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2.  
����
�������#�#������&��	"
���*+�
!"��#��$�
���!%���%��,$-���.�+� ���%��!
"!

        

2.1   
��(
�����+/��+�!�
�����(+�#����'���+/��+

        �����$*�+�*������'�
����
� CTAB �$0�������!
� Doyle ��� Doyle  (1990) 
�����'�	���
���
��������
� 200 ����������%<
=�����  ��*�>���%�*�+�?     ��
�  1.5  X  
1.5  *C��*��  ����*�$���'	�*��D0�����	���
�  �����=���*�E* ����FE��
� 2 ��������  *��
CTAB buffer (hexadecyltrimethyammonium bromide) C�0������� �'	�  PVP-40  *�'��'�  1  
*���F*C+�F,  NaCl  *�'��'�  1.4  ��������
�F,  Na2EDTA  *�'��'� 20 ��������
�F  pH 8.0,  CTAB  
*�'��'�  2  *���F*C+�F  β���  -mercaptoethanol  *�'��'� 2 *���F*C+�F  ����
� 800 #������� 
*���
�='*�'
��� ����$0���=])�� 60 ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  60  �
�$  ����=���#��
���  10  �
�$  
*�������E��F�  700  #�������  ����=���#��
*�
 ?  �ab�*=	$0����'�	
�*�+	 12,000 �����
�
�$  *�>�*	�
  15  �
�$  �)��
����
�����	������=����=��  *��#��C� � 
���  750  
#�������  ����=���#��
* D0������  �$*�+�*�  �'
������$*�+�*��'	�*��
������*�+��	
�
*�'��'� 70 *���F*C+�F  2  ���%�  ��%��='�='��$0���=])��='��  ���
������$*�+�*��'	�  TE  buffer  50  
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#�������  [Tris-HCl     (pH 7.5)  10  ��������
�F ��� Na2EDTA (pH 7.0) 1 ��������
�F]  �$0
���=])��='��  *�+����"
�
����
��$*�+�*��$0���=])��  -30  ��_
*C�*C$��
        �	!�������
��$*�+�*��$0����#�'  ����
��<
��*�+����E�$C������
���
(Promega,  USA)  �	
�*�'��'�  0.7  *���F*C+�F  ���*��D0��#EEj
  100  �	�F  ��  TAE  buffer  
(Tris  Base,  Glacial  acetic  acid,  Na2EDTA  0.5 M  pH 8.0)  *�>�*	�
  20 �
�$  *��$��*�$������$

*�+�*��
��
� (λ DNA) �'���$�m��$*�+�*��$0#�'�'	�*�n�*�$�����#��F  �	!���(�]
��'���
����
#	��*�  260  �
��*��  �'	�*��D0��  Gel  documentation

2.2  
����
�������#�#������&��	"
����� ����
!"��#��$�
���!%���  %��

������  RAPD

  

        ���*�D��# �*���F  RAPD  ��
�  10  ��	��$��#��F  !<
�	�  200  ����  �$0�
�
�m
* �0�����
��$*�+�*��������#�'�'	��p������
  PCR  ����='�	
����
���=	�
��	�����������
����
��
����  ���!
��
�*�+��	���
�������m
�������� D%��$0   �	�
�$�
�!<
���
�
���*�>�  3   ��n�F�D�   ��n�F�'
	   ��n�F�
  ��� ��n�F���%�  !
����"���$(�	(�  �����%���*�D%��'�!��
*�D����'
����  3   ��n�F������
	���
���'�  ���'�* _()'�$0�
�	�
*�>� ��n�F�'
	��� ��n�F���%�  
������*�!
� ��n�F�$0��)����'*�$�����
���'�  �	�  6  '�  *�>��	�������������������
����
�
����*�D��# �*���F
        �p������
  PCR  �������'	�  �$*�+�*�!
�!$������
����C�0���'*�>��$*�+�*�
'����  60  �
������  10x  Taq  buffer  (Promega,  USA)  2  #�������  # �*���F   *�'��'�  0.3  
#�������
�F  MgCl2  2.5  ��������
�F  dNTP  *�'��'�  150  #�������
�F  Taq  polymerase  *�'�
�'�  1.0  �)�����p������
  ����
��	�  25  #�������  ���*��
�=F�$*�+�*��'	�*��D0���	����
���=])���������  (DNA  Thermal  Cycler)  ���  denaturation  �$0���=])��  95  ��_
*C�*C$��  *�>�
*	�
  1  �
�$  annealing  �$0���=])��  37  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  ���  extension  �$0
���=])��  72  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  2  �
�$  !<
�	�  39  ���  ���
��'	����=])��  95  ��_

