMST3 (accession no. AB052885.1)  ���"&�����\�$��:��#�  Tm ����#�  G-C content ���"$�


�*	���!$����� 

>1F32_52 Tm=62.40C Tm(10)=39.40C CG%=61.9 MW=6425.2  21 bp: PCR efficiency (quality)=116 

>1R438_461 Tm=65.80C Tm(10)=41.30C CG%=62.5 MW=7387.8  24 bp: PCR efficiency (quality)=127 

���
�����	*+��"�����;&	@	*
��� ���   

 forward primer (MST3 F) 5�CAGGCAAGGACTACCCTGGCA 3�  

            ��� reverse primer (MST3 R) 5�ACCGACTGATTGGCGAAGCCGACG 3�  

�	
 primer �6#	*
��#�"$�!'� PCR product ���	�����: 430 bp 	*
��	
!���\&�� 7 

37 



38

               1                                                         60 
   OsMST1    (1) MAGGVIVANDGDGSAVDHGGRLTFSVVITCLVAASGGLIFGYDVGISGGVSTMEPFLRRF
   OsMST2    (1) MAAATA-ADVAEDTASVYSGKLTLYVFLTCGVAATGGLIIGYDIGISGGVTSMDTFLGKF
   OsMST3    (1) MAGGAV---VSTGAGKDYPGKLTLFVFFTCVVAATGGLIFGYDIGISGGVTSMDPFLRKF
Consensus    (1) MAGG I A VADGSA DY GKLTLFVFITCLVAATGGLIFGYDIGISGGVTSMDPFLRKF 
                 61                                                       120 
   OsMST1   (61) FPGVVRRMAEARPGNEYCVYDSQALTAFTSSLYVAGLVASLVASRVTRAMGRQAVMVMGG
   OsMST2   (60) FPSVLHQEQTAQGTSQYCKFNSQPLTAFTSSLYLAALVASFFVASFTRALGRKWSMFGGG
   OsMST3   (58) FPEVYRKKQMADKNNQYCKYDNQLLQTFTSSLYLAALVSSFFAATVTRVLGRKWSMFAGG
Consensus   (61) FP VLRK Q A   NQYCKYDSQ LTAFTSSLYLAALVASFFAASVTRALGRKWSMFAGG 
                 121                                                      180 
   OsMST1  (121) ALFFAGGAVTGFAVNIAMLIVGRMLLGFGVGFTNQAAPLFLAEMAPTRWRGSLTAGFQFF
   OsMST2  (120) VSFLAGATLNGAARNVAMLIVGRILLGIGVAFCGLSTPIYLSEMAPPRLRGMLNIGLQLM
   OsMST3  (118) LTFLIGAALNGAAENVAMLIVGRILLGVGVGFANQSVPVYLSEMAPARLRGMLNIGFQLM
Consensus  (121) LSFLAGAALNGAA NVAMLIVGRILLGIGVGF NQS PIYLSEMAP RLRGMLNIGFQLM 
                 181                                                      240 
   OsMST1  (181) LAVGVVIATVTNYFASRVP--WGWRLSLGLAGAPAVVIFLGALFLTDTPSSLVMRGDTAR 
   OsMST2  (180) ITVGIFSANLVNYGAAKIRGGWGWRVSLGLAAAPACVIAVGSLFLPDSPSSLINRGRHEQ 
   OsMST3  (178) ITIGILAAELINYGTAKIKAGWGWRVSLALAAVPAAIITLGSLFLPDTPNSLIDRGHPEA 
Consensus  (181) ITVGILAA LINYGAAKIKAGWGWRVSLGLAAAPA VI LGSLFLPDTPSSLI RG  E  
                 241                                                      300 
   OsMST1  (239) ARAALAPGARGWRRTWRRSWKGIVRAVEVARQGEDGAFRR---MAARREYRPNLVFAVAM 
   OsMST2  (240) ARRVLRR-IRGTDEVDDEYGDLVAAASEIEVYSGCSARRRPWRDVLQRRYRPQLAMAVLI
   OsMST3  (238) AERMLRR-IRGSDVDVSEEYADLVAASEESK-----LVQHPWRNILRRKYRAQLTMAICI
Consensus  (241) ARRMLRR IRGSD    E W  IVAASEIAK     A RRPWR ILRRKYRPQL MAV I 
                 301                                                      360 
   OsMST1  (296) PMFFQLTGVIVISFFSPLVFRTVGFGSNAALMGNVILGAVNLVCLMLSTLVIDRYGRKVL
   OsMST2  (299) PFFQQLTGINVIMFYAPVLFKTIGLGGDASLMSAVITGLVNIVATFVSIATVDSLGRRKL
   OsMST3  (292) PFFQQLTGINVIMFYAPVLFDTLGFKSDASLMSAVITGLVNVFATLVSIFTVDRLGRRKL
Consensus  (301) PFFQQLTGINVIMFYAPVLFKTIGFGSDASLMSAVITGLVNIVATLVSI TVDRLGRRKL 
                 361                                                      420 
   OsMST1  (356) FMVGGAIMIIAQVGVAWIMGAQVGKNGSEAMARPYAVAVVAFTCLHTAGFGWSWGPLGWV 
   OsMST2  (359) LFQGGCQMLVSQVIIGTLIGVVFGTSGDGNISRALAVCIVVFICVYVAGFAWSWGPLGVL
   OsMST3  (352) FLQGGAQMVVCQVVVGTLIAVKFGTSGIGDIPKGYAAVVVLFICMYVAGFAWSWGPLGWL
Consensus  (361) FLQGGAQMIVAQVIVGTLIGV FGTSG G IARAYAV VVLFICLYVAGFAWSWGPLGWL 
                 421                                                      480 
   OsMST1  (416) IPGEIFPVDIRSAGQAMNVSIGLGLTFVQTQSFLAMLCRFRYGTFAYYAAWVAVMTVFIA
   OsMST2  (419) LPSEIFPLEVRPAGQSISVAVNMLCTFAVAEAFLPMLCHMRFGLFYFFSGWVLVMTLFVS 
   OsMST3  (412) VPSEIFPLEIRPAGQSINVSVNMLFTFVIAQAFLTMLCHMKFGLFYFFAGWVVIMTVFIA
Consensus  (421) IPSEIFPLEIRPAGQSINVSVNML TFVIAQAFL MLCHMRFGLFYFFAGWVLVMTVFIA 
                 481                                         527 
   OsMST1  (476) VFLPETKGVPLESMATVWARHWYWKRFAREQPKTSADEPTGTY---- 
   OsMST2  (479) AFLPETKGVPIEKMTVVWRTHWFWGRFYCNQDADAHVQVANSKV--- 
   OsMST3  (472) LFLPETKNVPIEEMVLVWKSHWFWRRFIGDHDVHVGANHVSNNKLQP 
Consensus  (481) LFLPETKGVPIE M LVWKSHWFWKRF  DQD  AA N   S      
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1                                               50 

OsNHX1mRNA     (1) GAGAAGAGAGTTTTGTAGCGAGCTCGCGCGAATGCGAAGCCAACCGAGAG
OsNHX1gene     (1) GAGAAGAGAGTTTTGTAGCGAGCTCGCGCGAATGCGAAGCCAACCGAGAG
 Consensus     (1) GAGAAGAGAGTTTTGTAGCGAGCTCGCGCGAATGCGAAGCCAACCGAGAG 
                   51                                             100 
OsNHX1mRNA    (51) AGGTCTCGATACCAAATCCCGATTTCTCAACCTGAATCCCCCCCCCACGT
OsNHX1gene    (51) AGGTCTCGATACCAAATCCCGATTTCTCAACCTGAATCCCCCCCCCACGT
 Consensus    (51) AGGTCTCGATACCAAATCCCGATTTCTCAACCTGAATCCCCCCCCCACGT 
                   101                                            150 
OsNHX1mRNA   (101) TCCTCGTTTCAATCTGTTCGTCTGCGAATCGAATTCTTTGTTTTTTTTTC
OsNHX1gene   (101) TCCTCGTTTCAATCTGTTCGTCTGCGAATCGAATTCTTTGTTTTTTTTTC
 Consensus   (101) TCCTCGTTTCAATCTGTTCGTCTGCGAATCGAATTCTTTGTTTTTTTTTC 
                   151                                            200 
OsNHX1mRNA   (151) TCTAATTTTACCGGGAATTGTCGAATTAGGCATTCACCAACGAGCAAGAG
OsNHX1gene   (151) TCTAATTTTACCGGGAATTGTCGAATTAGGCATTCACCAACGAGCAAGAG
 Consensus   (151) TCTAATTTTACCGGGAATTGTCGAATTAGGCATTCACCAACGAGCAAGAG 
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                   201                                            250 
OsNHX1mRNA   (201) GGGAGTGGATTGGTTGGTTAAAGCTCCGCATCTTGCGGCGGAAATCTCGC
OsNHX1gene   (201) GGGAGTGGATTGGTTGGTTAAAGCTCCGCATCTTGCGGCGGAAATCTCGC
 Consensus   (201) GGGAGTGGATTGGTTGGTTAAAGCTCCGCATCTTGCGGCGGAAATCTCGC 
                   251                                            300 
OsNHX1mRNA   (251) TCTCTTCTCTGCGGTGGGTGGCCGGAGAAGTCGCCGCCGGTGAGGCATGG
OsNHX1gene   (251) TCTCTTCTCTGCGGTGGGTGGCCGGAGAAGTCGCCGCCGGTGAGGCATGG
 Consensus   (251) TCTCTTCTCTGCGGTGGGTGGCCGGAGAAGTCGCCGCCGGTGAGGCATGG 
                   301                                            350 
OsNHX1mRNA   (301) GGATGGAGGTGGCGGCGGCGCGGCTGGGGGCTCTGTACACGACCTCCGAC
OsNHX1gene   (301) GGATGGAGGTGGCGGCGGCGCGGCTGGGGGCTCTGTACACGACCTCCGAC
 Consensus   (301) GGATGGAGGTGGCGGCGGCGCGGCTGGGGGCTCTGTACACGACCTCCGAC 
                   351                                            400 
OsNHX1mRNA   (351) TACGCGTCGGTGGTGTCCATCAACCTGTTCGTCGCGCTGCTCTGCGCCTG
OsNHX1gene   (351) TACGCGTCGGTGGTGTCCATCAACCTGTTCGTCGCGCTGCTCTGCGCCTG
 Consensus   (351) TACGCGTCGGTGGTGTCCATCAACCTGTTCGTCGCGCTGCTCTGCGCCTG 
                   401                                            450 
OsNHX1mRNA   (401) CATCGTCCTCGGCCACCTCCTCGAGGAGAATCGCTGGGTCAATGAGTCCA
OsNHX1gene   (401) CATCGTCCTCGGCCACCTCCTCGAGGAGAATCGCTGGGTCAATGAGTCCA
 Consensus   (401) CATCGTCCTCGGCCACCTCCTCGAGGAGAATCGCTGGGTCAATGAGTCCA 
                   451                                            500 
OsNHX1mRNA   (451) TCACCGCGCTCATCATCG-------------------------------- 
OsNHX1gene   (451) TCACCGCGCTCATCATCGTAAGCGCACACACACCATTGCTGTGATTGATT 
 Consensus   (451) TCACCGCGCTCATCATCG                                 
                   501                                            550 
OsNHX1mRNA   (469) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene   (501) GATCGATTGATTCGCCATTGTTGCTGACGCACGCTTGCTGCTCGATGATT 
 Consensus   (501)                                                    
                   551                                            600 
OsNHX1mRNA   (469) --------------------GGCTCTGCACCGGCGTGGTGATCTTGCTGA
OsNHX1gene   (551) TGCTTGCTTGCTTGGGCAGGGGCTCTGCACCGGCGTGGTGATCTTGCTGA
 Consensus   (551)                     GGCTCTGCACCGGCGTGGTGATCTTGCTGA 

             601                                            650 
OsNHX1mRNA   (499) TGACCAAAGGGAAGAGCTCGCACTTATTCGTCTTCAGTGAGGATCTCTTC
OsNHX1gene   (601) TGACCAAAGGGAAGAGCTCGCACTTATTCGTCTTCAGTGAGGATCTCTTC
 Consensus   (601) TGACCAAAGGGAAGAGCTCGCACTTATTCGTCTTCAGTGAGGATCTCTTC 
                   651                                            700 
OsNHX1mRNA   (549) TTCATCTACCTCCTCCCTCCGATCATCTTCAATGCAGG------------ 
OsNHX1gene   (651) TTCATCTACCTCCTCCCTCCGATCATCTTCAATGCAGGGTAAGTAGAAAC 
 Consensus   (651) TTCATCTACCTCCTCCCTCCGATCATCTTCAATGCAGG             
                   701                                            750 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene   (701) GCTTCGGCGTGTTCTTGCTGTGGTTAGATTTCGGCTTCAGTTCTTTTGTT 
 Consensus   (701)                                                    
                   751                                            800 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene   (751) GGCACATGGTGGTGTACAAGGTTTTTCTGGGGATTGGGGAATCTGTTTGC 
 Consensus   (751)                                                    
                   801                                            850 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene   (801) TGCTGGTGGTACACTGTGTACGCGTGGCTGGTTTCTTGTTTGTTTCTTCT 
 Consensus   (801)                                                    
                   851                                            900 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene   (851) GGGCCTAGCTGTCTGTCCGTCGATGTCTTAGACATGGCTGCTAGTTCATA 
 Consensus   (851)                                                    
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                   901                                            950 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene   (901) CTGTGCAGGTTGTGGGTGAATTTTTTTTTTGTTTTCTCTTTAAGACAGAG 
 Consensus   (901)                                                    
                   951                                           1000 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene   (951) ATGGATTTACTCTCGTCTTACTGGCATACCTTGACTTGCCAGCTCGAACT 
 Consensus   (951)                                                    
                   1001                                          1050 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1001) GCTGATTGGTACAGTATGGAGTAGCAACTGTAATCTTGACCATTGCATGA 
 Consensus  (1001)                                                    
                   1051                                          1100 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1051) AGCATTGAGAAATGCTGAAAGATTATTTGTTTTTTAATTTTAATTATTAT 
 Consensus  (1051)                                                    
                   1101                                          1150 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1101) ATATTGATTGACTGTGCAACAGCTTCTGTCTCCTAGAGTTCTACTCTTGG 
 Consensus  (1101)                                                    
                   1151                                          1200 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1151) TCCATTTACAGTGGTTAGTAGTACTGGTCATCCAACACCATGAAGGCATG 
 Consensus  (1151)                                                    
                   1201                                          1250 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1201) AGAGGGATATGGTCCTGTCAAGAGTGATGGCGTGATCAATTTCTGAAAGA 
 Consensus  (1201)                                                    
                   1251                                          1300 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1251) ACAGTGGCCATGCTAGTCCGAATTTGGTTGAGCATTTAATCCCCTTTTGA 
 Consensus  (1251)                                                    
                   1301                                          1350 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1301) AGGTTTTTGGGCCATCCATATAGATTTGAAGTAGGGTTGTAGGAGTAAAG 
 Consensus  (1301)                                                    

