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Executive Summary 

 

Project Title  

DNA marker development for tolerant/sensitive eucalypt clone detection on calcarious 

soil 

 

Principal Investigator 

Mr. Somsak APISITWANICH, Associate Professor, Dr.Agr.Sci. 

Dept. of Genetics, Fac. of Science, Kasetsart University 

Tel. 0-29428716-7, Fax. 0-5795528 
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 The Siam Forestry Co., Ltd. 

 99 Moo 6, Saeng Xuto Rd., Wangsala, Tha Muang, Kanchanaburi 71130 

 Tel. 034-615000-20 Fax. 034-615079 

 

Duration 

 12 Months 

 

Specific Objectives 

 1. To test the stress of eucalypt in calcarious condition. 

 2. To find out DNA markers which are specific to calcarious tolerance. 

 3. To design and synthesize DNA primer for calcarious tolerant eucalypt clone detection 

using PCR (polymerase chain reaction). 

 

Background and Rationale 

 Eucalypts are important trees for paper pulping in Thailand. In the past, it was said that 

eucalypts could grow on any poor or worse soil. In the western part of Thailand, plenty of 

eucalypts are died after 2-3 years planted in the calcarious soil. This decreases not only raw 

materials for paper pulp and wood industries but also income of agricultural sector.  

 

 



Result of This Project 

 Acchieved as purposed. 

 

Implementation 

 1. Result of this project detected the tolerant and sensitive eucalypt clones for calcareous 

soil.  Primarily, the Siam Forestry Co., Ltd. has produced some tolerant clones which used in this 

project for farmers. 

 2. These DNA markers can use to detect the eucalypts for tolerant and susceptible clone 

to calcareous soil in seedling stage using PCR technique. It takes 1-2 days for the result. 
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ABSTRACT 

 

 The experiment of shoot tips of 3 eucalypt clones, FT2, CT76 and P7, on synthetic MS6 

media supplemented with 500 ppm of BAP, 20 percent of coconut water and various 

concentration of CaCO3 for 1 month found that the concentration of 400 mM CaCO3 could induce 

strees in eucalypt’s shoots by expression of red color on leaves and stems. The CT76 clone got 

the least stress. Measurement of ascorbate peroxidase quantity of those 3 clones on the stress 

condition showed that FT2, CT76 and P7 could increase enzyme producing  for 2.98, 6.60 and 

12.57 percent, respectively. For plant tolerant/sensitive in calcareous soil testing, the clones of 

CT76, CT395, CT397 and SF8 were observed. All 23 plant DNAs were extracted and either 

tolerant DNAs or sensitive ones were pooled separately then DNA fingerprinting were performed 

according to SRAP and AFLP protocols. DNA fingerprints of four primer pairs showed 

polymorphic bands between tolerant and sensitive group. After doing individual DNA finferprint, 

result was not clear cut according to semitolerant and semisensitive clones. Because of this 

reason, the research was focused on genes caused chlorosis symptom on plant and metal minor 

elements. The NRAMP1produces protein transferring Mn2+ from root to stem and Ys1 producing 

protein for Fe2+ chanell showed interesting results. The expression of Ys1 should be higher than 

NRAMP1. Both DNA marker, RAMP1 and Ys1 should be useful for detection the eucalypt clones 

for calcareous soil. 



 1

�����1 

����� 

1.1 *����+,���"�#*���
��*
����+/��� 

�
��!��������������	�:���&�!(3!�!�����+��-	�#��:��+���%�������,1#�&�+����;����-���� ����	� 

��
������ (clone) ��
�����	�*%1 (strain) :�/���+������&������
��!������0w����+���6��	>�����������
��:�/3�/-�

-��� "���&+	���<����&�!(3!��������&����+,�������	���&�!(������;�#�+�!
���<��&��+(��$w����;�

�<������� �	��	��0w��	����������&�������	����:�"�����<����&�!( ��������
��3�/�	���6�0&�����D������� 

ionization ��0&3�/ Ca2+#�& CO3
2-#�&��0�+��	+�	� OH- 0����6� !6�:�/������;����
�<����� 0w�!6�:�/ pH <�����

���<w�� ��
� H+ �+��	� Na+ ��;� NaHCO3 $w����0!6�:�/ pH <����������������������/���!���	�� 

  

�����3������:��"��!������� Ca2+ Ca2+ !���������3�0&3��+��	��������0��#��*��%����]:���� ����

������/������$/��<w��  !6�:�/�+�����%�<������������3� �
�0w�3�������@���#��*��%������������0�������

:�/3�/ #�&��-���&!�������!6������
�����+�!�� �
�0w�#��������<��*��%�������
�����#� #�&@�����

��
�#���#!��$/�� #�&:�!���%���0&���3�/ �
�#���&����0&���+�������@��
�!�����"��#+��/��3�/

#�������	��	���
�����0�������
��	�*%����<���
��	��] 

  

��������	���;�3�/�(�'Q��0!���6��	>����%����������
����&��'<����&�!(3!�:��"��!���
��!������

:�"���&+	���!���������������&�� 0w����+�!���/��������	���
������#�&/��
��	�*%1!��!�!������"��

�	�����+ ��
��:�/��������	������@�0��>������#�&:�/-�-���!������&�� 

  

����������
�����	�*%����<����������+�����+����;�����	�',1 �����@��+0���#�&������3�/:�!%�!��

#�&3��-	�#������"��#+��/�� ���0��������������	�!6���/�!����;���� ����������/�� mRNA #�&3�/#��-�

��;������� ��
��+��	���������
��������;��	�',& (phenotype) !������D:�/���� 0�����%-��	�����+@/������@

!������
�����������������
�!������!�������+</���	����!�!������"�����!����#���$�����������0&��;�

��&����1�������	���
�� ����/�	�*%1 ��������	�����!��0&����������
�����:��"��#���!�����
��!����� 

 

 �����<��#���$��� (Ca2+) �����@:�/��;��	+������:��"��!�������+������������]:��/��
�3�/���� 

Erlandson #�& Jensen (1989) ������� 45Ca2+ !��������:��������
��������</�+���� (winter wheat) :��"��

�%,�"��� 2 �$  ��+���"���%,�"�����6�0&!6�:�/��������&��#���$���:��/��
�����+������ Cramer #�& Jones 

(1996) !����:� Arabidopsis :��"���+������!������ NaCl  �������������� fura-2 !�����+��3+���#���$���  

��+���&�	�#���$���:� cytosol �	������   Prill #�&�,& (1994) ��+�� oxidative stress ��;������%!��!6�:�/ Ca2+    

:� cytosol �������#��� H2O2 �+���</�</� 10 mM !6�:�/#���$���"��:��$��1<��������	�����������$��1 

��� lanthanum #�& ruthenium  red �����@:�/�	��	���D�������<�� H2O2 3�/ Gong #�&�,& (1998) #�& Knight 

#�&�,& (1991) ��+���+���/�� (heat shock) 0&!6�:�/������ Ca2+  �</�����/����������3�/�+����+<w��  #����
�� 

pretreat �/+� EGTA (ethylene glycol bis-(�-aminoethylether)N,N,N,N�-tetraacetic acid) 0&��+�:�/������ Ca2+ 



 2

����<w��������/�] :�!6��������+�	��+���/��!6�:�/�$��1#<+����<��#��1#�&����������1<��#��1#�&@	�+

�	������� Ca2+  �</�����$��1�����<w�� (Klein #�& Ferguson, 1987) 

  

���
������������%�<��������#�&�������������@:�/��+��	����(w�'���%���+�*�� �+���	��	�*1

!���	�*%����  ����	���
��#�&��	���%��	�*%1�
� $w��0&!6�:�/���(w�'��	�����+����&��!*�"������<w�� (Weising  

#�&�,&, 1995)  William #�&�,& (1990) ���!���� random amplified polymorphic DNA (RAPD)  ���:�/

3������1!����<��� 10 ��+�����3!�1:����!6� PCR  ����������,����������+�����] :������ �!���������</��� �
� 

!6�3�/�&�+� ���� �+����+ 3�/06��+�#@�����������������+� (��&��, 10-15 #@�) #�����+��3+����"�����

!���� !6�:�/#@������������#@��������3�0������ restriction fragment length polymorphism (RFLP)  ��;����

:�/���3$�1�	�06����&�	���������<�������#�&:�/����3����3�$1�	���������!��@���	�:���+�!���/�����$w�������+�� 

Southern hybridization  �!�������!6�$�6�#�/+3�/-����
������    #����</��/���
� ��������!��:�/�/���������,��� :�/

�+����� #�&-�/�D��	���/�����+���6���>��� (Weising #�& Kahl, 1997)  Tautz (1989) :�/3������1!�������@

����������,��������<�������:���+�!�����6��	���+�����3!�1$�6��	�3������/+���������#���D�����������$� PCR 

$w��������!�������+�� simple sequence repeat (SSR) 

  

Vos #�&�,& (1995) ���!���������/���������1�������������&�%��10���!���� RFLP #�& RAPD 

#�&������!�������+�� amplified fragment length polymorphism (AFLP) �!���������&!6��������	���������0����

����/+����3$�1�	�06����& 2 ���� #�&���������������!��@���	��/+� adapter $w����!	���6��	���+�����3!�1������	�

���3$�1�	�06����& #�&�6��	�<����+�����3!�1�%�� ��	�0���	������������,���������/+� PCR �!������������@:�/

#@���������$w������+�� RAPD ��&��, 10 �!�� !6�:�/�����@��+0��� polymorphism 3�/���� �!�����������1

������������] �����@�6���:�/��/��#-�!����� ���� Vaneck #�&�,& (1995) :�/�!���� RFLP 3��$3$�1 #�&

AFLP ��
�������
������������%���#-�!�����<��</�+���1���1  Mackill #�&�,& (1996) !6�#-�!�����<��</�+

�/+��!���� AFLP  Wang #�&�,& (1997) !6�#-�!�����<��#��#��������/+� AFLP RAPD #�& SSR ��+� ���

:�/��&����10�����
������������%� ���� Meksem (1995) :�/���
���������������!������:��/�	���� Ri :����

��+0����	���	��!���/��!�������
�� Phytopthora infestans Ballova #�&�,& (1995) :�/���
�����������������+�

:�������6�#������� GroI $w����;�����/��!����� root cyst nematode (Globodera  rostochiensis) <���	���	��$w��

��+��������������$�#!��!�� 7 Pakniyat #�&�,& (1997) �����
���������������!���	��	�*1�	��	�',&!�����

:�</�+���1���1 ��
�:�/�	���
���	��6��&��	�!���/��!��������:�3��/ (bacterial blight) (Sanchez #�&�,&, 

1999) 

 

1.2 �
':;+�#
�*��������� 

1.2.1    !�������	�',&<�����!����#���$���+�������+</���	���!�����$w� ��
� ��!���3��1:� 

1.2.2    ��
���������������
�������!�����+��06����&������!�!��:��"�����!���������� 

 1.2.3     ���#��#�&�	�����&�1��������3������1 !�����+��06����&��������������
���������
����� 

               ��+0�����������	��/+��D�����������$����������� (polymerase chain reaction) 
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1.3 ���	���
���������	
� 

����0��>������#�&�+���������<����������	�:��"�����!����#���$�������0���?00	������?00	� !	���?00	�

!����;���������+�� (biotic) #�&�?00	�!��3������+�� (abiotic) 

 

1.4 !����*���<�	#=���
�  

1.4.1. !�����������<����������	�����!��:�/:����+�0	�:��������+��!�����"��!����#���$�����
�3�� 

1.4.2. !��������������
�������!�������@�������+��06����&������!�!�����!����#���$��� 

1.4.3. !���3������1!�������@:�/��+0�����������	�!��!�!�� / 3��!�!������"�����!���������� 

 

1.5 ������!����=+>?� +�#@�?�� 

 1. �����@�6����
���������������3�:�/��+0�����������	�����!��0&!6����<���:�/��'�������� :�

�"�����!������������
�������	���������?>��!��0&����� 

 2. �����@@���!���!������������������3��	����'	!���������]  
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����� 2 

���
����������������
������	
� 

 

2.1 ��*���+'

*���������F�
  

 ��������	�����������$�� (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.) ���
���/���
� E. rostrata Schlecht ���
��

���	>�
� red gum, red river gum, Murra red gum #�& river gum ��;�3�/�
��/�!������:���+� (division) 

Magnoliophyta �	�� (order) Myrtales +�(1 (family) Myrtaceae ��%� (genus) Eucalyptus ��%����� (subgenus) 

Symphyomyrtus ���� ( section) Exsertaria �%� (series) Tereticornes ���� (specie) E. camaldulensis Dehnh (Pryor 

#�& johnson, 1971; Samuel #�& Arlene, 1987) 

 

 ��������	�����������$����;�3�/�
����
��<������������!����<���<������&0���+/��<+�� �����&�+���

��/��%/� 12.5 – 38 ��(�:�/ !���&�	��+����� 20 – 700 ����0���&�	���6�!&��������� #�������!��������
�

<��!+�� �	�',&�
��!��!����������	�����������$����&0���	�*%1�����������	�',& !	���
��!��#�/�#�/� �w��#�/�#�/+ 

������*��#�&#����6� #�&�
��!������	����<� �	�',&"�������(!����������	�����������$����&0���	�*%1������

�+������������������+�	��
������@��3�/!	��:��<��/��$w�����%,�"�������%������������
��<����
��!���/������

:���+� 27 – 40 ��(��$��$��� 0�@w��<����%��$w�����%,�"�����6��%������������
��<����
��!�����+����:���+� 3 – 

15 ��(��$��$��� ������:��
��!��!���������,��6�������:���+� 250-625 �������������� #������
��!�������,��6���

��0���@w� 1,250 �������������� ��
�����
��!�������,��6�����0��6������ 150 ��������� (Chippendale, 1973; FAO, 

1979; National Academy of Science, 1980; Boland #�&�,&, 1997; Eldridge #�&�,&, 1997) 

 

 Grunwald #�& Karschon  (1979) 3�/������+����������	�����������$����06��+�������$� 2n = 22  

����� Grattapaglia #�& Bradshaw  (1994) 3�/!6����(w�'��������,��������:���+���������:�/�!���� flow 

cytometry <���
�:���%���������	�06��+� 12 ����$w��3�/#�� E. camaldulensis, E. tereticornis, E.grandis, E. 

pellita, E. nesinifera, E. robusta, E. saligna, E. urophylla, E. dunnii, E. globulus, E.citriodora #�& E. torelliana 

#�&���-����� 5 ����3�/#�� E. grandis x E.urophylla, E. grandis x E. camaldulensis, E. tereticornes x E. 

grandis, E. citriodora x E.torelliana #�& E. urophylla x e. alba ��+�������,��������:���+������<�� 

��������	�����:���+� 0.77 pg/2C ( :� E. citriodora) @w� 1.47 pg/2C (:� E. saligna) #�&��<���<��#�������1 

0��������:���+� 370 – 700 �/�������� ���0���	���	���+������!�����+���	��	�*%1:��/������	�0&�������,��������

:���+������:��/������	� ���-��0&�������,��������:���+�����������w�������&�+������#��#�&3�������-��!��

��;��+����������1 

 

 ��������	�����������$���0��>������3�/:��&�	��+��������
���6�!&�� 30 – 230 ���� :���+��%,�"���

������ 11 – 35 ��(��$��$��� �����,��6��������� 200 –1,250 �������������� �����@!��"����6�!�+�<	���� 1 – 

2 ��
�� ���!������&���6���	���������
������+���!��� pH 6 – 8 #��3��!�!��:��"�����!����#���$�����
�

��������� ���0&����D�����:����
�� (FAO, 1980; FAO, 1981) 
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2.2 ���>?�+�#@�?�������*���+'

*���������F�
 

 ��������	�����������$�������@:�/��&����13�/����] �/���	���� 

 