*C�*C$��  1  �
�$  37  ��_
*C�*C$��  1  �
�$  ���  72  ��_
*C�*C$��  10  �
�$  ���������'
�
=����
��<
  PCR  �<
�
����
��$*�+�*��$0���*��
�=F#�'!<
�	�  10  #�������  �
�	!�����
�
�����%��$*�+�*��'	�	�n$��*�+����E�$C�����(��	�'� ��
����$0�$�	
�*�'��'�  1.5  *���F*C+�F  ��
�
����
�  TBE  buffer  (Tris  Base,  Boric  acid,  Na2EDTA  0.5  M  pH 8.0)  ��'���*��D0��#E
Ej
  100  �	�F  *�>�*	�
  1  ��0	���  50  �
�$  �'���m��$*�+�*��'	�*�n�*�$�����F#��F*�'��'�  0.5  



12

#������������������  *�>�*	�
  30 �
�$  �'
��%<
�
� 30 �
�$   �	!�)�m��$*�+�*�]
��'���
����
#	��*� 260 �
��*��  ���m�
��)������'  Gel documentation  ���*�D��# �*���F�$0
�
�
�m* �0�����
�����='�m�     �$*�+�*��$0�$�	
����
���=	�
��	�������������������

��

        �<
# �*���F�$0���*�D��#	'��'	�
�<
�
����*�D���$����%�  ���* �0�!<
�	��	���
������
�����������
��*�>�  6  �	���
�  ��'	�<
# �*���F�$0�='�	
����
����
����*!�����m��$*�+�*�
�$0�����  * �0�����
��$*�+�*��������
���$0����*�+��
��%�=��  !<
�	�  116  �	���
�  * D0��<
�)�
����$*�+�*��$0#�'#�	�*��
�=F=
�	
���� ��nF����	
����'����
� ��n�������=	�
����������

����#�

2.3  
����
�������#�#������&��	"
����� ����
!"��#��$�
���!%���%��

������  ISSR

        �����=
�]
	��
��<
�
��$0*=�
������# �*���F!<
�	�  6  ����  �<
=���
*�����  ISSR  (
�
��$0  1)  ��'	* �0�����
��$*�+�*�����	���
���%�=���'	��p������
  PCR  
�
�]
	��$0*=�
����������# �*���F  �p������
  PCR  �������'	��$*�+�*�'����  60 �
������  
10x Taq  buffer (Biolab, USA)  2  #�������  # �*���F*�'��'� 0.3 #�������
�F   dNTP  *�'��'�  
150  #�������
�F  Taq  polymerase  *�'��'�  1.0  �)�����p������
   ����
��	�  25  #�������

# �*���F  P1  �$�]
	��
��<
�
�����$%  ���=])��  94  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  
�
�$  1  ���  
��'	�  95  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  63  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  
���  72  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  4  �
�$  !<
�	�  27  ���  ���
��'	����=])��  72  ��_

*C�*C$��  7  �
�$  ���������'
�
        # �*���F  P2  �$�]
	��
��<
�
�����$%  ���=])��  94  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  
�
�$  1  ���  
��'	�  95  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  61  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  
���  72  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  4  �
�$  !<
�	�  27  ���  ���
��'	����=])��  72  ��_

*C�*C$��  7  �
�$  ���������'
�
        # �*���F  P3  �$�]
	��
��<
�
�����$%  ���=])��  94  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  
�
�$  1  ���  
��'	�  95  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  53  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  
���  72  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  4  �
�$  !<
�	�  27  ���  ���
��'	����=])��  72  ��_

