
��������	� chalcone reductase (CHR) 
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Molecular Cloning of Chalcone Reductase (CHR) Gene  

from Glycine max ( L.) Merr. 
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��� ���������	
����	
�������-
�.�'%��"&�'�()��"#��
������
�!����� �)���������
����	
 �
���'%��.���.�� ��
"#��� �����!�� ���% ��������$��������#��#
'%��"&�'�(!���.�-�
��
�����/��  ��������0��	����#+�����/�� ��������� ��������
)��
�����/%����$��.��
,��)���% �������
�����#�"&�'�(��
1�� ���% ��������$�"��'�����������
������*-�
��$��#��� �"�
��)���1�� �����$�"��'�� product champion �#�"&�'�(��
��  �#'%��
"% 
��1������ �#�"># �?�� �#���'��"�
 ��������$�"��'���#�� �����/�@A���"���
"��'
 (Creative 
Economy) 1� �	)"�.�������% �����
�� "����>"���
�� ����&��
������"�������/�����$�
�&��%���� ���I 2552 �����/�� "�
���������% ������)�����% ���'����$����'�� 2,738.82 
������� ('Q�����������% ����.�
!�)�, 2553) ������% �����$��#��� ��!���+
��)���
?� �������/���)��
�����/����$��%����� ���% ����#��� ����������)���������#�"	� '�� 
���% ���.%�  ����	
�#����������"�
�"��������� Dendrobium Pompadour, Dendrobium Walter 
Oumae, Dendrobium JaquelynThomas, Dendrobium Ekapol [Panda\, Dendrobium Caeser, 
Dendrobium Waipahu, Dendrobium Sonia, Dendrobium Kasam Gold, Dendrobium Mary Muk, 
Dendrobium Mary Muk, Dendrobium Mary Trouse  �����/,���&�����������% ����#�"&�'�(��
�� 
'�� (#��	a� "�%��.(���
���% ����#�����)�������$����% ���"�	�.%�  ���"�
��������Q
'�-�
.�-�
��
,�,��)��+
.�� ���% ���"�	�.%� �#�����)�������������'���#"#�&����� ����# 
����#�"# 
"�%��������$����"#��% (Dendrobium Jaqelyn Thomas 4N) ���"#��%
����% (Dendrobium 
Venus) ���"#��%
 (Dendrobium Pompadour, Dendrobium Sabin) (��)�����Q, 2542)   �����
���
���0��	�������	
���% ���"�	�.%� "#�.���
�#� ����� ����	
 ���"�%��.(��#������
���@Q����"���)�
����f ��� �%������
"#��%
 �������	
���"#��% ������% ���"�	�.%� "#�.���
����.����������g� 
�#"#��# % ���"#�+&�)���� ����#���@Q��#��.���"��#����&���������#+ 
�����)�������+
������������
 
���@Q���� ���!����� ('��!�), 2541) )    �#���+
�������/�@A����#�"&�'�(.�� !��� �
����#����	
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�#��.����"#�.���
 �!�� geranium, cyclamen ��� saintpaulia (Ono et al., 2006) .���>���#����	
�#��.�
���"#�.���
 �!�� ���������#  ��� pelargonuim  �)��g��%���#"#����������%  (Doroles et al., 2000)  

���������	
����	
��������)��
�&�����)��������� f ���'%��#.�� f ����	
�#��#'%��
.���.��  �����)��"��
)��,�����1?' �#��#'%��)��
����)�)��
�����+
�������
��
�"�� ����
'���� � ����������)��������1'�� #� chalcone reductase ����&� #��#�1'�����>�� ��������)��
��! �&��.�����������#� �%�>#��
��������mn����� ��'�#?� ��)����! ������!�������	
����	
"#������
��%  #���
����%'��%���������$������1��"#�.���
 *-�
!�% �����"���
��!����	
�.�� �����!)��
�.�� �
'
���@Q��#��#�%����)���������')���/-�@�%��� ���������#+ 
 �!����# %����������
��

Doroles et al., (2000) ���"�'%��"&���g������������	
����	
���������# ����	
�.���#��#���"#
�.���
��% ���>��  #� chalcone reductase (chr) ��� alfalfa  ����"��������# ���"#��%����	
 Mitchell 
�&��.����������# �������"#��%���#� ���$�"#�.���
���� 
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���)��
���*�� 
 

1. ��,-.*��/	�/(�0�1��23*	0�3��4.1 

 
"#��
���������������	����g�"# 3 ��	���.(� '�� �p�1%�� �
 (flavonoid) '��1�pq��
 

(chlorophylls) ����'1��#�� �
 (carotenoid) �.��������#���������������f  "������	���p�1%
�� �
������!!�+�"�
�	�!�����$���	���#��#'%��"&�'�()����! �!�� ���������
"#������ ���
��
��
����
��"� ���'%�'	������"�
r��
1����!����	�����*�� �����$�"�� chemoattraction 
��
 rhizobia ���!���&��.���������"�
�����
 #� nod  ��� �� �+
���������
�	�����# 
�#����1�'
����! �p�1%�� �
�-
�#�����"&�'�(������%��������)��1)�����t����
��! �������

�p�1%�� �
������&��.�����"#��
������*-�
��$���	����g�"#�#����� ���+&� � ����"�%���
�%''�%1� 
��$�"����	���.(������	��.����#��.�"#�����!�#�u�"#�#�'������
�%��
 )�+
�)�"#�.���
���� f ��>-
"#
��
 "#��%
 "#�+&��
�� (Folkmann, 1991) �!�� anthocyanins �.�"#��%
 "#�+&��
�� "#"�� ���"#��
 
flavonols chalcone aurones �.�"#�.���
 flavonones ��� flavanonols ����.�"# *-�
���.g���$�"#��% 
.���"#�.���
����  '��1�pq��
��$���	����g�"#�#����� �������*#1)� ��� ������� � ����'��1��
��")
 ��$���g�"#��	����# %�#��.�"#��# % '��1�pq��
�#�������!!�+�"�
 '�� '��1�pq��
�� ���
'��1�pq��
�# 1� �u������� ����)�����.g�"#��# %!����� ����������������"#��# %����
�

�����
������"�� )�%��
'��1�pq��
 �������n"#��%.���"#�.���
!������-+� "�%��'1��#�� �

��$���	����g�"#�#����� ����������� ����'��1����")
��
���+�� ����#�"����>"�
�'���.
�"
��� �!�� 
�� ������+�� ���"#��# %���� ���� chlomoplast ��
���+�� ����#�����#"#��# %*-�
���"����>"�
�'���.
�"
 
�!�� ������ ,���� ������+�� �������f �#��#"#�.���
���"#"�� �'1��#�� �
�.�"#�.���
 "#"�� ���"��
��
 .����#��#�"&�'�(��
�'1��#�� �
 ������ !�% ������%����"�
�'���.
�"
 �x�
������

��
�"
�#����&��� '��1�pq��
 (Bartley and Scolnik, 1995) 
 

2. ��,-.*��/	�/(�0�1��23*	������0�3��4.1 

 
��	���'1��#�� �
 ��$���	���
'%�)>	�#��.�"#��������1��"#�.���
 "#"�� ���"#��
 "�%�

�.(���
������"#�.���
��������
'%�)>	�%��'1��#�� �
 �0��	����#���/-�@�����%����
"�
�'���.
�'1��#�� �
���� ��
�%��
�%�
 ����#���� ����1'�� #��#���#� %���
������"�
�'���.