             1351                                          1400 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1351) CTGAATATTATGGGCCCATGTTTGCTTTCACATTTAGGAATTGCAAAGTC 
 Consensus  (1351)                                                    
                   1401                                          1450 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1401) TCTCTTTGGGAAAGGGCACAAGTCCTTTTTGAGTTCAGAGTTACTCTATT 
 Consensus  (1401)                                                    
                   1451                                          1500 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1451) TTCGTTCCTTTTCTGCTTTGCTTGAACTTTTATTTTTTTTATTCATATAA 
 Consensus  (1451)                                                    
                   1501                                          1550 
OsNHX1mRNA   (587) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1501) TAACACAAGTTGCTGAATAATTCTACGGGAAAAAAAGCATCGTCCTGGTC 
 Consensus  (1501)                                                    
                   1551                                          1600 
OsNHX1mRNA   (587) ----------------------TTTTCAGGTAAAGAAAAAGCAATTCTTC
OsNHX1gene  (1551) CTCACAAATATTTTTCCATCAGTTTTCAGGTAAAGAAAAAGCAATTCTTC
 Consensus  (1551)                       TTTTCAGGTAAAGAAAAAGCAATTCTTC 
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                   1601                                          1650 
OsNHX1mRNA   (615) CGGAATTTCATGACGATCACATTATTTGGAGCCGTCGGGACAATGATATC
OsNHX1gene  (1601) CGGAATTTCATGACGATCACATTATTTGGAGCCGTCGGGACAATGATATC
 Consensus  (1601) CGGAATTTCATGACGATCACATTATTTGGAGCCGTCGGGACAATGATATC 
                   1651                                          1700 
OsNHX1mRNA   (665) CTTTTTCACAATATCTATTG------------------------------ 
OsNHX1gene  (1651) CTTTTTCACAATATCTATTGGTACGTTCTTTCAGAAATGATTCTTAATTC 
 Consensus  (1651) CTTTTTCACAATATCTATTG                               
                   1701                                          1750 
OsNHX1mRNA   (685) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1701) TTCCGTGAGTTGGTAGTGCTTTCATTTTCTGTTGTTCCGTGTAACCTTTT 
 Consensus  (1701)                                                    
                   1751                                          1800 
OsNHX1mRNA   (685) ------------------------------------------CTGCCATT
OsNHX1gene  (1751) GGACTTCTGAGATTCTGACTCTGATCAATTTCTTAATTTCAGCTGCCATT
 Consensus  (1751)                                           CTGCCATT 
                   1801                                          1850 
OsNHX1mRNA   (693) GCAATATTCAGCAGAATGAACATTGGAACGCTGGATGTAGGAGATTTTCT
OsNHX1gene  (1801) GCAATATTCAGCAGAATGAACATTGGAACGCTGGATGTAGGAGATTTTCT
 Consensus  (1801) GCAATATTCAGCAGAATGAACATTGGAACGCTGGATGTAGGAGATTTTCT 
                   1851                                          1900 
OsNHX1mRNA   (743) TG------------------------------------------------ 
OsNHX1gene  (1851) TGGTAAGCCATGGCTATCTTTCTGCATGATCATGCTGGCACTAATATTGA 
 Consensus  (1851) TG                                                 
                   1901                                          1950 
OsNHX1mRNA   (745) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (1901) CACCATGTGAGCATCATTTCCTCCTGTTGACTGTTATGTTCAATGTGCAG 
 Consensus  (1901)                                                    
                   1951                                          2000 
OsNHX1mRNA   (745) CAATTGGAGCCATCTTTTCTGCGACAGATTCTGTCTGCACATTGCAGGT- 
OsNHX1gene  (1951) CAATTGGAGCCATCTTTTCTGCGACAGATTCTGTCTGCACATTGCAGGTT 
 Consensus  (1951) CAATTGGAGCCATCTTTTCTGCGACAGATTCTGTCTGCACATTGCAGGT  
                   2001                                          2050 
OsNHX1mRNA   (794) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (2001) AGTTGAACAAATTTTGCCATACCTCGAGAGAGACCTGGATTCAACGTGCT 
 Consensus  (2001)                                                    
                   2051                                          2100 
OsNHX1mRNA   (794) -----------------------------CCTCAATCAGGATGAGACACC
OsNHX1gene  (2051) AATGTAATGATCTTAACCCCAAAACAGGTCCTCAATCAGGATGAGACACC
 Consensus  (2051)                              CCTCAATCAGGATGAGACACC 

 2101                                          2150
OsNHX1mRNA   (815) CTTTTTGTACAGTCTGGTATTCGGTGAAGGTGTTGTGAACGATGCTACAT
OsNHX1gene  (2101) CTTTTTGTACAGTCTGGTATTCGGTGAAGGTGTTGTGAACGATGCTACAT
 Consensus  (2101) CTTTTTGTACAGTCTGGTATTCGGTGAAGGTGTTGTGAACGATGCTACAT 
                   2151                                          2200 
OsNHX1mRNA   (865) CAATTGTGCTTTTCAACGCACTACAGAACTTTGATCTTGTCCACATAGAT
OsNHX1gene  (2151) CAATTGTGCTTTTCAACGCACTACAGAACTTTGATCTTGTCCACATAGAT
 Consensus  (2151) CAATTGTGCTTTTCAACGCACTACAGAACTTTGATCTTGTCCACATAGAT 

                   2201                                          2250 
OsNHX1mRNA   (915) GCGGCTGTCGTTCTGAAATTCTTGGGGAACTTCTTTTATTTATTTTTGTC
OsNHX1gene  (2201) GCGGCTGTCGTTCTGAAATTCTTGGGGAACTTCTTTTATTTATTTTTGTC
 Consensus  (2201) GCGGCTGTCGTTCTGAAATTCTTGGGGAACTTCTTTTATTTATTTTTGTC 
                   2251                                          2300 
OsNHX1mRNA   (965) GAGCACCTTCCTTGGAGTATTTG--------------------------- 
OsNHX1gene  (2251) GAGCACCTTCCTTGGAGTATTTGTAAGTTGATTCTTAAGTTTCACTTTTT 
 Consensus  (2251) GAGCACCTTCCTTGGAGTATTTG                            
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                   2301                                          2350 
OsNHX1mRNA   (988) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (2301) ACATCTTACTGTCTGTCTTGACTCTACTGCTTGGTTGACACATGTAAACT 
 Consensus  (2301)                                                    
                   2351                                          2400 
OsNHX1mRNA   (988) -------------------------CTGGATTGCTCAGTGCATACATAAT
OsNHX1gene  (2351) TAATATTCTTCTTCCACCCTGCAGGCTGGATTGCTCAGTGCATACATAAT
 Consensus  (2351)                          CTGGATTGCTCAGTGCATACATAAT 
                   2401                                          2450 
OsNHX1mRNA  (1013) CAAGAAGCTATACATTGGAAGG---------------------------- 
OsNHX1gene  (2401) CAAGAAGCTATACATTGGAAGGTTAGTTAAGCCCAAACAAACCCTCATTA 
 Consensus  (2401) CAAGAAGCTATACATTGGAAGG                             
                   2451                                          2500 
OsNHX1mRNA  (1035) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (2451) GTTAACGGTTTTATGCTCAGTGTTAACTTGGATGTTGGTGACTGATTCCA 
 Consensus  (2451)                                                    
                   2501                                          2550 
OsNHX1mRNA  (1035) --CATTCTACTGACCGTGAGGTTGCCCTTATGATGCTCATGGCTTACCTT
OsNHX1gene  (2501) GGCATTCTACTGACCGTGAGGTTGCCCTTATGATGCTCATGGCTTACCTT
 Consensus  (2501)   CATTCTACTGACCGTGAGGTTGCCCTTATGATGCTCATGGCTTACCTT 
                   2551                                          2600 
OsNHX1mRNA  (1083) TCATATATGCTGGCTGAG-------------------------------- 
OsNHX1gene  (2551) TCATATATGCTGGCTGAGGTGTGCCTCTGCTTTGATGCAGTATCAAAATT 
 Consensus  (2551) TCATATATGCTGGCTGAG                                 
                   2601                                          2650 
OsNHX1mRNA  (1101) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (2601) TGCATATAGTTTCATTTTATAGTTTGATTTTATCTACTTTGTTTGTTTGA 
 Consensus  (2601)                                                    
                   2651                                          2700 
OsNHX1mRNA  (1101) ---------TTGCTAGATTTGAGCGGCATTCTCACCGTATTCTTCTGTGG
OsNHX1gene  (2651) TATTGGCAGTTGCTAGATTTGAGCGGCATTCTCACCGTATTCTTCTGTGG
 Consensus  (2651)          TTGCTAGATTTGAGCGGCATTCTCACCGTATTCTTCTGTGG 
                   2701                                          2750 
OsNHX1mRNA  (1142) TATTGTAATGTCACATTACACTTGGCATAACGTCACAGAGAGTTCAAGAG
OsNHX1gene  (2701) TATTGTAATGTCACATTACACTTGGCATAACGTCACAGAGAGTTCAAGAG
 Consensus  (2701) TATTGTAATGTCACATTACACTTGGCATAACGTCACAGAGAGTTCAAGAG 
                   2751                                          2800 
OsNHX1mRNA  (1192) TTACAACAAAG--------------------------------------- 
OsNHX1gene  (2751) TTACAACAAAGTAAATTATAATTCTCATTCCATATTCTACTGTTTAATGA 
 Consensus  (2751) TTACAACAAAG                                        
                   2801                                          2850 
OsNHX1mRNA  (1203) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (2801) TTAGCTTCAGTTCGTAGAAAAACTAAACAAAACTTACTGGTTTGTTTTGT 
 Consensus  (2801)                                                    
                  2851                                          2900 
OsNHX1mRNA  (1203) --------------CACGCATTTGCAACTCTGTCCTTCATTGCTGAGACT
OsNHX1gene  (2851) CCTTTCACCTCAGGCACGCATTTGCAACTCTGTCCTTCATTGCTGAGACT
 Consensus  (2851)               CACGCATTTGCAACTCTGTCCTTCATTGCTGAGACT 
                   2901                                          2950 
OsNHX1mRNA  (1239) TTTCTCTTCCTGTATGTTGGGATGGATGCATTGGATATTGAAAAATGGGA
OsNHX1gene  (2901) TTTCTCTTCCTGTATGTTGGGATGGATGCATTGGATATTGAAAAATGGGA
 Consensus  (2901) TTTCTCTTCCTGTATGTTGGGATGGATGCATTGGATATTGAAAAATGGGA 

                   2951                                          3000 
OsNHX1mRNA  (1289) GTTTGCCAGTGACA------------------------------------ 
OsNHX1gene  (2951) GTTTGCCAGTGACAGGTCTGATACATGTTCTCATACCTAATTCCTATTTA 
 Consensus  (2951) GTTTGCCAGTGACA                                     
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                   3001                                          3050 
OsNHX1mRNA  (1303) -----------------------------------------GACCTGGCA
OsNHX1gene  (3001) TGGATATGGAGACTCAATTTTACTTCTCTTTCCCATTCGCAGACCTGGCA
 Consensus  (3001)                                          GACCTGGCA 
                   3051                                          3100 
OsNHX1mRNA  (1312) AATCCATTGGGATAAGCTCAATTTTGCTAGGATTGGTTCTGATTGGAAGA
OsNHX1gene  (3051) AATCCATTGGGATAAGCTCAATTTTGCTAGGATTGGTTCTGATTGGAAGA
 Consensus  (3051) AATCCATTGGGATAAGCTCAATTTTGCTAGGATTGGTTCTGATTGGAAGA 
                   3101                                          3150 
OsNHX1mRNA  (1362) GCTGCTTTTGTATTCCCGCTGTCGTTCTTGTCGAACCTAACAAAGAAGGC
OsNHX1gene  (3101) GCTGCTTTTGTATTCCCGCTGTCGTTCTTGTCGAACCTAACAAAGAAGGC
 Consensus  (3101) GCTGCTTTTGTATTCCCGCTGTCGTTCTTGTCGAACCTAACAAAGAAGGC 
                   3151                                          3200 
OsNHX1mRNA  (1412) ACCGAATGAAAAAATAACCTGGAGACAGCAAGT----------------- 
OsNHX1gene  (3151) ACCGAATGAAAAAATAACCTGGAGACAGCAAGTGAGTATCTGGTGTATGA 
 Consensus  (3151) ACCGAATGAAAAAATAACCTGGAGACAGCAAGT                  
                   3201                                          3250 
OsNHX1mRNA  (1445) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3201) TCAGACAATTTTCATTTGAATTCGACTTGCCATCTGCTAACTGAATTTCT 
 Consensus  (3201)                                                    
                   3251                                          3300 
OsNHX1mRNA  (1445) ----------TGTAATATGGTGGGCTGGGCTGATGAGAGGAGCTGTGTCG
OsNHX1gene  (3251) CTCGATAGGTTGTAATATGGTGGGCTGGGCTGATGAGAGGAGCTGTGTCG
 Consensus  (3251)           TGTAATATGGTGGGCTGGGCTGATGAGAGGAGCTGTGTCG 
                   3301                                          3350 
OsNHX1mRNA  (1485) ATTGCTCTTGCTTACAATAAG----------------------------- 
OsNHX1gene  (3301) ATTGCTCTTGCTTACAATAAGGTCAGTCCGTCAGTGCAAGACTATTGCTT 
 Consensus  (3301) ATTGCTCTTGCTTACAATAAG                              
                   3351                                          3400 
OsNHX1mRNA  (1506) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3351) CACACCATCTGTATATCTGTATTTCTCTTCTCATCTTGCCATTAATTAGT 
 Consensus  (3351)                                                    
                   3401                                          3450 
OsNHX1mRNA  (1506) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3401) CCCAGGAGAAGTATGTCTTAGTTTCTTCTCCTTAAGCTTAACTGTCTCGT 
 Consensus  (3401)                                                    
                   3451                                          3500 
OsNHX1mRNA  (1506) -----------TTTACAAGATCTGGCCATACTCAGCTGCACGGCAATGCA
OsNHX1gene  (3451) TGCAATTGCAGTTTACAAGATCTGGCCATACTCAGCTGCACGGCAATGCA
 Consensus  (3451)            TTTACAAGATCTGGCCATACTCAGCTGCACGGCAATGCA 
                   3501                                          3550 
OsNHX1mRNA  (1545) ATAATGATCACCAGCACCATCACTGTCGTTCTTTTTAGCACTATGGT--- 
OsNHX1gene  (3501) ATAATGATCACCAGCACCATCACTGTCGTTCTTTTTAGCACTATGGTGAG 
 Consensus  (3501) ATAATGATCACCAGCACCATCACTGTCGTTCTTTTTAGCACTATGGT    
                   3551                                          3600 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3551) TCATCTTACTGCAACCTATGCCTAACGCAAAGCGTCCTCTTTTCATCCAA 
 Consensus  (3551)                                                    
                   3601                                          3650 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3601) GTTTGTGCCACATGTCTGAATTCTCACCCTAAACAGGACCTCAGCATTAA 
 Consensus  (3601)                                                    
                   3651                                          3700 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3651) GCTAACCTAATAATAAGTTCCTCAAAGTCGATTGTCAAATCAAAATTGTC 
 Consensus  (3651)                                                    
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                   3701                                          3750 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3701) AGCTGTGACAAAAGTAATCTGGAAGCTTGTAATGTTGAACATGCTCTAAT 
 Consensus  (3701)                                                    
                   3751                                          3800 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3751) CCAACCAAAACCAACTACTGACCGGAGAATGAAATCATGTCTTTTTGTCC 
 Consensus  (3751)                                                    
                   3801                                          3850 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3801) CTACTATCTTGTCCTCTTCTTATCCCTTCTGAAGAGATTGCCGTACCGTC 
 Consensus  (3801)                                                    
                   3851                                          3900 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3851) CAGTCATTGACTCATCGTCCATATTCTCACATGACATGGATCAAGGATGG 
 Consensus  (3851)                                                    
                   3901                                          3950 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3901) CACAATTATTTGAAATTAATTGTCGTTTGTTACTACTAGCTTTTCGTTTT 
 Consensus  (3901)                                                    
                   3951                                          4000 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (3951) AGTTTTCTGGATGTTTCTTTAGGAAGACATACATGTGTCATCATGTCGAA 
 Consensus  (3951)                                                    
                   4001                                          4050 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (4001) TTGCGCATCCAATCACTTGATTGTTTACGAGCTAAATCCTTGTTCAGAAT 
 Consensus  (4001)                                                    
                   4051                                          4100 
OsNHX1mRNA  (1592) -------------------------------------------------- 
OsNHX1gene  (4051) CCCTGGAAGCTCAAATGTGCAAAACATCTATTTTTGTGAAACATACTGAC 
 Consensus  (4051)                                                    
                   4101                                          4150 
OsNHX1mRNA  (1592) ---------------------ATTTGGGATGATGACAAAGCCATTGATCA
OsNHX1gene  (4101) ATTTATAAATGTTTATTAGGTATTTGGGATGATGACAAAGCCATTGATCA
 Consensus  (4101)                      ATTTGGGATGATGACAAAGCCATTGATCA 
                   4151                                          4200 
OsNHX1mRNA  (1621) GGCTGCTGCTACCGGCCTCAGGCCATCCTGTCACCTCTGAGCCTTCATCA
OsNHX1gene  (4151) GGCTGCTGCTACCGGCCTCAGGCCATCCTGTCACCTCTGAGCCTTCATCA
 Consensus  (4151) GGCTGCTGCTACCGGCCTCAGGCCATCCTGTCACCTCTGAGCCTTCATCA 
                   4201                                          4250 
OsNHX1mRNA  (1671) CCAAAGTCCCTGCATTCTCCTCTCCTGACAAGCATGCAAGGTTCTGACCT
OsNHX1gene  (4201) CCAAAGTCCCTGCATTCTCCTCTCCTGACAAGCATGCAAGGTTCTGACCT
 Consensus  (4201) CCAAAGTCCCTGCATTCTCCTCTCCTGACAAGCATGCAAGGTTCTGACCT 
                   4251                                          4300 
OsNHX1mRNA  (1721) CGAGAGTACAACCAACATTGTGAGGCCTTCCAGCCTCCGGATGCTCCTCA
OsNHX1gene  (4251) CGAGAGTACAACCAACATTGTGAGGCCTTCCAGCCTCCGGATGCTCCTCA
 Consensus  (4251) CGAGAGTACAACCAACATTGTGAGGCCTTCCAGCCTCCGGATGCTCCTCA 
                   4301                                          4350 
OsNHX1mRNA  (1771) CCAAGCCGACCCACACTGTCCACTACTACTGGCGCAAGTTCGACGACGCG
OsNHX1gene  (4301) CCAAGCCGACCCACACTGTCCACTACTACTGGCGCAAGTTCGACGACGCG
 Consensus  (4301) CCAAGCCGACCCACACTGTCCACTACTACTGGCGCAAGTTCGACGACGCG 
                   4351                                          4400 
OsNHX1mRNA  (1821) CTGATGCGACCGATGTTTGGCGGGCGCGGGTTCGTGCCCTTCTCCCCTGG
OsNHX1gene  (4351) CTGATGCGACCGATGTTTGGCGGGCGCGGGTTCGTGCCCTTCTCCCCTGG
 Consensus  (4351) CTGATGCGACCGATGTTTGGCGGGCGCGGGTTCGTGCCCTTCTCCCCTGG 
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                   4401                                          4450 
OsNHX1mRNA  (1871) ATCACCAACCGAGCAGAGCCATGGAGGAAGATGAACAGTGCAAAGAAATG
OsNHX1gene  (4401) ATCACCAACCGAGCAGAGCCATGGAGGAAGATGAACAGTGCAAAGAAATG
 Consensus  (4401) ATCACCAACCGAGCAGAGCCATGGAGGAAGATGAACAGTGCAAAGAAATG 
                   4451                                          4500 
OsNHX1mRNA  (1921) AGAATGGAATGGTTGATGAGGAGAATACATGTAAAATGTGACAGCAAAAG
OsNHX1gene  (4451) AGAATGGAATGGTTGATGAGGAGAATACATGTAAAATGTGACAGCAAAAG
 Consensus  (4451) AGAATGGAATGGTTGATGAGGAGAATACATGTAAAATGTGACAGCAAAAG 
                   4501                                          4550 
OsNHX1mRNA  (1971) AGAGAAGGCAAGTTTTGGGTTTGTAGAGTTTGGCTGCTGCTAATGAGTTG
OsNHX1gene  (4501) AGAGAAGGCAAGTTTTGGGTTTGTAGAGTTTGGCTGCTGCTAATGAGTTG
 Consensus  (4501) AGAGAAGGCAAGTTTTGGGTTTGTAGAGTTTGGCTGCTGCTAATGAGTTG 
                   4551                                          4600 
OsNHX1mRNA  (2021) TTGATAGTGCCTATATTCTTCAGAACTTCAGATGGTGCCTCACCAAGGCC
OsNHX1gene  (4551) TTGATAGTGCCTATATTCTTCAGAACTTCAGATGGTGCCTCACCAAGGCC
 Consensus  (4551) TTGATAGTGCCTATATTCTTCAGAACTTCAGATGGTGCCTCACCAAGGCC 
                   4601                                          4650 
OsNHX1mRNA  (2071) TAAGAGCCAGGAGGACCTTCTGATAATGGTTCGGGATGATTGGTTTGTTC
OsNHX1gene  (4601) TAAGAGCCAGGAGGACCTTCTGATAATGGTTCGGGATGATTGGTTTGTTC
 Consensus  (4601) TAAGAGCCAGGAGGACCTTCTGATAATGGTTCGGGATGATTGGTTTGTTC 
                   4651                                          4700 
OsNHX1mRNA  (2121) TGTCAGGATGAACCCTAGTGAGTGACACAGGGTGATGTGCTCCGACAACC
OsNHX1gene  (4651) TGTCAGGATGAACCCTAGTGAGTGACACAGGGTGATGTGCTCCGACAACC
 Consensus  (4651) TGTCAGGATGAACCCTAGTGAGTGACACAGGGTGATGTGCTCCGACAACC 
                   4701                                          4750 
OsNHX1mRNA  (2171) TGTAAATTTTGTAGATTAACAGCCCCATTTGTACCTGTCTACCATCTTTA
OsNHX1gene  (4701) TGTAAATTTTGTAGATTAACAGCCCCATTTGTACCTGTCTACCATCTTTA
 Consensus  (4701) TGTAAATTTTGTAGATTAACAGCCCCATTTGTACCTGTCTACCATCTTTA 
                   4751                                          4800 
OsNHX1mRNA  (2221) GTTGGCGGGTGTTCTTTCCTAGTTGCCACCCTGCATGTAAAATGAAATTC
OsNHX1gene  (4751) GTTGGCGGGTGTTCTTTCCTAGTTGCCACCCTGCATGTAAAATGAAATTC
 Consensus  (4751) GTTGGCGGGTGTTCTTTCCTAGTTGCCACCCTGCATGTAAAATGAAATTC 
                   4801                                          4850 
OsNHX1mRNA  (2271) TCCGCCAAAATAGATTTGTGTGTATAATAATTTTGCTTGGTTG------- 
OsNHX1gene  (4801) TCCGCCAAAATAGATTTGTGTGTATAATAATTTTGCTTGGTTGATATAAT 
 Consensus  (4801) TCCGCCAAAATAGATTTGTGTGTATAATAATTTTGCTTGGTTG        
                   4851         4867 
OsNHX1mRNA  (2314) ----------------- 
OsNHX1gene  (4851) GGTATGGCATGGTTTGC 
 Consensus  (4851) 

 

��9%�� 8 Nucleotide sequences alignment ��

�� OsNHX1 !��6� mRNA ��� genomic DNA 

�*"�*������	
\������&� ��� exon ��

�� ��� �*"�*�����	�� ��� intron ��

�� 
 

 $���*�������B#"
\���&����
 exon &��;�#�� intron ��� B#"
 1-500 bp ���;�����++ 

primer �	
!B�������� FastPCR �\������'�	!'��� PCR product ���	;�#���� 500 bp ������#� Tm 

(melting temperature) �����:;�#���� 65°C ;	��6# primer &���
6#!� exon &�� 1 ��

�� 	*
������ 

2F1_38-59 (OsNHX1_F38-59) ��� 3R1_336-357 (OsNHX1_R336-357) ����
�����
		*
��� 
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2F1_38-59 AGCCAACCGAGAGAGGTCTCGA 22 62.0oC 35.9oC 59.1% 104 

3R1_336-357 ACGCGTAGTCGGAGGTCGTGTA 22 62.0oC 34.7oC 59.1% 105 

���!'� PCR product ���	�����: 320 bp 	*
��	
!���\&�� 9 

 
     1 GAGAAGAGAG TTTTGTAGCG AGCTCGCGCG AATGCGAAGC CAACCGAGAG 
  CTCTTCTCTC AAAACATCGC TCGAGCGCGC TTACGCTTCG GTTGGCTCTC 
    51 AGGTCTCGAT ACCAAATCCC GATTTCTCAA CCTGAATCCC CCCCCCACGT 

 TCCAGAGCTA TGGTTTAGGG CTAAAGAGTT GGACTTAGGG GGGGGGTGCA 
   101 TCCTCGTTTC AATCTGTTCG TCTGCGAATC GAATTCTTTG TTTTTTTTTC 
  AGGAGCAAAG TTAGACAAGC AGACGCTTAG CTTAAGAAAC AAAAAAAAAG 
  151 TCTAATTTTA CCGGGAATTG TCGAATTAGG CATTCACCAA CGAGCAAGAG 
  AGATTAAAAT GGCCCTTAAC AGCTTAATCC GTAAGTGGTT GCTCGTTCTC 
 201 GGGAGTGGAT TGGTTGGTTA AAGCTCCGCA TCTTGCGGCG GAAATCTCGC 
  CCCTCACCTA ACCAACCAAT TTCGAGGCGT AGAACGCCGC CTTTAGAGCG 
   251 TCTCTTCTCT GCGGTGGGTG GCCGGAGAAG TCGCCGCCGG TGAGGCATGG 
  AGAGAAGAGA CGCCACCCAC CGGCCTCTTC AGCGGCGGCC ACTCCGTACC 
  301 GGATGGAGGT GGCGGCGGCG CGGCTGGGGG CTCTGTACAC GACCTCCGAC 
  CCTACCTCCA CCGCCGCCGC GCCGACCCCC GAGACATGTG CTGGAGGCTG 
   351 TACGCGTCGG TGGTGTCCAT CAACCTGTTC GTCGCGCTGC TCTGCGCCTG 
  ATGCGCAGCC ACCACAGGTA GTTGGACAAG CAGCGCGACG AGACGCGGAC 
   401 CATCGTCCTC GGCCACCTCC TCGAGGAGAA TCGCTGGGTC AATGAGTCCA 

 GTAGCAGGAG CCGGTGGAGG AGCTCCTCTT AGCGACCCAG TTACTCAGGT 
   451 TCACCGCGCT CATCATCGGG CTCTGCACCG GCGTGGTGAT CTTGCTGATG 
  AGTGGCGCGA GTAGTAGCCC GAGACGTGGC CGCACCACTA GAACGACTAC 

��9%�� 9 ���	*+��"�����;&	@��

�� OsNHX1 &��!B���J�
����	��� (gene probe) 

�*"�*������	
 ��� forward primer (OsNHX1_F38-59) ��� reverse primer (OsNHX1_R336-357) 

&��!B�!�����\��������:
�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48

1          2   3    4   5

2. ����9��������;
����	����	
�%���� PCR 

 2.1 ����9��������;
����	��� OsSUT1 

 ��� pBluescript &����
�� OsSUT1 �6� mRNA �&���
6#��J� template ���!B��6# 

primer TSUT1 F ��� TSUT1 R !�����\��������:
����^�'��
 ;	�[�	*
��	
!���\&�� 10 \+

�}+��
 PCR product &�������	!������

�*+ DNA marker ���	 500 bp $�
;	��*	 PCR product 

	*
��#�";�&��+���4&,���\������;�!B���J�
����	����#�;� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��9%�� 10 Gel electrophoresis ��
 PCR product &��;	�$������\��������:�	
!B� TSUT1 F��� 

TSUT1 R primer +� 1% agarose gel   

�	
   Lane &�� 1  :  DNA marker (VC 100 bp plus) 

 Lane &�� 2- 5 :  PCR product &��!B� pBluescript  

  &����
�� OsSUT1 �6� mRNA �&���
6#��J� template 
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 2.2 ����9��������;
����	��� OsMST3 

 �\��������:
����	���	�"
���&�� PCR �	
!B� genomic DNA &����*	$��������"

\*�,4@��"	������ 105 &������
4 14 "*� ���'�*+��J�	���Z�����#�++ ���!B��6# primer MST3 F ��� 

MST3 R !�����\��������:
����^�'��
 ;	�[�	*
��	
!���\&�� 11 \+�}+��
 PCR product &����

���	�
6#!������

�*+ DNA marker ���	 500 bp ���
�����	&��!������

�*+&��;	�����++;"� ��� 430 

bp $�
;	��*	 PCR product 	*
��#�";�&��+���4&,���\���'����	*+��"�����;&	@�#�;� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��9%�� 11 Gel electrophoresis ��
 PCR product &��;	�$������\��������:�	
!B� MST3 F ��� 

MST3 R primer +� 1% Agarose gel   

�	
   Lane &�� 1  : DNA marker (VC 100 bp plus) 

Lane &�� 2- 5 : PCR product �����!B� rice genomic DNA ��J� template  

 

 2.3 ����9��������;
����	��� OsNHX1 

 ��� genomic DNA &��;	�$�������*	������"\*�,4@��"	������ 105 &����6���J��"�� 

14 "*� ����J�	���Z�����#�++!����&�� PCR ���!B��6#  primer OsNHX1_F38-59 ��� 

OsNHX1_R336-357 !�����\��������:
����^�'��
 ;	�[�	*
��	
!���\&�� 12 \+�}+ PCR 

product &������'�#
!������

�*+ DNA marker ���	 300 bp ���
�����	!������

�*+&�����
������ 

320 bp $�
�*	�}+ PCR product 	*
��#�";�&��+���4&,���\���'����	*+��"�����;&	@�#�;� 
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��9%�� 12 Gel electrophoresis ��
 PCR product &��;	�$������\��������:�	
!B�   

OsNHX1_F38-59 ��� OsNHX1_R336-357 primer +� 1% agarose gel   

�	
   Lane &�� 1  : DNA marker (VC 100 bp plus) 

 Llane &�� 2-5 : PCR product �����!B� rice genomic DNA ��J� template 

 

3. ���*����	'$��"�����?%	.��

����	��� OsMST3 ��� OsNHX1 

 $���������}+ PCR product ��

�� OsMST3 ��� OsNHX1 ��&��+���4&,�����"�#
;�

'����	*+��"�����;&	@&�� BSU $���*�����[�&��;	���"������'@ ;	�[�	*
��	
!���\&�� 13 ��� 14  

                       1                                               50 
          MST3     (1) ------------------------------------------ATGGCCGG 
MST3_F lastest     (1) CCCTCTTCGTCTTCTTCCATGNCGNTCGNTCGCCGCCACCGGNTGGNTCT 
     Consensus     (1)                                            TGG     
                       51                                             100 
          MST3     (9) CGGCG-CGGTGG-TGAGCACGGGGG----CAGGCAAGGAC-------TAC 
MST3_F lastest    (51) CATCTTCGGNATATGACATCGCGTTATATCAGGTACGAACAATTAATTAA 
     Consensus    (51) C  C  CGG    TGA   CG G      CAGG A G AC       TA  
                       101                                            150 
          MST3    (46) CCTGGCAAGCTCACCCTCTTCGTCTTCTTCACATGCGTCG-TCGCCGC-- 
MST3_F lastest   (101) CTATATATACTCACTTAATTGTTCATGGTGCCTTGAATCTATCTATATAT 
     Consensus   (101) C     A  CTCAC    TT  TC T  T  C TG  TC  TC        
                       151                                            200 
          MST3    (93) ---CACCGGTGGTCTCATCTTCGGA--TATGACATCGGTA-TAT-CAGGT
MST3_F lastest   (151) ATACAATCATGAACAAATAATAATAATTAAAACAAAATTAATACACAGGT
     Consensus   (151)    CA    TG  C  AT  T   A  TA  ACA    TA TA  CAGGT 
                       201                                            250 
          MST3   (136) GGTGTGACGTCCATGGACCCGTTCCTGAGGAAGTTCTTCCCGGAGGTGTA
MST3_F lastest   (201) GGTGTGACGTCCATGGACCCGTTCCTGAGGAAGTTCTTCCCGGAGGTGTA
     Consensus   (201) GGTGTGACGTCCATGGACCCGTTCCTGAGGAAGTTCTTCCCGGAGGTGTA 
                       251                                            300 
          MST3   (186) TCGGAAGAAGCAGATGGCGGACAAGAACAACCAGTACTGCAAGTACGACA
MST3_F lastest   (251) TCGGAAGAAGCAGATGGCGGACAAGAACAACCAGTACTGCAAGTACGACA
     Consensus   (251) TCGGAAGAAGCAGATGGCGGACAAGAACAACCAGTACTGCAAGTACGACA 

1      2     3     4      5 
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                       301                                            350 
          MST3   (236) ACCAGCTGCTGCAGACCTTCACCTCGTCGCTCTACCTCGCCGCCCTCGTC
MST3_F lastest   (301) ACCAGCTGCTGCAGACCTTCACCTCGTCGCTCTACCTCGCCGCCCTCGTC
     Consensus   (301) ACCAGCTGCTGCAGACCTTCACCTCGTCGCTCTACCTCGCCGCCCTCGTC                  

   351                                            400 
          MST3   (286) TCCTCCTTCTTCGCCGCCACCGTCACCCGCGTCCTCGGCCGCAAGTGGTC
MST3_F lastest   (351) TCCTCCTTCTTCGCCGCCACCGTCACCCGCGTCCTCGGCCGCAAGTGGTC
     Consensus   (351) TCCTCCTTCTTCGCCGCCACCGTCACCCGCGTCCTCGGCCGCAAGTGGTC 
                       401                                            450 
          MST3   (336) CATGTTCGCCGGCGGCCTCACCTTCCTCATCGGCGCCGCCCTCAACGGCG
MST3_F lastest   (401) CATGTTCGCCGGCGGCCTCACCTTCCTCATCGGCGCCGCCCTCNACGGCG
     Consensus   (401) CATGTTCGCCGGCGGCCTCACCTTCCTCATCGGCGCCGCCCTC ACGGCG 
                       451                                            500 
          MST3   (386) CCGCCGAGAACGTCGCCATGCTCATCGTCGGTCGTATCCTCCTCGGTGTC 
MST3_F lastest   (451) CCNCCNAGAACNNCNNCNNGNNCNNNNNNNGNNNNNNNNNCNNNNNNGNN 
     Consensus   (451) CC CC AGAAC  C  C  G  C       G         C      G   
                       501                                            550 
          MST3   (436) GGCGTCGGCTTCGCCAATCAGTCGGTGCCGGTGTACTTGTCGGAGATGGC 
MST3_F lastest   (501) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
     Consensus   (501)                                                    
                       551                                            600 
          MST3   (486) GCCGGCTCGGCTGCGGGGGATGCTGAACATCGGGTTCCAGCTGATGATCA 
MST3_F lastest   (551) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
     Consensus   (551)                                                    
                       601                                            650 
          MST3   (536) CCATCGGCATCCTGGCGGCGGAGCTGATAAACTACGGGACGGCGAAGATC 
MST3_F lastest   (601) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN----------- 
     Consensus   (601)                                                    
                       651                                            700 
          MST3   (586) AAGGCCGGGTGGGGATGGCGGGTGAGCCTGGCGCTGGCCGCCGTCCCCGC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus   (651)                                                    
                       701                                            750 
          MST3   (636) CGCCATCATCACCCTCGGCTCCCTCTTCCTCCCGGACACCCCCAACTCGC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus   (701)                                                    
                       751                                            800 
          MST3   (686) TCATCGACAGGGGCCACCCGGAGGCGGCGGAGCGCATGCTCCGGCGCATC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus   (751)                                                    
                       801                                            850 
          MST3   (736) CGCGGCTCCGACGTGGACGTGTCGGAGGAGTACGCGGACCTGGTGGCGGC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus   (801)                                                    
                       851                                            900 
          MST3   (786) GAGCGAGGAGTCGAAGCTGGTGCAGCACCCGTGGCGCAACATCCTCCGCC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus   (851)                                                    
                       901                                            950 
          MST3   (836) GCAAGTACCGCGCCCAGCTCACCATGGCCATCTGCATCCCCTTCTTCCAG 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus   (901)                                                    
                       951                                           1000 
          MST3   (886) CAGCTCACCGGGATCAACGTCATCATGTTCTACGCCCCCGTGCTGTTCGA 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus   (951)                                                    
                       1001                                          1050 
          MST3   (936) CACCCTGGGCTTCAAGAGCGACGCGTCGCTCATGTCCGCCGTCATCACGG 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1001)                                                    
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                       1051                                          1100 
          MST3   (986) GCCTCGTCAACGTCTTCGCCACGCTGGTGTCCATCTTCACCGTGGACCGC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1051)                                                    
                       1101                                          1150 
          MST3  (1036) CTCGGCCGCCGCAAGCTGTTCCTGCAGGGCGGGGCGCAGATGGTGGTGTG 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1101)                                                    
                       1151                                          1200 
          MST3  (1086) CCAGGTGGTGGTGGGGACGCTGATCGCCGTCAAGTTCGGGACGAGCGGCA 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1151)                                                    
                       1201                                          1250 
          MST3  (1136) TCGGCGACATCCCCAAGGGGTACGCGGCGGTGGTGGTGCTCTTCATCTGC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1201)                                                    
                       1251                                          1300 
          MST3  (1186) ATGTACGTGGCAGGGTTCGCGTGGTCGTGGGGCCCACTGGGGTGGCTCGT 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1251)                                                    
                       1301                                          1350 
          MST3  (1236) CCCCAGCGAGATCTTCCCGCTGGAGATCCGGCCGGCGGGGCAGAGCATCA 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1301)                                                    
                       1351                                          1400 
          MST3  (1286) ACGTGTCGGTGAACATGCTCTTCACCTTCGTCATCGCGCAGGCCTTCCTC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1351)                                                    
                       1401                                          1450 
          MST3  (1336) ACCATGCTCTGCCACATGAAGTTCGGCCTCTTCTACTTCTTCGCCGGATG 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1401)                                                    
                       1451                                          1500 
          MST3  (1386) GGTCGTCATCATGACCGTCTTCATCGCCCTCTTCCTCCCCGAGACCAAGA 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1451)                                                    
                       1501                                          1550 
          MST3  (1436) ACGTCCCCATCGAGGAGATGGTGCTCGTCTGGAAGTCCCACTGGTTCTGG 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1501)                                                    
                       1551                                          1600 
          MST3  (1486) CGCCGATTCATCGGAGACCACGACGTCCACGTCGGCGCCAACCACGTCTC 
MST3_F lastest   (640) -------------------------------------------------- 
     Consensus  (1551)                                                    
                       1601              1622 
          MST3  (1536) CAACAATAAGCTCCAACCATAA 
MST3_F lastest   (640) ---------------------- 
     Consensus  (1601)   

 

��9%�� 13 Nucleotide sequences alignment ��
���	*+��"�����;&	@��
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                            1                                               50 
              NHX1     (1)  GAGAAGAGAGTTTTGTAGCGAGCTCGCGCGAATGCGAAGCCAACCGAGAG 
NHX1_F lastest_Edit     (1) -------------------------------------------------- 
          Consensus     (1)                                                    
                            51                                             100 
               NHX1    (51) AGGTCTCGATACCAAATCCCGATTTCTCAACCTGAATCCCCCCCCCACGT
NHX1_F lastest_Edit     (1) ------------GTNATCCGAATTTCTCACCTGTAATCCCCCCCCCACGT
          Consensus    (51)                ATCC  ATTTCTCA C   AATCCCCCCCCCACGT 
                            101                                            150 
               NHX1   (101) TCCTCGTTTCAATCTGTTCGTCTGCGAATCGAATTCTTTGTTTTTTTTTC
NHX1_F lastest_Edit    (39) TCCTCGTTTCAATCTGTTCGTCTGCGAATCGAATTCTTTGTTTTTTTTTC
          Consensus   (101) TCCTCGTTTCAATCTGTTCGTCTGCGAATCGAATTCTTTGTTTTTTTTTC 
                            151                                            200 
               NHX1   (151) TCTAATTTTACCGGGAATTGTCGAATTAGGCATTCACCAACGAGCAAGAG
NHX1_F lastest_Edit    (89) TCTAATTTTACCGGGAATTGTCGAATTAGGCATTCACCAACGAGCAAGAG
          Consensus   (151) TCTAATTTTACCGGGAATTGTCGAATTAGGCATTCACCAACGAGCAAGAG 
                            201                                            250 
               NHX1   (201) GGGAGTGGATTGGTTGGTTAAAGCTCCGCATCTTGCGGCGGAAATCTCGC
NHX1_F lastest_Edit   (139) GGGAGTGGATTGGTTGGTTAAAGCTCCGCATCTTGCGGCGGAAATCTCGC
          Consensus   (201) GGGAGTGGATTGGTTGGTTAAAGCTCCGCATCTTGCGGCGGAAATCTCGC 
                            251                                            300 
               NHX1   (251) TCTCTTCTCTGCGGTGGGTGGCCGGAGAAGTCGCCGCCGGTGAGGCATGG
NHX1_F lastest_Edit   (189) TCTCTTCTCTGCGGTGGGTGGCCGGAGAAGTCGCCGCCGGTGAGGCATGG
          Consensus   (251) TCTCTTCTCTGCGGTGGGTGGCCGGAGAAGTCGCCGCCGGTGAGGCATGG 

301                                            350 
               NHX1   (301) GGATGGAGGTGGCGGCGGCGCGGCTGGGGGCTCTGTACACGACCTCCGAC 
NHX1_F lastest_Edit   (239) GGATGGAGGTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
          Consensus   (301) GGATGGAGGTG                                        
                            351                                            400 
               NHX1   (351) TACGCGTCGGTGGTGTCCATCAACCTGTTCGTCGCGCTGCTCTGCGCCTG 
NHX1_F lastest_Edit   (289) NNNAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
          Consensus   (351)                                                    
                            401                                            450 
               NHX1   (401) CATCGTCCTCGGCCACCTCCTCGAGGAGAATCGCTGGGTCAATGAGTCCA 
NHX1_F lastest_Edit   (339) NNNNNN-------------------------------------------- 
          Consensus   (401)                                                    
                            451                                            500 
               NHX1   (451) TCACCGCGCTCATCATCGGGCTCTGCACCGGCGTGGTGATCTTGCTGATG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (451)                                                    
                            501                                            550 
               NHX1   (501) ACCAAAGGGAAGAGCTCGCACTTATTCGTCTTCAGTGAGGATCTCTTCTT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (501)                                                    
                            551                                            600 
               NHX1   (551) CATCTACCTCCTCCCTCCGATCATCTTCAATGCAGGTTTTCAGGTAAAGA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (551)                                                    
                            601                                            650 
               NHX1   (601) AAAAGCAATTCTTCCGGAATTTCATGACGATCACATTATTTGGAGCCGTC 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (601)                                                    
                            651                                            700 
               NHX1   (651) GGGACAATGATATCCTTTTTCACAATATCTATTGCTGCCATTGCAATATT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (651)                                                    
                            701                                            750 
               NHX1   (701) CAGCAGAATGAACATTGGAACGCTGGATGTAGGAGATTTTCTTGCAATTG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (701)                                                    
                            751                                            800 
               NHX1   (751) GAGCCATCTTTTCTGCGACAGATTCTGTCTGCACATTGCAGGTCCTCAAT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (751)                                                    
                            801                                            850 
               NHX1   (801) CAGGATGAGACACCCTTTTTGTACAGTCTGGTATTCGGTGAAGGTGTTGT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (801)                                                    
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                            851                                            900 
               NHX1   (851) GAACGATGCTACATCAATTGTGCTTTTCAACGCACTACAGAACTTTGATC 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (851)                                                    
                            901                                            950 
               NHX1   (901) TTGTCCACATAGATGCGGCTGTCGTTCTGAAATTCTTGGGGAACTTCTTT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (901)                                                    
                            951                                           1000 
               NHX1   (951) TATTTATTTTTGTCGAGCACCTTCCTTGGAGTATTTGCTGGATTGCTCAG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus   (951)                                                    
                            1001                                          1050 
               NHX1  (1001) TGCATACATAATCAAGAAGCTATACATTGGAAGGCATTCTACTGACCGTG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1001)                                                    
                            1051                                          1100 
               NHX1  (1051) AGGTTGCCCTTATGATGCTCATGGCTTACCTTTCATATATGCTGGCTGAG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1051)                                                    
                            1101                                          1150 
               NHX1  (1101) TTGCTAGATTTGAGCGGCATTCTCACCGTATTCTTCTGTGGTATTGTAAT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1101)                                                    
                            1151                                          1200 
               NHX1  (1151) GTCACATTACACTTGGCATAACGTCACAGAGAGTTCAAGAGTTACAACAA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1151)                                                    
                            1201                                          1250 
               NHX1  (1201) AGCACGCATTTGCAACTCTGTCCTTCATTGCTGAGACTTTTCTCTTCCTG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1201)                                                    
                            1251                                          1300 
               NHX1  (1251) TATGTTGGGATGGATGCATTGGATATTGAAAAATGGGAGTTTGCCAGTGA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1251)                                                    
                            1301                                          1350 
               NHX1  (1301) CAGACCTGGCAAATCCATTGGGATAAGCTCAATTTTGCTAGGATTGGTTC 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1301)                                                    
                            1351                                          1400 
               NHX1  (1351) TGATTGGAAGAGCTGCTTTTGTATTCCCGCTGTCGTTCTTGTCGAACCTA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1351)                                                    
                            1401                                          1450 
               NHX1  (1401) ACAAAGAAGGCACCGAATGAAAAAATAACCTGGAGACAGCAAGTTGTAAT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1401)                                                    
                            1451                                          1500 
               NHX1  (1451) ATGGTGGGCTGGGCTGATGAGAGGAGCTGTGTCGATTGCTCTTGCTTACA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1451)                                                    
                            1501                                          1550 
               NHX1  (1501) ATAAGTTTACAAGATCTGGCCATACTCAGCTGCACGGCAATGCAATAATG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1501)                                                    
                            1551                                          1600 
               NHX1  (1551) ATCACCAGCACCATCACTGTCGTTCTTTTTAGCACTATGGTATTTGGGAT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1551)                                                    
                            1601                                          1650 
               NHX1  (1601) GATGACAAAGCCATTGATCAGGCTGCTGCTACCGGCCTCAGGCCATCCTG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1601)                                                    
                            1651                                          1700 
               NHX1  (1651) TCACCTCTGAGCCTTCATCACCAAAGTCCCTGCATTCTCCTCTCCTGACA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1651)                                                    
                            1701                                          1750 
               NHX1  (1701) AGCATGCAAGGTTCTGACCTCGAGAGTACAACCAACATTGTGAGGCCTTC 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1701)                                                    
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                            1751                                          1800 
               NHX1  (1751) CAGCCTCCGGATGCTCCTCACCAAGCCGACCCACACTGTCCACTACTACT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1751)                                                    
                            1801                                          1850 
               NHX1  (1801) GGCGCAAGTTCGACGACGCGCTGATGCGACCGATGTTTGGCGGGCGCGGG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1801)                                                    
                            1851                                          1900 
               NHX1  (1851) TTCGTGCCCTTCTCCCCTGGATCACCAACCGAGCAGAGCCATGGAGGAAG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1851)                                                    
                            1901                                          1950 
               NHX1  (1901) ATGAACAGTGCAAAGAAATGAGAATGGAATGGTTGATGAGGAGAATACAT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1901)                                                    
                            1951                                          2000 
               NHX1  (1951) GTAAAATGTGACAGCAAAAGAGAGAAGGCAAGTTTTGGGTTTGTAGAGTT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (1951)                                                    
                            2001                                          2050 
               NHX1  (2001) TGGCTGCTGCTAATGAGTTGTTGATAGTGCCTATATTCTTCAGAACTTCA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (2001)                                                    
                            2051                                          2100 
               NHX1  (2051) GATGGTGCCTCACCAAGGCCTAAGAGCCAGGAGGACCTTCTGATAATGGT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (2051)                                                    
                            2101                                          2150 
               NHX1  (2101) TCGGGATGATTGGTTTGTTCTGTCAGGATGAACCCTAGTGAGTGACACAG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (2101)                                                    
                            2151                                          2200 
               NHX1  (2151) GGTGATGTGCTCCGACAACCTGTAAATTTTGTAGATTAACAGCCCCATTT 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (2151)                                                    
                            2201                                          2250 
               NHX1  (2201) GTACCTGTCTACCATCTTTAGTTGGCGGGTGTTCTTTCCTAGTTGCCACC 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (2201)                                                    
                            2251                                          2300 
               NHX1  (2251) CTGCATGTAAAATGAAATTCTCCGCCAAAATAGATTTGTGTGTATAATAA 
NHX1_F lastest_Edit   (345) -------------------------------------------------- 
          Consensus  (2251)                                                    
                            2301     2313 
               NHX1  (2301) TTTTGCTTGGTTG 
NHX1_F lastest_Edit   (345) ------------- 
          Consensus  (2301) 

 

��9%�� 14 Nucleotide sequences alignment ��
���	*+��"�����;&	@��

�� OsNHX1������	*+

��"�����;&	@��
 PCR  product &�����
���!B���J�
����	��� OsNHX1 

 

 $�����&�� nucleotide sequences alignment $��'Z�;	�"#� PCR product ��
&*�

�� 

OsMST3 ��� OsNHX1 �����	*+��"�����;&	@��
�*+���	*+��"�����;&	@��

��&*�
��
&��$�!B���J�


����	��� 
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4. "������*.�����	
�����

�� OsSUT1, OsMST3 ��� OsNHX1 !����"�'"�
#�
%����
��#�
>

��
!�����"�%�������!*��������
����� NaCl �	
"�:� Semi q Quantitative RT-PCR 

 4.1 �����"0��$�����; cDNA ����������
���"%����
��#�
> 

 �\�����"$��+�����: cDNA ��
���"&��!B�!������	��������	
�����

�����


����
�$�� total RNA ��������"#����"���&#��*� $�
"������'@�����	
�����

��&���������	
���

���	�"�� (constitutive expression) �#�� ���
!����&	��
���;	�"������'@�����	
�����

�� 18s 

rRNA �	
��� cDNA &���*
�����'@�	
"�,� RT- PCR ��
���"&����
��#�
Q��
!�����"�&�������!'�

�������
����� NaCl ����J���#�++!����&�� PCR ���!B��6# primer &��$���\���*+
�� ���!B�

$���"���+��
���&���������
� 28 ��+ ;	�[����&	��
	*
��\&�� 15 ���
!'�&��+}�
�����: RNA 

&���&#��*�!��*"�
#�
�#"�!'x# ��������}���;�!B���J���#�++!����"������'@}�
��	*+���

��	
�����

�� OsSUT1, OsMST3 ��� OsNHX1 &����
��#�
Q��
���"��
!�����"�	*
��#�" 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��9%�� 15 Southern blot hybridization ��
�����	
���
�� 18s rRNA ��
���"��
��#�
Q ��
!��

���"�&�������!'��������
����� NaCl �"��������� 100 ����������@ �	
��#�� Lane ��� 

��
��"��!������Z+�*"�
#�
'�*
���&	��+	�"
�������
����� NaCl &�� 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 

��� 120 B*�"��
 ������	*+ 

0   3    6    9  12   24  48   72 120  h

���

���

���"��
, 14 "'�

���

���

���"��
, 30 "'�

���"��
��'�
%��


�#������"
 
�"


!+,


0   3    6    9   12   24  48   72 120  h

0   3    6    9   12   24  48   72 120  h

0   3    6    9   12   24  48   72 120  h

0   3    6    9   12   24  48   72 120  h

0   3    6    9   12   24  48   72 120  h
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 4.2 �����	
�����

�� OsSUT1, OsMST3 ��� OsNHX1 !����"%����
��#�
>��
!��

���"�%�������!*��������
����� NaCl 

 $�����"������'@��	*+�����	
�����

�� OsSUT1, OsMST3 ��� OsNHX1 !�

���" Indica \*�,4@ KDML105 &����
��#�
Q��
!�����"�&�������!'��������
����� NaCl �"��

������� 100 ����������@;	�[����&	��
	*
��	
!���\&�� 16-18 �	
\+��	*+�����	
���&���\���

�6
������

�� OsNHX1 &*�
!��#"���
 source ��� sink organs &��;	��*+�������
����� NaCl �����

����
+�&�
+�*+���"&��;�#;	��*+�������
��������\+��"���������	
�����

��&���6
!�

B#"
�����
���!'��������
�����!��#"���
 sink organs (�����
4 14 ��� 30 "*�����"
��


���"��
��*�
&��
�#������"
) $���*��$�
�#�
�	��	*+�
�����";���	
����\����6
����!��#"�

��
 source organs (�����
4 14 ��� 30 "*����!+,
��
������"��
��*�
&��
�#������"
) ���


��	����
�*+
��"�$*
��
 Fukuda ����:� (1999) &��\+�����	
���&���\����6
������

�� 

OsNHX1 &*�
!��#"������������
���" Japonica \*�,4@ Nipponbare ��
4 7 "*�&��;	��*+�������


����� NaCl �"��������� 100 ����������@   �	
�����	
�����

��&���\�������!�B#"
�����
���

!'��������
�����+#
B��}�
 �"��\
�
����
����@&*�
!��#"���
 source ��� sink organs &��$��	

��	*+�"����J�\����
 Na+  �	
[#����;����&��
����
 Na+/ H+ antiporter �#�
Q ���
$���&*�
&��&��

'���&��!�����*+ Na+ ���$������@'���$���*	������� Na+ �	
���	�
��� Na+  &���
6#!��#"���
;�

����� (cytosol) ;���Z+;"�!��"��"��� (vacuole) �����
6#�*+B��	��
 Na+/ H+ antiporter  ���
\�B

�#"�!'x#$�;"�#��"����Z����$����#� ECe < 3.0 dS m-1 '������#� osmotic potential ���
�"#� -0.117 

MPa (����
&�� 1) �Z������&���"����Z���	*+���\�B$���+���
�#��"����J�\����
���$4 (ion 

toxicity) ����"#��"������
	&�����	$����
	*��������� (osmotic stress) ���
�"����J�\����


���$4�*�����	$������&�&�����$4��
 K+ 	�"
 Na+ !��������
�B�"�������&��!'����	���

�����
����
���
����
����6x���
'���&����
������+�
B��	�����
$�����$4 Na+ ��� Cl- ����;�

������+���;��+�"�	�"
������	����*�\*�,@�++�����"�����@ (noncovalent interaction) �*+

��	�������'�#���� (Chinnusamy ����:� 2005)   ����	
�������"����@\�B�����}��"$$*+ 

(sensor) �*xx�������:&���\����6
������
 Na+ &��[�"��
 plasma membrane ;	��	
[#�����&��
��

��
 transmembrane protein '�����"$$*+�*:x��&�����	������
!�����@	�"
 Na+ sensitive enzymes 

���
������&��&��'���&����J� salt stress sensor �Z��� plasma membrane Na+/ H+ antiporter SOS1 (Salt 

Overly Sensitive 1)  &*�
����Z�\���"#�  ������	*
��#�"���#"���
 long cytoplasmic tail &����$&��

'���&����J� Na+ sensor ���$�����������	*
��#�"
*
&��'���&��������

 Na+ ���$������@ (sodium 

efflux) �\����*����*	�#"���
 K+ ��� Na+ !� cytosol !'���	4� (K+/Na+ balance) 	*
��	
!���\
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&�� 4 ���
����"+�4����������� K+ ���/'����^�
�*����[#����������
 Na+,  ���������

 Na+  ���

$������@ ������!B�����
B�@��
 Na+  �\�����*+��	4�����������"���J���;�\���9��&��\�B!B�

�\����
��	*+��
 K+/Na+ ratio !�;���\������!'���J�;����&�����
���;	� (Zhu 2003)  

  ���'�*+�����	
���&���6
!���
������
'�*
$�����!'��������
�������

�� 

OsNHX1 !��#"���
�������	��	*+�
!��"���#��� $���*��$�
�����!'��'Z������	
�����



�� OsNHX1 &���\�������!��#"���
���  ��	
!'��'Z�}�
�����+���
&�����	!�����@��
��� ���
��J�

�#"�&���*�[*��*+�������
������	
��
�#�� $���*��$�
�����������

 Na+ $������@��
���;�
*


����@!��#"���
 source organs &��!'��'Z������	
���&���\����6
������

�� OsNHX1 !��"��

�#��� &���#��*
����Z��� �#"���
�"
���
$*	��J� sink organ ���$�;�#;	��*�[*��*+�������
�����

�	
��
��#�Z�������	
�����

�� OsNHX1 &���6
!�B#"
����B#��	�
"�*+���  ���
[����&	��
&��

;	������	����
�*+
��"�$*
����Q &����

��"#�  �����\�B�
6#��
!���"����Z� $�������	�"����J�\��

��
 Na+ �\����*��� K+/Na+ ratio !�;���\������!'��6
�	
���������

 Na+ ���$������@���

�#�;�
*
�#"���
��� (Na+ efflux) �++ long distance 	�"
���&��
����
 plasma membrane 

Na+/H+ antiporter SOS1 �	
�%\���
#�

��
!�������
����$��x��
����@���
���������

�	&������*


�$��x���+��$������	� �
 vacuole &�������	; �# !'x#\�&�� $��*� ��Z+  Na+ (sodium 

compartmentation) ;"�$�
�����&��$�������

 Na+ ���$������@����"#� !��:�&�� OsNHX1 ���
��J� 

tonoplast Na+/ H+ antiporter $�&��'���&���^�
�*����������	*+�"����J�\����
 Na+ !� cytosol 

�	
���������

;���Z+;"�!��#"���
  vacuole (Na+ compartmentation) (Chinnusamy ����:� 

2005)      
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������"

��
, 14 "'� 

OsSUT1

OsMST3

OsNHX1

18s

������"

��
, 14 "'� 

1     2    3    4     5     6    7     8     9 
OsMST3

OsSUT1

OsNHX1

18s

������"

��
, 30 "'� 

OsSUT1

OsMST3

OsNHX1

18s

������"

��
, 30 "'� 

OsSUT1

OsMST3

OsNHX1

18s

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

��9%�� 16 Southern blot hybridization ��
�����	
���
�� OsSUT1, OsMST3 ��� OsNHX1 ��


���"��
4 14 "*���
!�����"�&�������!'��������
����� NaCl �"��������� 100 ����������@ �	
��#

�� Lane ��� ��
��"��!������Z+�*"�
#�
'�*
���&	��+	�"
�������
����� NaCl &�� 0, 3, 6, 9, 

12, 24, 48, 72 ��� 120 B*�"��
 ������	*+ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��9%�� 17 Southern blot hybridization ��
�����	
���
�� OsSUT1, OsMST3 ��� OsNHX1 ��


���"��
4 30 "*���
!�����"�&�������!'��������
����� NaCl �"��������� 100 ����������@ �	
��#

�� Lane ��� ��
��"��!������Z+�*"�
#�
'�*
���&	��+	�"
�������
����� NaCl &�� 0, 3, 6, 9, 

12, 24, 48, 72 ��� 120 B*�"��
 ������	*+ 

0   3    6    9   12   24  48  72 120  h

0   3    6    9   12   24  48 72 120  h

0   3    6    9   12   24  48  72 120  h

0   3    6    9   12   24  48  72 120  h
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�"
���"��
��'�
%��


�#������"
 

!$:
���"��
�

�'�
%��
�#������"
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��9%�� 18 Southern blot hybridization ��
�����	
���
�� OsSUT1, OsMST3 ��� OsNHX1 ��


���"��
��*�
&��
�#������"
��
!�����"�&�������!'��������
����� NaCl �"��������� 100 �����

�����@ �	
��#�� Lane ��� ��
��"��!������Z+�*"�
#�
'�*
���&	��+	�"
�������
����� NaCl 

&�� 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 ��� 120 B*�"��
 ������	*+ 

 

 ���'�*+�����	
�����

��&������
"���
�*+���������

��������*��\+"#� 
��

�������
��
������������4��	��
" (OsMST3) ����	*+��� transcription &���6
����&*�
!��#"���
 source 

��� sink organs ������
6#��
!����"�����
	&�����������
����� (��\&�� 16-18) �	
!���"�����$�

��"$\+��� transcription ��

�� OsMST3 !��#"���
�[#�!+ (leaf blade) ��+!+ (leaf sheath) 

����*� (callus) ������ (root) ��
���" ���\+�����J�\����&��&#�������

���� (xylem) �������@�

�������;��� (sclerenchyma cells) &���
6#!���� ���
B��!'��'Z�}�
 �"������
"���
��

��	*
��#�"���&����

�#�������� monosaccharides �\���!B�!�����*
�����'@[�*
����@ (cell wall) !'�'������ 

(Toyofuku ����:� 2000)  ��$���"����J�;�;	�"#�  ���������@��
������"+�
�#"�}6�&����
$��

��"��"����J�\����
 Na+  &��!'����
���\�*

���6
�����\������;��#���������@&��}6�&����
 

	*
�*�� $�
�����������

������������4��	��
"������� &��!'��'Z������	
���&���\���������

�� 

OsMST3 !��#"���
��� ���
��J� sink organ  ���'�*+�������
����
�����	
�����

��

�������
��
������������4��	��
"�����;	��*+��&,�\�$����"�����
	$��������*��
*
;�#��
����

�
��

�#��  �&#�&������

��;"��Z����#�������������	
�����

�� AtSTP4 ���
��J�
���������
��
�������

�����4��	��
"��
 Arabidopsis �����;	��*+��"�����
	$��������	+�	�[� (wounding) �������4�� 

OsSUT1

OsMST3

OsNHX1

18s

OsSUT1

OsMST3

OsNHX1

18s

0   3    6    9   12   24  48  72 120  h

0   3    6    9   12   24  48  72 120  h
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(elicitors) ����������+4��4���
�B����� (fungal attacks) &��;	���	
!'��'Z�"#�  
��	*
��#�"$�����	*+

�����	
���&���\��������
#�
�"	��Z"�����;	��*+[����&+$���|$$*
�#�
Q 	*
��#�"  ���
����4��!'���

���������

���������������4��	��
"������
*
����@��
 sink organs (root tips ��� anthers) �\���!'�

�\�

\��#��"�����
������@�+;��	����
����@&���\����6
�����\�����+���
�#����"��"	����&��

�#�!'����	�"������
	 (Truenit ����:� 1996)  $��&����#�"�� $�
����"����&����J�;�;	�"#� ������
6#

��
!����"�����
	$���"����Z�  
�� OsMST3 $���+&+�&&������
�*+
�� AtSTP4 ��
 Arabidopsis 

��� B#"
!����������

������������4��	��
"��������������\�����J��'�#
\�*

����
����@&��}6�&����
  

����'���$��+&+�&	*
��#�"������"  �����	
���&���\����6
������

�� OsMST3 &*�
!��#"���
 

source ��� sink organs ������
6#��
!����"�����
	&�����������
������*����$�,�+�
;	�	*
������ 
�� 

OsMST3 $�������

������������4��	��
"�������\���&��'���&���*�����	4�����������
!�����@���

	*�$*+��4�6������&�����	����$�����&������@}6�&����
 (oxidative damage) �	
����

��&����+4"#� \�B

'��
B��	�����������
���@�+;��	�� �B#� ������� (��6��� ]�4���� �6���� ]�4����) ���

��^
������
6#��
!����"�����
	$������� �	
�%\�����������
��������6�&������
����;	� (soluble 

sugars) ���
��+&+�&!��
#��
������^�
����*�����	4��������� ��J��'�#
�������$��\"�

���@+�� (carbon storage) ���	*�$*+��4�6������ (radical scavenging) (Parvaiz ��� Satyawati 

2008) ���
��
;��"#��*���Z��� ���������
 polyols '��
B��	 �B#� myo-inositol, ononitol, pinitol, 

sorbitol, mannitol, erythritol ��� glycerol &��&��'���&����J���� osmoprotectants !�����@\�B������
6#

��
!����"�����
	$����"�����
	$���"����Z��*�� ��"�!B����������6��� ]�4���� ����6����

��J�����*�
���!�����*
�����'@&*�
���� (Maksup 2007)  $��&����#�"��&*�
'�	���
��� B��!'��'Z�"#� 

��������"�
6#��
!����"�����
	$������� 
�� OsMST3 $�&��'���&��������

������������4��	��
"������

�\���B#"
����������@&��}6�&����
�����J�����*�
������'�*+�*
�����'@���$��\"� polyols �\���

�*�����	4�����������
!�����@          

 �#"������	
�����

���������
��
��������6���� (OsSUT1) �*��\+"#� ����	*+

�����	
���&���#�����
�
&��&*�
!��#"���
 source ��� sink organs ������
6#��
!����"�����
	&����

�������
����� (��\&�� 16-18) ���'�*+!���"������*�� $�\+�����	
�����

�� OsSUT1 !� 

source organs ��
���" �B#� �[#�!+ (leaf blade) ��+!+ (leaf sheath) ������Z	&������*

�� 

(germinating seed) !��:�&�������	
�����

��!�+�
�#"���
 sink organs �B#� �"
���"�#��

�&
B#� (panicles before heading) �������*���#�����
���
'����&+;�#\+�����	
��� ���
��

	*
��#�"���
*
��+&+�&����*x�#����������

��������6����[#����++&#�������

��'�� (phloem 

loading of sucrose) ���
����*x�#����������

��������6�����++ long distance (Hirose ����:� 
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1997) $��[����&	��
&��;	� ��$��	
!'�}�
�"��\
�
����
����@!����&��$��*�����	*+��


��������6������
!�����@;"��\�����J��'�#
\�*

�������
�����������!B��Z�#�������������&��!B�

��J��'�#
\�*

��'�*� (��6���) �����'�	�
 ���
$��'Z�;	�$�������	
�����

��&���6
����!�+�


B#"
�\����\��������:��������6���� $���*���������	*
��#�"���$�}6�
#�
	�"
���;��@����"��@��� 

(invertase) �#�;���J����������6������]�4�����\�����J��'�#
\�*

��!'��\�

\��#�����@\�B&��

}6�&����
�#�;�  ���$�����
*
��$���"����J�;�;	�"#�  �����	
���&���#�����
�
&����

��

	*
��#�"��$�����
��$�����&������@\�B$����*�������*
����'@��
�	�
������
6#��
!����"�����
	

$���"����Z�&��!'�;	�[����*:�@'�*���� ��6������
�
 �#
[�!'�����*
�����'@�6�����\���������



;���Z+
*
�#"��#�
Q �*�����
�
	�"
  	*
�*�������	
�����

��	*
��#�"$�
�#�����
�
&��'���

���
�
  ���$�����
*
����

��"#� ����
��	*+��
��������6����!�����@��
 celery �����;	��*+

�������
����� NaCl �"��������� 300 ����������@��� 4 �*�	�'@��[�;��	�����	
�����


���;��@ mannitol dehydrogenase �\���;�#!'�;���[����&+�#���	*+������������&��&��&��'���&��

��J� osmoprotectant  ���$���������������	
�����

���������
��
��������6����!� celery 

(AgSUT1) �����;	��*+����� NaCl �Z\+"#� AgSUT1 ����	*+�����	
���&���	�
!�&4��#"���


�"*
"��	
�%\��!��#"���
���  (Noiraud ����:� 2000)  ���$�����
*
����

�����������


��������*������@'�*�Q ��� �����&�� ��� ���@+�&��!����";&
+�
��
\*�,4@&���\����6
���������

;	��*+��"�����
	&����������	
 Maksup (2007)  ���
��J����
���}�
��;�!������+���
��
����@

\�B;�#"#�$���J�\�B!+����

�6# (celery) '���!+����

�	��
" (���") &����+���
�#���"�����
	��
����@

�	
����������������

��������*������@;�
*
����@�#�
Q �\����*����#�����������
!�����@!'�

��	4��#�� $���*�� transporters �*"����Q $�
�����&��
�� 	*
&�������!�[�&��;	�$��
��"�$*
���        

 

5. ���"������*.*������;�������!����"%����
��#�
> ��
!�����"�%�������!*��������
����� NaCl 

 5.1 ���"������*.*������;��������B����!����"%����
��#�
>��
!�����"�%�������!*�

�������
����� NaCl 

 $�����"*	�����:��������6����!�B#"
�"���#�
Q \+"#������:��������6����&��

"*	;	�!�������������"��
4 14 "*� ;�#���"������#�
��
�����:�������!�B#"
�"���#�
Q 	*


��	
!���\&�� 19 ��	����
�*+�����	
�����

�� OsSUT1 ���
;	��,�+�
}�
����*�����	*+

��������6������
!�����@;"��B#��	�
"�*+&�������!�
��"�$*
��
 Noiraud ����:� 2000 ����
"�*+

��;�!�����#������"����J�\��$�� NaCl ���
;	���#�"}�
���&����������6����;���[�!�����	

���&��
����
 mannitol catabolism �\���!'����	���������
������������&��$�����+"���� 
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mannitol synthesis [��*\,@�B#��	�
"�*��*+�����:��������6����&��"*	;	�!���� ��������
4 30 "*� 

��	
	*
��\&�� 20 ��#!����"��
��*�
&��
�#������"
�*�������:��������6����&��"*	;	���*+��

��"����&���	�
 �����}�,�+�
;	�"#� &����
��*�
&��
�#������"
�*������	*+��
���!B�\�*

��&��

�6
�"#���
�����Q 	�"
�"*
"�&���$��x\*��� ����"�����
���\�*

��&������"#� !��������

����
�\�������'�*+�������
���Z	 �#"�	�"
�*+��;�!���������"����J�\��$�� Na+ $�
&��!'����

&��
����

�� OsSUT1 &������
"���
�*+����������
��
��������6����!��"*
"��#�
Q �	�
�
#�
�'Z�

;	�B*	!�!+,
 	*

��"�$*
��
 Noiraud ����:� (2000) &��&	��
!� celery ;	���#�""#����

�*
�����'@������������&�������������6����$����	����&���#"�!+��
\�B $���*��$�
�������

�#
;�
*
 sink organs 	�"
�"��\
�
��!�����*������+"���� mannitol synthesis !'��
;"�$�


$����J����
���*
��������6����	*
���'�4&��;	���#�"���
��� ��$�#
[�!'����	�����	
�����

�� 

OsSUT1 &���	�
!��"���#��� 	*
��\&�� 21 
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��9%�� 19 �����:��������6����&��"*	;	�!����"��
4 14 "*� &��B#"
�"���#�
Q ��
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�������
����� NaCl �"��������� 100 ����������@ 
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��9%�� 20 �����:��������6����&��"*	;	�!����"��
4 30 "*� &��B#"
�"���#�
Q ��
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�������
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��9%�� 21 �����:��������6����&��"*	;	�!����"��
���&������#������"
&��B#"
�"�� 

�#�
Q ��
!�����"�&�������!'��������
����� NaCl �"��������� 100 ����������@ 
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 5.2 ���"������*.*������;���������B��� !����"%����
��#�
> ��
!�����"�%�������!*�

�������
����� NaCl 

 ���"*	�����:���������6���!����"\+"#�  &����
4 14 "*� ������\������� ����	�


!�B#"
"*������
���!'��������
����� $���*��$�����"����&���\�������!��"���#���&*�
!��#"�

��
��������� 	*
��\&�� 22 ��$	�"
���'�4&��\�B!���
�������"��;"�#��"����J�\����
�����&��

�����J�\���� ������
6#!����"�����
	�#������$�
���
������������6����6
 �\����������J��'�#


\�*

��'�*�!�����#���������@&��}6�&����
  �:��	�
"�*�����@\�B$�����;�!�����*�����	4�

����������
!�����@	�"
��������
����������6���+�
�#"�!'�;��
6#!��6���
������������&�� 

�\���&��'���&����J� osmoprotectants ��� radical scavenger &��!'���	*+��
���������6���&��"*	;	�!�

B#"
����������:&���	�
 ���'�*+����*
�����'@������������&���*��$����*
��6���'���]�4����

��J�����*�
���  �	
��6���$�}6������
�;���J� glucose-6-phosphate (G-6-P) �#�� ���"$�
���*


���;��@ glucose-6-phosphate isomerase (G6P isomerase) �#�;���J� fructose-6-phosphate (F-6-P) 

���}6������
��#�;�	�"
���;��@ manose-6-phosphate reductase (M6PR) ��� phosphatase (Pase) 

&��!'�;	�������������&��!�&���4	  �#"�]�4����$������
���J� Fructose-6-phosphate (F-6-P) �	


���*
 hexokinase ����#�
�����6#�+"�����*
�����'@������������&�� (���
}�
�	
 Maksup 2007)      

$���*��$�����������
���������6����!'����
��J���� ������6������]�4�����\���!B�!�

���+"����	*
��#�"&��!'������}"*	�����:���������6���&���\�������;	�!��"���#���  �#"���	*+

���������6���!��#"���
������������"��
4 30 "*�$��6
������Z����
!�B#"
��������;	��*+

�������
����� NaCl ���$��	�
��!���	*+&���#�����
�
&��!��"���#���  ���
�Z��$�,�+�
;	�

����
Q �*+�����+���
��
������"��
4 14 "*��#���"�����
	$�������  �
#�
;��Z���!���
��*�


&��
�#������"
$��������:���������6���&���#�����
�
&��&*�
!��#"���
!+,
����"
  	*
��\&�� 

23-24  ���
;�#�#�
��	����
�*+[������	
�����

�� OsMST3 &������	*+�����	
���&���\�������

!��#"���
�"
 	*
�*�� ���&	��
!���
������$���
�����&�������\���
��
*�[����&	��
�����*�
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��9%�� 22 �����:���������6���&��"*	;	�!����"��
4 14 "*� &��B#"
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�������
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4 30 "*� &��B#"
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�������
����� NaCl �"��������� 100 ����������@ 

 



67

0.0000

0.0200

0.0400

0.0600

0.0800

0.1000

0.1200

0.1400

0.1600

0.1800

0.2000

0 3 6 9 12 24 48 72 120

����������	 (h)



��


��
�

����
��

�
�

���
�

 (
m

m
o

l/
g

 w
et

 w
ei

g
h

t)

�	
�

���

 
��9%�� 24 �����:���������6���&��"*	;	�!����"��
��*�
&��
�#������"
&��B#"
�"���#�
Q ��
!��

���"�&�������!'���������
����� NaCl �"��������� 100 ����������@ 
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$%%�� 5 

��,�Q����%	��
 

1. ��������6����;�#;	���+&+�&'�*�!���;��������&���"����J�\����
����� ��#���#"�

B#"
!�&�
���� �����J��'�#
\�*

�����@+��!'��*+����@&�����
���\�*

����J�\���� 

�B#� +���":&�������+�	�$Z+$���"����J�\����
����� �	
\�B$�����;�!�����
��	*+

��
��������6����!�����@;"�!'��
&��&*�
!� source ��� sink organs ���$����������

+�
�#"�&�������
�;���J�[����*:�@�6������Z��� 

2. ���������6���'���������������4��	��
" ��J��'�#
\�*

������*x��
����@ $�
�����

��	
�����

���������
��
������������4��	��
" (OsMST3) &���6
�"#�
���������
��
�������

�����4��6# (OsSUT1) !��#"���
 source ��� sink organs ������
6#!�����"�����
	�#������ 

�����
$��&�����"�	*
��#�"����@���
���\�*

��&���6
�\�����������\������;�!B�!�����+#


����@B	�B
!��#"�&��}6�&����
$���"����J�\����
�����������#�
 Q �	
�%\���#"�&��

�*�[*��*+�������
 NaCl ���&���4	 ���$�����
*
��$�����������������������4��	��
";�

!B���J�����*�
���!�����*
�����'@���$��\"� polyols &��&��'���&����J� osmoprotectants !�

����@&���
6#��
!����"�����
	$���"����Z� 

3. Na+/H+ exchanger ��J�'���
!���;�����*x��
\�B!��������&���"����J�\����
�����

����� �	
�������������� Na+ ;���Z+;"�!��"���"����\����	�"����J�\��!�;��� 

\������ �	
�������	
���!� sink ����"#�&�� source organs !�B#"
��������
$����J�

�#"�&���*�[*��	
��
�*+����� NaCl $���*������� Na+ $�
}6��������
��
$�� sink ;�
*
 

source organs !���
'�*
&��!'��������	
�����

�� OsNHX1 !� source ����"#� sink 

organs !�B#"
&��
��
���&	��+	�"
����� NaCl 

4. ��
!����"�����
	$���"����Z�  ���"!���
��#�
Q &��;"�#���"�	*
��#�"$�����
��;�!�

����^�
�*�����
�	
������*+ Na+ ���$������@���$���*	�����:��
 Na+ !�����@�\���

�*�����	4�����������
!�����@�����������������������4��	��
"��!B���J��'�#


\�*

��'�*��\����#���������@&��}6�&����
���!B���J�����*�
������'�*+����*
�����'@

���&��&��'���&����J� osmoprotectants !��:�&����������6����$�������*�����	*+���;"�

���}6������!B���������"�����
���!B�������������4��	��
"�\����������!��"�� 
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�������
� LB medium (1,000 ml.) 

 1. !�# bacto-tryptone     10 g/l 

 2. !�# bacto-yeast extract       5 g/l 

 3. !�# NaCl                                                                               10 g/l 

 4. ��*+�������	�"
������*��!'�;	��������  1,000 ml 

 5. ��*+ pH 7.5 ������;� autoclave &���"��	*� 15 psi, 121ºC ��� 15 ��&� 

 6. !���:�&�����
���� ampicillin �"�����!'����"����������4	&��
!���'���&#��*+ 100 µg/ml 

�	
$���*"�
#�
���
���� ampicillin ������� 100 µl (�����!B� ampicillin �"����������&#��*+ 

100 mg/ml) 

 

�������
�,|
 WP 	'	���


����
%�� 2 ����������'�*+����
��������
,��4��'���6�� WP 	*	���
 (Vajrabhaya and 

Vajrabhaya, 1991) 

������� �����;   (mg/l) 

KNO3 580 

CaSO4 500 

MgSO4.7H2O 450 

Triple superphosphate 250 

(NH4)SO4 200 

Unilate (FeEDTA 13.2%) 53 

MnSO4.1H2O 15 

H3BO3 5 

ZnSO4.7H2O 1.5 

KI 1.0 

Na2MoO4.2H2O 0.1 

CUSO4.5H2O 0.05 

CoCl2.6H2O 0.05 
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99.9%

95.0%

�������
��������
�B��������}�� (100ml.) 

 ����
� stock solution 1 mg/ml 

 - B*�
��������6����    0.1   g 

 - ��*+�������	�"
������*��!'�;	�������� 100 ml 

����
%�� 3 �������
��������
�6��������9�� �"��������� 0-1.0 mg/ml 

*��	%�� �������
�B���� (ml) ������'�� (ml) �������
�B��������}�� (mg/ml) 

1 0 1.00 0 

2 0.2 0.8 0.2 

3 0.4 0.6 0.4 

4 0.6 0.4 0.6 

5 0.8 0.8 0.8 

6 1.0 0.0 1.0 

�������
� 1% resorcinol (100 ml) 

1. B*�
 resorcinol 1 g ����
!� 95% ethanol  

2. ��*+�������	�"
 95% ethanol !'�;	� 100 ml 

 

�������
� 30% HCl (250 ml) 

1. �{�����	 HCl ������� ������� 75 ml ���"!�#�
!�+������@&����������*��+��$4�
6#

�����: 150 ml (&��!��6��"*�) 

 2. [�����"�&�
!��"	������� 250 ml ��*+�������	�"
������*��!'�;	� 250 ml 

 

�������
� 95% ethanol 0�� 99.9% ethanol (250 ml) 

1. $�!B�   99.9% ethanol = 95.0% × 250 = 237.74  ml 
 

2. ��*+�������	�"
������*��!'�;	����������J� 250ml 

 

�������
� 80% ethanol 0�� 95% ethanol (250 ml) 

1. $�!B�   95% ethanol = 80.0% × 250 = 210.53  ml 
 

2. ��*+�������	�"
������*��!'�;	����������J� 250ml 
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�������
� Fe-stock (100x) ������� 1,000 ml. 

 - FeSO47H2O         2.785 g/l 

 - Na2EDTA.2H2O    3.735 g/l 

 

�������
� Fe (1x) ������� 1,000 ml. 

 ����
�$�� Fe-stock (100x) �	
�$��$�
 10 �&#�  

 - Fe-stock (100x) 10 ml  

 - ��*+�������	�"
������*��!'�;	����������J� 1,000 ml 

 

�������
� Extraction buffer   

 �����+	�"
 

 -  1 M Tris-HCl pH 8.0  

 -  0.5 M EDTA pH 8.0   

 -  5 M NaCl   

 -  CTAB  

 -   β-mercaptoethanol   

 �*������������
�  

 1. �"
����#�
 Q !'�;	��������	*
�#�;���� 

-  1 M Tris-HCl pH 8.0       �������     10 ml 

-  0.5 M EDTA pH 8.0       �������      4  ml 

-  5 M NaCl                         �������     28 ml 

-  CTAB                        2  g 

-  β-mercaptoethanol            �������      2 ml 

 2. ��*+�������!'�;	� 100 ml   �	
!B� Milli Q water &�� sterile ���" 

 

�������
 1 M Tris-HCl pH 8.0 

 �*������������
�  

1. �"
 Tris base ������� 50 ml [���*+ 0.1 N NaCl ������� 29.2 ml    

   2.  ��*+�������!'�;	��&#��*+ 100 ml 	�"
���� Milli Q &�� sterile ���"   ���&�������*+ pH !'�      

;	��&#��*+ 8.0   
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�������
 0.5 M EDTA pH 8.0   

 �*������������
�  

 1. B*�
��� EDTA �&#��*+ 18.164 g   

  2.  ����
!����� Milli Q &�� sterile ���"������� 100 ml   ���&�������*+ pH !'�;	��&#��*+ 8.0 

 

�������
 5 M NaCl   

 �*������������
�  

 1. B*�
��� NaCl �&#��*+ 29.2 g   

 2. ����
!�������*��!'�;	���������4	&��
�&#��*+ 100 ml    

 3. ����������
&������
�;	�&������#��B����	
��� autoclave  

  &���"��	*� 15 psi, 121oC  ��� 15 ��&�    

 

�������
 20% SDS (sodium dodecyl sulfate) 

 �*������������
�  

 1. B*�
 SDS 10 g ����
!�������*��������� 25 ml 

 2. ��*+�������!'�;	� 50 ml 	�"
���� Milli Q &�� sterile ���" 

 

�������
 chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 

 �*������������
�  

1. �"
 chloroform ������� 96 ml ��� isoamyl alcohol ������� 4 ml   	�"
���+���"
&��     

sterile ���"!�#�"	&�� sterile ���" 

 2. [���������
!'������*� 

 

�������
 3 M sodium acetate pH5.6 

 �*������������
� 

 1. B*�
��� sodium acetate 12.3 g ����
!�������*��������� 30 ml 

 2. ��*+ pH ��
�������
	�"
 glacial acetic acid !'� pH �4	&��
�&#��*+ 5.6 

 3. ��*+��������4	&��
!'�;	� 50 ml 	�"
������*�� 

 4. ����������
&������
�;	�&������#��B����	
��� autoclave &���"��	*� 15 psi, 121ºC   

  ��� 15 ��&�  
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95.0%

�������
� 70% ethanol 0�� 95 % ethanol (250 ml) 

 �*������������
�  

1.$�!B�   95% ethanol = 70.0% × 250 = 184.21 ml 
 

2.��*+�������	�"
������*��!'�;	����������J� 250ml 

 

�������
 0.4 M NaOH 

 �*������������
� 

 1. B*�
��� NaOH 0.8 g ����
!�������*��������� 30 ml 

 2. ��*+�������!'�;	� 50 ml 	�"
������*�� 

 3. ����������
&������
�;	�&������#��B����	
��� autoclave &���"��	*� 15 psi, 121oC   

 ��� 15 ��&�   

 

�������
 0.4 M NaOH/2% SDS (�"�����
�!*�#%,���'�
) 

 �*������������
� 

 1. ����
��������
 0.4 M NaOH ��� 2% SDS 

 2. [�����&*�
��
!��*����#"� 1:1 �	
������� 

 

�������
 phenol : chloroform (1:1) 

 �*������������
�  

 1. �"
 chloroform ��� phenol !��*����#"� 1:1 �	
�������	�"
���+���"
&�� sterile ���"   

 2. [���������
!'������*� 

 

�������
 50X TAE buffer 

 �*������������
� 

 Tris base                   242 g 

 EDTA, sodium salt  18.6 g  

 ����������*�� 800 ml [��!'������*� ��*+ pH 	�"
 glacial acetic acid !'�;	� pH 8 

 ���"����������*��!'���+ 1,000 ml ��Z+&���4:'�6��'��
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6X agarose gel-loading buffer 

 �*������������
�  

 1. ����
���������#�
 Q 	*
�#�;���� 

-  0.25% bromophenol blue 

-  40% (w/v) sucrose in water 

 2. ����
 sucrose !�������*��   $���*��$�
����
 bromophenol blue �
;� 

3. [��!'������*����"&��!'����	�B����	
������
[#���*"���
���	 0.2 µm !�#�
!��"	

���"&��[#������#��B������"!��6����	�B���

 

���%�� agarose gel electrophoresis 

 �*������������
� 

1. B*�
 agarose 0.6 g ����
!� 1x TAE buffer 60 ml ���;����$����&*�
 agarose ����
��J�

������	�
"�*� 

2. �*�
&��
;"�!'��
Z��
$������: 60 ºC !�# ethidium bromide �
;� 30 µl   

 ���"�&�
+� gel chamber &����'"����
+�
6# 

3. �*�
&��
;"������: 30-40 ��&� !'��$���Z
�*" 	�
���'"���� $���*������[#��$�&��;	�!�#�
!�

������
 electroporation ���"�& 1x TAE buffer �
;�!'�&#"��[#��$� 

4. ��� DNA &�����
���[���*+ loading dye 	�"
�*����#"� 3:1 ���"'
�	�
!�B#�
&������
�;"�

+��$� 

5. �#��*�"����Z��&�	�����*+ power supply �	
!'������"��
$���*�"�+;�
*
�*�"+"� 100 �"��@ 

!B��"�� 35 ��&�  

6. �{	 power supply ���"�#�
Q ����$������$�� gel chamber �B#�$��
!�������*�� 

7. ���;��#�
	6�}+�#�
Q��
!����
�*����;"����� 

8. $	+*�&�� '���}#�
�6��}+&�����	�����\���;"����'�*+"������'@�#�;� 
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VC 100bp Plus DNA Ladder (ready - to - use) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

%���� : www.vivantis.com 

 

Nucleic acid transfer buffer (20x SSC) 

 �*������������
� 

 1. B*�
 Tri-sodium citrate 88.23 g ��� NaCl 175.32 g 

2. ����������*���
;� 800 ml ���"[��!'������*� ��*+�������!'���+ 1,000 ml 	�"
������*�� 

  ���"���;� autoclave &���"��	*� 15 psi, 121oC ��� 40 ��&� 

 

Nucleic acid transfer buffer (6x SSC) 

 ����
��	
!B��������
 20x SSC ������� 90 ml ����������*���
;� 210 ml [��!'������*� 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���Q�"� � 
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���"������*.��������B����	�"
"�:� Resorcinol-HCl 

�������	
�"���*�\*�,@��'"#�
�"�����������
��������6���� (mg/ml) �*+�#����

	6	������
&�� 520nm ��J�	*
��� 

���'�	!'�     X = �"�����������
��������6���� (mg/ml)  

  Y = �#����	6	������
&�� 520 nm 

 

���'�*+���"��
4 14 "*�  

 ��*	��*�
&�� 1  Y  = 0.08x 

��*	��*�
&�� 2  Y  = 0.0842x 

��*	��*�
&�� 3  Y  = 0.0767x 

 

���'�*+���"��
4 30 "*� 

 �����*	��*�
&�� 1  Y  =  0.0979x 

�����*	��*�
&�� 2-3 Y  =  0.1630x 

�����*	��*�
&�� 1  Y  =  0.1135x 

�����*	��*�
&�� 2-3 Y  =  0.0963x 

 

���'�*+���"��
��*�
&��
�#������"
 

 ��*	��*�
&��1 0h-6h Y  =  0.125x 

��*	��*�
&��1 9h-24h Y  =  0.1098x 

 ��*	��*�
&��1 48h-120h Y  =  0.1091x 

��*	��*�
&��2 0h-3h Y  =  0.1096x 

��*	��*�
&��2 6h-12h Y  =  0.104x 

��*	��*�
&��2 24h-72h Y  =  0.1003x 

��*	��*�
&��2 120h-��*	��*�
&��3 0h Y  =  0.0986x 

��*	��*�
&��3 3h-9h Y  =  0.1007x 

��*	��*�
&��3 12h-48h Y  =  0.1045x 

��*	��*�
&��3 72h-120h Y  =  0.1202x 
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�*"�
#�
�������": 

!+��
������"&����
� 14 "*� �����&	��+	�"
�����"*�&�� 1 ���#����	6	������
&�� 520nm 

�
6#&�� 0.1810 ���$�����]����9���"���*�\*�,@��'"#�
�"�����������
�������
�6���� (x) 

�*+�#����	6	������
&���"��
�"����� 520 nm (y) 	*
���   y  = 0.08x 

���������#����	6	������
��
�*"�
#�
�&��
!� y $�;	� 

y    = 0.08x 

0.1810   =   0.08x 

x   =   2.2625 mg/ml 

	*
�*��������"&����
� 14 "*� �����&	��+	�"
�����"*�&�� 1 ���#��%���
���	6	������
&�� 

520nm �
6#&�� 0.1810 $����"�����������
�������&*�
'�	 2.2625 mg/ml 

$���*"�
#�
�������":���
���$�;	��#��"�����������
��������6����!��*"�
#�
�#�
Q 	*


��	
�������
	*
�#�;���� 
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����
%�� 4 �����:��������6����&��"*	;	���
���"��
4 14 "*� 

  
�������������������������������"������# (mmol/g wet weight)
  0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 24 h 48 h 72 h 120 h 

�� ��������1 0.7518 1.0452 0.8928 0.9667 1.0645 1.0300 0.8895 0.8459 0.9403 

  ��������2 0.8711 1.0195 0.8038 0.9101 0.9810 0.9927 0.6998 0.7771 1.0272 

  ��������3 1.0993 0.9039 0.9805 0.8786 1.0777 0.9401 0.8473 1.0993 0.8495 

  "$���% 0.9074 0.9896 0.8924 0.9185 1.0411 0.9876 0.8122 0.9074 0.9390 

  SD. 0.1766 0.0753 0.0883 0.0446 0.0524 0.0452 0.0996 0.1697 0.0889 

��� ��������1 0.2620 0.2311 0.2676 0.2272 0.1677 0.1897 0.1894 0.2547 0.1746 

  ��������2 0.1631 0.2329 0.1973 0.3032 0.1837 0.2098 0.1971 0.1956 0.1860 

  ��������3 0.1960 0.1746 0.2279 0.1644 0.2009 0.2120 0.2166 0.2109 0.1880 

  "$���% 0.2070 0.2128 0.2309 0.2316 0.1841 0.2038 0.2010 0.2204 0.1828 

  SD. 0.0504 0.0332 0.0352 0.0695 0.0166 0.0123 0.0140 0.0307 0.0072 

����
%�� 5 �����:��������6����&��"*	;	���
���"��
4 30 "*� 

  
�������������������������������"������# (mmol/g wet weight)
  0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 24 h 48 h 72 h 120 h 

�� ��������1 1.5436 1.4641 1.2278 0.8573 1.8267 1.1161 1.0593 1.0125 1.1661 

  ��������2 0.7814 0.8259 0.7538 0.6657 0.8761 0.7600 0.7747 0.6209 0.6347 

  ��������3 0.8401 0.9390 0.8225 0.6603 0.8812 0.6490 0.6442 0.5806 0.8128 

  "$���% 1.0550 1.0763 0.9347 0.7278 1.1947 0.8417 0.8261 0.7380 0.8712 

  SD. 0.4241 0.3405 0.2561 0.1123 0.5473 0.2441 0.2122 0.2385 0.2705 

��� ��������1 0.1431 0.1681 0.1699 0.3048 0.2207 0.1581 0.1990 0.1716 0.2405 

  ��������2 0.2380 0.1657 0.1891 0.3946 0.2786 0.2783 0.2302 0.2446 0.2097 

  ��������3 0.1620 0.2164 0.2540 0.3282 0.2088 0.1832 0.3167 0.2111 0.2095 

  "$���% 0.1810 0.1834 0.2043 0.3425 0.2360 0.2065 0.2486 0.2091 0.2199 

  SD. 0.0502 0.0286 0.0441 0.0466 0.0373 0.0634 0.0609 0.0365 0.0178 
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����
%�� 6 �����:��������6����&��"*	;	���
���"��
��*�
&��
�#������"
 
  
�������������������������������"������# (mmol/g wet weight)
    0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 24 h 48 h 72 h 120 h 

�	
� ��*	��*�
&��1 3.8323 2.9010 3.4590 2.0796 2.9115 3.2475 2.3461 2.9361 2.6071 

  ��*	��*�
&��2 4.0957 2.9832 3.3846 3.2854 4.4294 3.6743 3.1728 3.3666 2.6178 

  ��*	��*�
&��3 4.3551 3.6992 3.0458 4.3599 3.3785 3.5599 2.9888 2.7029 2.7045 

  �%���
 4.0943 3.1945 3.2965 3.2416 3.5732 3.4939 2.8359 3.0019 2.6431 

  SD. 0.2614 0.4390 0.2203 1.1408 0.7774 0.2209 0.4340 0.3367 0.0534 

�	�&� ��*	��*�
&��1 3.5734 3.9487 3.5663 2.2097 3.4631 2.9724 2.6132 2.3681 1.9709 

  ��*	��*�
&��2 4.8876 3.9124 3.6775 3.0663 3.1730 4.1244 2.4819 2.8596 2.2407 

  ��*	��*�
&��3 5.4423 4.2522 2.5790 3.0098 3.6784 4.2598 2.6790 2.9937 2.9302 

  �%���
 4.6344 4.0378 3.2743 2.7620 3.4382 3.7855 2.5913 2.7405 2.3806 

  SD. 0.9598 0.1866 0.6047 0.4791 0.2537 0.7075 0.1004 0.3294 0.4947 

��	�	 ��*	��*�
&��1 0.6872 0.4052 0.6429 0.3851 0.9141 0.6531 0.5147 0.3715 0.5006 

  ��*	��*�
&��2 0.3916 0.5655 0.6091 0.4316 0.5073 0.4317 0.4276 0.5021 0.5818 

  ��*	��*�
&��3 0.4312 0.5436 0.7669 0.4605 0.5984 0.6361 0.5783 0.6878 0.3879 

  �%���
 0.5033 0.5048 0.6730 0.4257 0.6733 0.5736 0.5069 0.5205 0.4901 

  SD. 0.1605 0.0869 0.0831 0.0380 0.2135 0.1232 0.0756 0.1589 0.0973 

��� ��*	��*�
&��1 1.1104 0.8886 0.9348 0.5294 0.8393 1.1866 0.7025 0.4631 0.4845 

  ��*	��*�
&��2 1.0285 0.5684 1.0033 0.5358 0.7189 0.7884 0.6444 0.7257 0.8605 

  ��*	��*�
&��3 1.2180 1.0030 0.7053 0.5420 1.0031 0.9687 0.7141 0.6407 0.7376 

  �%���
 1.1190 0.8200 0.8811 0.5357 0.8537 0.9813 0.6870 0.6098 0.6942 

  SD. 0.0950 0.2252 0.1561 0.0063 0.1427 0.1994 0.0374 0.1340 0.1917 


�&� ��*	��*�
&��1 0.7269 0.7225 0.9103 0.4379 0.6133 0.9710 0.3642 0.5358 0.4794 

  ��*	��*�
&��2 1.0555 1.1957 0.7253 0.5250 0.5109 0.5386 0.3652 0.3485 0.3457 

  ��*	��*�
&��3 0.5796 0.7595 0.6462 0.4316 0.6716 0.4808 0.2361 0.5014 0.3575 

  �%���
 0.7873 0.8926 0.7606 0.4648 0.5986 0.6635 0.3218 0.4619 0.3942 

  SD. 0.2436 0.2632 0.1355 0.0522 0.0813 0.2679 0.0743 0.0997 0.0740 

��� ��*	��*�
&��1 0.2548 0.1502 0.2253 0.1857 0.2545 0.2873 0.1552 0.0983 0.1143 

  ��*	��*�
&��2 0.1698 0.1629 0.3493 0.1759 0.2004 0.2158 0.1746 0.1229 0.1794 

  ��*	��*�
&��3 0.1928 0.1931 0.1934 0.2366 0.2423 0.2012 0.1412 0.1272 0.1893 

  �%���
 0.2058 0.1687 0.2560 0.1994 0.2324 0.2348 0.1570 0.1161 0.1610 

  SD. 0.0439 0.0220 0.0824 0.0326 0.0284 0.0461 0.0168 0.0156 0.0407 
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����
%�� 7 �����:���������6���&��"*	;	���
���"��
4 14 "*� 

  
�������������������������������"������# (mmol/g wet weight)
  0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 24 h 48 h 72 h 120 h 

��  ��������1 0.0313 0.0450 0.0460 0.0475 0.0357 0.0339 0.0407 0.0512 0.0472 

  ��������2 0.0390 0.0523 0.0569 0.0445 0.0416 0.0308 0.0439 0.0435 0.0566 

  ��������3 0.0370 0.0457 0.0490 0.0394 0.0394 0.0337 0.0408 0.0533 0.0463 

  "$���% 0.0358 0.0477 0.0506 0.0438 0.0389 0.0328 0.0418 0.0493 0.0501 

  SD. 0.0040 0.0040 0.0057 0.0041 0.0030 0.0017 0.0018 0.0051 0.0057 

��� ��������1 0.0200 0.0224 0.0243 0.0240 0.0164 0.0183 0.0205 0.0284 0.0132 

  ��������2 0.0166 0.0269 0.0209 0.0223 0.0215 0.0159 0.0228 0.0270 0.0169 

  ��������3 0.0148 0.0217 0.0166 0.0191 0.0162 0.0129 0.0251 0.0274 0.0160 

  "$���% 0.0171 0.0237 0.0206 0.0218 0.0180 0.0157 0.0228 0.0276 0.0154 

  SD. 0.0026 0.0028 0.0038 0.0025 0.0030 0.0027 0.0023 0.0007 0.0019 

����
%�� 8 �����:���������6���&��"*	;	���
���"��
4 30 "*� 

  
�������������������������������"������# (mmol/g wet weight)
  0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 24 h 48 h 72 h 120 h 

��  ��������1 0.0422 0.0636 0.0534 0.0484 0.0553 0.0514 0.0541 0.0521 0.0706 

  ��������2 0.0455 0.0605 0.0490 0.0524 0.0547 0.0537 0.0581 0.0582 0.0675 

  ��������3 0.0421 0.0649 0.0554 0.0581 0.0604 0.0512 0.0565 0.0584 0.0717 

  "$���% 0.0433 0.0630 0.0526 0.0530 0.0568 0.0521 0.0562 0.0562 0.0699 

  SD. 0.0019 0.0023 0.0033 0.0049 0.0031 0.0013 0.0020 0.0036 0.0022 

��� ��������1 0.0200 0.0237 0.0218 0.0184 0.0174 0.0173 0.0186 0.0178 0.0179 

  ��������2 0.0202 0.0263 0.0237 0.0235 0.0206 0.0190 0.0215 0.0217 0.0219 

  ��������3 0.0202 0.0238 0.0248 0.0207 0.0231 0.0148 0.0179 0.0188 0.0173 

  "$���% 0.0201 0.0246 0.0234 0.0209 0.0204 0.0170 0.0193 0.0195 0.0191 

  SD. 0.0001 0.0015 0.0015 0.0025 0.0028 0.0021 0.0019 0.0020 0.0025 
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����
%�� 9 �����:���������6���&��"*	;	���
���"��
��*�
&��
�#������"
 
  
�������������������������"������# (mmol/g wet weight)
    0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 24 h 48 h 72 h 120 h 

�	
� ��*	��*�
&��1 0.0574 0.0507 0.0463 0.0144 0.0916 0.0524 0.0410 0.0350 0.0347 

  ��*	��*�
&��2 0.0481 0.0536 0.0507 0.0357 0.0422 0.0568 0.0399 0.0380 0.0368 

  ��*	��*�
&��3 0.0524 0.0551 0.0363 0.0439 0.0342 0.0503 0.0339 0.0312 0.0400 

  �%���
 0.0526 0.0531 0.0444 0.0313 0.0560 0.0531 0.0383 0.0347 0.0372 

  SD. 0.0047 0.0023 0.0074 0.0152 0.0311 0.0033 0.0039 0.0034 0.0026 

�	
�&� ��*	��*�
&��1 0.0435 0.0482 0.0446 0.0215 0.0472 0.0477 0.0303 0.0303 0.0466 

  ��*	��*�
&��2 0.0435 0.0576 0.0370 0.0310 0.0370 0.0365 0.0247 0.0349 0.0300 

  ��*	��*�
&��3 0.0519 0.0538 0.0026 0.0370 0.0466 0.0443 0.0342 0.0315 0.0406 

  �%���
 0.0463 0.0532 0.0281 0.0298 0.0436 0.0428 0.0297 0.0322 0.0391 

  SD. 0.0048 0.0047 0.0224 0.0078 0.0057 0.0058 0.0048 0.0024 0.0084 

��	
�	 ��*	��*�
&��1 0.1028 0.0589 0.0921 0.0376 0.1132 0.0582 0.0972 0.0667 0.0787 

  ��*	��*�
&��2 0.0486 0.0800 0.0793 0.0363 0.0586 0.0648 0.0720 0.0783 0.0870 

  ��*	��*�
&��3 0.0252 0.0715 0.0753 0.0314 0.0598 0.0539 0.1109 0.1167 0.1572 

  �%���
 0.0589 0.0701 0.0823 0.0351 0.0772 0.0590 0.0934 0.0872 0.1076 

  SD. 0.0398 0.0106 0.0088 0.0032 0.0312 0.0055 0.0197 0.0262 0.0431 

��� ��*	��*�
&��1 0.1837 0.1206 0.1717 0.0698 0.1064 0.1675 0.1314 0.0871 0.0809 

  ��*	��*�
&��2 0.1602 0.0673 0.1780 0.0681 0.0804 0.1168 0.1037 0.1226 0.1619 

  ��*	��*�
&��3 0.1522 0.1054 0.1179 0.0672 0.1188 0.1517 0.1157 0.1173 0.1095 

  �%���
 0.1654 0.0978 0.1559 0.0684 0.1019 0.1453 0.1169 0.1090 0.1174 

  SD. 0.0163 0.0275 0.0331 0.0013 0.0196 0.0259 0.0139 0.0192 0.0411 


�&� ��*	��*�
&��1 0.1308 0.1049 0.1391 0.0604 0.0865 0.1397 0.0517 0.0867 0.0815 

  ��*	��*�
&��2 0.1328 0.1784 0.1197 0.0623 0.0603 0.0754 0.0524 0.0601 0.0704 

  ��*	��*�
&��3 0.0759 0.0936 0.0917 0.0600 0.0879 0.0651 0.0345 0.0684 0.0542 

  �%���
 0.1132 0.1256 0.1168 0.0609 0.0782 0.0934 0.0462 0.0717 0.0687 

  SD. 0.0323 0.0460 0.0238 0.0012 0.0155 0.0404 0.0102 0.0136 0.0138 

��� ��*	��*�
&��1 0.0083 0.0068 0.0039 0.0089 0.0052 0.0042 0.0043 0.0076 0.0036 

  ��*	��*�
&��2 0.0098 0.0120 0.0090 0.0070 0.0068 0.0013 0.0030 0.0045 0.0039 

  ��*	��*�
&��3 0.0059 0.0053 0.0094 0.0069 0.0095 0.0030 0.0033 0.0062 0.0030 

  �%���
 0.0080 0.0080 0.0074 0.0076 0.0072 0.0028 0.0035 0.0061 0.0035 
  SD. 0.0019 0.0035 0.0031 0.0011 0.0022 0.0014 0.0007 0.0015 0.0005 
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�������
��������%��!@�!����%�� Southern Blot Analysis ��� Hybridization 

1. �������
����%��!@�!����%�� Southern blot analysis 

 1) Extraction buffer 

  guanidium thiocyanate   50  ��*� 

  sodiumcitrate dihydrate   0.74 ��*� 

  N-lauroylsarcosine sodium salt  0.5  ��*� 

��*+�������	�"
������*��!'�����������"� 100 ��������� ���;� autoclave &�� 121 �
��������
�

��� 40 ��&� 

 2) Nucleic acid transfer buffer (20x SSC) 

  tri-sodium citrate    88.23 ��*� 

  NaCl       175.32 ��*� 

����������*���
;� 800 ������������"[��!'������*� ��*+�������!'���+ 1,000 ���������	�"
����

��*�� ���;� autoclaved &�� 121 �
��������
���� 40 ��&� 

 3) Depurination solution 

  HCl      11 ��*� 

  ������*��      989   ��������� 

[���������
$���J�������	�
"�*� 

 4) Denaturation buffer 

  NaCl      87.66 ��*� 

  NaOH       20 ��*� 

 ����������*���
;� 800 ������������"[��!'������*� ��*+�������!'���+ 1,000 ���������

	�"
������*�� ���;� autoclaved &�� 121 �
��������
���� 40 ��&� 

 

 

 

  



90

5) Neutralization buffer 

  NaCl      87.66 ��*� 

  Tris base     60.5 ��*� 

 ����������*���
;� 800 ������������"[��!'������*� &�������*+ pH = 7.5 �	
!B� conc. HCl

���"��*+�������!'���+ 1,000 �������	�"
������*�� ���;� autoclaved &�� 121 �
��������
���� 

40 ��&� 

  

2. DIG High Prime DNA Labeling and Detection starter Kit 

1) EDTA 

• 0.2 M ethylenediamino tetraacetic acid pH 8.0 

2) vial 1 (DIG High Prime) 

• 50 µl DIG High Prime 

• 5x conc.labelling mixture containing optical concentrations of random primers, 

nucleotides, DIG-dNTP (alkali-label), Klenow enzyme and buffer components 

clear, viscous solution 

3) vial 2 (DIG q labeled Control DNA) 

• ������� 20 µl 

• 5 µg/ml pBR328 DNA (linearized with Bam HI), Clear solution 

4) vial 3 (DNA Dilution Buffer) 

• ������� 3 x 1ml 

• 50 µg/ml herring sperm DNA in 10 mM Tris-HCl 

• 1 mM EDTA ; pH 8.0 at 25 0C  

• clear solution 

5) vial 4 (Anti-Digoxigenin-AP Conjugate) 

• ������� 100 µl ���"��������� 750 U/ml 

• $�����, Fab-fragments, conjugated to alkaline phosphatase, clear solution 
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6) vial 5 (NBT-BCIP) 

• ������� 6 x 1 ml 

• 50x conc. stock solution (18.75 mg/ml nitroblue tetrazolium chloride and 9.4 

mg/ml 5-bromo-4-chlor0-3-indolyl-phosphate in 67% (v/v)DMSO) 

• clear solution 

7) vial 6 (Blocking solution) 

• ������� 4 x 100 ml 

• 10x conc. Yellow, viscous solution 

8) vial 7 (DIG Easy Hyb Granules) 

• ������� 4 x 100 ml 

• Hybridization solution 

9) washing buffer 

• 0.1 M Maleic acid 

• 0.15 M NaCl 

• ��*+ pH !'��&#��*+ 7.5 &�� 20 oC 

10) Malaic acid buffer 

• 0.1 M Malaic acid 

• 0.15 M NaCl 

• ��*+ pH 	�"
 NaOH (solid) !'��&#��*+ 7.5 &�� 20 oC 

11) Detection buffer 

• 0.1 M Tris-HCl 

• 0.1 M NaCl 

• ��*+ pH !'��&#��*+ 9.5 &�� 20 oC 

12) TE-buffer 

• 10 mM Tris-HCl 

• 1 mM EDTA 

• ��*+ pH !'��&#��*+ 8.0 

13) Blocking solution (�"�����
�!'�#&4���*�
) 

• �$��$�
 10x Blocking solution (vial 6) !��*����#"� 1:10 	�"
 Malaic acid buffer 
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14) Antibody solution 

• &������|���'"��

 Anti-Digoxigenin-AP (vial 4) 5 ��&� &�� 10,000 rpm 	6	���

�������
&��[�" $���*���$��$�
 Anti-Digoxigenin-AP 1:5000 (150 U/ml) 	�"
 

Blocking solution 

15) Color substrate solution (�"�����
�!*�#%,���'�
�����V$!�%����	) 

• ���� 20 µl ��
 NBT/BCIP stock solution (vial 5) �
;�!� 2 ml ��
 Detection 

buffer 

16) DIG-labeled DNA probe 

��� DIG-labeled DNA probe (
����	���&����	%���	�"
 DIG) �"��������������:         

25 ng/ml ;������� 5 ��&� ���"!�#!�������Z
&*�&�
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