*C�*C$��  7  �
�$  ���������'
�
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        # �*���F  P4  �$�]
	��
��<
�
�����$%  ���=])��  94  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  
�
�$  1  ���  
��'	�  95  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  55  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  1  �
�$  
���  72  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  4  �
�$  !<
�	�  27  ���  ���
��'	����=])��  72  ��_

*C�*C$��  7  �
�$  ���������'
�
        # �*���F  P6  ���  P8  �$�]
	��
��<
�
�����$%  ���=])��  94  ��_
*C�*C$��  
*�>�*	�
 5 �
�$  1  ���  
��'	� 94 ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
 30 	��
�$  60 ��_
*C�*C$��  *�>�
*	�
  90  	��
�$  ���  72  ��_
*C�*C$��  *�>�*	�
  90  	��
�$  !<
�	�  35  ���  ���
��'	�
���=])��  72  ��_
*C�*C$��  5  �
�$  ���������'
�
        �	!����)�����$*�+�*��$0#�'����
�����'	�	�n$��*�+����E�$C�����(��	�'�
��
��� 1.5 *���F*C+�F  ���
����
�  TBE  buffer  �'���'	�*�n�*�$�����#��F  ���m�
��)������'  
Gel documentation

2.4  ������� 8����(��&��	8�!�����,
!-$�����&��	"
���

       �����'��)��m��$*�+�*�*�>��'��)���� binary ����='<
�=����$0�$�m��$*�+�*��$
��
*��
���  1  ���<
�=����$0#����
�p�m��$*�+�*��='��
*��
���  0  �<
�	��	
���� ��nF����m��$
*�+�*�����
���)�  Similarity  Index  �����'
�*���������!
��
�	�*��
�=F���  Cluster  
Analysis  ���	�n$  UPGMA  (Sneath and Sokal, 1973)  �'	����������� �	*��F�<
*�+!�)�  SPSS  
for  Windows  Version  11.0  
�	�n$�
����  Jaccard  (1908)  * D0�	�*��
�=F�	
���� ��nF��=	�
�
��������]
������������
��

��������  1  �<
���*�����# �*���F!<
�	�  6  ����  �<
=���*�����  ISSR

Sequences
Primer

(5' --> 3')

P1 (AGG)6 AGGAGGAGGAGGAGGAGG

P2 (AG)10G AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGG
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P3 (CT)10G CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC

P4 (AG)10T AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGT

P6 (AC)8CTT ACACACACACACACACCTT

P8 (GGGTG)3 GGGTGGGGTGGGGTG

��(�"�!�+"#
�'8

1. ���+����&.$

        ��
����!
��=�����)���*��<
*]����=���  �<
*]����� ��  �<
*]�       
�����  !��=	������
  ����<
*]��'
��
�  !��=	��* �����$  �������*�+��	���
�������!
�'�
�$0*�"����$�
�*�+��%<
=	
�  =�D�*�+�(��
��'�������F  ��������
� ��n�F  ������'�* _()'  
'�* _*�$�  !<
�	���%���%�  116  �	���
�  ����
���*�$��  ��
�
��$0 2

2.  (������

- CTAB  (Hexadecyl  Trimethyl - Ammonium  Bromide)
- β- Mercaptoethanol
- PVP - 40  (Polyvinyl  pyrolidone)
- NaCl  (Sodium  Chloride)
- Na2EDTA  (Sodium  Ethylene  Diamine  Tetra  Acetate)
- Tris-HCl  (Tris-Hydrochloride)
- Chloroform
- Isopropanol
- TE  buffer
- Ethanol
- Agarose  (Promega,  USA)
- Acetic  acid
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- Boric  acid
- Tris  base
- Ethidium  bromide
- Loading  buffer
- 100  bp  ���  500  bp  DNA  Ladder  (Operon,  USA)

- λ DNA  (Promega,  USA)
- dNTP  (dATP,  dTTP,  dCTP  ���  dGTP)  (Promega,  USA)
- MgCl2  (Promega,  USA)
- 10x  Taq  buffer  (Promega,  USA)
- Taq  DNA  Polymerase  (Promega,  USA)
- Primer