�'1��#�� �
�����!.�� !��� �!��  �"�� ���% ���%1�� ������  >��%�.���
 ��������/ ��$�)��  ��
��!!�+�"�
�'1��#�� �
>��"���
,�������%����"�
�'���.
 isoprenoids (?���#� 1)1� "�"�� ����
'��1����")
�&�.����#�!�% ������%����"�
�'���.
�"
 �x�
������

���"
�#����&��� 
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'��1�pq��
 ���"�"���'��1����")
�������Q"�
�&��.�����n��$�"#�.���
 "#"�� .���"#��
 
��"�%���
,� ��� ���#��"����"?�� ��������
��!��
!��� "#�.���
���%����
�������������
���"�"�"������	���'1��#�� �
 �)�����%������
"������	���'1��#�� 
  ��� anthocyanin 
�&��.�����"#�.���
��1��"#�#��)�)��
����� (Bartley and Scolnik, 1995)  #��#��!������
����%����"�
�'���.
�'1��#�� �
>��>���.�"�������%�'# " �������.�"��$�1��)#� ���>��
"�
���������������")�� �'1��#�� �
)�%����#�"�
�'���.
�-+�)�%����#�"�
�'���.
�-+�'�� phytoene 
1� ����&�
����
����*�
 phytoene synthase �&�.����#����#� ����
"�������� geranylgeranyl 
pyrophosphate  (GGPP) 2 1����	� ��$�"�� prephytoene pyrophosphate �-
���#� ���$� phytoene 

��$�"���#�����#"# )���� phytoene ��>�����#� ���$� ζ-carotene ��$�"��"#�.���
 1� ����&�
����


����*�
 phytoene desaturrase "�� ζ-carotene "����>���#� ���$��'1��#�� �
)�%����  �!�� 

lycopene ��$�"���#��#"#��
 β-carotene ��$�"���#��#"#"�� ��� xanthophyll *-�
�#"#�.���
 
(Cunningham and Gantt, 1998)  

�����/-�@�����"�
�����
 #� phytoene synthase �����������	/�")�
1����	�1� 
)�%������ mRNA  ��
,� melon ��"�%���
��� �� ��� ,� ��%���#�"�%�,� melon ���� ��#�
,��#"#��# %�#����"�
�����
 #� phytoene synthase �������)�&� �)��#����"�
���"�
"	������,�
��������#� ����"#��# %��$�"#"�� �����)�&��
�����,�"	��)g��#� "�%��#����������#����"�
������ 
��� (Karvouni et al., 1995 ) ��g�"#�.���
��$�"������	���'1��#�� �
 *-�
������ ���%���� 6 !��� 

'�� neoxanthin violaxanthin antherxanthin lutein zetaxanthin ��� β~carotenoid �'1��#�� �
��$�
��g�"#�#��������")���.�1��"#�.���
 "#"�� ����������)�%�� ,���������/  (Bartley and 
Scolnik, 1995) ���������"#�.���
���������g�"#����	���'1��#�� �
���% ������"#�.���
����
������"�"�"�� flavonoids !��� chlcones aurones ��� flavonol ��
!��� 1'�
"���
��+�A��
��
 flavonoids ��������% ��1���)��'��
��� 2 %
 (A ��� B) ��� heterocyclic ring  1 %
 (C) 
(?���#� 2)  

���"�
�'���.
"������	�� flavonoids (?���#� 3) ��������"��)�+
)�� malonyl-CoA ��� p-
coumaroyl-CoA 1� ����&�
����
����*�
 chalcone synthase (CHS) ���
�n����� ��&��.��������
�%�)�%��$�"�������� chalcone ��$�"���#��&��.�����"#�.���
 (Holton and Cornish, 1995) �#� �� 2 
!��� '�� 6\-hydroxychalcones �#.��� hydroxy )&��.��
�#� 6\ ��
%
 A ��$�"��)�+
)�������,��)"��
����	�� flavonoids �!�� anthocyanin ��� flavonols ��$�)�� ����#�!���.�-�
'�� 6\-
deoxychalcones ����#.��� hydroxy )&��.��
�#� 6\ ��
 %
 A ��$�"�������)�������"�
�'���.
"�� 5-
deoxyflavonoids (Tanaka et al., 1998) ������!����#�!���������+� �!����!��%
/
>��% (Leguminosae) 
(Dixon and Pavia, 1995)   "��  chalcone    !���  6\-hydroxychalcones  ��>��"�
�'���.
�-+�������# 
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6�7/	� 1 �������%����"�
�'���.
�'1��#�� �
 
/	�.�: Cunningham and Gantt (1998)  
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6�7/	� 2 1'�
"���
��+�A����
p��1%�� �
�"�
���@Q�%
 A, B ��� C ������#� ����


1'�
"���
��
%
 B ��� C �&��.�����p��1%�� �
!���)��
f  
/	�.�: Madhuri and Reddy (1999) 

 
����*�
 chalcone synthase (CHS) ��# 
!�����# % "�%� 6\-deoxychalcones ��>��"���
�-+�������#
����*�
 CHR �����%��&�
���������*�
 CHS *-�
 chalcone ��+
 2 !������#� �����$� 5\-
hydroxyflavonoids ��� 5\-deoxyflavonoids )���&����1� ����&�
����
����*�
 chlacone 
isomerase (CHI) (Deroles et al.,2000) ��
��+�����������
����	
�����
!������"�"���
 
chalcones �������-+��g)��������������"�(�"# ���������
����*�
 CHI (?���#� 4) (Heller and 
Forkmann, 1988) �)�� ��
���g)������� �� �+
���"�
�'���.
����*�
 CHI ��% ��'��' antisense 
RNA ��������#   �
������"�'%��"&���g������������	
����	
������# �.��#���"#�.���
 �����
���# ���# ���)��������� isomerisation ��
 6\-hydroxychalcone ��� 6\-deoxychalcones 1� ���
�&�
����
����*�
 CHI ��%�� 6\-deoxychalcones �#��)��������� isomerisation )�&��%�� 6\-
hydroxychalcone (Miles and Main, 1989) ��������"#�.���
 �!�� Cosmos Dahlia Coreopsis ��� 
Bidens �#���"�"� chalcones !��� 6\-dexychalcone ��$��&��%���� (Bohm, 1993) ��
��+����
���#� ����
��!�.�,��) 6\-deoxychalcone ���&��.���������� isomersation ����$�"������ �&��.�
�������"�"� chalcones ����-+� ������&��.�������$�������"#�.���
�-+�  
 
3. �	� chalcone reductase 

 

 #� CHR ��#� %���
���%�>#���"�
�'���.
"�� isoflavonoids (?���#� 1) ���� alfalfa �����!
%
/
>��%��
!��� ���"���
"�� isoflavonoids �-+�� ������� ��������t����
)����! ����#
'%���&�����������+�� �����! .����������!� ����"?�%��'�# � �!�� ����������"
 ultraviolet ������
��)	��.����1)���� �%���+
���� �������&��� ��
�!�+� (Dixon and Paiva, 1995) )�%� ��
��!�#�����#
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���/-�@����1'�� #� CHR �����% �!�� alfalfa ����	
 Nagyszensai (Salluad et al, 1995) Sesbania 
rostrata (Gorrmatchtig et al., 1999) ��� Pueraria montana (GenBank : AF462632)  

 
4. ���.�1����1�:�;���.�<=�4<431>�� metabolic engineering 0�7�A�7���B�2)4.13��*	������ 

 
metabolic engineering '�� ������#� �%�>#��
��������mn����� ��'�#��"��
�#!#%�).�-�
f 1� 

���#� ��n����� ���
�'�#�#��#����*�
��������#� %���
 1 �n����� � .��� ����%�� 1 �n����� � �����,��)
"��������!����.�� .���,��)"�������������.�����-+� .����&��.��������"�� )�%��

"���������#�����,��)�����"��
�#!#%�)��+�f (DellaPenna, 2001) )�%� ��
'%�����%.������'%��
��$��������
 metabolic engineering ��%�>#��
���"�
�'���.
"������	��p��1%�� �
�����,��)���
���"#�.���
  

Van Blokland et al. (1993) ����
>��  #��#��&��.�������� �� �+
���"�
�'���.
����*�
 
CHI ��� antisense ��������#  ��� lisianthus 1� �#%�)>	���"
'
������&��.��������"�"� chalcone 
��$���	��"���#��.�"#�.���
 �)�������"�'%��"&���g������������	
����	
������#  ��� lisianthus �.�

�#���"#�.���
  ?� .��
���'���� #��#��&�.�����"���
����*�
 chalcone 2′-glucosyltransferase 

(C2′GT) "����>���#� � chalcone ����$�"��)�%���� �&��.�����������"�"� chalcone �-
��$�
"��.)	�.���������+
 2 !����������������#� ����
"#�������$�"#�.���
 (Yu et al., 2006) 

Doroles et al., (2000) �������
>��  #� chalcone reductase (chr) ��� alfalfa  ����"��������# 
���"#��%����	
 Mitchell �&��.��������"�"�"�� chalcones !��� 6′-deoxychalcones �#�����%Q��#�
����&��%���� ��%�����������# �������"#��%���#� ���$�"#�.���
���� �����
�������������#� �%�>#
��
�n����� ���
���"�
�'���.
  chalcones !��� 6′-hydroxychalcones ��$� chalcones !��� 6′-
doexychalcones "�
,��.�����*�
 CHI !��� type I �#�>��"�
�'���.
��� #�?� ��������# ��
���
"����>�!� 6′-deoxychalcones ��$�"��)�+
)������������n����� ���� �-
�&��.��������"�"� 6′-
deoxychalcones �!����# %����������
��
 Akashi et al. (1997) ���>��  #� chr ���)�� licorice 
����"��������#  

Ono et al. (2006) ���>��  #� aureusidin synthase (AS) ���)����+���
�� ��� sense �#�
�&�.�����"���
����*�
�#��&�.����#����#� �"�� chalcone ����$�p��1%�� �
����	�� aurones ��$�
��	��"���#��.�"#�.���
�����! ����"��)�� torenia (Torenia hybrida) ����	
 Summer Wave Blue ��$�
����	
�#��.����"#�+&��
���#�������� anthocyanins !��� malvidin ��%�� )�� torenia �#����������>�� ���
�#������#� ����
"#��
��#���� �������#���"�"�"�� aurones ���������
)�����-
����


>��  #� chalcone 4′-O-glucosyltransferase (4′CGT) ��� sense ��$� #��#��&�.�����"���
����*�


�.������n����� � glucosylation �.���� chalcone �#�)&��.��
 4′ ��
%
 B >�����#� �����$� 
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6�7/	� 3 ����%����"�
�'���.
p��1%�� �
����	�� anthocyanin ���p��1%�� �
����
��	�� 

1� �#����*�
�#���#� %���
������ ANS, anthocyanin; AS, aureusidin synthase; C2′GT, 

chalcone 2′-O-glucosyltransferase;C4H, cinnamate-4-hydroxylase; CHI, chalcone 
isomerase; CHR, chalcone reductase; DFR, dihydroflavonol-4-reductase;  F3H, 

flavanone-3-hydroxylase; F3′H, flavonoid-3′-hydroxylase; F3′,5′H, flavonoid-3′5′-
hydroxylase; PAL, phenylalanine ammonia lyase; 3GT, UDP-glucose flavonoid 3-O-
glucosyltranferase 4CL, 4-coumarate CoA ligase  

/	�.�: To and Wang (2006) 



 9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6�7/	� 4  ���"�
�'���.
p��1%�� �
!��� 5-hydroxyflavonoids ��� 5-deoxyflavonoids 
/	�.�: Yu et. al, (2000) 
 
p��1%�� �
����	�� aurones ���&����)����1� ����*�
 AS ��%�� )�� torenia �#����������>�� ���

�#������#� ����
"#��
��#���� �)��#���"�"� tetrahydroxychalocone 4′-O glucoside  ��$���	��
"���#��.�"#�.���
��������#���� �)�"#��
��� torenia  �
'
�#"#�+&��
���!������ ���������
>��  #� 

AS ��%���� #� 4′CGT ��� sense ����"��)�� torenia  ��%�� �&��.�����"#�.���
�#���"�)�%,�� ���

��
"�%���
��#���� )�����-
�&����/-�@�������)�� 1� >��  #� AS ��� #� 4′CGT ��� sense 
��%������� �� �+
����&�
����
 #� dfr (dihydroflavonol 4-reductase) ��$� #��#��&�.�����"���

����*�
�#���#� %���
������"�
�'���.
"��"#����	�� anthocyanins ?� ��)�� torenia ��% ��'��' 
RNA interfere �&��.������� torenia "#�.���
 �����
��������Q anthocyanins ���
 ����������
"�"�p��1%�� �
����	�� aurones �&��%���� �-
�&��.�������@Q�����#��#"#�.���
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�,<��CD:�;�2E	��� 
 

�,<��CD 

 

1.���������� 

)��>��%�.���
����	
"	1���   
 
 2.  47��.��D*(����F*������;�D�	� CHR 

�������
"&�.���"�
�'���.
����%Q���
 #�)�+
�)����  5′ ��>-
���  3′ ()&��.��
�#� 
81-781) '��  

CHR1 (sense) 5′-ATC TGC CCC TGA CTT CAC ATG-3′  

CHR2 (antisense) 5′-ATG TCA CAC CTT GTT CGT ACA ACC -3′  
�������
 oligo T(15) 

 
3.  �������.��/	�0A10���������	� 

 
Pipetman model P20, P200, P1000  
Spectrafuge 16 M Microcentrifuge  
Mini centrifuge  
GelCam Camera ( 
UV Transilluminator  
Cooling Bath Model AB-1600 Super Stat Mini  
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4.  ����2����;�D>1�.G�/���CGA	��2/��F������>-���2��)��D��H) 

 
1������ Blast ��� website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/ "&�.���

���# ���# �'%���.������.%��
"� ��#��g��� .���1��)#��#�"������A�������� 
1������ 6 Frame Translation Tool ��� website http://searchlauncher.bcm.tmc.edu 

/seq-util/seq-util.html "&�.������#� �"� �#��g�����$�1��)#�  
1������ Clustal W ��� website http://ebi.ac.uk "&�.������# ���# �'%���.����

��.%��
��	��1��)#��#��&���
/-�@� 
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�2E	��� 

 

1. ������:FF47��.��D 

 
������# ���# �'%���.�������'%���)�)��
����������# 
)�%��
�������1���


1��)#� chalone reductase ��!�#��� 
���� GenBank ��� website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
���1������ CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment ��� website http://ebi.ac.uk "&�.���
���# ���# �'%���.������.%��
��	��1��)#� chalone reductase 
 
2. ���:�����D��H�����.
��>������������ 

 

�&�)������>��%�.���
�� 	 2 "����.
�#��������"
 UV ��$��%�� 30 ���# 1� �!� 
transilluminator ��$��.��
�&������"
 .��
���)�������������"
 UV ��$��%�� 5 !��%1�
 �-
�&���
� ����
��g����%���%  Perfect RNA TM, Eukaryotic, Mini Kit (���@��eppendorf ".��A�������) 
�����)�������)��>��%�.���
 0.2 ���� ����1)�����.�%�"���.�����1'��*g�)��pq%�
 �)�� 350 
��1'���)���
 lysis buffer�# �&���.�	��.%#� 
�#� 12,000 ���)�����# ��� 5 ���# ���"������ 
"�%��� ,"���� 70% �������� 350 ��1'���)� ��� 200 ��1'���)� ��
"������  binding 
matrix ,"��.�������� ���"������ �"��� spin column �#�)�+
� ����.�����1'��*g�)��pq%�
  .�	�
�.%#� 
��� 30 %����# ���
)������%  wash solution I �&���.�	��.%#� 
��$��%�� 30 %����# ���
�#�
'��+
��%  95 % �������� : wash solution II (��)��"�%� 4 : 1 1� �����)�) .�	��.%#� 
��$��%�� 30 
%����# .�	��.%#� 
�#�'��+
������.�'�����
�.�
  �)���+&� (����"&�.���
��%��� ����!#%1����	�) �&��%� 
50 ��1'���)� �� spin column �#�)�+
� ����.�����1'��*g�)��pq%�
.����.�� �&�������#��	Q.?��� 
50 �
/��*��*# " ��$��%��  5 ���# 1�
 �-
�&���.�	��.%#� 
�#� 12,000 ���)�����# ��� 2 ���# 

�&����
��g����%���� �������% %��#����'1)�1p��*�"��  1% agarose gel �����)�%�"��
'	Q?����������Q��
���
��g����%��#�� �������)��>��%�.���
 

 
3. *������;�D3	��H���
�����D��H���31���2E	 Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction  

  

3.1 ���"�
�'���.
 complementary DNA (cDNA) "� ���1� �!� ImProm-IITM Reverse 
Transcriptase system (���@�� Promega ".��A�������) 

���"�
�'���.
 complementary DNA (cDNA) "� ��� �&����
��g����%����)��>��%�.���

�#�� ����1�  Perfect RNA TM, Eukaryotic,Mini �&��%� 1 ��1'����� �)�� cDNA synthesis 
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primer (oligo dT 15)1 ��1'����� ���������)���$� 5 ��1'���)�,"��.�������� ����#��	Q.?��� 70 
�
/��*��*# " 5 ���# �!����+&���g
  ���# �)��"�%�,"���
��p�p��
"&�.������"�
�'���.
 cDNA 
"� ��� ��%'�#1����
  ribonuclease inhibitor ��� ImProm-IITM Reverse Transcriptase 1� �#
�����)��%� 15 ��1'���)� ,"��.�������� ����#��	Q.?��� 25 �
/��*��*# "��$��%�� 5 ���# ������&�
�.��������
����������������
��g���)����� ����&������)���#��	Q.?��� 42 �
/��*��*# "��$��%�� 
1 !��%1�
 ������.������n����� ����"�
�'���.
 cDNA "� ��� ���. 	��n����� ���
����*�
 reverse 
tanscriptase 1� ����.�'%�������#��	Q.?��� 70 �
/��*��*# " 
 3.2  �������������Q #� chalcone  reductase ��% %��# Polymerase Chain Reaction (PCR) 

�&� cDNA ������
���+&���% ��)��"�%� 1 : 10  ���
 1 ��1'���)� �!���$�)���������������
�����Q #� CHR  ��% �������
�#��&����� 2 !��� '�� 

 

CHR1 (sense) 5′-ATC TGC CCC TGA CTT CAC ATG-3′  

CHR2 (antisense) 5′-ATG TCA CAC CTT GTT CGT ACA ACC -3′  
 
�)��"�%��#���$���p�p��
 ��%'�#1����
 ��� AmpliTaq DNA polymerase 1� �.��#�����)��%� 20 
��1'���)� ���������������Q�#��g��� ��% �'����
 DNA thermal cycle (���@�� Perkin-Elmer 
".��A�������) 1� )�+
1��������
�#+ 
 
1�������#� 1   �#�   94 �
/��*��*# "   5 ���#   1   ��� 
1�������#� 2  �#�   94 �
/��*��*# "   1 ���#             35   ��� 
        50 �
/��*��*# "   1 ���# 
           72 �
/��*��*# "   2 ���# 
 
�&�,� PCR ��)�%�"��1� %��#����'1)�1p�#*#"�� 1% ����1�"��� ���# ���# �������
 
�#��g������ 1 Kb DNA ladder marker  
 

4 ���)��
*�FB� PCR 
 
)�%�"��,��)?�Q�
 PCR 1� ����!� gel electrophoresis ���# ���# �������
�#��g������ 1 

Kb DNA ladder marker ��%  1% ����1�"����� 1X TAE �!�����"�ppx� 100 1%�)
 ��� 45 
���#  ���"#��%  ethidium bromide ��$��%�� 15 ���# /-�@����"�
��)�>��#��g�����%  UV 
transilluminator >�� �����%  
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5 ���/(�0�1B�2)6�CSD3	��H���F�2*,/ED :�;���(�3�F�F* (direct sequencing from PCR product) 

 

�&�,��)?�Q�
 PCR ��� ���% ��%'�#1����
������g� ����� ���1��)#����������&��.�
���"	����  �1� �!� QIAquick PCR purification kit  �)�� 5 ����1� �����)� ��
��p�p��
 PB )�� 1 ����
1� �����)���
�����)� PCR ,"��.�������� ����	�
��'�����
 �&���.�	��.%#� 
 12,000 ���
)�����# ��� 1 ���# ���
��%  750 ��1'���)� ��
��p�p��
 PE �&���.�	��.%#� 
�#�'��+
���  
1 ���# .�	��.%#� 
�#�'��+
������.�'�����
�.�
 �-
�)�� TE 50 ��1'���)� ����&���/-�@@���.�
�&������"�#��g����
 #�  
 
6 ����2����;�D:�;<�;�.2�B� 

 
�&��������&������"��
�#��g����#������%��'���.
��% 1������'����%�)��
 ���# ���# �'%��

�.�������'%���)�)��
��
�&������"��
 #� chalconne reductase ��
��!)��
!�������#��#
�� 
����)��
�����/ 
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B�:�;�2
��CD 

 
1. ������:FF47��.��D 

 

/-�@���������# 
)�%��
�������1���
��!�#��� 
���� GenBank ��� website 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ����! 5 !��� ��
�#+ Glycine max (accession: X55730), Glycyrrhiza 
glabra (accession: D86559), Medicago sativa (accession: X82366) Pueraria montana (accession: 
AF462632) ��� Hydrangea macrophylla (accession: AY382665) ����&������# ���# �'%��
�.�������'%���)�)��
����������# 
)�%��
�������1���
��!��+
 5 !��� ��% 1������ 
CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment ��� website http://ebi.ac.uk (?���#� 5)  

�&��������#�������!�������������������
"&�.���"�
�'���.
 #� chalcone reductase  
��������%  

�������
 CHR1 (sense) �#��������# 
�&�����������1� SAPDFTC ��$�)&��.��
�#� 28-34 
�������# �����&�����������1���
 Glycine max (accession: X55730) ����#��������# 
�&������%'�#

1����
 '�� 5′-ATC TGC CCC TGA CTT CAC ATG-3′  ��$�)&��.��
�#� 91-111 �������# ����
�&������%'�#1����
��
 Glycine max (accession: X55730) 

�������
 CHR2 (antisense) �#��������# 
�&�����������1� LYEQGVT ��$�)&��.��
�#� 
253-259 �������# �����&�����������1���
 Glycine max (accession: X55730) ����#������

��# 
�&������%'�#1����
 '�� 5′-ATG TCA CAC CTT GTT CGT ACA ACC -3′  ��$�)&��.��
�#� 
768-791 �������# �����&������%'�#1����
��
 Glycine max (accession: X55730) 
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X55730soybean          MAAAIEIPTIVFPNSSAQQRMPVVGMGSAPDFTCKKDT-KEAIIEAVKQGYRHFDTAAAY 59 

AF462632Pueraria       -MAAIEIPTIVFPNSFAQHRVPVVEMGSAPDFTCKKDT-KEAIIEAVKQGYRHFDTAAAY 58 

X82366Medicago         -MGSVEIPTKVLTNTSSQLKMPVVGMGSAPDFTCKKDT-KDAIIEAIKQGYRHFDTAAAY 58 

AY382665Hydrangea      --MAFTIPEVPLS--SGGRKMPVLGLGTAADPPVDPETVRKAVTEALKLGYRHFDTAALY 56 

D86559Glycyrrhiza      --MAFTIPEVPLS--SGGRKMPVLGLGTAADPPVDPETVRKAVTEALKLGYRHFDTAALY 56 

                          :. **   :.   .  ::**: :*:*.* . . :* :.*: **:* ********* * 

 

X55730soybean          GSEQALGEALKEAIHLGLVS-RQDLFVTSKLWVTENHPHLVLPALRKSLKTLQLEYLDLY 118 

AF462632Pueraria       GSEQALGEALKEAVDLGLVS-RQDLFVTSKLWVTDNHPHLVVSALRKSLKTLQLEYLDLY 117 

X82366Medicago         GSEQALGEALKEAIELGLVT-RDELFVTSKLWVTENHPHLVIPALQKSLKTLQLDYLDLY 117 

AY382665Hydrangea      NSEQPLGDAIAEALGEGLIKSRDELFITSKLWCSDAHRENVEPALQKTLKNLKLEYIDMY 116 

D86559Glycyrrhiza      NSEQPLGDAIAEALGEGLIKSRDELFITSKLWCSDAHRENVEPALQKTLKNLKLEYIDMY 116 

                       .***.**:*: **:  **:. *::**:***** :: * . * .**:*:**.*:*:*:*:* 

 

X55730soybean          LIHWPLSSQPGKFSFPIEVEDLLPFDVKGVWESMEECQKLGLTKAIGVSNFSVKKLQNLL 178 

AF462632Pueraria       LIHWPLSSQPGKFSFPIEVEDLLPFDVKGVWEAMQECQKLGLTKAIGVSNFSVKKLQNLL 177 

X82366Medicago         LIHWPLSSQPGKFTFPIDVADLLPFDVKGVWESMEESLKLGLTKAIGVSNFSVKKLENLL 177 

AY382665Hydrangea      LIHWPVSSKPGNYEYPIKKEDFLQMDYKSVWEAMEECQKLGLTKAIGVSNFSCKKLSDVL 176 

D86559Glycyrrhiza      LIHWPVSSKPGNYEYPIKKEDFLQMDYKSVWEAMEECQKLGLTKAIGVSNFSCKKLSDVL 176 

                       *****:**:**:: :**.  *:* :* *.***:*:*. ************** ***.::* 

 

X55730soybean          SVATIRPVVDQVEMNLAWQQKKLREFCKENGIIVTAFSPL-RKGASRGPNEVMENDVLKE 237 

AF462632Pueraria       SVATIRPVVNQVEMNLAWQQKKLREFCKENGIVITAFSPL-RKGASRGPNEVMENDVLKE 236 

X82366Medicago         SVATVLPAVNQVEMNLAWQQKKLREFCNAHGIVLTAFSPL-RKGASRGPNEVMENDMLKE 236 

AY382665Hydrangea      ANAKVPPAVNQVEVNPCWQQKQLTEFCKSNGILVVAYAALGAVGTFYGTNRVMGSEVLNE 236 

D86559Glycyrrhiza      ANAKVPPAVNQVEVNPCWQQKQLTEFCKSNGILVVAYAALGAVGTFYGTNRVMGSEVLNE 236 

                       : *.: *.*:***:* .****:* ***: :**::.*::.*   *:  *.*.** .::*:* 

 

X55730soybean          IAEAHGKSIAQVSLRWLYEQGVTFVPKSYDKERMNQNLHIFDWALTEQDHHKISQISQSR 297 

AF462632Pueraria       IADAHGKSIAQVSLRWLYEQGVTFVPKSYDKERMNQNLQIFDWALTQEDHHKISQISQSR 296 

X82366Medicago         IADAHGKSVAQISLRWLYEQGVTFVPKSYDKERMNQNLRIFDWSLTKEDHEKIDQIKQNR 296 

AY382665Hydrangea      IARIRGNTVAQVCLRWAYEQGIGVLVKSFNKERMEQNLQIFNWTLSDDESKKISEIPQGR 296 

D86559Glycyrrhiza      IARIRGNTVAQVCLRWAYEQGIGVLVKSFNKERMEQNLQIFNWTLSDDESKKISEIPQGR 296 

                       **  :*:::**:.*** ****: .: **::****:***:**:*:*:.:: .**.:* *.* 

 

X55730soybean          LISGPTKPQLA-------DLWDDQI 315 

AF462632Pueraria       LISGPTKPQLS-------DLWDDEI 314 

X82366Medicago         LIPGPTKPGLN-------DLYDD-- 312 

AY382665Hydrangea      ACLGTDYTSVHGPFKTIEELWDGEF 321 

D86559Glycyrrhiza      ACLGTDYTSVHGPFKTIEELWDGEF 321 

                          *.  . :        :*:*.   

6�7/	� 5  ���%��'���.
 multiple alignment 1��)#���
 #� chalcone reductase ����! 5 !��� 
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2.  ���:�����D��H�����.31�� Perfect RNA TM, Eukaryotic, Mini Kit 

 

�&�)������>��%�.���
�� 	 2 "����.
�#��������"
 UV ��$��%�� 30 ���# 1� �!� transilluminator 
��$��.��
�&������"
 .��
���)�������������"
 UV ��$��%�� 5 !��%1�
 �-
�&���� ����
��g����%�
��%  Perfect RNATM, Eukaryotic, Mini Kit ��% ��p�p��
�#���������%  guanidium thiocyanate 
��� 2β -mercaptoethanol �&���)�%��� agarose gel "����>� ����
��g����%����)��>��%�.���
 
(?���#� 6) ������ ����
����g��%������! ����&����
��g����%���� �������% %��#����'1)�1p��
*�"��  1% agarose gel �����)�%�"��'	Q?����������Q��
���
��g����%��#�� �������)��>��%
�.���
 )�%����>���
 ribosomal RNA (rRNA) 2 ����'�� �>���
 18s rRNA ��� ribosomal 
subunit ������g� (light subunit) ��� �>���
 28s rRNA ��� ribosomal subunit �����.(� 
(heavy subunit)  "�%����
��g���!��� mRMA ����$��>���
f �#��#.�� ���������#� ��� (?���#� 6 ) 
��$����
��g�����x�.�� �#��&����!���$�)��������������������Q #� chalcone reductase ��% 
��'��' polymerase chain reaction  (PCR) )���� ��"��
�#!#%�)�#������$� eukaryote �%���+
��!��%  
ribosome "��
��$�1'�
"&�'�(�����"�
�'���.
1��)#� 1� ���%�� eukaryote �#��1�1*����� 80s
��������%  2 .��%  ��  '�� 60s ribosomal subunit ��� 40s ribosomal subunit 1� �#� 60s 
ribosomal subunit ��������% ���
��g������� 28s rRNA, 5.8s rRNA, 5s rRNA ���1��)#�
�����Q 45 !��� "�%� 40s ribosomal subunit ��������% ���
��g������� 18s rRNA ���
1��)#������Q 21 !��� (�����@A
, 2543) 

"��
"&�'�(������ ����
��g��� '������x�
������"�� )�%��
���
��g�������.%��
���
"��� %��#���� ����
��g�������!�����)����� ����&��� 1'�
"���
��
,��
�*��
��!�#���������%  
cellulose pectin ��� xyloglucans (Carpita and Gibeaut, 1993) ����!�%��#����$�%��#.�-�
�#��#���
"���?��������&��� 1'�
"���
,��
�*��
 1� �����!�+�"�%���!����1)�����.�% ��"?��
�	Q.?���)�&� ribonuclease ���"����>�&�
����� ��%��������)����p�p��
�#���������% "���'�#.�� 
!����#��#'	Q"���)� �� �+
����&�
����
 nuclease ���@�"?����
���
��g��� �&��� 1'�
"���
��

1��)#� �*��
������� ������&��.��*��
�)���� ���������� ���
��g�����"��?� ����*��
 ���
�&��� �*��
��������#,�)�������Q���
��g����#�� ���� (Wilkins and Smart, 1996) "�� guanidium 
thiocyanate �#,��&��.�1��)#��"����"?�� ��� �� �+
���������
 ribonuclease  (Jones et. al, 1994) 
"�%� 2β -mercaptoethanol ��$� reducing agent �&��� �������*���p�
��
 ribonuclease ���
�x�
������ oxidized "������	��pI����' �&������	�����"���#����������"��pI����' �������������
�����%'�#��' �����
��������������.%��
pI����'��������%'�#��'��"?�� oxidized �&��.�
'	Q"���)���
�'�#��
�����%'�#��'���#� ��� (Wilkins and Smart, 1996) 
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                                             (1)       (2)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

6�7/	� 6   ���� ����
���%���%  Perfect RNA TM, Eukaryotic, Mini Kit 
(1)  )������>��%�.���
)��'%�'	� 
(2)  )������>��%�.���
�#��������"
 UV 

 
�������� ����
��g����%����)��>��%�.���
����&���!)�%� ��
������"
 UV �����!���&����

�"�
�����
 #� chalcone reductse ��$���������1���"��������"�'%��"&���g������� � #� 
 #� chalcone reductase ����%������ � #����)��>��%�.���
��)�  #� chalcone reductase ��#� %���

���%�>#���"�
�'���.
"�� isoflavonoids ���� alfalfa �����!%
/
>��%��
!��� ���"���
"�� 
isoflavonoids �-+�� ������� ��������t����
)����! ����#'%���&�����������+�� �����! .����������!
� ����"?�%��'�# � �!�� ����������"
 ultraviolet ��������)	��.����1)���� �%���+
���� ������
�&��� ��
�!�+� (Dixon and Paiva, 1995) ���������
��
 Sallaud et al., (1995) �����/-�@����
�"�
�����
 #� chalcone reductase �� alfalfa ���%� %�)��
f ��������t������ ���
���
�)��1)�#��)�)��
 ��% ���)�%�"����'��' Northern Blot Hybridization ����!� #� chalcone 
reductse ��� alfalfa ��$�)�%)�%�"�� ��� �
/-�@�����"�
��
 #� chalcone reductse �����������
�"
 UV  ����&��.���������,� �����������&��� ��
�!�+�1�' ,�����n%�� ������"�
�����

 #� chalcone reductse �#���� ��� hypocotyls �)������������#+ 
��
)�������#�#�� 	 5 %�� 
�������#+ �
������"�
�����
 #���"�%���
�&�)�� ������ ������ �)�����������)�+
�)�
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�� ����)����������
�������)g��#���)�� alfalfa �� 	 8 "����.
 ����"�
�����
 #� chalcone 
reductse ��)�������#��#�� 	 5 %�� ���)���#��)��1)�)g��#����%���#�����%Q�������#�"	� ������&�)������
������"
 UV ��$��%�� 45 ���# ?� .��
����������"
 UV �����% 6 !��
1�
 ������"�
���
��
 #� chalcone reductse ��"�%�)��
f��!������ ��� hypocotyls ����#+ 
 ������-+�����%����!��)� 
"�%���
��� �
��$��%� %��#��#����"�
�����
 #� chalcone reductse ����#�"	��)���������
�"�
���������� ������&������)�� alfalfa �#��#�� 	 6 "����.
 ��!���.���������,�1� ��������% 
�����@���  ������"�
�����
 #� chalcone reductse ������-+���!�%
�%�� 3-9 !��%1�
?� .��

����&��.���������,� �����!���&���������&��� �!�+�1�' Xanthomonas campestris pv. alfalfa �#�
����%Q�� ������"�
�����
 #� chalcone reductse ������-+���!�%
�%��)�+
�)� 6 !��%1�
?� .��

��������&��� ��
�!�+� X.  campestris pv. alfalfa   
 

3. ����72�.<�2.�C�	� chalcone reductse 0�����������31���/��2� PCR 

 
 ���� ����
����g��%����)��>��%�.���
 1� %��# Perfect RNA TM, Eukaryotic, Mini ���
�&����
��g����%��#�� ������"�
�'���.
 cDNA 1� �������
 oligo dT(15) ��% ����*�
 reverse 
transciptase �&� cDNA ��$�)����������"���
�#��g���"� �#� 2 ��% �������
�#��u������ #� 
chalcone reductase 2 !��� ������%��'���.
��%  multiple alignment ��1��)#� chalcone 
reductase ��
��! 5 !��� �#��� 
���� GenBank �����.�)&��.��
��	���@
 '�� SAPDFTC ��� 

LYEQGVT >���!���$�)&��.��
�������
 '�� sense primer CHR 5′-ATC TGC CCC TGA CTT 

CAC ATG-3′  ��$��&������%'�#1����
�#� 91-111 ��� antisense primer CHR 5′-ATG TCA CAC 

CTT GTT CGT ACA ACC -3′  ��$��&������%'�#1����
�#� 768-791 ��
 #�  chalcone reductase 
��>��%�.���
 (Glycine max, accession: X55730) ��% ����*�
 AmpliTaq DNA polymerase ��%�� 
���"�
�'���.
�#��g���������
��g�����
>��%�.���
1� %��# RT-PCR ��% �������
 CHR1/CHR2 
"����>"�
�'���.
�#��g�����
 #��#���������Q 0.7 ��1���" (?���#� 7) 
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6�7/	� 7 ����!�+��#��g���"�
�'���.
��
 #� CHR ������
��g�����
>��%�.���1� %��# RT-PCR ��% 

�������
 CHR1/CHR2 
(1) DNA  ladder marker 
(2) ,�,��) PCR ��%  �������
 CHR1 (sense) ��� CHR2 (antisense)    

 

5. ��� _̂�`������	���(�3�F�F*>���	�/	��(���3���*�1�����4a.D CHR 
 

 ,��)?�Q�
��� PCR �#��&��.����"	��������&���%��'���.
.��&������" ,�����n%��
"����>%��'���.
�&������"��
 #� chalcone reductase ���>��%�.���
 (?���#� 8) ��������# 
�&���� 
��%'�#1����
��
�&��%� 701 '����" �����$��.�"�������1� 233 ��*���% ���p�� +2 ����&����
%��'���.
���# ���# �1� ��� alignment ��% 1������ Blast ��� website http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/cgi-bin/Blast/ ��������# ���# �'%���.������.%��
1��)#��#�"������A����������
 
GenBank  �����!��
)�����#+  Pueraria montana var. lobata (accession: AF462632) Medicago 

sativa (accession:  X82366) Hydrangea macrophylla (accession: AY382665) Glycyrrhiza glabra 
accession: D86559 ��������# ���# �1��)#� chalcone reductase ���>��%�.���
�#"�%���	���@
 6 
"�%� (?���#� 9) ��
�#+ 
 

"�%��#� 1 � ������%Q��*���%�#� 23-31 �����# 
�������1� GYRHFDTAA 
"�%��#� 2 � ������%Q��*���%�#� 34-39 �����# 
�������1� SEQALG 
"�%��#� 3 � ������%Q��*���%�#� 56-63 �����# 
�������1� LFVTSKLW 
"�%��#� 4 � ������%Q��*���%�#� 84-102 �����# 
�������1� LEYLDLYLIHWPLSSQPG   

1         2 
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"�%��#� 5 � ������%Q��*���%�#� 130-143 �����# 
�������1� KLGLTKAIGVSNFS  
"�%��#� 6 � ������%Q��*���%�#� 160-164 �����# 
�������1� VNQVE 
)&��.��
��	���@
��
1��)#� chalcone reductase �#�&��%� 6 ��	�� �#)&��.��
��	���@
�#� �%
)�������
��� �%����#�"	�>-
 18 ��*���% 
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DNA: ATCTGCCCCTGACTTCACATGTAAGAAAGACACAAAAGAGGCAATCATTGA 

 +3:   L  P  L  T  S  H  V  R  K  T  Q  K  R  Q  S  L  R 

 +2:  S  A  P  D  F  T  C  K  K  D  T  K  E  A  I  I  E  

 +1: I  C  P  *  L  H  M  *  E  R  H  K  R  G  N  H  *   

 

DNA: GGCCATGAAACAGGGTTATAGGCACTTTGACACTGCTGCTGCATATGGCTC 

 +3:   P  *  N  R  V  I  G  T  L  T  L  L  L  H  M  A  R 

 +2:  A  M  K  Q  G  Y  R  H  F  D  T  A  A  A  Y  G  S  

 +1: G  H  E  T  G  L  *  A  L  *  H  C  C  C  I  W  L   

 

DNA: GGAGCAGGCTCTTGGAGAAGCTTTGAAGGAGGCACTTGACCTTGGCCTTGT 

 +3:   S  R  L  L  E  K  L  *  R  R  H  L  T  L  A  L  S 

 +2:  E  Q  A  L  G  E  A  L  K  E  A  L  D  L  G  L  V  

 +1: G  A  G  S  W  R  S  F  E  G  G  T  *  P  W  P  C   

 

DNA: CACCCGTGATGACCTCTTCGTCACTTCCAAGCTTTGGGTCACTGACAATCA 

 +3:   P  V  M  T  S  S  S  L  P  S  F  G  S  L  T  I  I 

 +2:  T  R  D  D  L  F  V  T  S  K  L  W  V  T  D  N  H  

 +1: H  P  *  *  P  L  R  H  F  Q  A  L  G  H  *  Q  S   

 

DNA: TCCTCATCTTGTTGTTCCTGCTCTCCGCAAATCTCTCAAAACTCTTCAACT 

 +3:   L  I  L  L  F  L  L  S  A  N  L  S  K  L  F  N  * 

 +2:  P  H  L  V  V  P  A  L  R  K  S  L  K  T  L  Q  L  

 +1: S  S  S  C  C  S  C  S  P  Q  I  S  Q  N  S  S  T   

 

DNA: AGAGTACTTGGACTTGTATCTCATCCACTGGCCCCTCAGTTCTCAGCCCGG 

 +3:   S  T  W  T  C  I  S  S  T  G  P  S  V  L  S  P  E 

 +2:  E  Y  L  D  L  Y  L  I  H  W  P  L  S  S  Q  P  G  

 +1: R  V  L  G  L  V  S  H  P  L  A  P  Q  F  S  A  R   

 

DNA: AAAGTTTTCATTCCCAATTGAGGTGGAGGATCTCTTGCCATTCGATGTGAA 

 +3:   S  F  H  S  Q  L  R  W  R  I  S  C  H  S  M  *  R 

 +2:  K  F  S  F  P  I  E  V  E  D  L  L  P  F  D  V  K  

 +1: K  V  F  I  P  N  *  G  G  G  S  L  A  I  R  C  E   

 

DNA: GGGTGTGTGGGAAGCCATGGAAGAGAGCCAGAAACTTGGCCTCACAAAAGC 

 +3:   V  C  G  K  P  W  K  R  A  R  N  L  A  S  Q  K  P 

 +2:  G  V  W  E  A  M  E  E  S  Q  K  L  G  L  T  K  A  

 +1: G  C  V  G  S  H  G  R  E  P  E  T  W  P  H  K  S   

 

DNA: CATTGGAGTCAGCAACTTCTCTGTCAAGAAGCTTCAAAATCTGCTCTCTGT 

 +3:   L  E  S  A  T  S  L  S  R  S  F  K  I  C  S  L  L 

 +2:  I  G  V  S  N  F  S  V  K  K  L  Q  N  L  L  S  V  

 +1: H  W  S  Q  Q  L  L  C  Q  E  A  S  K  S  A  L  C   

 

DNA: TGCCACCATCCGTCCTGCGGTCAATCAAGTGGAGATGAACCTTGCATGGCA 

 +3:   P  P  S  V  L  R  S  I  K  W  R  *  T  L  H  G  N 

 +2:  A  T  I  R  P  A  V  N  Q  V  E  M  N  L  A  W  Q  

 +1: C  H  H  P  S  C  G  Q  S  S  G  D  E  P  C  M  A   

 

DNA: ACAGAAGAAGCTAAGAGAGTTCTGCAAAGCAAATGGGATAATCCTAACTGC 

 +3:   R  R  S  *  E  S  S  A  K  Q  M  G  *  S  *  L  H 

 +2:  Q  K  K  L  R  E  F  C  K  A  N  G  I  I  L  T  A  

 +1: T  E  E  A  K  R  V  L  Q  S  K  W  D  N  P  N  C   

 

DNA: ATTCTCTCCTCTGAGGAAAGGTGCAAGCAGGGGACCAAATGAAGTTATGGA 

 +3:   S  L  L  *  G  K  V  Q  A  G  D  Q  M  K  L  W  R 

 +2:  F  S  P  L  R  K  G  A  S  R  G  P  N  E  V  M  E  

 +1: I  L  S  S  E  E  R  C  K  Q  G  T  K  *  S  Y  G   

 

DNA: GAATGATGTGCTGAAAGAGATTGCAGATGCTCATGGAAAATCCATAGCACA 

 +3:   M  M  C  *  K  R  L  Q  M  L  M  E  N  P  *  H  R 

 +2:  N  D  V  L  K  E  I  A  D  A  H  G  K  S  I  A  Q  

 +1: E  *  C  A  E  R  D  C  R  C  S  W  K  I  H  S  T   

 

DNA: GGTTTCTCTGAGATGGTTGTACGAACAAGGTGTGACAT 

 +3:   F  L  *  D  G  C  T  N  K  V  *  H   

 +2:  V  S  L  R  W  L  Y  E  Q  G  V  T   

 +1: G  F  S  E  M  V  V  R  T  R  C  D   

 

>/tmp/outseq.input.18720 [Unknown form], frame+2, 233 bases. 

SAPDFTCKKDTKEAIIEAMKQGYRHFDTAAAYGSEQALGEALKEALDLGL 

VTRDDLFVTSKLWVTDNHPHLVVPALRKSLKTLQLEYLDLYLIHWPLSSQ 

PGKFSFPIEVEDLLPFDVKGVWEAMEESQKLGLTKAIGVSNFSVKKLQNL 

LSVATIRPAVNQVEMNLAWQQKKLREFCKANGIILTAFSPLRKGASRGPN 

EVMENDVLKEIADAHGKSIAQVSLRWLYEQGVT 

 
6�7/	� 8 ��������# 
�&������%'�#1����
��
 #� CHR �&��%� 701 '����"�#�� ���������>��%�.���
 

�����$��.�"�������1� 233 ��*���% (�>%+2 ����#��"���)�) 
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 

SOYBEAN                --------------------------SAPDFTCKKDT-KEAIIEAMKQGYRHFDTAAAYG 33 

AF462632Pueraria       MAAIEIPTIVFPNSFAQHRVPVVEMGSAPDFTCKKDT-KEAIIEAVKQGYRHFDTAAAYG 59 

X82366Medicago         MGSVEIPTKVLTNTSSQLKMPVVGMGSAPDFTCKKDT-KDAIIEAIKQGYRHFDTAAAYG 59 

AY382665Hydrangea      -MAFTIPEVPLS--SGGRKMPVLGLGTAADPPVDPETVRKAVTEALKLGYRHFDTAALYN 57 

D86559Glycyrrhiza      -MAFTIPEVPLS--SGGRKMPVLGLGTAADPPVDPETVRKAVTEALKLGYRHFDTAALYN 57 

                                                 :*.* . . :* :.*: **:* ********* *. 

 

SOYBEAN                SEQALGEALKEALDLGLVT-RDDLFVTSKLWVTDNHPHLVVPALRKSLKTLQLEYLDLYL 92 

AF462632Pueraria       SEQALGEALKEAVDLGLVS-RQDLFVTSKLWVTDNHPHLVVSALRKSLKTLQLEYLDLYL 118 

X82366Medicago         SEQALGEALKEAIELGLVT-RDELFVTSKLWVTENHPHLVIPALQKSLKTLQLDYLDLYL 118 

AY382665Hydrangea      SEQPLGDAIAEALGEGLIKSRDELFITSKLWCSDAHRENVEPALQKTLKNLKLEYIDMYL 117 

D86559Glycyrrhiza      SEQPLGDAIAEALGEGLIKSRDELFITSKLWCSDAHRENVEPALQKTLKNLKLEYIDMYL 117 

                       ***.**:*: **:  **:. *::**:***** :: * . * .**:*:**.*:*:*:*:** 

 

SOYBEAN                IHWPLSSQPGKFSFPIEVEDLLPFDVKGVWEAMEESQKLGLTKAIGVSNFSVKKLQNLLS 152 

AF462632Pueraria       IHWPLSSQPGKFSFPIEVEDLLPFDVKGVWEAMQECQKLGLTKAIGVSNFSVKKLQNLLS 178 

X82366Medicago         IHWPLSSQPGKFTFPIDVADLLPFDVKGVWESMEESLKLGLTKAIGVSNFSVKKLENLLS 178 

AY382665Hydrangea      IHWPVSSKPGNYEYPIKKEDFLQMDYKSVWEAMEECQKLGLTKAIGVSNFSCKKLSDVLA 177 

D86559Glycyrrhiza      IHWPVSSKPGNYEYPIKKEDFLQMDYKSVWEAMEECQKLGLTKAIGVSNFSCKKLSDVLA 177 

                       ****:**:**:: :**.  *:* :* *.***:*:*. ************** ***.::*: 

 

SOYBEAN                VATIRPAVNQVEMNLAWQQKKLREFCKANGIILTAFSPL-RKGASRGPNEVMENDVLKEI 211 

AF462632Pueraria       VATIRPVVNQVEMNLAWQQKKLREFCKENGIVITAFSPL-RKGASRGPNEVMENDVLKEI 237 

X82366Medicago         VATVLPAVNQVEMNLAWQQKKLREFCNAHGIVLTAFSPL-RKGASRGPNEVMENDMLKEI 237 

AY382665Hydrangea      NAKVPPAVNQVEVNPCWQQKQLTEFCKSNGILVVAYAALGAVGTFYGTNRVMGSEVLNEI 237 

D86559Glycyrrhiza      NAKVPPAVNQVEVNPCWQQKQLTEFCKSNGILVVAYAALGAVGTFYGTNRVMGSEVLNEI 237 

                        *.: *.*****:* .****:* ***: :**::.*::.*   *:  *.*.** .::*:** 

 

SOYBEAN                ADAHGKSIAQVSLRWLYEQGVT-------------------------------------- 233 

AF462632Pueraria       ADAHGKSIAQVSLRWLYEQGVTFVPKSYDKERMNQNLQIFDWALTQEDHHKISQISQSRL 297 

X82366Medicago         ADAHGKSVAQISLRWLYEQGVTFVPKSYDKERMNQNLRIFDWSLTKEDHEKIDQIKQNRL 297 

AY382665Hydrangea      ARIRGNTVAQVCLRWAYEQGIGVLVKSFNKERMEQNLQIFNWTLSDDESKKISEIPQGRA 297 

D86559Glycyrrhiza      ARIRGNTVAQVCLRWAYEQGIGVLVKSFNKERMEQNLQIFNWTLSDDESKKISEIPQGRA 297 

                       *  :*:::**:.*** ****:                                        

 

SOYBEAN                ------------------------ 

AF462632Pueraria       ISGPTKPQLS-------DLWDDEI 314 

X82366Medicago         IPGPTKPGLN-------DLYDD-- 312 

AY382665Hydrangea      CLGTDYTSVHGPFKTIEELWDGEF 321 

D86559Glycyrrhiza      CLGTDYTSVHGPFKTIEELWDGEF 321 

 
 

6�7/	� 9 ���%��'���.
 multiple alignment ��.%��
1��)#���
 #� CHR �����>��%�.���
 ���
1��)#� CHR ����!!������� 
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*�,< 
 
 ,����� ����
��g������)��>��%�.���
 )��%��# Perfect RNA TM, Eukaryotic, Mini ���,��#
��+
���������Q ���'	Q?����
���
��g��� �����1'�� #������"�'%��"&���g�.�������-+�� �����
'	Q?����������Q��
���
��g�����%  �������������Q #� chalcone reductase ���>��%�.���
��$�
 #��#���#� %���
���%�>#���"�
�'���.
"�� isoflavonoids ���� alfalfa �����!%
/
>��%��
!��� ���
"���
"�� isoflavonoids �-+�� ������� ��������t����
)����! ����#'%���&�����������+�� �����! 
��%�� #� chalcone reductase �#�>��"�
�'���.
�#���� 701 '����" ��$��#��g����#���������'��' RT-
PCR  
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