2.2.1 ��$����#��H (pulp and paper)  

��+��-�-�����+�:�>�<����������	�����������$��:�/��;�+	�@%���:�  �%����������
��#�&

��&��' :����#����
���	�� 0�����(w�'��%,���	��<����/�:� (fiber) <����������	�����������$��!����

���% 10 �� ���!	(���1 #�&�,& (2525) ��+�����+����+<����/�:� 1.1895 ��������� ���+���+/��<��

��/�:� 0.0220 ��������� #�&���+���+/��<�� fiber lumen 0.0150 ��������� #�&0�����!����/�:�����

����	�����������$����-�	��$��1��� !6�:�/��#�+��/�!����/�:��w�����	�3�/�� !6�:�/#���w��&�+�����/�

:���� ��
��:�/!6���&��'0&3�/��&��'!��#<��#��#�&�����+ 

 

2.2.2 =��"+���+ (lumber)   

 ��
���0��:��?00%�	�3�������@�6�3�/0�����*���������:�/��&����1:��/�����3�/#���	�����

�+���/�����:�/���� �	��	�����0������6��</�3�/0��������&�!(#�/+ ��������@#�/3<3�/����	���:�/

3�/��������	�����������$��!�������%��� ��
��3�/��������	�����������$����#�������6���� ��<��#���

����0����<����&��� ��
��3�/����</���&����� �	������
��#�/� �	�',&<����������;���������#�&������

��;���
�� ���+�����#���<�������3�/ 980 ������	���������(�1���� (FAO, 1979) #��@/������%�/��

�+�����#�����6��+���	�� ��
��3�/#��3�/����@/������	�'�3���� ���#������+�!6�<,&3�/�	������� ����&

@/�!���3+/:�/#�/�0&!6�:�/#���/��3�/ 0�����(w�'�<���%���� (2525) ��+����
��3�/��������	�����������

$�� ���+��#<��:�����	�:��"��#�/� 1,344 ������	����������$������� ���+��#<�����@w� 868 

������	� ������+�������+$w��+	�0��������&:��"��#�/� 2.33 ������	�-���� 0���������] �	�����+

#���:�/����+����
��3�/��������	�����������$�����+���%�����:����#����� ���+��#������� ����&#�&

#���	�3�/������;���������#�&��������;���
�� ���+�����#���<�������3�/ 980 ������	���������(�1

���� 

 

2.2.3 =��JK�"�#:<�� (fuel "�# charcoal)  

��
��3�/��������	�����������$�������@:�/��;���
�������:���	+��
����
�:��%��������

������� !	��:����<��@�����
� �̂� ��+�� �̂�3�/��������	�����������$��������+���/����&��, 4.74 

������	�#����������	� #�&@���3�/��������	�����������$��������+���/�� 7.35 ����#����������	� 

(��%, #�&+��	�, 2528) 
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2.2.4 =���
���L� (pole)  

3�/��������	�����������$������:�/!6�����<�� �������&:��%����������������/�� <���

<������<��!��:�/���!	�+3�����/�-��(���1�����������!��� 3, 4, 5 #�& 6 ���+ #�&���+����+ 3, 4, 5 

#�& 6 ��������6��	� (�+��� #�&�+��, 2528) 

 

2.2.5 ���>?�+�#@�?�������$��M  

���0�����:�/��&����1:��/��!������+��#�/+��������	�����������$���	�:�/��;�+	�@%���:�

�%��������#-������3�/�	� #-��:�3�/�	� ����3�/-�����$�����1 (�%����, 2528) 

 

2.3 ���"*��F���
�� (Calcareous soil) 

 #���$�����;�*��%!����3�/:����!	�+3� 0	���;�*��%�������	� ���������:� middle lamella #�&-�	�

�$��1<���
�:���� calcium pectate 0w���+�:�/�$��1�
����+��#<��#�� :��"��!���$��1�
���#���$������0&�	��	��

���!6����<�����3$�1 polygalacturonase !6�:�/������@������3�/�/��  #���$���!������:�:� ��+�:�>�����

:�#+���+�����+��	�'����%�<��������+�#�&��"��:��$��1 (���%!*, 2546) 

 

 ���!����#���$��� ��
������
����� ��;����!����#���$������1����������� 0	�����:���%����� Renolzinas �	�

���%,���	����;���� (pH > 7.2) �����@��+0���3�/������������
��+���</�</� 0.1 �����1 ��
� 10 

����1�$���1 ��3�:��	+�������� 0&����^��<����$���1���3����3$�1����D����� :����!����#���$������ 

pH #�&���1����������<w����
�������w���3�:���� ��
���0��#���$������1�����@���&0��-�+���������	������  

 

 ��&�!(3!������!����#���$���:��%�������%�� ����� �/������ �����&�!��� �	������ �6������,1 ���

$/�� ��
� �%���	��1 ��;��/� ��+�:�>���&0������:�0	��+	� ���%�� ��&�%�� ����+���1 ����%�� #�&��>0��%�� $w��

������%��
��!����&��, 800,000 3�� 

 

2.4 ��������';��������&$?>���������"*��F��� 

 �
�!������:����!����#���$����	���+������D�����<�����<��*��%����� �	��&�� #�&�����	����<��

#��������/+� 

 

2.4.1 ��';���L�  

 �������;�*��%!����:����06��+���� :��"��#+��/��!	�+3�!�������$��0�06�!6�:�/���������:����!��3��

�&�����6� 3�/#�� Fe(III)hydroxide #�& Fe(III)phosphate #��:��"��!������� pH ��;����0&!6�:�/���� Fe (III) 

�����@�&���3�/ ��������
�0&�����������!���1���������+,���] ���!6�:�/�������0	���%���<�� Fe3+ ����

:���� Fe(II)chelate #�&�����3$�1 ferric reductase !6����������� Fe(III)chelate ��;� Fe(II) #�&���-���3����

!���6������ (xylem #�& pholem) �+���</�</�<�������"��:��$��1�
��	�������&�+��� 50 – 259 �������	����

��6���	�#�/�(��	�) �
�!��<��*��%�������+�� 0&����D��������
��!��:����� #����/� veins �	��������<��+ 
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���0������	�����D0%�����6���� (necrosis ) !��:��/+� 0���&!	�������� �����:��
���;����1��&���<��

�����^���1 0w����+��06���;������&�+�����	�����&�1#�� ����0��D����������$����	� #�&���	��	� 

 

 �������;�*��%��w��!����-��������0��>������<���
� #�/+���������;�*��%!���������-�+���#��:��"��!��

��;���� (pH>7) �������+����0&����:��"��!��3���&��� ��
� Fe2+ #�& Fe3+ !������:�����	����6���� !6�:�/��-����

����0��><���
� :��
���������] ���+/��>/� �
�0&����� H+ 3�������!6�:�/����� pH ��6��� ��-�!6�:�/ Fe(III) 

chelate reductase !6����!6�:�/���� Fe2+ $w�������@�&�����6�3�/�����<w�� (Robinson #�&�,&, 1999) #�&���-���

�</�����/��
��/+����!���
������ chelator (Strategy I)  

 

 �
���&����>/����� </�+ </�+��� </�+���� 0&��������!������6���	������%���6�!�������+�� 

phytosiderophores 0�����:��"��!��<��*��%����� siderophores 0&0	��	� Fe(III) :�����������$/�� (Fe(III)-

siderophore complex) #�&���<w������/��
����-��� receptor (Curie #�&�,&, 2001) (StrategyII) 

 

 0�����!�����������!����&�+��� Arabidopsis !������� FRO2 ��/�����3$�1  ferric chelate reductase 

�	� Arabidopsis !�������������<����������+���/��	�*%1���� 0&��������$w������3�/�/���+�� 

 

 YS1 ��;�������!������!��-�+�������3�/�	��������:�/��;� Fe(III)-phytosiderophore transporter (Bell 

#�&�,&, 1958) :��"��!��<��*��%�����</�+����	�*%1���� ys1 #����	�',& chlorosis (:����
��) #����
��

3�/�	������!���� Fe-EDTA :��
�0&��	�����;����� ��
�:��<��+ (Bell #�&�,&, 1962) 

 

 Phytosiderophores �/���<w����	��#��:��� 1976 ��� Takagi #�&���!6����<���	�!���:��� 1981 

(Sugiara #�&�,&, 1981) phytosiderophore 3��3�/������&:��
��!���	��#���	���:���������+�������
���/+����� 

����1 (von Wi�en, 1993) :� Arabidopsis Fe(III) chelates @������+$1��;� Fe(II) !���$��1������� (Robinson #�&

�,&, 1999) #�&����</����������-��� IRT1 (Eide #�&�,&, 1996) ��� IRT1 �	�0&#������:��"��!���
�<��

����� #�����#������<��������0&������
�����	��&�� #�&#�������:������,!����� (Erin #�&�,&, 2002) 

 

2.4.2 ��';

��#
�  

 �	��&��!������:��
��	�� ��������&��, 30 – 100 �������	������6���	�#�/�(��	�) @/��
�<���	��&��0&

����D�����:����
�� �0��>�������/�!6�:�/��/���	�� ��
���@�� :�!�����������<������� ��
�0���&!	�������6� 

#�&���:�!���%� �	��&�����+���	��	>������!6����<�����1������$�� ��+�:���&�+�����	�����&�1���

��+������ #�&������ ��&�%/����!6����<�����3$�1�������� ��+�:��������������1��3��������������3���;�

�����&�������$/�������+</���	���&�+����!6����<�����3$�1��3����0��������]  
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2.4.3 ��';"������
 

 #����������+���6��	>����
������������+�	������#�&�	��&���
� �����+</��:���&�+�����	�����&�1

#�� ��&�%/����!6����<�����3$�1���$����	� ���	��	� 3����3�$�� #�&�����/��������!���1 �����+</���	�

�D�������<�����3$�1����] :�+	D0	������ ��
���
�<��#�������0&#����������������+�	��
�!��<���	��&�� 

 

2.5 ���&��&�����L���"�#�*�$�����������L��� 

 ��
���0����������+������������������ 0w��������(w�'��+����������#�&�+���	��	�*1�&�+���

��������+����������] ������(w�'�!���/����%���+�*�� ����������!���!�����+�"��(����1 (anatomy) �	,Q��

+�!�� (morphology) ���(w�'���������� (embryology) #�&����+�!�� (physiology) ����������(w�'�+�����&�1:�

�&�	������%� ���:�/���
�������!�������%�!�����
��Q����0�����#����+��#��������
��������1 �̂$w� 

(polymorphism) :��&�	������%����������#�&�������� ���
�������!�������%�����+���+�:�/���(w�'�

��%���+�*�� �+���	��	�*1!���	�*%���� #�&�����	���%��	�*%1�
� !6�3�/���������&��!*�"�����<w�� (Weising 

#�&�,&, 1995) 

 

 ���(w�'��+����������<����������+��:���+�#����;����(w�'�:��&�	������� ��������0��

���(w�'��	���3$�1 (allozymes) ���	��#����+��� �.(. 1960 (May, 1992) <	��������!���������0����	�������

0���$��1 #�������%�������!����<���#�������	��/+�+�*��������!��^��$�������(	��+��#������<����&0%�+�

#�&<���<�������%� 0���	���/��#@�������!���/��������:�/���!��!6��D�����������&�	�������#���&��%��

#�&�����&���<w�� �	���3$�1�6���:�/(w�'�:�#��!����� �
� #�&�	�+1�������� #��+�*������;����(w�'�����&���

!�������#������0w���06��+����!�������@��+0���3�/3����� ���������1 �̂$w��/�� #�&����������!���

�&�+����	+������/��:�/��
����
����������+�	�#�&�0��>������:��&�&����+�	� ���0���������#+��/��"�����

����������-�������#������<����� (��(	���), 2540; �%���!�1, 2540; Weising #�&�,&, 1995) 

 

 ���������������(w�'�:��&�	���������$w����+0���3�/!	����+�<�����#�&��+�!��3��:����� #�&�����@

��+0�����������!	��:���+��������
����1������
��] ���� ����������1#�&3��!�������� (�%���!�1, 2540) 

�����������+�����6��	����:���������!����;�����	�',1����&�	+#�&���������1��������!��#�������	� �����+0���

����1����������	��#������0�����(w�'�:������ Jeffreys #�&�,& :��� �.(. 1985 �����	���������0���$��1 �	�

�/+����3$�1�	�06����&#�/+��+0���������1 �̂$w��/+�+�*� Southern blot hybridization :�/����!��0	��	�����+,���

!��� (intron) <�����3��������� (myoglobin gene) $w����;�����$��!�3�!1 (minisatellite) ������6��	����$�6�

�	� 4 �%������
����	� #���&�%����+����+ 33 ������ ����!��:�/�����@3����3�$1�	���������3�/�����6�#������

������$� (multilocus probe) !6�:�/#@���������!������D��06��+���� #�&���	�',&06����&�	�#���&�%��� 

(Weising #�&�,&, 1995) #@���������!�����+��06����&����	�',&:�] ��
���������+������:�������w��0	���;�

���
��������������� (DNA marker) 

 

2.6 ?���������&��&�����L���"�#�*�$�����������L��� 

 �������1��������#�&���
��������������� �����@06�#��3�/��;� 2 ��%�����+�*����3�/#�� 
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2.6.1 ���&��&�����L���"�#�*�$�����������L��������N
�=Q���=��F?
�  

(hybridization based)  

�������1��������:���%���������<w��0������</�����	�<��������&�+������������	+�����!���/�����

(w�'��	�������+���������!�����+��0&!6�:�/�����+��#�������	�<���������1�������� ��
��:�/��;�

���
�������3�/ ������+����������	�����+�����+�������������� (DNA probe) �	+������!����#�&���

��/���������1����������%�����3�/#�� restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

 

 

2.6.2 ���&��&�����L���"�#�*�$�����������L��������N
�+U����������@F<@&�������
  

(polymerase chain reaction based)  

�������1��������:���%���������<w��0���������������,������+���������:���+�����] �����(	�

��������#����������	�<����������:���������+�� #����&!6�:�����!������;�06��+��������

��������+�	��D�����������$� �	+����������/���������1����������� ���� random amplified polymorphic 

DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP), #�& sequence related amplified 

polymorphism (SRAP) ��;��/� 

 

2.7 +U����������@F<@&�������
 

 �D�����������$����������� (polymerase chain reaction, PCR) ��;��D�����������������,<��������+���

������!������<w��$�6�] �	����:�/ oligonucleotide ��;��	+�	���/� ��
�!�������+��3������1 (primer) 3������1���0&��;�

�6��	�<����������!����������+,��+��/�#�&��+�����<��������������!���/���������������, �����(	���������<��

�	+�����:����(w�'���;��/�#�� (template) :��"�+&!������+�����3!�1 4 ���� (dATP, dCTP, dGTP #�& dTTP) 

���3$�1 DNA polymerase #�& #�����$������3��1 :�����!���� #���&���<���D�����������$�����������

��&����/+� 4 <	������
� 

 

���!6�:�/���������/�#��$w������:��"����/����#����;���/������+ ��
���0�����+�����!6�:�/�����"��  

(denaturing) !6����:�/���������/�#������:��"�+&!�����%,�"������ 93 –  95 ��(��$��$��� ���:�/3������10	�

�	����������/�#�� (annealing) <	��������!6����:�/���������/�#��#�&3������1����:��"�+&!�����%,�"���

����&�� (annealing temperature, Ta) �%,�"���!������&����������@�6��+,3�/���������0������#�&06��+���+ 

�����3!�1<��3������1 �	���� 

 

  Ta ( O$) = [ 2(06��+� A + T) + 4 (06��+� C+ G)] – 5 

 

       �	+��������� @/�3������1�����%���w�����6��	���+�����3!�1��;� ACGTTAGCGATGATCGGT 

�����@�6��+,��� Ta 3�/�
�  
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Ta ( O$) = [ 2(4+5 ) + 4(5+6)] – 5 = 57 O$ 

 

����6���+�����3!�1!����;�������	����������	�#���������;������+ (extension) �����(	����3$�1  

DNA polymerase !�������@!�����"���%,�"������3�/ ���3$�1�	�����+���
��+�� Taq polymerase $w��3�/0��

#��!�����:���6��%�/���
�� Thermus aquaticus ���3$�1���0&!6����3�/��:��"��!�����%,�"��� 72 ��(��$��$���  

��������!�������@����������,3�/0w���;���������!�����6��	���+�����3!�1���!������/�������
������/�������6��	���

+�����3!�1����+,��+��/�#�&��+�!/������/����� ��
��-��� 1 ���<���D������� ���0&3�/������������ 2 �����%� 

@/��D�����������$�������������06��+� 40 ��� �����0&3�/������������ 240 �����%� 

 

2.8 Amplified fragment length polymorphism (AFLP) 

 �!���� AFLP �	
��<w����� Zabeau #�& Vos  #�&3�/0���!*��	��:��� 1993 ���:�/�
��+�� selective 

restriction fragment amplification (SRFA) �!���������;������+0���������������!���	��/+����3$�1�	�06����& $w��

��/���	��!���� RFLP #��������������+0���-�0��+�*� Southern blot hybridization ��;���������������������

#���%���/+� PCR #!� <	����������0������6���������!����	�0���$��1���	��/+����3$�1�	�06����& 0���	����
���

����<��������������!���	�#�/+�</��	� adapter $w����;�������������<����	��] ������!	�����</����;����������+ 

�������</����w�����6��	����!�������@��
����	�������������!��@���	��/+����3$�1�	�06����&3�/���� �����%!���/��

��� adapter �</�!������!	�����</��<������������������
��:�/��;�!��0	�<��3������1����&!����6��	����:���+���� 

��
����
��� adapter �</��	�����!	�����</��<��������������#�/+0w��6���!6� PCR ��
������������,�����������������
��

����������,����������+�#���%�� <	����� PCR #�����;� 2 <	����� ���<	�����#�������+�� preselective 

amplification ��;��������������,���������������:�/3������1!�����6��	�����/������ 5’ ��;�������	� adapter #�&

�6�#����0�06�<�����3$�1�	�06����&#�&�������+�����3!�1�/������ 3’ <����� 1 �	+��
����
�����������&������

�����������+�!�����6��	����!������!	�����</����;�������	�3������1�!���	�� 

 

 ���!6� PCR ��	��!����������+�� selective amplification :�/3������1:���!���������+�����3!�1�/������ 3’ 

��� 2 – 3 �	+��
����
�����������������������������+��!���	�� :����!6� PCR ��	��!��������3���	�:�/�%,�"���:���+� 

annealing ���:����#�� #�&���%,�"�����:�������] �� �������
�����������&������������!�����6��	������;������

�	�3������1 �����%!��:�/3������1!�����������������������������+� ��
���0����
���	����������/+����3$�1�	�06����&

#�/+0&3�/������������06��+���� ��
���6���!6� PCR #�/+#��<����/+��������!��^��$��0&3�/#@���������

�����
����	�3�������@#����;�#���&#@�3�/ 0w���
������������,����������+��!���	����
��:�/�&�+�������

��+0���-� (Vos #�&�,&, 1995; Vos #�& Kuiper, 1997) 0���	���6�������������!��3�/��#��<����/+�������

�!��^��$��:� denaturing polyacrylamide gel ��+0���#@����������������/���/+�$���+��13����! ��
�!6�

�������������^ :���,�!���������3������1�/+�����	��	���	��� ��
�!6� Southern blot hybridization ���:�/

����!�����6��	������;�������	�3������1��
�:�/���
����	����	�� automated laser fluorescent analysis (ALFA) !6�

:�/3�/-����+<w��  (Aarts #�&�,&, 1999) 
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 ����	����������/+����3$�1�	�06����&����:�/���3$�1!�����6�#����0�06� 6 ������ �����+�� rare cutter ���� 

EcoR� ��
� Pst �  ��+��	����3$�1!�����6�#����0�06� 4 �����������+�� frequent cutter ���� Mse�  ��
� Taq� ����	���

�������/+����3$�1�	�06����& 2 ����0&!6�:�/3�/<���<��������������������&#�&��</������������&��� �	���� 

 

1. ���3$�1�	�06����&!����;� frequent cutter 0&�	���������3�/����<������� $w��0&����������,3�/��:� 

���!6� PCR #�&����:���+�!������&���6���	�#���/+�+�*��������!��^��$�����:�/ denaturing polyacrylamide gel  

 

2. ���3$�1�	�06����&!����;� rare cutter ���6�#����!��0&�	���������3�/�/�� 0w���+���06��+������� 

����!��0&����������,0�����!6� PCR �� ��
���0��������������!������������,3�/!	����� ��
���
��!	�������;�������

������!���������/����w����;��6�#����0�06�<�����3$�1!����;� rare cutter #�&����/����w���	����;� frequent cutter 

������������!��������!	�� 2 �/����;��6�#����<�����3$�1#�� frequent cutter  ��
����
�������	� adapter #�/+0&��

�	�',&��;��6��	����$�6� (inverted repeat) ��
��@��!6�:�/�����"����;���������+0&�����@��	���0	��	�������

��������������;�������/��#�� stem – loop !6�:�/3������13�������@�</�0	�3�/ ��+�������������!��@���	����

���3$�1!����;� rare cutter !	������/���	�0&��<���:�>���� 0w�3�������@����������,3�/:��"�+&!��:�/!���� 

 

3. ���:�/���3$�1�	�06����& 2 ���� !6�:�/�����@��
���������!��3������1����:�������w��3�/ �	��	��

0w�����������!���������������������+ ��
���6�3�#��<���:� denaturing polyacrylamide gel ��������!	��������

��00&���
���!��3�/3�/�&�&!��3���!���	� ������;�#@��������� 2 #@�����	� (doublet)  :���,�!�������������������

�������+0&��+0��#@��������������#@�����+!6�:�/+�����&�13�/����<w��   

 

4. ���:�/���3$�1�	�06����& 2 ������+�:�/�����	�06��+�������������!��0&����������,�+���
���%���� 

�����	�06��+������
���	���
��3������1!��3������1!	�� 2 ������+��	�  

 

5. �����@!6�:�/�����������1��������!��#�������	�3�/06��+���� ���:�/���-��<��3������1!	�� 2 ����

06��+��/�� ���� ��3������1�����& 5 #�� 0���������������
���	���
�������@��/���������1��������3�/@w� 25 

#�� ��;��/� 
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5’                             GAATTC               TTAA   3’ 

3’           CTTAAG           AATT    5’ 

        

     + EcoR�, Mse� 

             AATTC           T 

        G           AAT 

 

     + EcoR� adapter, Mse� adapter 

     C    5’ TAC  

     GTTAA 5’           G 

        EcoR� adapter                       Mse� adapter 

 

 

          5’                     A 

5’                             GAATTCN                  NTTAA   3’ 

3’           CTTAAGN                NAATT    5’ 

                 C                            5’  

 

     preselective amplification 

 

          5’                     AAC 

5’                             GAATTCA                                GTTAA   3’ 

3’           CTTAAGT                CAATT    5’ 

            AAC                            5’  

 

 

 

                    selective amplification 

 

 

5 ’                         GAATTCAAC       TTGTTAAC                           3’ 

3’           CTTAAGTTG     AACAATTG             5’ 

 

 

                          Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
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���:�/���3$�1�	�06����&�/���6��w�@w�����<���	+�����!��:�/(w�'���� Vos #�& Kuiper (1997) ��+��@/�

��;����(w�'�:��	�+1���3$�1 Taq� ����	� EcoR�  0&:�/06��+�#@���������!����+0���3�/����+�����3$�1 EcoR� 

����	�Mse� ���0�����3$�1 4 �������#�/+��0:�/���3$�1�
��3�/��� ���� Kokotovuic #�&�,& (1999) :�/���3$�1 

Bgl�� #�& Mfe� :����(w�'� mycoplasma  Meksem #�&�,& (1995) :�/ Hind��� #�& Mse�  :����(w�'�#-�!��

���<���	���	�� 

  

:�����	����������/+����3$�1�	�06����& �����@:�/���3$�1�	�06����&��������+:�����	����������	�

:����������!����<�� Valsangiacamo #�&�,& (1995) :�/���3$�1 Hind��� :����(w�'� Legionella 

pneumophila #�& Gibson #�&�,& (1998) !��:�/+�*��������+�	�:����(w�'��������1��������<�� Helicobacter 

pylori ���:����!����:�/ adapter ��������+#�&:�/3������1 4 ����!�������	��������+�����3!�1 1 �	+!��������</�

3��/������ 3’ �����+�����3!�1!��������� 4 �����
� A, G, T, C #�&��<	��������!6� PCR ���
��������	������+ 

���0�����3�/:�/ 1.5% �0��&�����#!� denaturing polyacrylamide gel :����#��<���������������#�&�/��

#@����������/+���*���������3��1 $w��+�*������������@06�#������	�*%1<�� Legionella pneumophila #�& 

Helicobacter pylori 3�/ 

  

<	���������	����������/+����3$�1�	�06����&��;������6��	>!����-�������!�����
� �/���	��������������

�����,1 @/��	���������3�������,1-�!��3�/0&#�������	�����	��������������,1������	��0� #�&��;��?00	���	�!����

-�:�/!6����!����$�6�#�/+3�/-����
������ ����%,"��<������������-��������������	�<�����3$�1�	�

06����& ��������!���6���!6� AFLP �/�����%,"���� (Hill #�&�,&, 1996; Chen #�&�,&, 1999) ��� Reineke #�&

�,& (1998) 3�/!�����������!���+�*������	���������0��#���#�& Arthropod 6 +�*��
� +�*�!���+����+ (rapid) 1 

+�*�, +�*�!��:�/ �̂��� – �����^��1� 4 +�*� #�&:�/ CTAB ��w��+�*� ��+��+�*�!����	���������#�/+3�/�%,"�������6���	�

���!6� AFLP �
�+�*� CTAB #�&+�*�:�/ �̂��� – �����^��1� 1 +�*�0��!	����� 4 +�*� 

 

adapter !��:�/:����!����0&3����������^���^�!������ 5’ ����&0&!6�:�/ adapter ��������+�	���

��
�������	������;���� (dimer) 3�������@����
�������	�������������!���/�����#�&!6�:�/�����, adapter !��:�/3�/��

�/����3��������� adapter  0&��
�������	�������������3�/������������+ �
� ���� 3’ <�� adapter ��
����	����� 5’ 

^���^�<���������������/+��	�*&^���^3�����!��1 ��+���������w��0&��;�����+����&�+������� 5’  <�� 

adapter �	� 3’ <��������������$w����;�����3�����$��!	������?�� :��������������,����������� PCR :�<	�� 

preselective amplification �����������!��������+���0&!6���/�!����;��/�#�� ��;�!��0	�<��3������1:����

�	�����&�1�����������!����;������ �	��	������!��0&������D�������!6�:�/�������������"���+�:�����!��06���;�:�

�D�������:�/���!	��������� ��
���%,�"������<w����+����������%�!���� adapter  �����w��!��3��3�/��
�������	�

�����%�<����������0&�����"����%����3����� #�/+���3$�1 Taq polymerase 0&!6���/�!����������</�!������ 

3’ <�������%��������� (fill-in) #!�!����+�<�� adapter 0�3�/��;������+!�������,1 ��
���%,�"��������<w��0�@w�

0%�����%� ��������0&�����"����;���������+!	�������%� #��0&3��������+������ 0w������@���&�	�3������1#�&

�	�����&�1��������3�/������� (�%���!�1, 2543)  
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����	����������/+����3$�1�	�06����&#�&�����
������������������!��3�/�	� adapter �����@!6���/���	�

3�/��
���0�� adapter !���	�����&�1<w�����	�����#��:�/������!����;�����������������+���6��	������;�������	� 

���������+<����������!���	��/+����3$�1�	�06����&!����
��:�/ #�����!������:��6�#����@	�����;�������&����

�	����!������+,0�06�<�����3$�1 �	��	����
�� adapter �</�3���
�������	�������������#�/+���3$�1�	�06����&�	��0&

3�������@�	�3�/��� #��@/�������������!��@���	���
��������	�3�:���0&�����@�	�3�/��� �����
������ adapter �����

���3$�1�	�06����&�����/+�0w�3����-�����:�] #�&�	���+�:�/����	�������������3�/�����,1����/+� (�%���!�1, 2543) 

  

<	����� preselective amplification ��;��������������,���������/�#��:�/���<w�� #�&��+�:�/�������

�	���
������������,������������!��@���/�� <	����� preselective amplification ����:�/��
���/�����+�����&�1�	+�����

!���������<���:�>�#�&�/��:�/3������1!���������+�����3!�1�/������ 3’ ����+�� 2 �	+:�<	����� selective 

amplification 3������1!��:�/��+���������������+�����3!�1 1 �	+�</�!������ 3’ ��
���0:�/3������1!��3�������

�������+�����3!�1�</�!������ 3’ �����3�/ (Lin #�&�,&, 1996; Brigneti #�&�,&, 1997) 3������1!��06����&�	�

�6�#����0�06�<�����3$�1���&������0&�����������&�����	� ����������+�����3!�1!������ 3’ <��3������1��

-����06��+�#@���������!����+0��� �����+��@/�:�/3������1!��3��������������� 0&3�/06��+�#@���������

����+�����:�/3������1!���������+�����3!�� 1 �	+ (Mackill #�&�,&, 1996) 

  

�6���	�<	����� selective amplification 06��+���+�����3!�1!��������/������ 3’ <��3������1�	��3��

#�����#�/+#������<���	+����� @/���;����(w�'������<���������
�����!�����:�������� ������ ��
� 

bacterial artificial chromosome (BAC)  3������1!��:�/3��06���;��/���������+�����3!�1 ��
���0��06��+�������������

!������0������	�������3$�1�	�06����&��06��+��/������#�/+ �6���	���������+��!���������<���3��:�>���� ���� 

#��!�����#�&��
����0&�������+�����3!�1��
���	���
�� 1 – 2 �	+ ��+��+�!���������<���:�>�0&�������+�����3!�1

�����+�� 2 �	+!��3������1!	�� 2 ���� ���0�����06��+���+�����3!�1!�������:�/�	�3������1!��06����&�	����3$�1

�	�06����&#���&�	+��03���!���	� ���� Aarts #�&�,& (1998) :�/3������1�6���	� Mse�  !�3��������������+�����

3!�1����	�3������1�6���	� EcoR�  !���������+�����3!�1 2 �	+�6���	�(w�'� Salmonella spp. ��
����:�/3������1

�6���	� Pst�  �������+�����3!�1 2 �	+#�&3������1�6���	� Mse�  �������+�����3!�1 3 �	+:����(w�'��	���	�� 

(Bendahmane #�&�,&, 1997; Brigneti #�&�,&, 1997) Chen  #�&�,& (1999) (w�'���/+�3�/:���%��#+��/� 2 

��%��
� Aranda spp. #�& Mokara spp. ���:�/3������1�6���	� Mse�  !���������+�����3!�1 1 �	+ #�& 3 �	+����	�

3������1�6���	� EcoR�  !��3���������+�����3!�1#�&�������+�����3!�1 1 – 4 �	+ ��+��3������1�6���	� Mse�  !��

�������+�����3!�1 3 �	+�	�3������1�6���	� EcoR�  !��3���������+�����3!�1 4 �	+:�/-���!���%� 

  

�!���� AFLP ���0��:�/��������!����	�0���$��1��(w�'�#�/+ �����@:�/  cDNA !����/����0�� 

mRNA #!���������0������� ��
��(w�'����#������<�����!��#�������	� (Anonymus, 1996) ��
���/�����

����10�� mRNA (mRNA fingerprints) :��
�!�����%�������$��
��Q�������%� (polyploid) (Money #�&�,&� 

1999) ���0�����:��
��	������@�6���
����
����+�:���3�/����+0��� 3��06���;��/��:�/��
����
����������+�	� Chen  
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#�&�,& (1999) 3�/!������	���������0��:�#�&���<����/+�3�/:���%��#+��/���!6� AFLP ��+��:�/���

����1�����������
���	� 

  

�������1��������0���!���� AFLP ���	�',&��;��������1��������#���%�� (random fingerprint) $w��:�/

��+0�����������:���3�/���3��<w���	�<���#�&�+��$	�$/��<������� �����@��	�:�/�����������1��������!��

����&��3�/��������	�06��+���+�����3!�1�	���
��!������ 3’ <��3������1 #��<��#@���������!��#������

�	�:�#���&�	+�������
��������1 �̂$w�����0������������#������ (point mutation) !���6�#����0�06�<��

���3$�1�	�06����&!6�:�/�6�#����0�06�<�����3$�1���3���
�����<w��:��� ��
���������������#���<�����!��

�6�#��������	��6�#����0�06�<�����3$�1�����+�!�����������������
���	���
��<��3������1!��:�/ ��
�����0����

�������������	��] <�����3���
����#!���</���:��&�+����6�#�����	�06����&<�����3$�1��3�/-�!������<w�� �
� 

����� #@�����������
�3����#@���������!���6�#�����	��	��] ��
�������������!������������,3�/��<����������3� ���

@���!���	�',&<��#@���������0�����!6� AFLP 0w���!	��#��!��#����	�',&<�� (dominance) �������D��;�

�������
�3����#@��������� #�&#��!��#����	�',&<����+��	� (codominance) �������D��;�#@���������!����

<��������	� ���!	�+3�0&�� AFLP marker  #��!����;��	�',&<������+�� (�%���!�1, 2543) 

 

2.9 Sequence related amplified polymorphism (SRAP) 

  �!��������	
��<w��:��� 2001 ��� Li #�& quiros ��;��!����!������:���%��!��:�/�D�����������$� �������1��

��������
����
��������������:�/3������1 2 ������������+�	��D�����������$�3�/#�� 3������1 forward $w������+���

��3!�1 17 �	+ ������6��	���	� (core sequence) 10 ��+�����3!�1 ����/+� CCGG #�& selective nucleotide  ��� 3 

�	+ 3������1 reverse ����+�����3!�1 18 �	+������6��	���	� 11 ��+�����3!�1 ����/+� AATT #�& selective 

nucleotide ��� 3 �	+ ��+�����3!�110 #�& 11 �	+#��0������ 5’ ��;���+�����3!�1�%�� ��+�����3!�1��� 4 �	+ 

CCGG ��+	�@%��&���1!��0&����������,:���+�!����;���� $w����������+����+�:�>���+������+,�	�����+����+�����

3!�1 C #�& G ��� ��+� AATT �	����+	�@%��&���1!��0&����������,:���+�!��3��:�������
����!��� :��D�������

����$�<���!���� SRAP ���:�/�%,�"���!��:�/3������10	��	����������/�#�� 2 �%,�"��� �
� 35 ��(��$��$��� #�& 

50 ��(��$��$�����	�0���	����!6����#��<�����������!������������,3�/�/+� deaturing polyacrylamide gel 

electrophoresis #�&��+0����/+����!6��������������^��
���������3������1�/+� 32P ��
��/���/+� silver 

nitrate 

 

 Li #�& Quiros �������!����!��������	� AFLP :������������� GLS – ALK :����(w�'��&�+��� 

collard x cauliflower :�<,&!��-�<�� AFLP ��;� dominant ���0������!����������!6��	������+�� AFLP ����/+� 
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�����3 

�������������������	
� 

 

���+�0	�:���+� 6 ��
��#����0%��%������:��������������	��	�*%1 ��
���������] !�����+��!�!��

��
�����#�������!����#���$��� 

 

3.1 �������� 

3.1.1 �6���������	��	�*%1����#� +�2, CT76  #�& P7 ��������:�������"��������
������ 

MS6 ��� 1 ��
�� #�/+�/��������� MS6 !������ BAP 500 ppm #�&��6��&��/�+ 20 %  #�&���� CaCO3 

�+���</�</� 0, 100, 200, 300 #�& 400 mM ��;��+�� 1 ��
��#�/+!6������+0����+��������0��

�D�������<�����3$�1 ascorbate peroxidase  

  3.1.1.1 ��:���������	� 0.5 ��	�:� 0.75 ml <�� 0.1M Sodium phosphate pH 7.8 

  3.1.1.2 �?��!���%,�"��� 4  ��(��$��$����+�����+ 12,000 g ��� 15 ��!� 

  3.1.1.3 �������&�����+���:������:���#�&���� 10% glycerol !	�!� 

  3.1.1.4 �������&������3$�10�� 3.1.1.3 ������� 100 �l ������:� 62.5 mM  

             phosphate buffer pH7.0, 12% sucrose, 100mM 3-aminotriazole, 100 mM   

             H2O2 #�&����!���%,�"��� 30 O$ ��� 10 ��!� 

3.1.1.5 ��%��D�������<�����3$�1���0%��:���6�#<�� 

3.1.1.6 +	��D�������0����������
�#��!���+����+��
�� 290 �������� ��������� 

            �!����	��	+�+��%� (control) !��3��3�/���� CaCO3 ��:������������ 

 

 3.1.2 ����6��+0#�����������	�<����'���� #�&#�������<�����'	!����^����!��:� 

0	��+	���>0��%�� #�&����%����
�������	+�������������	�!��!�!��#�&����#� 

 

3.1.3 �6���������	���������] <�����'	!����^����!�� ������:���� 3 �%� 3�/#�� ���!����

#���$��� ����%������!����#���$��� #�&����%��������!��3����#���$��� �	��������0��>��������
�����

�	�#����%�� 

 

 3.1.4 ��	���������0��:���������	����:�/�	^�^��1 2X CTAB ���+�*�����	�#���0�� 

Agrawal #�& �,& (1992) $w�������1��&����	���� 

 0.67% Cethyltrimethyl ammonium bromide  

 57 mM Tris-HCl pH8.0 

 263 mM NaCl  

 46.7 mM EDTA pH8.0  

 0.8% Sodiumdodesylsulphate 

 0.33% palvinylpyroridone – 360 
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 100�l �- mercaptoethanol 

�����+�*�����	���� 

1. �6�:�����<����������	�06��+� 1 ��	� ���/��:�/�&��� ����:�/#�/�#�/+:����:���������� ����  

       3�����0����+:�/!�+���:�/�&�������;�-� 

2. �6��	+�����!����0��&�����@�����:������$��� �̂+01<��� 50 ��������� !��������&��� 2X CTAB 

buffer 06��+� 10 ��������� #�&����&��� �- mercaptoethanol 06��+� 20 3�������� !���%��3+/!�� 

60 ��(��$��$��� 

3. �6�3����3+/!���%,�"��� 60 ��(��$��$��� ��;��+�� 60 ��!� ���!��!6�����<�����	�����3��� 2-3 

��	��!%�] 10 ��!� 

4. �6���3+/!���%,�"����/�� 5 ��!� 

5. ��������&��������^��1� : 3��$�����#�������1 (24:1) 06��+� 10 ��������� -��:�/�</��	�

�����	�����3������]  

6. �6�3��?����+����!���%,�"��� 4 ��(��$��$��� #����+���� 15,000g ��;��+�� 5 ��!� ��
��#���	����6�#�&

�����^��1����0���	� 

7. :�/3����������1�������&�����+���:������:��� (<��� 50 ���������) ��������&��� linear 

poly acrylamide 06��+� 140 3�������� #�&����3��$��������������� 2 :� 3 �!��<��

������� <�����+!�������� -��:�/�</��	����] ��
����+�:�������&����������� 

8. �6�3����3+/!���%,�"��� –20 ��(��$��$��� ��;��+�� 30 ��!� 

9. ���?����+����!���%,�"��� 4 ��(��$��$��� #����+���� 15,000 g ��;��+�� 15 ��!� #�&�!��+�!����;�

����&���!��� 

10. ��������&��� wash buffer ��
���/���&��� #�/+�6�3��?����+����!���%,�"��� 4 ��(��$��$��� #��

�+���� 15,000 g ��;��+�� 5 ��!� 

11. �!��+�����&���!��� -w���&���:�/#�/�!���%,�"����/�� 

12. �&����&���:� RNase buffer ������� 500 3�������� #�/+@�����:������$���� �̂+01<��� 

1.5 ���������  

13. ���� RNase A 06��+� 10 3�������� #�/+�6�3����3+/!���%,�"��� 37 ��(��$��$��� ��;��+�� 30 

��!� ��
�!���3+/</���
���
���6�0	� RNA  

14. ��������&��� �̂��� : �����^��1� : 3��$�����#�������1 (25:24:1) 06��+� 500 3�������� 

�����#�&��	��������] ��
���6�0	������� #�&���3$�1 RNase A 

15. �6�3��?����+����!���%,�"��� 4 ��(��$��$��� #����+���� 15,000 g ��;��+�� 10 ��!� 

16. �������&���:���+���!������������:��:�����:��� #�&��������&��� �����^��1� : 3��$��

���#�������1 (24 : 1) 06��+� 450 3�������� �6�3��?����+����!���%,�"��� 4 ��(��$��$��� #��

��+���� 15,000 g ��;��+�� 5 ��!� 

17. �������&���:���+���!������������:������:��� #�/+��������&��� linear polyacrylamide 

06��+� 70 3�������� ����&����$������&$���!������� 1 :� 10 �!��<���������<�����+!����

���� #�&��*����������� 2 �!��<���������<�����+!�������� 
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18. �6�3����3+/!���%,�"��� –20 ��(��$��$��� ��;��+�� 30-60 ��!� 

19. �6����?����+����!���%,�"��� 4 ��(��$��$��� #����+���� 15,000 g ��;��+�� 10 ��!�#�/+�6���+�

����&���!���3� �����
�#���&��� 

20. ���� 70% ��*������
���/���&���#�&�6�3���%���+����!���%,�"��� 40 ��(��$��$��� #���+���� 

15,000 g ��;��+�� 5 ��!� �!��+���6�!��� ������&���:�/#�/�!���%,�"����/�� 

21. �&����&��������������&��� TE buffer 06��+� 200-300 3�������� ������������3+/!�� –20 

��(��$��$��� 0��+��0&�6�3�:�/  

 

3.1.5 ���+�����&�1����&����������� 

 3.1.5.1 �����+0����%,"��#�&�����,���+�*�+	���������
�#��  

 ���+	������,#�&�%,"��<�������+���������+�*�+	���������
�#�����:�/ 

spectrophotometer ��(	���	����!�����!����;����1��&���<�������+������ �����@�����
�#��3�/

����%�!���+����+��
����&��, 260 �������� ��+�������0&�����
�#��3�/��!���%�!���+����+��
��

��&��, 280 �������� #�&����&�����������!���</�</� 50 3������	������������� �����@�����
�

#��!���+����+��
�� 260 �������� (A260  ��
� OD260) �!���	� 1 (�%���!�1, 2540) <	�����<��+�*����+	�

�����,#�&�%,"��<�����������/+�+�*��	�����+���	���� 

1. �6�����&��������������0
�0��:�/���+���</�</�!������&��������+	������� 

�����
�#���/+���6���	���w�������
�� 

2. :�/��6���	���w�������
����;�����Q�� (blank) :����+	������������
�#�� 

3. �6�����&�����������!���0
�0��#�/+��+	������������
�#��!���+����+��
�� 260 

#�& 280 ��������  

4. �6�-����+	���������
�#�����6��+,�������,�+���</�</�<������&�����

������0������ 

�+���</�</�<���������� (�g/ml) = A260  x 50 x dilution factor 

5. ��+0����%,"��������������������!����	�����+�<����� A260  /A280  $w��@/�3�/

����&�+��� 1.65 @w� 1.85 #���+�������������+������%!*�) @/��/���+�� 1.65 #���+�������

��������<����������
� �̂��� #�&@/�3�/�������+�� 1.85 #���+��:�����&�������������

���1������������ (+	
��+�	�, 2536) 

3.1.5.2 �����+0����%,"��#�&�����,<�������������+�*����+	������
��#��<�� 

��*���������3��1!��#!������:��������� 

 �����+0����%,"��#�&�����,���+�*����+	������
��#��<����*���������3��1 

!��#!������:�����������(	���	����!�������@�<����*���������3��10&3�#!������:������%�<��������

�� #�&��
���6�3���+0"��:�/#���%����3+����� (UV) 0&���������
��#��<w����;�#@� �+���</�</�

<��#����#@���������!������D $w����
���6����������!����	�#@�<��������������Q��!��!��������,

#�/+ !6�:�/�����@��&��,�����,�������� ���0��������#��<���<�����������/+�+�*�����������^��

$���	������@����%,"��<����������3�/+���������������<�����1��������
�3�� �����0���������D
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<��#@����1������!�����
���!�����+�+���������� �+�!	�������@��+0������#���	�<���������� <	�����

<�������+0����%,"��#�&�����,<������������+�*��	���� 

1. ������@���6���	��!�0�:�#�+���#�&�+�:�/������/�� 

2. �	��-��&����� 0.8 ��	� �����	^�^��1 TAE  

3. �����&���������%��:�/�/�� ��
�:�/3�����+^ �<�����;���	�����+:�/�&��

��������&���0���� 

4. �	��!���3+/:�/������!���%,�"�����&��, 50 – 55 ��(��$��$���#�/+�!��:�@��!��

������3+/ :�/�0������&��, 5 ��������� ������+���3�:�/����6�#������
��

!6�:�/���������6���	������	+������������� �����:�/�0�#<���	+!���%,�"����/�� 

5. ��
���0�#<���	+ ����] �w��+�����6�#-���0�3�+����:����
����6���	�!6�������

����^��$�� :���	^�^��1 TAE :�/!�+��0� ���:�/����+��-�+�0� 2 – 3 ���������  

6. -������&������������	� loading buffer :��	�����+� 5 ��� 1 #�/+�����3�

:�����#-���0�!��������3+/ #�&!6������������&���������������Q��!��

!���<���#�&�+���</�</� (1 kb DNA ladder marker)  

7. �����&#�3^^���</��	����
�������������^��$�� #�/+������&#�3^^��:�/��

#�����
���3^^�� 100 �+��1 

8. �����:�/�����������
���3�����&��, �����0����!��-������:� loading buffer 

��
���	�0��������/������&#�3^^����;��+����&��, 30 – 45 ��!�#�/+0w����

���
��� 

9. �6�#-���0�3��/��:�����&�����*���������3��1 10 – 15 ��!� #�/+�6�#-��

�0�:����3�:������������� #�&�6�3��/����6�3�� ��
���/����*���������3��1

!��3��3�/���&�	��������������&��, 5 ��!� 

10. �6�#-���0�3�������"��:�/#���	����3+����� ���:�/ UV transillumination 

�	�!w�"�����:�/��/��@���"����������1 

11. �������!����+����
��#��<������&�����������#�&����&�����������

����Q�� ��
���������,<����������:�����&����������� #�&��+0������

��������������1������ #�&���#���	�<����������0���	�',&<��#@���
��

#��!������D 

 

3.1.6 ��/���������1������������ SRAP (Sequence-related amplified polymorphic DNA) �����+�*����

�	���� 

 3.1.6.1 �	�����&�13������1 2 �%� 3�/#���%� C 06��+� 8 ���� #�&�%� D 06��+� 8 ����  

3������1�%� C : 

 

C1 : GACTGCGTACGAATTTGA 

C2 : GACTGCGTACGAATTGCT 
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C3 : GACTGCGTACGAATTCTA 

C4 : GACTGCGTACGAATTAGT 

C5 : GACTGCGTACGAATTTCA 

C6 : GACTGCGTACGAATTGTT 

C7 : GACTGCGTACGAATTTCG 

C8 : GACTGCGTACGAATTACT 

 

3������1�%� D : 

D1 : TGAGTCCAAACCGGAAG 

D2 : TGAGTCCAAACCGGATG 

D3 : TGAGTCCAAACCGGACC 

D4 : TGAGTCCAAACCGGAGC 

D5 : TGAGTCCAAACCGGAAT 

D6 : TGAGTCCAAACCGGATT 

D7 : TGAGTCCAAACCGGACA 

D8 : TGAGTCCAAACCGGAGA 

 

 3.1.6.2 ����������������:����!6��D�����������$�����������:��:����� micro tube �	���� 

 

 ��������     2 μl  

  10 X PCR buffer    2 μl 

 50 mM MgCl2   2 μl 

 2 mM dNTP    2 μl 

 Primer A (5 pmole/μl)  2 μl 

 Primer B (5 pmole/μl)  2 μl 

 Taq DNA polymerase (5 U/μl)          0.2 μl 

 ��6���	��                 7.8 μl 

 

 �D��������	�����+ !6� 30 reaction / 1 �	+����� ���:�/3������1 C1-D1, C2-D2, C3-D3, C4-D4, 

C5-D5, C6-D6, C7-D7, C8-D8, C8-D1, C7-D2, C6-D3, C5-D4, C3-D6, C2-D7, C1-D8, C2-D1, 

 C3-D1, C1-D2, C2-D3, C5-D2, C4-D5, C3-D2, C1-D3, C6-D2, C5-D3, C7-D3, C6-D4, C7-D4,  

C1-D7, C2-D8 

 

 3.1.6.3 ����������,������������6�����0�� 3.1.6.2 :����:����
����+��%��%,�"��� (thermo 

cycler) ����	���%,�"���#�&�+��:����!6��D��������	���� 

  1) denaturing 94 ��(��$��$��� 1 ��!� 
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  2) annealing 35 ��(��$��$��� 1 ��!� 

  3) extension 72 ��(��$��$��� 1 ��!� 

 :����!6� PCR 5 ���#��:�/�"�+&�6���	�<	���������] �	�!��3�/����+��#�/+ ��+� 35 ���

��	�:�<	����� annealing 3�/��������%,�"�����;� 50 ��(��$��$���  

 3.1.6.4 ���#�����������/+� denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

  1. �����������&0��6���	��!�0�  

1.1 �6�#-����&0��6���	��������0����/��:�/�&��� #�/+�����/+���*���� 95 

����1�$���1 :�/�&���!	�� 2 #-�� 

1.2 ������&0�#-����	��/+� bind silane (bind silane 1 3��������, glacial acetic 

acid 2.5 3�������� #�&��*���� 500 3��������) ��
��:�/�0����&����	���&0� 

1.3 �6���&0�#-����/�!�����	�',&��;�����&��������:�/!	�+�/+� repel silane ��
��:�/

�0����&�����&0� �����:�/#�/���&��, 5 – 10 ��!� 

1.4 �6���&0�!	�� 2 #-������&����</��%����+�� spacer 3+/!	�����</�� ��
��:�/����

����+����&�+�����&0�!	����� ����	��/��!��!� bind silane #�& repel silane �</����	� 

��������� polyacrylamide gel �+���</�</� 6 ����1�$���1(acrylamide:bisacrylamide 

19:1, 7.5 M urea) �������+�-���	���� 

  30% acrylamide (19:1) 3 ��������� 

  5 X TBE    3 ��������� 

  ������    6.75 ��	� 

  ��6���	��   3.75 ��������� 

  10% APS*  150 3�������� 

  TEMED*  7.5 3�������� 

��������+�   15 3�������� 

*����"����	� 

10TBE = 89 mM Tris-borate, 2.5mM EDTA 

APS = ammoniumpersulfate 

TEMED = N,N,N’,N’ – tetramethyehylediamine 

   

-�� polyacrylamide �	^�^��1 TBE ��6� #�&������:��������1��
�<+��������� �<���

���] :�������6��%���%,�"�����&��, 50 ��(��$��$��� :�/�������&������ ��0��%,�"���

������&��,�!���%,�"����/�� 0w����� 10% APS #�& TEMED �<���:�/-����;���
������+�	�

������+����+ �&+	�����:�/����^������( �!�0�:����:������&�+�����&0�0����� #�/+:���+�

��3��/���� @/���;��+�#��^?����� (shark toot type) :�/:���/�����</��!����;��&�����3� 

�����:�/�0�#<���	+��&��, 2 �	�+��� @/�0&������0�3+/</���
��+�:�/#-��:������������

�/����#�&�/������<���0�3+/��
��:�/���+���
�� 
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 2. �������!��^��$�� 

 2.1 ��
���0�#<���	+��#�/+:�/��6��/����&0��/�����:�/�&��� �w��+���� #�&

��&�����&0��</��	��%��������!��^��$�� �����	^�^��1 TBE ��:�����<	�+�+�#�&<	�+��

�&+	�����:�/��^������(����:�/��&0� :���,���&0�<��� 15x17 �$������� :�/ 1M TBE 

#�&��&0�<��� 16x30 �$������� :�/ 0.5M TBE 

2.2 ������3^�</��	����
��� power supply !6� pre-run 20-30 ��!� �0� <��� 15x17 

�$������� :�/�+������(	��1��!�� 300 �+��1 ��+��0�<��� 16x30 �$������� :�/�+������(	��1 

550 �+��1  

2.3 :�/�<�����������	^�^��1 ���/��-�+��/�<���0���
���/��������!������:������+�#���&

����:�/��� 

2.4 ��&0�<��� 15x17 �$������� �����	+������������� 3.5 3�������� ��+�

��&0�<��� 16x30 �$������� �����	+������������� 6 3��������-���	� loading buffer 

(95% formamide, 10mM EDTA, 0.1% bromphenol blue, 0.1% xylene cyanol) 2 3�������� 

�6�3����!���%,�"��� 95 ��(��$��$��� ��;��+�� 5 ��!� #�/+#��:���6�#<��!	�!� ��	�0���	��

�6�3�����:�#���&���� 

2.5 �������
������:�/�+������(	��1�!������ ��&0�<��� 15x17 �$������� :�/�+�� 

2-3 �	�+��� ��+���&0� 16x30 �$������� :�/�+�� 4-5 �	�+��� 0��+���� xylene cyanol (����) 

���
�������&��, 1 :� 4 ��+�<���0�  

 2.6 ������
��� �6��0�3��/���/+� silver nitrate 

  

3. �����+0������������/+�����/���/+�����&��� silver nitrate  

 3.1 �6�#-����&0�!�����0�����������/��:���6���	����� 10 ��!� ��/���	��<������ ]  

 3.2 #��#-���0�:�����&��� CTAB �+���</�</� 0.1 ����1�$��1  (��6� 250 

���������, CTAB  0.25 ��	�) ��� 30 ��!� ��/���<������] ����������
��� 

3.3 #��#-���0�:�����&���#���������+���</�</� 0.3 ����1�$��1(��6�  

250 ���������, #�������� 750 3��������) ��� 15 ��!� �<��������+�� 

3.4 #��#-���0�:�����&��� silver nitrate (��6� 250 ���������, $���+��13��!�� 0.4 

��	�, 3M NaOH 330 3�������� #�&����#�������� 25 ����1�$���1 960 3��������) �<���

���] ��������6�������� 20 ��!�  

 3.5 �6�#-���0����/���/+���6���	��������+����+ 

 3.6 �/��#-���0���:��:�����&��� developer !��������:���] #�&#������!���%,�"��� 

4 ��(��$��$����<������] ��������6�������� 5 – 25 ��!� ��
�0��+��0&����#@�������

�	��0� (����&��� developer ��&����/+� ��6� 250 ���������, 2% �$��������1�����, 0.02 

% ^��1�����3��1) 

 3.7 �6�#-����&0����/����6�������+����+ 
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 3.8 ��%��D�����������6�#-���0�:��:�����&�������$���� 1.5-3 ����1�$���1 (��6� 

250 ���������, ����$���� 4.5 ���������) ��� 15 ��!�#�/+-w��:�/#�/�!���%,�"����/�� 

 

3.1.7 ��/�����
����������������/+��!���� AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism) 

 

3.1.8 ���+�����&�1��� 

 �6���� 3 #����!��������������	�3�/#�� ��������� ����%�������� #�&����%������!����������

3���+0+�����&�1 �����#�&�����,����] 3�/#�� pH, ����1�$���1 N, �����, P, K, Ca, Mg, Na, SO4
2-, 

Cl, Zn, Mn, Fe, Cu #�& Al !��"��+����Q�� �,&��'�� ���+�!���	���'��(����1 

 

3.1.9 ��������
���������������0�����06����& 

��+0���-����+�����&�1��� #�&��+��*��%�����:��/��!�������+</���	������
����� 

 

3.1.10 ��</����<�����!�������!6���������+</���	�*��%����� ���6��	�<�����0�� GenBank 

���#���6��	�3������1�/+����#��������+����1 �	�����&�13������1 #�&!�����������������,��

�������/+��D�����������$� #�&��+0���-�!��3�/ 

 

3.2 �

�; 
���*�� "�#*�;%
�X� 

3.2.1 �

�; 

3.2.1.1 +	��%�����'�� 

  - ��� 

  - ��&@�� #�&0����� 

  - ���3���	����� 

 3.2.1.2 +	��%������&��������
����
�� 

  - <+�#�/+ 

  - 0��#�/+ 

  - <+�#�������1  

  - :����#�&�/�����-���	� 

  - ��&����+� 

  - �������1 

  - ������1 

  - <+���	�������� 

3.2.1.3 +	��%�����	� #�&�����/���������1�������� 

 - ���
���#�/+����] ���� �������1 ^����1 0��#�/+ <+�#�/+ ������1 ��;��/� 
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 - ���
��������������] ���� tip, @%��������, microtube, ���� centrifuge, 

<��� 15 ml #�& 45ml, rack +������, !�����������1 ��;��/� 

   

3.2.2 
���*�����>?�>�����&�#���Y����$Y���$��&$? 

   - NH4NO3 

   - KNO3 

  - MgSO4.7H2O 

  - MnSO4.H2O 

  - ZnSO4.7H2O 

  - CuSO4.5H2O 

  - CaCl2.6H2O 

  - KI 

  - CoCl2.6H2O 

  - KH4PO4 

  - H3BO3 

  - Na4MoO4.2H2O 

  - FeSO4.7H2O 

  - C10H4N2Na2O8.2H2O  (Na2EDTA) 

  

3.2.3 
���*�����>?�
����
����'��	
�����=F�� ascorbate peroxidase 

  - Disodium hydrogenphosphate 

  - Sodium dihydrogen ohosphate 

  - Disodium EDTA 

  - Polyvinyl pyrolidone 

  - Phenyl sulfomyl fluoride 

  - Sucrose 

  - Ascorbate 

  - 3 – aminotriazole 

  - 30% hydrogenperoxide 

  

3.2.4 
���*�����>?�>����
�
�"�#
�������&��&�����L��� SRAP 

  - :�����0����+ 

  - Cethyltrimethyl ammonium bromide 

  - Tris-HCl 

  - Sodium chloride 

  - disodium EDTA 
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  - Sodium dodecyl sulfate 

  - Polyvinyl pyrolidone 

  - � – mercaptoethanol 

  - Chloroform 

  - Isoamylalcohol 

  - Isopropanol 

  - RNase A 

  - Phenol 

  - Agarose 

  - Acrylamide 

  - bis – acrylamide 

  - Bromophenol blue 

  - Xylene cyanol 

  - Sucrose 

  - Boric acid 

  - Acetic acid 

  - Ethidium bromide 

  - MgCl2   

  - dATP, dCTP, dGTP, dTTP 

  - Ultrapure water 

  - Taq polymerase  

  - Bind silane 

  - Repel silane 

  - Urea 

  - Ammonium persulphate 

  - N,N,N’,N’ – tetramethylethylediamine 

  - Formamide 

  - Silver nitrate 

  - Ammonium hydroxide 

  - Sodium hydroxide 

  - Formadehyde 

  - Sodium carbonate 

 

 3.2.5 *�;%
�X� 

  - �&�����#�� 

  - Larminar airflow  
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  - �	��#�&�/���+��%��%,�"�����&��, 25 ��(��$��$��� #�&#�� 18 �	�+��� 

  - Water bath 

  - Magnetic stirrer – hot plate 

  - ���
����+���� Vortex 

  - ��/���� 

  - -20OC Freezer 

  - -80OC Freezer 

  - @	�����3�����0����+ 

  - heating box 

  - Refrigerated centrifuge 

  - Centrifuge 

  - ���
�������������,��������#���D�����������$����������� (PCR)  

  - Power supply 

  - �%�#��<�����������#�� horizontal agarose gel electophoresis 

  - �%�#��<�����������#�� vertical polyacrylamide gel electrophoresis 

  - Orbital shaker 

  - Gel document (���
������0�����:�/#�� UV) 

  - Fume hood 

  - pH meter 

  - UV-spectrophotometer 

  - Autoclave 

  - Hot air oven 
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�����4 

!���������"�#��	���� 

 

4.1 �����
����*���+'

>�
%�&+����?$Y��&$����
��*����*����>�
%�&�����

"*��F���
�� 

 �����������������	�:��"��������
������ MS6 !������ benzylaminopurine 500 ppm #�&��6�

�&��/�+ 20 ����1�$���1 ��
������������,��� ���0�����������/� 1 ���0&3�/���:��� 7-10 ���:�����

����	�!	�� 3 �	�*%1 (+�2, CT76, P7) ��	�0���	��!6����#�����#���&���������:�������������� (MS6) 

#�&����� CaCO3 �+���</�</�����] (0, 100, 200, 300, 400 mM) -����!������+��!���+���</�</�<�� 

CaCO3 0, 100, 200 #�& 300 mM �	��:�/-�3��#�������	��
� �
�������0��>���� :����<��+�� 3����

�����<���+�������� #��:������!������ CaCO3 �+���</�</� 400 mM ��+���
�#�������������� 

!	���6��/�#�&:�����#������<w�� �����+����������	� +�2 #�& P7 #���������	�����+����+�� CT76  

��
���6���������	�3�!6������+0+	��+��������0�����!6��D�������<�����3$�1 ascorbate peroxidase 

����	�������Q��+�����!��!6�:�/�����+���������	+��w��3�/#�� H2O2 �
�!�������@!�����+��������3�/�� 

06���;��/�������3$�1 ascorbate peroxidase �����,�����
������ H2O2                    H2O + O2 :��"��

!���� ascorbate �	�"�� 

 

 

%�&���1 ��������	�!��3�/���&������:��"��������
������ MS6 !������ BAP 500 ppm #�&��6��&��/�+  

             20 ����1�$���1��
���	��6�:�/�������������� 
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%�&���2 ��������	����� +�2 :������!��3���� CaCO3 (#@+!��1) #�& :������!���� CaCO3 (#@+!��2)  

 

 

 

 

%�&���3 ��������	����� P7 :������!��3���� CaCO3 (#@+!��1) #�&:������!���� CaCO3 (#@+!��2) 
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%�&���4 ��������	����� CT76 :������!��3���� CaCO3 (#@+!��1) #�&:������!���� CaCO3 (#@+!��2) 

 

 

��
��!6����+	��D�������0�������������
�#��!���+����+��
�� 290 ����������+��:�/-��	���� 

 

���������<����������
�#��:��"��!���� CaCO3 �+���</�</� (mM) ��������	� 

0 100 200 300 400 

%<�� 400 mM !��

�����<w�� 

+�2 

P7 

CT76 

1.240 

1.165 

1.265 

1.250 

1.178 

1.297 

1.260 

1.182 

1.356 

1.268 

1.189 

1.400 

1.277 

1.242 

1.424 

2.98 

6.60 

12.57 

'�������1 �����������
�#��<�����3$�1!���+����+��
�� 290 �������� 

 

 0��-����!������
�����+��#�������&�+����+���</�</�<�� CaCO3 !�� 400 mM !���������������
�

#������%��	� �+���</�</�<�� CaCO3 !�� 0 mM !���������6��%���+�� ��������	� +�2 P7 #�& CT76 �������/��

���3$�1 ascorbate peroxidase �����<w�� 2.98, 6.60 #�& 12.57 ����1�$���1 ����6��	� ��#��<���6��/�#�&:� ��
��

��&�+�-���+��	��	�',& 0w�#���:�/����+����������	��	�*%1 CT76 ���+��!�!����� oxidative stress !������+�� 

+�2 #�& P7 $w����/�����3$�1�����<w��3�/�/���+�� ���3$�1���0w����+�������@:�/:�����������	�*%1��������	�!��

!�!����
�����#�:��"�����!����#���$���3�/ #�������3���������!�����D�������<�����3$�1 ascorbate 

peroxidase ���0&�/�����+���&�	��&+	����������:���+�<�����������3$�1:�/!6��D�������06���;��/���+��%�:�/

�+��<��!%��	+�����!�����!���	� 10 ��!�!	����� @/�:�/�+������/���+�����0&!6�:�/�D�����������<w��3�������,1 
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#�&@/�:�/�+���������+������D�����������<w�������,1#�/+�	��#�� 10 ��!� 0w�����:���+� declining phase !6�:�/���+	�

�������-������  

 �����3���������!������������	�:��"��������
�������@!6�3�/���:�/������	�����&�1!������ 

calcium carbonate 400mM 

 

4.2 �����
����*���+'

>�
%�&�������?�'� 3 ?���   

 ���������������	� 23 �	�*%1:����!����#���$��� ����%�������� #�&����%������!����#���$��� ��;��+�� 

60 +	� :��"����
����&0� ��
����+0����+��!�!�� :�/-����!�����	���� 

 

�+��!�!����� ��������	� 

���!����#���$��� ����%�������� ����%������!����#���$��� 

CT35 

CT76 

CT118 

CT137 

CT168 

CT186 

CT189 

CT197 

CT221 

CT236 

CT280 

CT300 

CT393 

CT387 

CT395 

CT397 

SF1 

SF4 

SF7 

SF8 

SF12 

SF13 

SF14 

����#� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!��������� 

����#� 

����#� 

!�!��������� 

!�!��������� 

!�!��������� 

!�!��������� 

!�!��������� 

����#� 

!�!�� 

����#� 

!�!�� 

!�!�� 

����#� 

!�!��������� 

����#� 

!�!�� 

����#� 

!�!��������� 

!�!��������� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!��������� 

!�!�� 

!�!��������� 

!�!��������� 

����#� 

����#� 

!�!��������� 

!�!��������� 

!�!��������� 

!�!�� 

!�!��������� 

����#� 

!�!�� 

!�!��������� 

!�!�� 

!�!�� 

!�!��������� 

!�!��������� 

����#� 

!�!�� 

����#� 

!�!��������� 

!�!�� 

'�������2 �+��!�!���������%�����] <����������	� 23 ����	�*%1 
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:��&�+������!������+���	+�������������	�!��3�/���	���������-����������	+����� #�&�	+�����!��3�/���	��3��

3�/����/���	� !6�:�/3�������@!����3�/��/���	�!%��	+�����:����+����+�	� -����!����0w���0���+��

#�������	��/�� #�������3������:����!�������� CT76 ��;��	+�+��%� 

 

4.3 ���
�
�����L��� 

 ��
��!6������	���������0��:���������	��/+��	^�^��1 2X CTAB #�&!6������+0�%,"�����������/+� 

UV spectrophotometer :���+��+����+��
�� 260 nm, 280 nm #�&���	�����+��&�+��������������
�#�� 

�260/�280  ��+��������&�+��� 1.6-1.8 $w������:���+�!�������������%,"��!���� #�&!6������+0�%,"���/+��!���� 

horizontal agarose gel electrophoresis ��
���
��	�-� (�	����) ����+����������!����	�3�/���%,"��������&��!��0&

�6�3�!6��������1�����������3� 

 

%�&���5 #@���������!����	�3�/0��:���������	� (M = #@�������������Q�� 1 Kb  Plus DNA  

 Ladder) 

 

4.4 ���
�����*�$�����������L���������*��* SRAP 

 �����/�����
����������������/+��D�����������$����� SRAP �/+�3������1!���	�����&�1<w���� 16 ����

#�&�6���0	��������������, 30��� #�&#��<������������/+��!���� vertical denaturing polyacrylamide gel 

electrophoresis �/+��+������(	��13^^�� 300 �+��1 #�&�/��#@����������/+� silver nitrate ���:�/��������0���/�

!��!�!�� #�&����#�����"�����!����#���$��� -����!������+���� 2 #@�<��� 200 ������#�& 170 ������ 

0�����3������1 C3/D3 #�& C8/D8 !��#�������&�+����	�*%1!�!��#�&����#� �	+������������1�������� SRAP 

�	�"��!�� 6 ��
��!�����	�!%��	+�������3�������@#��3�/ $w����0����<w��3�/0��3������1��06��+���+�����3!�1!��

�/������3���
������������,����������0&�����@�����3�/����������+� 
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%�&���6 �������1��������!��3�/0�����!6��D�����������$� SRAP :���������	�����	�*%1!� #�&3��!����

�"�����!����#���$������ ������:�/���3������1 C1-D1, C2-D2, C3-D3, C4-D4, C5-D5, C6-D6, C7-

D7, C8-D8, C8-D1, C7-D2 ����6��	� (M = #@�������������Q�� 25 base pair ladder 1 = ��������	�

����	�*%13��!�������!����#���$������, 2 = ��������	�����	�*%1!��!�������!����#���$������) 
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%�&���7 �������1��������!��3�/0�����!6��D�����������$� SRAP :���������	�����	�*%1!� #�&3��!����

�"�����!����#���$������ ������:�/���3������1 C6-D3, C5-D4, C3-D6, C2-D7, C1-D8, C2-D1, C3-

D1, C1-D2, C2-D3, C5-D2 ����6��	� (M = #@�������������Q�� 25 base pair ladder 1 = ��������	�

����	�*%13��!�������!����#���$������, 2 = ��������	�����	�*%1!��!�������!����#���$������) 
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%�&���8 �������1��������!��3�/0�����!6��D�����������$� SRAP :���������	�����	�*%1!� #�&3��!����

�"�����!����#���$������ ������:�/���3������1 C4-D5, C3-D2, C1-D3, C6-D2, C5-D3, C7-D3, C6-

D4, C7-D4, C1-D7, C2-D8 ����6��	� (M = #@�������������Q�� 25 base pair ladder 1 = ��������	�

����	�*%13��!�������!����#���$���, 2 = ��������	�����	�*%1!��!�������!����#���$���) 
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4.5 ���
�����*�$�����������L���������*��* AFLP 

 �����/�����
����������������/+��!���� AFLP �/+�3������1!���	�����&�1<w���� 29 ��� #�&#��<�����

�������/+��!���� vertical denaturing polyacrylamide gel electrophoresis �/+��+������(	��13^^�� 300 �+��1 #�&

�/��#@����������/+� silver nitrate ���:�/��������0���/�!��!�!��#�&����#�����"�����!����#���$��� -����

!������+����3������1 2 ���!�������@:�/#@���������!��#�������&�+����	�*%1!��!�!��#�&����#� ��
���6�3��

����1�������] �	�����+3�!6������+0����	��	+�����!	�������3�������@��+0�+��#������3�/ $w��-��	�����+

��0��;���������+�	�-�<��  SRAP 
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%�&���9 �������1��������!��3�/0�����!6��D�����������$� AFLP :���������	�����	�*%1!� #�&3��!����

�"�����!����#���$������ ������:�/���3������1 M-CAC/E-AAC, M-CAG/E-AAC, M-CTA/E-AAC, 

M-CTC/E-AAC, M-CAT/E-AAG, M-CTT/E-AAG, M-CAA/E-AAG ����6��	� (1 = ��������	����

�	�*%13��!�������!����#���$���, 2 = ��������	�����	�*%1!��!�������!����#���$���, M = #@���������

����Q�� 25 bp ladder) 

 

 



 37

 

 

 
 

%�&���10 �������1��������!��3�/0�����!6��D�����������$� AFLP :���������	�����	�*%1!� #�&3��!����

�"�����!����#���$������ ������:�/���3������1 M-CTA/E-ACA,M-CAA/E-ACC, M-CAA/E-ACG, 

M-CTC/E-ACG, M-CAT/E-AGC, M-CAC/E-AGG, M-CAT/E-AGG, M-CTC/E-AGG ����6��	� (1 = 

��������	�����	�*%13��!�������!����#���$���, 2 = ��������	�����	�*%1!��!�������!����#���$���, M = 

#@�������������Q�� 25 bp ladder) 
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������11 ��������	
��
����
��	������������������������� AFLP ����������!""���!�#$��� %�&��������

"'��	���
��
%����
��"�( �	�����)������������ M-CTG/E-AGG, M-CTT/E-AAC, M-CAT/E-AAC, 

M-CAA/E-AAC, M-CTC/E-AAG, M-CTA/E-AAG, M-CAC/E-AAG, M-CAG/E-AAG, M-CTC/E-

ACT,  M-CTA/E-ACG, M-CAC/E-ACT, M-CAA/E-ACG, M-CTC/E-AGC, M-CTG/E-AGC 

������	!* (1 = ��������!""���!�#$���������	���
��
%����
��, 2 = ��������!""���!�#$��
������	���
��


%����
��, M = %.*	
��
�������0�� 25 bp ladder) 
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4.6 �	
���
��������
��	�
�������������������������
������������� 
 4����6�����&7�	���!8( 3 )��	�
����������( �*6�� #��$�
��6��&�
4�����������%�:�(��������!"

��;��(����6��%�����(:�(�����<#��$��7��:�(	��)$	���)��(�>�(��?�	���
������������!"����@���*���	����� 

#��$��7���
���	6����
��6:��(�	�%��  Ca, Mg, SO4
2-, Cl, Mn, Fe, Al %����;��(����;)%"	(����� chlorosis 	!(�!8�

#��$�
�4��6��!���;���;� Mn, Fe %�& Zn %��6�������< Zn �!8�����
�6��%�����( %��4��6��!���;����;�����(�����6�"�*

�7�%����7�;��)���?��!6�6*�$� 	!(�!8��
��
��������!	��;�����	�%�� ZIP1, ZIP4, NRAMP1, IRT1 %�& Ys1 
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�����< (ppm) )$		�� pH Total N % 

P K Ca Mg Na SO4
2- Cl Zn Mn Fe Cu Al 

	��7����� 
	��)$	���)��( 
	��)$	����
 

8.3 
5.2 
8.0 

0.08 
0.13 
0.15 

1* 
4 
18 

60 
60 
100 

6,600* 
640 
7,800 

600* 
180 
280 

98.9 
85.7 
94.8 

9.4* 
93.8 
12.5 

492.4* 
164.1 
246.1 

1.6 
2.1 
2.2 

1.1* 
97.5 
3.8 

1.3* 
3.5 
1.8 

0.5 
0.6 
0.5 

2.3* 
10.3 
2.0 

 
��������3 4����6�����&7�	���!8( 3 )��	 
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ZIP1 

 ZIP1 ��?��
��
��6*�$����:�"�("!(�&"
���������!(��	%�&�������	����������7��
� ZIP1 :�(�;)�*

��
8�(��� ���0��:������� GenBank %�&�!	��;���
� ZIP1 :�( Arabidopsis �>�(�
�6����6 1,215 ����*" ('���
�12) 

7�!(����!8��
���������%**����������;����6�"�*���	!*	
��
�����&��< 500 ����*"�	��)��$<7'�������!*���

:�(���������!*	
��
���:�(��������!"�����!* 55, 55.9, 57.8, 59.3, 61, 62.7, 68.9 %�& 70 �(R������
�" �*6��

4��
��	����	%.*	
��
��� 3 %.*�	�%��%.*	
��
�����&��< 500, 200 %�& 100 ����*"�
��$<7'����$��$<7'���%�&

�!6����(��������!"�
������%�&�����������	����;8���� ('���
�13) 

 
CAGTGTGAGTAATTTAGCAAGAACATAAATATCTTAAACTCATGTCTGAATGTGGATGTTTTTCGGCAA
CAACTATGTTGAGAATTTGTGTAGTATTGATAATATGTTTGCATATGTGTTGTGCCTCGAGTGATTGTA
CAAGTCACGATGATCCTGTGTCTCAAGACGAAGCAGAGAAAGCGACGAAGCTAAAGCTTGGTTCGATAG
CTTTACTTCTTGTAGCCGGAGGAGTCGGCGTGAGTCTACCGTTGATCGGGAAAAGGATTCCGGCGTTAC
AACCGGAAAATGATATCTTCTTCATGGTGAAAGCTTTTGCTGCAGGAGTGATCCTCTGCACAGGTTTCG
TTCATATCTTACCAGACGCGTTCGAGAGATTGAGCTCTCCATGTCTTGAGGACACTACAGCTGGGAAGT
TCCCGTTTGCTGGTTTTGTAGCGATGCTGTCGGCGATGGGGACTCTTATGATCGACACATTCGCGACAG
GGTATTACAAGAGGCAACATTTTAGCAATAACCATGGGAGCAAGCAAGTGAACGTAGTAGTAGATGAAG
AAGAGCATGCGGGTCATGTTCACATTCACACGCACGCTAGTCACGGACACACACATGGTTCGACCGAGT
TGATCAGAAGACGTATAGTGTCGCAGGTGCTTGAGATTGGGATAGTTGTGCATTCGGTTATTATAGGGA
TATCACTTGGAGCTTCACAGAGCATAGACACCATAAAGCCACTCATGGCTGCACTATCTTTCCATCAGT
TCTTTGAAGGTCTTGGCCTCGGTGGATGCATCTCCCTGGCGGATATGAAGTCGAAATCGACAGTGCTAA
TGGCGACATTTTTCTCGGTGACGGCGCCACTTGGGATAGGAATAGGGTTGGGGATGTCAAGTGGTTTAG
GCTACAGGAAAGAGAGCAAAGAGGCAATAATGGTGGAAGGAATGTTGAATGCTGCATCTGCTGGGATAC
TCATATACATGTCACTTGTTGATCTTCTTGCTACTGATTTTATGAATCCAAGATTGCAATCCAATCTCT
GGCTTCACTTGGCTGCTTATCTCTCTCTCGTCCTAGGCGCAGGTTCCATGTCTCTCCTCGCCATCTGGG
CCTGATTCTTGATCTGAAACTAACAAACAAACAAACCAAATGCCGCTCTTTTTTCTCAAATCTGTAATG
GTGTTTCTAATCTCAGAATCAATACTATTCTATCTTGAACAC 
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�(R������
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ZIP4 

 ZIP4 ��?��
��
��6*�$����:�"�("!(�&"
�	��!�6�� 4��6��!��	����������7��
� ZIP4 :�(�;)�*��
8�(��� ���

0��:������� GenBank %�&�!	��;���
� ZIP4 :�( Arabidopsis �>�(�
�6����6 1,361 ����*" ('���
�14) 7�!(���

�!8��
���������%**����������;����6�"�*���	!*	
��
�����&��< 500 ����*"�	��)��$<7'�������!*���:�(���

������!*	
��
���:�(��������!"�����!* 55, 55.9, 57.8, 59.3, 61, 62.7, 68.9 %�& 70 �(R������
�" �*6��4��
��	�

���	%.*	
��
��� 3 %.*�	�%��%.*	
��
�����&��< 500, 280 %�& 100 ����*"�
��$<7'����$��$<7'���%�&�!6����(��

������!"�
������%�&�����������	����;8���� ('���
�15) 

 
AGAAGAATAAACTCTTGTTCCCATGATCTTCGTCGATGTTCTTTGGAAATTGTTTCCTCTATACTCGTT
TGGATCAGGAAGAGACTCTCTCTCAGAGTCCATTTTGCAGATCATTCCCGAGACAATGGCTTCTTCTAC
CACTAAAATCCTCTGTGATGCTGGCGAATCAGACCTCTGTAGAGACGATTCTGCTGCATTTCTCCTTAA
GTTTGTAGCCATTGCCTCCATTCTACTAGCTGGAGCTGCTGGTGTAGCCATACCTCTCATTGGCAGGAA
CCGCCGGTTTCTTCAAACCGAGGGAAATCTCTTTGTAGCTGCTAAAGCCTTTGCAGCTGGTGTCATACT
CGCCACCGGCTTTGTCCATATGCTTGCAGGTGGCACAGAAGCTCTGAGTAATCCGTGTTTACCGGATTT
TCCGTGGTCTAAGTTTCCCTTTCCCGGGTTCTTTGCAATGGTTGCTGCTTTAGCTACTCTGCTTGTTGA
TTTCATGGGGACACAGTACTATGAGAGGAAGCAAGAGAGGAATCAGGCTGCTACTGAAGCCGCTGCTGG
TAGTGAAGAGATTGCTGTTGTTCCTGTGGTTGGGGAAAGAGTGACCGATAATAAAGTGTTTGGTGAAGA
AGACGGTGGCGGGATTCACATTGTCGGCATTCGTGCACATGCTGCTCACCATAGGCATAGTCACTCTAA
TAGTCATGGTACATGTGATGGACATGCTCATGGACATTCACACGGACATATGCACGGGAATTCAGATGT
TGAAAATGGAGCTAGGCATGTTGTTGTTTCTCAGATATTGGAGCTCGGGATTGTGTCGCACTCAATCAT
CATCGGTTTATCCCTGGGGGTATCACAGTCTCCATGCACGATCAGGCCTCTTATTGCAGCTCTGTCATT
TCACCAGTTCTTTGAAGGATTTGCGCTCGGAGGCTGCATCTCTCAGGCACAGTTCAGGAACAAATCAGC
GACCATAATGGCTTGCTTCTTTGCGCTAACCACACCATTAGGGATCGGGATTGGAACTGCAGTGGCCTC
ATCTTTCAACTCGCATAGCCCTGGAGCTTTGGTCACTGAGGGGATACTGGACTCGCTGTCAGCTGGAAT
ACTGGTGTACATGGCTCTGGTGGACCTCATCGCAGCTGATTTTCTGAGTAAGAGGATGAGTTGTAATTT
GAGGCTTCAAGTTGTGTCTTATGTAATGTTGTTCCTTGGAGCTGGACTTATGTCTGCTCTCGCCATTTG
GGCTTAGCTCTTAGATTACATATTATCTACTGTAGAATCAAATAATATACTGCTCTCGCAACTTCATAT
TTTTGCCTTGATTCATATGAATATAATAGACAAGGGAGCCTATTAGAAAT 
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��
�������0�� 1 kb Plus ladder, 1 = ��������!"�����������	��7�����, 2 = ��������!"��������
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NRAMP1 

 NRAMP1 ��?��
��
��6*�$����"���(����
��
���
��6:��(�!*���:�"�(%�(���
"���������!("�6����(U

:�(������ 4��6��!��	����������7��
� NRAMP1 :�(�;)�*��
8�(��� ���0��:������� GenBank %�&�!	��;���
� 

NRAMP1 :�( Arabidopsis �>�(�
�6����6 1,838 ����*" ('���
�16) 7�!(����!8��)��$<7'�������!*���:�(:�(���

������!*	
��
���:�(��������!"�����!* 53, 56 �(R������
�" �*6���
��$<7'��� 53 %�& 56 �(R������
�"�!8� �	�

%.*	
��
�������6�7���%.* �>(������$<7'�������!*���:�(���������!*	
��
�����?� 59 �(R������
�" �*6�����	

%.*�V��&�
� 1500 ����*"�!8(�!6����(��������!"�
������%�&�����������	����;8����7�;�	���
��
%����
�� %�����

���"!(����*6���
�6��4!�%��:�(����6�%.*	
��
����
��$<7'��� annealing ���(U 	!(�!8�������������������

���������
�����"�	��)��$<7'���  annealing �
� 59 �(R������
�" �
����	%.*	
��
��� 1 %.*�!8(���!�#$��
������

%�&�����������	���
��
%����
��������������
�����W�
�
"������&����" ('���
�17) ��;�������%��	�6�����
�

����W�
�
"��������
�&��
����	��6���:��:�� 6 �������
��� �*%.*	
��
����
��
�6��%�����(�&76��(�!�#$�

���(U %���	���?� 3 ��$�� ��$���
� 1 ��?���$���
��
��������!"�!�#$� CT76 �>�(��?��!�#$��
�������6�����	�6��
%.*	
��
�

��:��	��&��< 125 ����*" ��$���
� 2 �
�!�#$� SF7 �>�(��?��!�#$��
����������6�����	�6��&����
%.*	
��
����
��*��

��$��%�� %���
%.*	
��
����
��
:��	��
��6�� %�&��$���
�3 �>�(��?��!�#$��
�����
%.*	
��
����!8("�(%.*:�(��$���
�1 

%�& 2  ('���
�18) 

 
 
GTGGAGTTGTTGTATACTAAACAAGAAAGAGATTAGGAAGAGAGAGACGGCGATGGCGGCTACAGGATC
TGGACGGTCTCAATTCATTTCCAGTTCCGGCGGTAACCGAAGCTTCTCCAATTCTCCACTCATCGAGAA
CTCTGATTCTAATCAGATTATTGTCTCTGAGAAGAAGAGCTGGAAGAATTTCTTTGCTTACTTAGGCCC
TGGTTTTCTTGTTTCAATCGCATATATTGATCCTGGAAACTTTGAGACTGATCTGCAAGCTGGAGCACA
CTACAAGTATGAATTACTTTGGATCATATTGGTGGCCTCATGTGCGGCTTTGGTGATTCAATCTCTGGC
TGCTAATCTTGGTGTTGTCACAGGAAAACATTTGGCTGAGCAATGTAGAGCCGAGTACTCCAAAGTTCC
AAACTTTATGTTATGGGTCGTTGCTGAAATTGCAGTAGTTGCTTGTGACATACCGGAAGTTATCGGAAC
AGCTTTTGCTCTGAACATGCTCTTTAGCATACCGGTGTGGATCGGTGTTCTTCTGACAGGCTTAAGTAC
GCTGATTCTTCTCGCACTTCAAAAATACGGGGTGAGAAAGCTGGAGTTCTTGATAGCGTTTCTTGTGTT
CACAATTGCAATATGCTTCTTTGTTGAGCTTCATTACTCAAAGCCAGACCCAGGAGAAGTCCTACATGG
TCTCTTTGTTCCTCAACTTAAAGGAAATGGTGCAACTGGTCTCGCAATCTCTTTGCTCGGAGCCATGGT
TATGCCGCATAATCTCTTCCTCCACTCGGCCTTGGTTCTCTCGAGGAAAATCCCTCGTTCCGCTTCTGG
TATCAAGGAAGCTTGCAGGTTTTACTTGATAGAAAGTGGATTGGCTCTAATGGTGGCCTTTCTCATAAA
CGTCTCTGTAATATCAGTAAGCGGGGCTGTTTGTAATGCCCCCAACTTAAGCCCTGAAGATCGAGCTAA
TTGTGAGGATTTGGACTTAAACAAGGCTTCGTTTCTGCTACGGAACGTTGTGGGAAAATGGAGCTCAAA
GCTATTTGCAATCGCGCTTCTTGCTTCTGGTCAGAGCTCGACGATAACCGGAACTTATGCTGGACAATA
TGTAATGCAGGGCTTTCTTGATCTCAGACTCGAGCCATGGCTCAGAAACTTACTAACAAGATGTTTAGC
TATAATCCCGAGTCTAATTGTTGCTCTCATCGGTGGTTCAGCTGGAGCTGGAAAGTTAATCATCATTGC
CTCGATGATCTTATCCTTTGAGCTCCCGTTTGCGTTGGTTCCTCTTCTCAAATTCACAAGTTGCAAAAC
CAAGATGGGTTCACATGTCAACCCAATGGCGATTACAGCTTTGACTTGGGTCATTGGTGGTTTAATCAT
GGGAATAAACATATACTATCTAGTAAGCAGTTTCATCAAACTGCTTATCCACAGTCATATGAAGCTTAT
CCTCGTCGTCTTCTGTGGAATTCTTGGGTTCGCAGGCATTGCTCTCTATTTAGCCGCCATAGCTTACCT
TGTCTTCCGGAAAAACAGAGTAGCCACTTCTCTTCTTATTTCAAGAGACTCACAAAATGTGGAGACACT
TCCAAGACAGGACATTGTCAACATGCAGTTACCATGTAGAGTATCTACCTCCGATGTTGACTGAGTCAT
CATTAAGCTTAGGATTCCAATAAAATTAGATCTAAACCAAGTTCATAAAAACCTTTCGATAGTGTACTA
GAATAAAGGTTATATGAATCGGTTTGCGTCTTTTCTTTAACCAGATCTTCGTAGGAAACAAACTTCTAA
TAACACATGGCATAATAAAATCATTGCTTCCATTATCATATCAT 
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IRT1 

 IRT1 ��?��
��
��6*�$����"���(����
�:�"�("!(�&"
 �7�
� ��(%	( %�&%�(���
"�!67�>�(�������;)

���!(������ ���;)�*��
8�(����)�� Arabidopsis �
� IRT1 �&�6*�$����"���(����
��
������� Fe(II) ��������"����� 

�	��&���(���������
� FRO2 �>�(�&"���(����������
��� Fe(III) �
�����*���6<��*���%�&�!*�!*����*������� 

chelate ��?� Fe(II) 4��6��!��	����������7����	!*�
� IRT1 :�(�;)�*��
8�(������0��:������� GenBank %�&�!	��;��

�
� IRT1 :�( Arabidopsis �>�(�
�6����6 734 ����*" ('���
�19) 7�!(����!8��
���������%**����������;��

��6�"�*	
��
��� �	��)��$<7'�������!*���:�(:�(���������!*	
��
���:�(��������!"�����!* 51, 53, 54, 55.2, 57 

%�& 58 �(R������
�" 4��
��	����	%.*	
��
��� 4 %.* �	�%��%.*	
��
�����&��< 950, 500, 300 %�& 100 ����*"

�*6�����	�6��%�����(���6���:��:�(%.*	
��
����&76��(�!�#$��
������%�&����%� %������6�%.*�!8������!�

�!���;�����
�6��%�����(�&76��(�!�#$��
������%�&��������:�(���;��(7���	
��
����
����%7��(�
8 

 
ACACAAACATTAAACAATCTAAACACACAACAATCCAAAAGAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAATGGCTTC
AAATTCAGCACTTCTCATGAAAACAATCTTCCTCGTACTCATTTTTGTCTCTTTTGCAATCTCTCCAGC
AACTTCAACTGCGCCGGAAGAATGTGGAAGCGAGTCAGCGAACCCGTGCGTCAACAAAGCTAAAGCTTT
GCCTCTCAAAGTCATAGCAATCTTCGTAATCCTCATTGCAAGCATGATTGGTGTTGGAGCTCCTCTCTT
TAGCCGTAACGTTTCGTTCCTCCAACCAGACGGAAACATCTTCACTATCATTAAGTGTTTCGCCTCCGG
GATCATCCTTGGAACCGGTTTTATGCACGTTTTACCTGATTCTTTCGAAATGTTGTCATCTATATGTCT
TGAAGAGAACCCGTGGCATAAATTTCCTTTCTCCGGATTTCTCGCTATGTTATCGGGTCTAATCACTCT
AGCCATTGACTCCATGGCCACGAGCCTATACACCAGCAAGAACGCAGTTGGTATCATGCCCCATGGTCA
TGGTCATGGTCACGGCCCCGCAAATGATGTTACCTTACCAATAAAAGAAGATGATTCGTCAAATGCACA
GCTCTTGCGATACCGAGTCATTGCCATGGTTCGTACGCACATATATACATACCGAATATCATTGTATTT
TAAATGACATATTACCGAATACATAGGTATATCTAACTTTCTAC 
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Ys1 

 Ys1 ��?��
��
��*���;)�*��
8�(�	
��6 �)��#!@�;)���(U �>�(�&"���("�� siderophore ��;�����!*�!* Fe(III) 

��?����("���(�)�(���� Fe(III)-siderophore complex %�& Ys1 �&�6*�$����"���(����
��
������
�����*��:�(���

�;) ���7����
�������("���(�)�(����	!(����6�:��"������;)��;�������
�("���������;)����� 	!(�!8��>(���������7����	!*

:�(�
� Ys1 ���0��:����� GenBank �*6���
� Ys1 :�(:��6��	�
�6����6 2,461 ����*" ('���
�21) 7�!(����!8�

���������%**����������;����6�"�*	
��
����	��)�������������������
�����" �*6���	�%.*	
��
��� 7 %.*

:��	 1,000, 590, 450, 300, 180 %�& 100 ����*" �	�%.*	
��
����
�"����;� %.*	
��
���:��	 1,000 ����*" �>�(

�*����$����������!"�
��
�!�#$� CT76 �>�(��������	���
��
%����
�� ���%.*	
��
������;��(7����
��
:��	

��&��< 1,000 ����*" 4��6��!��	��������!	%.*	
��
���%.*�
8���������&����" %��6������"������"��	 pGEM-

T %�&.����:��"��%*��
��
� Escherichia coli  "���!�#$� JM109 ��;������������<���"��	�
��
%.*	
��
���:��	 1,000 

����*"�
8 :!8�������(U 	!(����6��
��6��������� (cloning) 7�!(����!8����%.*	
��
����
�����������<%��6��7�

���	!*��6��
����	� (sequencing) %�&��������
�*��
�*�!*���	!*:�(�
� Ys1 �
���!8(7�>�( (alignment) �
�*6��

�!(�(��?����	!*"�6�7�>�(:�(�
� Ys1 7�!(����!8����������%**�������� "!(����&7��������� %�&����������<	


��
���:�(��������!"�!�#$��
������%�&�������� 	�6�������������������
�����"�
��$<7'�������!*:�(��������

�!*	
��
���:�(��������!"���(U �!� 4��
��	��*6���	�%.*	
��
�����&��< 650 ����*" ������(���%������*�6��

%�����(�&76��(�!�#$��
������%�&����%� ('���
�23) 	!(�!8��>(���������%**���������7���
���!8(7�>�( %�&

"!(����&7����������
���!8(7�>�( 7�!(����!8��
�*6���	�%.*	
��
���:��	��&��< 550 ����*"������(��� %���
���

�*�6��%�����(�&76��(�!�#$��
������%�&�������� ('���
�24) 

 
CTTAAGGGTTTGGACTAATGATTGTAATTGAGATTCTTAGATAACGAGTTCGTTGTTCTAAGTGAGATG
GCATGTGTAGTTGACATTTGAAGGATTTCTCTATATAAATCCCGGCTACTATTAACATCTCAACCTCAC
CATCTTCTCTTGATCGAGGCAGGGATCAAGCGACCGATACCCGCCATGGACCTTGCACGGAGAGGCGGT
GCCGCAGGCGCGGACGACGAGGGGGAGATCGAGAGGCACGAGCCGGCGCCCGAGGACATGGAGTCCGAC
CCCGCAGCGGCGCGCGAGAAGGAGCTGGAGCTGGAGCGGGTGCAGTCGTGGCGGGAGCAGGTGACTCTG
CGCGGCGTGGTGGCGGCGCTGCTGATCGGCTTCATGTACAGCGTGATCGTGATGAAGATCGCGCTCACC
ACGGGGCTGGTGCCCACGCTGAACGTCTCCGCGGCGCTGATGGCGTTCCTGGCGCTCCGCGGGTGGACG
CGCGTGCTGGAGCGCCTCGGCGTGGCGCACCGCCCCTTCACGCGCCAGGAGAACTGCGTCATCGAGACC
TGCGCCGTCGCGTGCTACACCATCGCGTTCGGCGGTGGGTTCGGCTCCACGCTGCTGGGCCTGGACAAG
AAGACGTACGAGCTGGCCGGGGCCTCGCCGGCCAACGTTCCGGGCAGCTACAAGGACCCTGGGTTCGGC
TGGATGGCCGGATTCGTCGCGGCGATCAGCTTCGCCGGCCTCCTAAGCCTGATCCCCCTCAGAAAGGTT
CTGGTCATTGACTACAAGCTAACTTACCCAAGCGGGACTGCGACCGCTGTTCTCATAAACGGGTTCCAC
ACCAAGCAAGGAGACAAGAACGCAAGGATGCAAGTCCGAGGGTTCCTCAAGTACTTTGGGCTCAGCTTC
GTGTGGAGCTTTTTCCAGTGGTTCTACACAGGCGGTGAAGTTTGCGGCTTTGTTCAGTTTCCTACGTTC
GGTCTGAAGGCCTGGAAGCAGACGTTCTTCTTTGATTTTAGCCTCACGTACGTTGGTGCGGGGATGATC
TGTTCGCACCTCGTGAACATCTCCACCCTCCTTGGTGCCATCCTGTCATGGGGGATACTGTGGCCACTC
ATCAGCAAGCAGAAAGGGGAGTGGTACCCTGCGAACATACCTGAGAGTAGCATGAAAAGCTTATACGGT
TACAAGGCCTTCCTCTGCATAGCTCTGATCATGGGAGACGGTACATACCACTTCTTTAAAGTCTTCGGT
GTCACTGTTAAGAGTCTGCATCAACGGCTGAGCCGCAAACGTGCTACCAACAGAGTGGCAAACGGTGGA
GACGAAATGGCCGCGCTTGACGACCTACAGCGTGACGAGATCTTCAGCGACGGGTCTTTCCCCGCCTGG
GCAGCTTACGCCGGGTACGCGGCGCTGACCGTCGTCTCAGCGGTCATCATCCCGCACATGTTCCGGCAG
GTCAAGTGGTACTACGTGATCGTGGCCTACGTCCTCGCCCCTCTCCTCGGCTTCGCCAACTCCTACGGC
ACGGGGCTCACCGACATCAACATGGCCTACAACTACGGCAAGATCGCGCTCTTCATCTTCGCGGCCTGG
GCCGGCAGGGACAACGGCGTCATCGCGGGCCTCGCCGGCGGCACCCTGGTGAAGCAGCTGGTGATGGCG
TCCGCGGACCTGATGCACGACTTCAAGACGGGCCACCTGACCATGACGTCGCCCAGGTCCCTGCTCGTG
GCGCAGTTCATCGGGACGGCCATGGGCTGCGTCGTCGCGCCCCTCACGTTCCTGCTCTTCTACAACGCG
TTCGACATCGGGAACCCCACCGGGTACTGGAAGGCGCCGTACGGCCTCATCTACCGCAACATGGCGATC
CTCGGCGTGGAGGGCTTCTCCGTGCTGCCCAGGCACTGCCTCGCGCTCTCCGCTGGGTTCTTCGCCTTC
GCCTTCGTCTTCAGCGTCGCCCGGGACGTCCTGCCGCGGAAGTACGCCAGGTTCGTGCCCCTGCCCATG
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GCCATGGCCGTGCCGTTCCTCGTGGGCGGGAGCTTCGCGATCGATATGTGCGTCGGGAGCCTGGCCGTC
TTTGTCTGGGAGAAGGTGAACAGGAAGGAGGCCGTGTTCATGGTGCCTGCGGTTGCGTCCGGTTTGATC
TGTGGAGACGGCATATGGACCTTCCCGTCTTCCATTCTCGCTCTGGCCAAGATCAAGCCACCGATTTGC
ATGAAGTTCACTCCTGGAAGCTAGAAACAGTATGGACAGTTCACGGAAATGGAGAATGCGAGATACACT
GAAGGCATCAACTGTGGTTGGTTGAAGCCATATGTCCCCTGTATTATCCTTGTTGTGCATGTGTGGGTT
CTCCAAGGGCTACAGCACTCGAGATTTTTTATAGAGTTTATATGTTTTGTTGTCATGTTGGGTTCAACC
TATGTTTATGTTTTGGGTGGAAAAAAAGATTACAACTGTACATTTTTAACAGAAATTAATGCTCATTTT
GGTTGTGTAT 
 

������21 ���	!*��6��
����	�:�(�
� Ys1 :�( Zea mays  �
��	����0��:����� GenBank 
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������23 4����������������������
�����"�	��)����������
����%**������	!*�*":�()�8�	
��
���

:��	 1,000 ����*"%�&�)��$<7'���������!*�!��&76��(	
��
����!*�����������(U �!��	�%�� 55, 56.3, 

59.2, 61.4, 63.9 %�& 66.7 �(R������
�"������	!* (M = %.*	
��
�������0�� 1 kb Plus ladder, 1 = ��

������!"�����������	��7�����, 2 = ��������!"��������	��7�����)  

 

 

 

 
 

������24 4����������������������
�����"�	��)����������
����%**������	!*�*":�()�8�	
��
���

:��	 1,000 ����*"��?���!8(�
�"�( (M = %.*	
��
�������0�� 1 kb Plus ladder, 1 = ��������!"���

��������	��7�����"���!�#$� A, 2 = ��������!"�����������	��7�����"���!�#$� B, 3 = ��������!"

��������	��7�����"���!�#$� SF8, 3= ��������!""���!�#$���������	��7�����"���!�#$� CT76) 
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4.7 �
������	
����	�� 

������!�"���������#���$��	
%�&!'�!���%	���(�)� 
 6�#
����
8��?�6�#
���6�#
7�>�(:�(�����6�"�*��7��(���*!������
��
��&"��#�'�� ��;��(���"����.

�6*�$��\��!����(U �	� 	!(�!8���������������7��!�#$��
����������
�������*6���!�#$��	��?��!�#$��
���������

%����
��"�( ������������&��
8�(��;8���;��"����.��6�"�*"'�6&�6�����
�	:�(�;)�	�"����."!(����	����

����
���	%�&�*:�(�;)�
"
%	(7�;�"���("��%���#������� (anthocyanin) :>8��� "���
8��?��!6*�()
8������	

�6�����
�	�!67�>�(�>�(�*����������!"�!8( 3 �!6����( �	�%�� 6�2, P7 %�& CT76 %�����&	!*�
�%�����(�!� �	�

�!�#$��
����������&�
%���#������������;� CT76 %�&�!�#$��
�����������
�&�
%���#�����������;� 6�2 

��;���6��%��)!	:�(4�����	��(4��6��!��>(��6�"�*��&"��#�'��������(��:�(������� ascorbate peroxidase 

 ������� ascorbate peroxidase ��?���������
������$��&���(���	��&���("���(���("���(�)�(�����!*

��$����7�
� ��;�����������:�(��������
8�
"�(�
%"	(6����������
8.��"���(:>8�������6���� �!���;��
��$'��:�(

�7�
��>�("����.������)�"���(��������
��
��&"��#�'���	� ���4�����	��(�
8������� ascorbate peroxidase �>(

��?��������7�>�(�>�("����.�)��������6�"�*�6����������	���
��
%����
��"�(�	� 

 


������������������������*������
� SRAP �	� AFLP 
 ������"���(��������	
��
���	�6������� SRAP %�& AFLP %��6�*%.*	
��
����
�%�����(�!��&76��(	


��
���:�(��������!"�
������%�&�����������	���
��
%����
��"�( %�&��;���������6�"�*��%���&�!�#$�%��6

����*�6��%�����(�!8�"��7�$������	��� 

 1. 	
��
����
���6�"�*�!*�����������(U ����!8(%���!8��)�	
��
����6�����!�#$����(U �
������	"�*�>�(

4�����	"�*���%���	���?� 3 ��$���;� ��$������� ��$�������������( %�&��$����������7�;�����%��	�

	
��
���:�(��$���
�������!8���&��*	�6�	
��
�������������$�������%�&�����������( 	
��
�������$���
�

�����������(�����?�"��7�$�
�����7����	�6��4�	���	 �7�$4��
�4��6��!�������	
��
���:�(�!�#$��
���������

���(�6��!*�!�#$��
������ ��;��(����!�#$��
��������	���
������	"�*�!8��
��
�( 4 �!�#$������!8� .��7���&�)�

��
�( 4 �!�#$����(6���&����7����	�6��4�	���	�	�(��� ��;��(����!�#$�����!8�%�*������ �&��?������6�"�*

��;��*�()
8)��	7�;��!�#$�:�(��������!"%�������6�7����;��(7���	
��
��� 

 2. �!6����(�!�#$��
��	��!*�6����$����&7��������(*��]!��!8� �*6���
�6��%����6���*�(�7!":�(

�!�#$� ��;����6�"�*���������� ���6���&��?��������@7�;��6����������	���
��
%����
��"�( 

 3. �6�����	���;���:�(�����������6�"�*	�6���������	
��
��� .>(%��6�������� SRAP %�& AFLP 

�!8��
�6��������&"�( %���
"����.���	�6��4�	���	:�(	
��
����
������:>8��	� 
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�������������������������
������������� 

 ���4������6�"�*�
� ZIP1, ZIP4 %�&  IRT1 �>�(��
��6:��(�!*���:�"�("!(�&"
���!("�6����(U :�(

����;)�������;) �*6������
�6��%�����(�&76��(�!�#$��
������%�&�!�#$������������	���
��
%����
��"�( �>(

����7�4��6��!���	6�� "!(�&"
 (Zn) ����&�
4�����7�;�����
4�����6�������"'��	���
��
%����
��"�( �������
8

�
� IRT1 �!(�6*�$����"���(����
���;���!*7�;���� Fe(II) ���'���������:����"��'��������;) ����
� IRT1 �


���%7��(�����
����������*��:�(��� �
��
8���7����
��������
� FRO2 (Feric oxidoreductase) �>�(���7����
����
��� 

Fe (III)-chelate ��?� Fe(II)  �������	"�* ����*�6��%�����(�&76��(	
��
���:�(��$���
������%�&���

����� �>(%"	(6������6� Fe(II) �
�����
� IRT1 �!*�	� 7�;�������(��:�(�
� IRT1 ���!�#$��
������%�&���

������!8����%�����(�!� 7�;��
��&"��#�'������!	 7�;�������	:>8���;��(���:������!	:�(��&"��#�'�����

���(��:�(�
� FRO2  

 

 ��;����6�"�*	
��
���:�(��������!"����
� NRAMP1 ��������6�"�*�*6�����	%.*	
��
���7���

%.*�
��$<7'�������:���!*:�(�������� �>(��	6������
��
���
��6:��(�!*���:�"�(%�(���
"�6��
7���)��	 %�&

�6*�$�	�6��
����(U �!� �>(��������;��	
��
����
�������&������������
�������"!(����&7��� ��;����6�"�*	�6���

��
�����W�
��"*�����&����"�*6�� ����
�6��%�����(�&76��(�!�#$��
������ %�&�!�#$��
��������� %����;��

��6�"�*	�6�����
�����W�
��"*�����&�������	��*�6��%�����( �!�#$��
�������*	
��
���:��	 125 ����*" 

%�&�!�#$��
�������������*%.*	
��
����
8%���
%.*	
��
����
������6����
����� %�&�!(�
*�(�!�#$��
�����
%.*	
��
���

�!8( 2 :��	 %"	(6���!�#$�	!(����6�
�
� NRAMP1 �
�%�����(����� 

 

 "��7�!*�
� Ys1 �>�(������6��*6��%"	(�����#!@�;)7�;��;)�*��
8�(�	
��6 ���7����
�"���(����
� Ys1 

�
�������"���)�(�����
���������� Fe (III)-siderophore �:��"��'��������;)�!8� ��������6�"�*�*6���
������

����!"	�6� �������
8�!(�*�6��%�����(�&76��(��$���!�#$��
������%�&�������� ��;����6�	�%.*	
��
����
��	�

��� NRAMP1 %�& Ys1 �*6����������!"�
��
���;��(7���	
��
���:�( Ys1 �$��!�#$��!8� �
���;��(7���	
��
���:�( 

NRAMP1 	�6� %���
��������!" 2 �!�#$��
�����* ���;��(7���	
��
���:�( Ys1 %���*���;��(7���	
��
���:�( 

NRAMP1 %.*	
��
������;��(7���:�( Ys1 �!8��
�6���:���6��%.*	
��
������;��(7���:�( NRAMP1 �>(��	6�� 

�
� Ys1 �
*�*���
�"���!@�6���
� NRAMP1 .�����;��(7���	
��
����
��&������)��������6�"�*��������!"�
���

���	���
��
%����
��"�( 7�;�	���
��
 pH "�(��;��(�����%����
�� 4��6��!�:�%�&����7��)����;��(7���	
��
��� Ys1%��

����(���
��� NRAMP1 �
"����.�)���?����;��(7���	
��
����	�%�����(��6�"�*	�6� polyacrylamide gel 

electrophoresis �>�(�
�6���$�(����6�������6�"�* Ys1 �
��)� agarose gel electrophoresis 
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4.8 !�+% 
 4�:�(���(���6��!� ����!f�����;��(7���	
��
�����;��*�()
8��������!"�
������"'��	���
��
%����
��

��;���$�"�7������;����&	�] �*6�� 

 1. �����6�"�*�6�������:�(��������!"���"'���
��
%����
��"�(�!8�"����.��&����	���"'��

������&��
8�(��;8���;��������!" �	��������%����
������*�����(����7�����&��
8�(	�6��6���:��:�� 400 �����

������ 

 2. ��������:�(��������!"�
���������"'��	���
��
%����
��"�(�!8���
��6:��(�!*�!*�����������!	 

oxidative stress �������)��	7�>�(�
�"����.�)��������6�"�*�;� ascorbate peroxidase 

 3. 	
��
������;��(7����
��
�6��������&�����������"'��	���
��
%����
��"�(�!8��	�����������6� 

"�*	
��
���:�(�
� NRAMP1 %�& Ys1 �
���
��6:��(�!*%�(���
"%�&�7�
� %�&�
� Ys1 ����&�
*�*���
�"�(�6��

�
� NRAMP1 

 4. 	
��
������;��(7����
��	���� Ys1 �
:��	��&��< 1 �����*" %�& 	
��
������;��(7����
��	���� 

NRAMP1 �
:��	��&��< 125 ����*" 

 5. ���;��(7���	
��
����!8( 2 )��	��?����;��(7����
��)���6�"�*	�6�������������������
�����"�>�(��?�

�������
�(�����������6�"�* 
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