   -  RAPD  Primer  !<
�	� 200 ����  #�'��� OPA01-20, OPB01-20,  
OPC01-20, OPD01-20, OPT01-20, OPR01-20, OPAA01-20, OPAB01-20,   OPZ01-20, OPE-11, 
OPE-14, OPF08, OPJ-09, OPJ-16, OPK-02, OPO-08,    OPP-08, OPQ-14, OPU-08, OPX-11, 
OPX-18, OPAI-21, OPAL-20, BC210,  UBC35A,  IBRC-RP07,  No.8,  No.11 ���  W-11

-   ISSR  Primer !<
�	� 6 ���� #�'���  P1, P2,  P3,  P4,  P6 ��� P8

3.  +"#
�'8

- )'*�+����)'�����+�  -30  ��_
*C�*C$��
- *��D0��#����*C+���E~	!F
- *��D0����0��_����  4  <
�=���
- *��D0��	���	
�*�>������
�
- *��D0�����
����
��������
- �������*=�+�
- �~*���������
�
- *��D0��*���

- =�'���0��	
����#�
- *��D0��!�
������#EEj

- *��D0����*�+����E�$C��
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- *��D0�� $C$�
�F
- *��D0�����	���
�
- =���*�E* ����FE
- #����*	E
- Gel  ducumentation
- �%<
��+�  ���������%<
��+�
- *��D0����'	  ������	�  ����	��
� ?

�������� 2  !<
�	��	���
�����=��� ��n������������
��
���� ��n�F�
   ��n�F�'
	   ��n�F 
���%�   ��n�F=�'�   ��n�F#��  ��������'�* _()'�$0#���
�
�m���� ��n�F#�'

�=��� ��n�����
* _  ��n�F

!��=	�� �<
*]� <
��
!<
�	� �=��**

*�$�
(F)

�

(B)

�'
	
(W)

���%�
(Y)

����
 ���=���
���� ��

���=���
�����
���� ��

���=���
�����
���� ��

�����
�)���
��
=��
�����
�����
�)���

�$=�	�
��
=��
�����
�����
�)���

�$=�	�

2
6
3
6
9
1
6
3
3
10
11
1
1
1

BF001-002*
BF101-106
BF601-603
BF201-206
BF301-309
WF001*
WF101-106
WF401-403
WF601-603
WF201-210
WF301-311
YF001*
YF101
YF401
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()'
(M)

#��  (E)
=�'�  (P)
#���
�
�m
���� ��n�F#�'

* �����$
* �����$
����


* �����$
�	�

�'
��
�
�'
��
�
���� ��

���=���
�����
�'
��
�

��
=��
m%<
���F
m%<
���F
�)���

�$=�	�
�����
�����
m%<
���F

6
8
2
1
1
6
1
9
14
5
116

YF601-606
EF501-508
PF501-502
WM001*
YM001*
MM101-106
WM401
MM201-209
MM301-314
EM501-505

**� �(

���"�<
�=������ =�
�m�� �D0� ��n�F
B �D�  ��n�F�

W �D�  ��n�F�'
	
Y �D�  ��n�F���%�
E �D�  ��n�F#��
P �D�  ��n�F=�'�
M �D� #���
�
�m���� ��n�F#�'

���"�<
�=����$0��� =�
�m�� * _
F �D� '�* _*�$�
M �D� '�* _()'

���"�<
�=����$0�
� =�
�m�� �m
��$0*�+��	���
�

 ���� �"  * '��$0��'���
������*�D%��'����# �*���F!<
�	�  200  # �*���F
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1 �D� <
���)��� �<
�]����� �� !��=	������

2 �D� <
������� �<
*]����=��� !��=	������

3 �D� <
������� �<
*]������ !��=	������

4 �D� <
���$=�	� �<
*]����� �� !��=	������

5 �D� <
��m%<
���F �<
*]��'
��
� !��=	��* �����$
6 �D� <
����
=�� �<
�]����� �� !��=	������



