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��������	
��
���� 

 

������� 

 

1.  ���
��������	��� 

 

1. 1  �������	
���
������������ 60 ������� 
���!����	��"���������� 
.$�
%"�� �.���������       
�����&'()"(�*���
������
�+ �
���$�,�� ���-������&'(���.�(��,
����/� �)�	
��������-���$�0��
,��� hilum ��$�
+*�1�� 
+*��
�� 100 ���-��2����)"(��' 15 �"�� .�(���1��
%�
1�
��"�$	�
�       
3�'4��,
����-���
����
$4���"� ("�6, 2546) 

1.2  �������	
���
��� GC10848 ������� 
���!���.�(��9
��	�:��.����
���� (AVRDC) 
����!%�������&1"��$1"� �!%���,1�*�.��.$
 �.
3")6� �����&'()"(�*���
������
�+ �
���$�
�����,�� ���-���,
����-� �)�	
��������-���$�
+*�1���,�� hilum ��$�
+*�1���*� �����&'(���-�.,-�    

+*��
�� 100 ���-��2����)"(��' 10 �"�� .�(1��
%�
1�
��"�$	�
�3�'4��,
����-���
����
$4��
�"� ("�6, 2546) 
 
2.  ��������	
���������� 

 

2.1 
�)�"'�%������
��":$���
��� ���.�� )��3�; )<���"(��& �!
$
 ��
.��� $*��� .�( 
.
��
=
�� 

2.2  
�)�"'�%������
��")� ��������	
� ���.�� �"(���  �!
 ���)>�����  )�?� .�($�"�3��
)<
���
�*������1" �	� 

2.3  
�)�"'�%������
��"��-;1��
�����	�  ���.�� ������$1!� �""��" )���� �"(1!�
+*�.,-� 
2.4  
�)�"'�.�(�3"	�
��	
%������
��"�!�3"�(�����
-
�
 
 

2.4.1  1 �.�� �20 
����A��A��$ "��
 F2-189GYN (SANYO) 
2.4.2  �3"	�
�
!��3B%"B0"�A�$ "��
 SEQ-2050 (SCIE-PLAS) 
2.4.3  �3"	�
�����4����� (gel documentation) "��
 DP-001.FDC (Viber Lormat) 
2.4.4  �3"	�
� vortex "��
 VX 100 (LABNET) 
2.4.5 �3"	�
�;�� (water bath) "��
 Isotemp 210 (Fisher Scientific) 
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2.4.6  �3"	�
���!��)"!��'���
-
�
.;;
�1B
��1! (PCR) "��
 PTC-100TM (MJ 
Research,Inc.) 

2.4.7 �3"	�
�����$�"%�
!�� 4 1*�.�
�� "��
 TC-205 (Denver Instrument Company) 
2.4.8 ��� sequencing gel "��
 E90697 (Scia-Plas)  
2.4.9 �3"	�
������"(.$�00<� "��
 E833 (Scia-Plas) 
2.4.10  ���

D��3�����
�

+*� (autocave) "��
 AMA 2405 (ASTELL) 
2.4.11  �3"	�
�)>E
.��$�" (centrifuge) "��
 Sigma 210 (LABORZENTRIFUGEN 

GmbH) 
2.4.12  �3"	�
����3����)F
�"�- ���� (pH meter) 
2.4.13 B�"��;�1��
�����	�  
2.4.14 ��B3")G�)1�
!�)"�;)"!��1"��� "��
 CALIBRA 822 (SOCOREX) .�( %!) 

(tip)  
2.4.15  ��
��$�$�" (microtube) ,
�� 50, 15, 1.5, 0.5, 0.2  �!��!�!1"  
2.4.16  �3"	�
�.���  
2.4.17  
�)�"'�
	�
J ���
 ����	
 )��3�; �"(��&����$�" ��

1��$�" �"(��&1!�)<�� 

.:�

(� �!�
���0�
��� 0G�������" )  
 

2.5  
�)�"'�.�(�3"	�
��	
%������
��"�D�&�3�'4�����-���
���  
 

2.5.1 �3"	�
����3����"
*��00<� (conductivity meter) "��
 JENWAY 4010 
2.5.2 �3"	�
�����$�"%�
!�� 3 1*�.�
�� 
2.5.3 1 �
;��"�

 (hot air-oven) 
2.5.4 1 ����( hotpack 35260 .�( WTB brinder "��
 VAP2 
2.5.5 
�)�"'�
	�
J ���.�� ��
�%��
�, ;����
"� ,.:�

(� �!�
���0�
���, )��3�;, 

��� 
 

3.  ������� 

 
3.1 $�"�3��%������
��"$������
-
�
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3.1.1  �
B1"��
���� 
3.1.2  extraction buffer )"(�
;����100 mM tris (hydroxymethyl) 

aminomethane(pH 7.5), 50 mM ethylenediamine tetraacetic acid di-sodium salt (EDTA-di-
soduim salt) (pH 8.0), 500 mM NaCl, 1.25% sodium dodecyl sulphate (SDS) .�(10 mM  2-
mercaptoethanol) 

3.1.3  potassium acetate 
3.1.4  cholroform : octanol (24 :1) 
3.1.5  isopropanol 
3.1.6  ethanol 65, 70, 85 �)
"��A-
1� 
3.1.7  chloroform : phenol (1:1)  
3.1.8  sodium acetate 
3.1.9 RNase A �,��,�
 10 �!��!�"��1�
�!��!�!1" 
3.1.10 TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5 .�( 1 mM EDTA pH 8.0) 
 

3.2 $�"�3��$*��"�;��"%*�)K!�!"!����A�
�"�  (polymerase chain reaction �"	
 PCR) 
 

3.2.1  10 x buffer 
3.2.2 dNTP (2.5mM)                                                                                          
3.2.3 MgCl2 (25 mM) 
3.2.4 EFGHIJGK (1  µM)       
3.2.5  Taq DNA polymerase (5 U/µl)             
3.2.6  NOHJPQHJ (50 ng/µl, 25 ng//µl )               
3.2.7 QRSTUVWXQ                

 

3.3  $�"�3��$*��"�;��"%*�
!��3B%"B0"�A!$���� agarose gel 
 

3.3.1  agarose gel 
3.3.2  tris base 
3.3.3  0.5 M EDTA  
3.3.4  boric acid 
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3.3.5 HCl 
3.3.6 bromophenol  blue 

 
3.4.  $�"�3��$*��"�;��"%*�
!��3B%"B0"�A!$���� denaturing polyacrylamide gel 
 

3.4.1 bind silane (Plusone) 
3.4.2 repel silane (Plusone) 
3.4.3 glacial acetic acid (Merck) 
3.4.4 ethanol 95 �)
"��A-
1� 
3.4.5 acrylamide gel .�( methybisacrylamide (Plusone) 
3.4.6 TBE buffer 
3.4.7 urea (USB) 
3.4.8 10% APS (ammonium persulfate) 
3.4.9 TEMED (N,N,NY,NY-tetramethylenediamine) 
3.4.10 AFLP loading dye (98% formamide, 10 mM EDTA, 0.1% xylene cyanol, 

0.1% bromophenol blue) 
3.4.11 developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde, 2 ��B3"�"��1�


�!��!�!1" sodium thiosulfate) 
3.4.12  silver nitrate (Merck) 
3.4.13  
+*�����
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��
���� 
 
1.  ��������	��������� �� 1 �	
��
����	������ �� 2 

 
1.1  ��":�!1���-�� �:$�����%�� 1 %*�B����":$�,���"(�������
��� ��������� 60 %�����

1��
%�
1�
��"�$	�
�3�'4��,
����-���
����
$4���"�.�(���%*��
��%���)F
��
���.����;��
��� GC 
10848 %��1��
%�
1�
��"�$	�
�3�'4��,
����-���
����
$4���"�.�(���%*��
��%���)F
��
�����

�!����":$���$"%*�������
�+ 

�.  ��"�*������$"1��: � (emasculation) ,
���
���.����������� 60 �"(%*��
1

����
�������� 7.00 
. � 8.00 
. B����	
��
�%���"�
��(;�
�
��
"���,D+
 ���;�
�B:�������-
�����
��-�
�
� ���)��3�;)���.���AD��%*�3���$(
������$*�����;.
��
=
��.��� �D����;�
����$��

���
;
����$ ����
����%��(���;�
��� ���
�+
�-�D���$"1��: �AD��
� �"
;J��$"1������%�+���� 10 

�


� "(���
��������$"1������;
;�+*���"�(�(%*����:$����1!� B��%����)�(�1"����
�1������  
1- 2 �
��
 1 ��
 ��	�
��":$���
��� 

,.  ��"�����(

���$"1��: � (pollination) ��������%������($�3	
 8.00 � 10.00 
. ��-;
�
��������	
������
�����
 GC 10848 %��;�
�1-�%���
1

���� $�,
��
����3�$��$
� � �D��
�$��
%��
�"������ standard .�( wing 

����	
�2��($��
,
� keel AD��4���
��
�;�(

���$".�($��
,
�
��$"1������
� � 
*�$��
)���,
���$"1��: ��).1(��;
�
���$"1������%��%*������$"1��: �.���     
1!�)<��;
�3 �:$�.�(��
 ��	

 )L%��:$���$" ������������(

���$"  1 ��
 ���:$����1!��
��(
"��� .1����:$�1!��(��-
M>�
�

$ OHZO[\ HI]XJ^_U`UaHUPbHUOX[\HIVPNVcUdeIfWX\gOX 1 

1.2  ��")� �1�
� �:$�����%�� 1 
*����-�� �:$�����%�� 1 ��)� ��)F
1�
� �:$�����%�� 1 �

�"	

)� ��	�%��
�1"��$
;3����)F
� �:$�B������3"	�
��������
-
�
.;; SSR   

1.3  ��"1"��$
;3����)F
� �:$�B������3"	�
����� SSR  
1.3.1  ��-;1��
�����;���1�
� �:$�����%�� 1 ��$������
-
�
B��)"(���1��!����",
� 

Dellaporta et al.(1983) ���
�+ 
�.  ;�1��
�����;
�

�������	
�)"(��' 1 �"�� ����(�
��������
B1"��
���� 

�1!� extraction buffer %��;�����%��
�'�4 �! 65 
����A��A��$ )"!��1" 5  �!��!�!1" ���
B�"�� :$�
����,����
 .���1���$���
� microcentrifuge  tube ,
�� 1.5 �!��!�!1" ���
�+

*��))>E
�����3"	�
�  
vortex  
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,.  ;��%��
�'�4 �! 65 
����A��A��$ 
�
 20 
�%�  
3.  �1!� 5 M potassium acetate 300 ��B3"�!1" ;���

+*�.,-�
�
 1 ����B�� 
�.  �1!� chloroform : octhanol (24 : 1) 300��B3"�!1" :$�����,����
 
�.  )>E
�������%��3����"-� 10,000 "
;1�

�%� 
�'�4 �! 4 
����A��A��$ 
�
 15 


�%� 
2.  � �$�"�(���$��
;
$���$���
�����,
�� 15 �!��!�!1" 
�.  �1!� isopropanol %����-
�)F
)"!��' 2 �%��,
�$�"�(����
��
� :$�����,��

��
.���%!+����,���3	
%��
�'�4 �! 4 
����A��A��$  
A.  ���������
-
�
����.%��.���)����
,
����-� �������� ethanol 70 �)
"��A-
1�  

1 �!��!�!1" .���
*��) spindown B��%*�A+*�,�+
1


�+ 3 3"�+� 
P.  :D�����1(�

���
-
�
.��� .����(���1(�

���
-
�
�
 TE buffer )"!��' 

200 ��B3"�!1" 
/.  �1!� chloroform : phenol (1:1) 400 ��B3"�!1" :$�����,����
 
Q.  )>E
�������%��3����"-�"
; 10,000 "
;1�

�%� 
�
 10 
�%� 
K.  � �$�"�(���$��
;
$���$���
�����,
�� 1.5 �!��!�!1" 
6.  �1!� 3 M CH3COONa 300 ��B3"�!1" :$�����,����
 
R.  �1!� ethanol 70 �)
"��A-
1� %����-
 1 �!��!�!1" 
9.  )>E
�������%��3����"-�"
; 10,000 "
;1�

�%� 
�'�4 �! 4 
����A��A��$  


�
 10 
�%� �%$�"�(���%!+� .�������1(�

���� ethanol 70 �)
"��A-
1� 1 �!��!�!1" 
*��) 
spindown B��%*�A+*�,�+
1


�+ 2  3"�+� 

 '.  :D��1(�

���
-
�
���.��� ���
�+
�(���1(�

���
-
�
�
 TE buffer 
)"!��1" 50-200 ��B3"�!1"  ,D+

� ���;)"!��'���
-
�
%����� 

1.3.2  ��"�!�3"�(������!������
-
�
B���%3
!3 SSR  
   �.  
*�$�"�(������
-
�
,
���
�����
  ��
���.�� .�(� �:$�����%�� 1 ��)"�;3���
�,��,�
����)F
 50 
�B
�"��1�
��B3"�!1" ��	�

*�����!��)"!��'����)K!�!"!����A�
�"�hN[ifj      
EFGHIJGKgOXkGlUJbNj\[Qm\nVOhJEgNK 2-5 Hbe oRSTp qSTQ\Q 4 fQmN (rTGTsgOX1)  
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rTGTsgOX 1  VSTNWbHbeZJsEFGHIJGKgOXifjiQUTGHFmXIkGmITtNOHJPQHJNj\[HgnQmn SSR  
 
fQmNEFGHIJGK                          Sense primer                                            Antisense primer 
  SOYHSP176 (AT)n       ttttgttaagttactgtactgtgg    tattttagcagttttagatgattcg 
  SOYSC514 (AT)n      ctacatgacacaattcttagggacc                 tggaaatcagtggaatatgtgaagc 
  SOYPRP1 (ATT)n      aagaggtacgtgccaaattacatca                 atcttgttagaaaactccgcccaca 
  SAT43 (AT)n       aaattctgttcattgtccgtc                  cattttaatatcccgagtagg 
 
  
  ,.  �1"���$�"�3�� (1�"��%�� 2) $*��"�;����
)K!�!"!����A�
�"� 
 
1�"��%�� 2  �
!�.�()"!��1",
�$�"�3��%������
)K!�!"!����A�
�"�B���%3
!3 SSR  
 
                       $�"�3��%������
)K!�!"!��                                                           )"!��1" (��B3"�!1") 
                   ���
-
�
 (50 
�B
�"��1�
��B3"�!1")                                                      1.00 
                   10x PCR buffer                                                                                         1.25 
                   dNTP (2.5 mM)                                                                                         0.50 
                   MgCl2 (25mM)                                                                                          1.00  
                   Primer sense (1 ��B3"B���"�)                                                                 1.25 
                   Primer  antisense (1 ��B3"B���"�)                                                          1.25 
                   Taq polymerase (5 �
���/��B3"�!1")                                                     0.10 
                   
+*�����
;"!$�%��                                                                                          6.15         

                            "��                                                                                                 12.50                                                
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  3.  :$�$�"1���J%���1"�������
,�
 ,. ����,����
 ���
�+

*��,���3"	�
���A�
�"����

�'�4 �!.�(�����
��"%*�)K!�!"!�����
�+ 
 ,�+
%�� 1 
�'�4 �!      94  
����A��A��$      3  
�%� 
 ,�+
%�� 2  
�'�4 �!      94  
����A��A��$         30  �!
TgO 
 ,�+
%�� 3  
�'�4 �!      56  
����A��A��$         30  �!
TgO 
 ,�+
%�� 4  
�'�4 �!      72  
����A��A��$           1  
TgO 
 %*�A+*�1��,�+
1

%�� 2 - 4 �*�
�
"
; 35 "
; 
 ,�+
%�� 5  
�'�4 �!      72  
����A��A��$         10 
TgO 
 ,�+
%�� 6  
�'�4 �!        4  
����A��A��$            
  �.  
*�:�:�!1%�������.��,
��,
����
-
�
B����"%*�
!��3B%"B0"�A�$���� 
denaturing polyacylamide gel  

1.4  ��"$"���)"(���"� �����%�� 2 %*�B��)��
����1�
� �:$�����%�� 1 :$�1���
� ��-;���-�
� �����%�� 2 �))� ��)F
)"(���"� �����%�� 2 �
.)��)� ��	�%��
���	�
� ��"�"(���1�� 
(segregation) ,
����&'(3���1��
%�
1�
��"�$	�
�3�'4��,
����-���
����
)"(���"  
 
2.  �����
����������������"��#����	$%&��"��'�(#����
����	������ �� 2 

 

 )"(��!
��"�$	�
�3�'4��,
����-���
����
$4���"�,
�)"(���"� �����%�� 2 B���!����"
1���J ���
�+ 

2.1  ��"1"��$
;��"�$	�
�3�'4�����-���
���4���1�$4��.����
�%��� �3�;3�� 
(incubator weathering) ��-;M>��������	
�%��"(�($��.��%��$"�"�!%��B����-;.��1�
 
*�M>���;��%��

�'�4 �! 30 
����A��A��$ 3����	+
$����%��)"(��'  90-100 �)
"��A-
1� 
�
 7 ��
 ���
�+

*�M>�
��:D�����
.��� 
�����-�

����M>������	
 ���(���-��*�
�
 25 ���-� (%*� 3 A+*�) ;
�"(��&
���(%��%*�����	+
����
+*�����
 ���
�"(��&����J.���
*��)�$����
����$1!� 
*��)����
1 ����(%��

�'�4 �! 25 
����A��A��$ 
�
 7 ��
 ���
�+
)"(��!
3����
�B��
�;�*�
�
1�
����%���
�)�1! 
(ISTA, 1985) 

2.2  ��"���3����"
*��00<�,
�$�"%��"������

�������-� B������
+*��
�����-� 25 ���-� 
(%*� 3 A+*�) 
*����-��).���

+*�����
 (deionized water) )"!��1" 75  �!��!�!1" AD��;""��
� ��
;����
"�
,
�� 250 �!��!�!1" )G�)��;����
"�����.:�

(� �!�
���0�
��� 
*��)����
1 �;��%��
�'�4 �! 20 

����A��A��$ 
�
 24 ����B�� ���3����"
*��00<�,
�$�"%��"������

�������-� (AOSA, 1983) 
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2.3  ��"���)
"��A-
1��)�	
��������-� %*�B����"$������-�%��"(�($��.����-;�������� 10 
���-� 
*����-�������
+*��
�� ���
�+

*����-��).���

+*�����
%��
�'�4 �! 5 
����A��A��$ 
�
 15-16   
����B�� .�(�)�	
��������-�

�������-� 
*��)�	
��������-�.�(���-� (%��������)�	
�����) �)
;�

1 �
;��"�

%��
�'�4 �! 105 
����A��A��$ 
�
 24 ����B�� .�����������
+*��
��.��� (�"'�%�������-�
.,-�����������"��%���)�	
��������-�.���.��
+*�1�
�)) 3*�
�'���)
"��A-
1��)�	
��������-�1��$ 1" 
���
�+ 
   
  �)
"��A-
1��)�	
��������-� =  
+*��
��.���,
��)�	
��������-�     x 100 
                               (
+*��
��.���,
����-�) 
 
3.  ���������
�������
)�*+��#��	��,�
�--��� 

 

3.1  $������
-
�
���)"(���"� �����%�� 2 1���!����"%��������������
,�
 1.3.1 
3.2  �!�3"�(����)"!��',
�$�"�(������
-
�
%��$������B��%*����$�"�(������
-
�
��	


����� 100 �%�� (���
-
�
 3 ��B3"�!1"�

+*�����
 297 ��B3"�!1" ) 
*��)�����3����"� ���	

.$�
��1"����B
��1�����3"	�
� spectrophotometer %��3������3�	�
 260 
�B
��1" AD��$�"�(���         
���
-
�
3����,��,�
 1 �!��!�"��1�
��B3"�!1" ��3����"� ���	
.$� (absorbance, A260) �%����; 20 
�
��� absorbance (A260) ���
�+
$���"�3*�
�'��)"!��'���
-
�
�"	
�"�
!�3��
!�������$ 1"
���
�+ 
 
  )"!��'�"�
!�3��
!�    =   A260 x 1/20     �
����)F
�!��!�"��1�
�!��!�!1"   
  )"!��'�"�
!�3��
!�    =   A260 x 1/20 x 1000  =  A260 x  50   �
����)F

�B
�"��
1�
��B3"�!1"   
 ���
�+
$�"�(������
-
�
��	
��� 100 �%�� $���"�3*�
�')"!��'�"�
!�3�!
!��
���
�)F

�B
�"��1�
��B3"�!1"���  =   A260 x 50 x 100   
 ��	�
%"�;)"!��'$�"�(������
-
�
,
�)"(���"� �����%�� 2 .1��(1��
����.���)"�;
)"!��'���
-
�
�����3����,��,�
 50 
�B
�"��1�
��B3"�!1" ����%����
%��1��
������	�
"�����
-
�
  

3.3  .;��)"(���"� �����%�� 2 

��)F
 2 �����B���!��"'����:���")"(��!
��"�$	�
�    
3�'4��,
����-���
����
$4���"� 3	
 �����%��1��
%�
1�
��"�$	�
�3�'4���*�
�
 12 1�
��;�����%��
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�

.
1�
��"�$	�
�3�'4���*�
�
 12 1�
 "��$�"�(������
-
�
%��$������1�
� �����%�� 2 �
.1��(
������,��������
 (bulked DNA) 
 
4.  ���+��)��-	�*�����%���$���%��*� ���� RAPD 

 
 4.1  
*�$�"�(������
-
�
,
���
�����
  ��
���.�� .�(���,�
 3.3 ��1"��$
;����!���      
���
-
�
�����%3
!3 RAPD B�������"��
"�,
�� 10 
!�3��B
�%�� �*�
�
 200 �
!� (1�"��%�� 3) 
��	�
��!��)"!��'���
-
�
 AD��%*����B����"�1"���$�"1���J (1�"��%�� 4) $*��"�;����
��"%*�)K!�!"!��
��A�
�"� :$�$�"1���J�,��������
 ���
�+

*��,���3"	�
���A�
�"����
�'�4 �!.�(�����
��"%*�)K!�!"!��
���
�+ 
 ,�+
%�� 1 
�'�4 �!      94  
����A��A��$    3  
�%� 
 ,�+
%�� 2  
�'�4 �!      94  
����A��A��$          1  
TgO 
 ,�+
%�� 3  
�'�4 �!      36  
����A��A��$          1  
TgO 
 ,�+
%�� 4  
�'�4 �!      72  
����A��A��$     1.30  
TgO 
 %*�A+*�1��,�+
1

%�� 2-4 �*�
�
"
; 39 "
; 
 ,�+
%�� 5  
�'�4 �!      72  
����A��A��$          5  
TgO 
 ,�+
%�� 6  
�'�4 �!        4  
����A��A��$            
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rTGTsgOX 3  EFGHIJGKgOXifjiQUTGHFmXIkGmITtNOHJPQHJNj\[HgnQmn RAPD  qSTQ\Q 200 fQmN 
 
       fwNEFGHIJG                       xIT[HVZVSTNWbEFGHIJGK                              bGmyWg 
 AA  01, 03, 07, 09, 11, 16, 18, 19, 20  Operon Technologies 
 AB  01, 04, 05, 06, 11, 13, 15, 16, 18, 19, 20 Operon Technologies 
 AC  02, 03, 05, 07, 08, 09, 10, 13, 14, 15, 19 Operon Technologies 

AD  02, 03, 05, 06, 11, 19, 20   Operon Technologies  
 AF  04, 06, 07    Operon Technologies 
 AH  01, 02, 09, 11, 12, 16, 17, 18, 19  Operon Technologies 
 AI  05, 08, 11, 12, 13, 14, 15, 16  Operon Technologies 
 AP  11     Operon Technologies 
 APG  03     Operon Technologies 
 APW  01, 02     Operon Technologies 
 OPA  02, 03, 04. 05, 07, 08, 09, 11, 13, 14, Operon Technologies 
   16, 18, 19 
 OPB  02, 06, 08    Operon Technologies 
        OPC            02, 03, 05, 06, 07, 10, 11, 12, 13, 16, Operon Technologies 
                                    17, 19, 20 
 OPD  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, Operon Technologies 
   11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
 OPE  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, Operon Technologies 
   11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
 OPF  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, Operon Technologies 
   11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
 OPH  02     Operon Technologies 
 OPI  03, 04, 10, 12, 14, 18   Operon Technologies 
 OPJ  05     Operon Technologies 
 OPK  02, 14, 16    Operon Technologies 
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rTGTsgOX 3 (raJ) 
 
       fwNEFGHIJGK              xIT[HVZVSTNWbEFGHIJGK                                       bGmyWg 
 OPL  12, 13, 19    Operon Technologies 
 OPN  03, 04, 14, 20    Operon Technologies 
 OPR   02, 03, 05    Operon Technologies 

OPV   01     Operon Technologies 
 OPX  04, 05     Operon Technologies 
 OPV  02, 03     Operon Technologies 
 O  08     Bioprobe 
 PRP  01, 02      Chen et  al.  1997 
 RSR  01, 02, 03    Chen et  al.  1997 
 TPXR  01, 02     Chen et  al.  1997 
 RS  01     Chen et  al.  1997 
 U.B.C.  01, 02, 03, 04, 05, 06 ,07, 08 ,09 10, University of British  
   11, 12, 13,14    Columbia 

  
gOXIT : Thseng et  al. (1999)    
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1�"��%�� 4  $�"�3��.�()"!��1",
�$�"�3��%������
��"%*�)K!�!"!����A�
�"������%3
!3 RAPD 
 
                       $�"�3��%������
)K!�!"!��                                                           )"!��1" (��B3"�!1") 
                   ���
-
�
 (50 
�B
�"��1�
��B3"�!1")                                                     1.00 
                   10x PCR buffer                                                                                       1.50 
                   dNTP (2.0 mM)                                                                                       1.50 
                   MgCl2 (25mM)                                                                                        1.50  
                   ��"��
"�  (5 �!B3B��1�
��B3"�!1")                                                     1.00 
                   Taq polymerase (5 �
���/��B3"�!1")                                                    0.10 
                   
+*�����
;"!$�%��                                                                                        8.40         
                            "��                                                                                               15.00                                           

 
4.2  
*�:�:�!1���
-
�
%����������"��!��)"!��'��.��,
��,
����
-
�
B����"%*�
!��3

B%"B0"�A�$���� agarose gel  n\TIHZjIZjQ 1 HkJGKHoPQrK iQ 1X TBE buffer hN[deINOHJPQHJ
kGmITrG 10 EIhnGVmrGUWb loading buffer 2 EIhnGVmrG `Vj\x[JNVsbQ agarose gel hN[ifj 
Lambda DNA marker HkGO[bHgO[bZQTNZJsNOHJPQHJ ifj`GsHnV]XJQE{{|T 110 h\VrK QTQ 1 fWX\hIs 
`Vl[jJINj\[ HJ}mHNO[IhbGEINK qTUQWRQ~aT[�TF�T[irj`es UV HF]XJQST`~bNOHJPQHJgOXENjIT\mHnGTlxK
dVraJEk            
 

5.  ���+��)��-	�*�����%���$���%��*� ����  AFLP 

 
5.1  
*�$�"�(������
-
�
,
���
�����
, ��
���.�� .�(���,�
 3.3 ��1�������

�A��1��

�*����( 2 �
!�3	
 EcoRI ��1*�.�
�����*� 6 3 ��;$ (G/AATTC) .�( MseI  AD���)F
�

�A��1��
�*����(%����1*�.�
�����*� 4 3 ��;$ (T/TTA)  .�(��	�
�1�
)������
-
�
%��� �1������ adapter 2 �
!� 
3	
      

EcoRI adapter   5Y-CTCGTAGACTGCGTACC 
      CATCTGACGCATGGTTAA-3Y 
  MseI adapter   5Y-GACGATGAGTCCTGAG 
         TACTCAGGACTCAT-3Y 
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iQk�mUmGm[TUTGrWNNOHJPQHJNj\[HJQEoIK`VlraJNOHJPQHJNj\[ adapter qlgSTiQxVJNHNO[\UWQhN[ql
deIeTGraTsp (rTGTsgOX 5) iQxVJNHNO[\UWQ `Vj\QSTEk;���
 water bath %��
�'�4 �! 37 
���
�A��A��$ 
�
 3 ����B�� 
 
1�"��%�� 5  �
!�.�()"!��1",
�$�"�3��%������
)K!�!"!����"1�������

�A��1���*����(.�(��"     

��	�
�1�
��; adapter 
 
                       $�"�3��%������
)K!�!"!��                                                           )"!��1" (��B3"�!1") 
                   ���
-
�
 (100 
�B
�"��1�
��B3"�!1")                                                    2.50 
                   �

�A�� EcoRI (5 �
���1�
��B3"�!1")                                                  0.25 
                   �

�A�� MseI (5 �
���1�
��B3"�!1")                                                    0.50 
                   10x PCR buffer R+                                                                                    2.50  
                   EcoRI adapter (5 �!B3B��1�
��B3"�!1")                                               1.00 
                   MseI  (25 �!B3B��1�
��B3"�!1")                                                           2.00 
                   10x T4 ligase buffer                                                                                  5.00  
                   T4 DNA ligase (5 �!B3B��1�
��B3"�!1")                                               0.20 
                   
+*�����
;"!$�%��                                                                                       36.05 
                            "��                                                                                                50.00                                                 

  
 5.2  ��"%*� preselective amplification Hk�QUTGHFmXIkGmITtZJsfmRQea\QNOHJPQHJNj\[
HgnQmnFOoOJTGKhN[ifjEFGHIJGKgOXHFmXIQm\nVOhJEgNK 1 rW\ gOXkVT[ 3Y ZJsEFGHIJGK  (rTGTsgOX 6)  o�Xs
gSTENjhN[UTGdeIeTGraTsp�
1�"��%�� 7 �,��������
 .���
*��,���3"	�
���A�
�"���	�
��!��)"!��'          
���
-
�
B�����B)".�"����
 OR  
 ,�+
%�� 1 
�'�4 �!      94  
����A��A��$   30  �!
�%� 
 ,�+
%�� 2  
�'�4 �!      56  
����A��A��$          1     
TgO 
 ,�+
%�� 3  
�'�4 �!      72  
����A��A��$          1      
TgO 
  %*�1��,�+
1

 1-3 �*�
�
 24 "
; 
 ,�+
%�� 4  
�'�4 �!        4  
����A��A��$           
 
*�:�:�!1���
-
�
%�������%*������	
����� 20 �%�� ���� TE buffer ��-;���%�� �20 
���
�A��A��$ 
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rTGTsgOX 6    VSTNWbHbeZJs primer  + 1 gOXifjiQUTGgST preselective amplification `Vl primer  + 3 
gOXifjiQUTGgST selective amplification 

 
              fQmNEFGHIJGK                                                           VSTNWbHbe        
                EcoRI primer + 1 (E-A)  5Y-GACTGCGTACCAAATTCA-3Y 
 MseI primer + 1 (M-C)  5Y-GATGAGTCCTGAGTAAC-3Y 
 EcoRI primer + 1 (E-C)  5Y-AGACTGCGTACCAATTCC-3Y 
 MseI primer +1 (M-A)  5YGACGATGAGTCCTGAGTAAA-3Y 
 

 EcoRI primer + 3 (E-A)  5Y-GACTGCGTACCAAATTCAAC-3Y 
     5Y-GACTGCGTACCAAATTCAAG-3Y 
     5Y-GACTGCGTACCAAATTCACA-3Y 
     5Y-GACTGCGTACCAAATTCACC-3Y 
     5Y-GACTGCGTACCAAATTCACG-3Y       
     5Y-GACTGCGTACCAAATTCACT-3Y 
     5Y-GACTGCGTACCAAATTCAGC-3Y 
     5Y-GACTGCGTACCAAATTCAGG-3Y  
  

                MseI + 3 primer (M-C)  5YGATGAGTCCTGAGTAACAA-3Y 
     5YGATGAGTCCTGAGTAACAC-3Y 
     5YGATGAGTCCTGAGTAACAG-3Y 
     5YGATGAGTCCTGAGTAACAT-3Y 
     5YGATGAGTCCTGAGTAACTA-3Y 
     5YGATGAGTCCTGAGTAACTC-3Y 
                                                        5YGATGAGTCCTGAGTAACTG-3Y 
     5YGATGAGTCCTGAGTAACTT-3Y 
             EcoRI primer + 3 (E-C)                 5Y-AGACTGCGTACCAATTCCAG-3Y 
     5Y-AGACTGCGTACCAATTCCAC-3Y 
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rTGTsgOX 6  (raJ) 
 
              fQmNEFGHIJGK                                                           VSTNWbHbe        

 EcoRI primer + 3 (E-C)                5Y-AGACTGCGTACCAATTCCAA-3Y 
 

 MseI + 3 primer (M-C)                 5YGACGATGAGTCCTGAGTAAAAG-3Y 
     5YGACGATGAGTCCTGAGTAAAAT-3Y 
     5YGACGATGAGTCCTGAGTAAAGA-3Y 
     5YGACGATGAGTCCTGAGTAAAGG-3Y 
     5YGACGATGAGTCCTGAGTAAACG-3Y 
     5YGACGATGAGTCCTGAGTAAATA-3Y 
 
 
rTGTsgOX 7  fQmN`VlkGmITrGZJseTGHnIOgOXifjiQUTGgST preselective amplification 
  
                       $�"�3��%������
)K!�!"!��                                                           )"!��1" (��B3"�!1") 
                  ���
-
�
���1�"��%�� 5.1 (100 
�B
�"��1�
��B3"�!1")                        2.50 
                 10X PCR buffer                                                  2.50 
     MgCl2 (50mM)                                     0.75  
     dNTP (2mM)                                                  2.50 
     Taq DNA polymerase (5 �
���1�
��B3"�!1")                                  0.10 
                 EcoRI primer +1 (5 �!B3B��1�
��B3"�!1"                                          1.00 
    MseI primer +1 (5 �!B3B��1�
��B3"�!1")                                  1.00 
    QRSTUVWXQbGmewg}m�                                                15.15   
                     G\I                                                              25.00 

 
 5.3  ��"%*� selective amplification �k�QUTGHFmXIkGmITtZJsfmRQea\QNOHJPQHJNj\[HgnQmnFOoO
JTGK hN[ifjEFGHIJGKgOXHFmXIQm\nVOhJEgNK 3 HbegOXkVT[ 3Y ZJsEFGHIJGK (rTGTsgOX 6) HF]XJVNqSTQ\Q
dVdVmrNOHJPQHJZJsk�mUmGm[TFOoOJTGK gSTENjhN[UTGdeIeTGraTspiQrTGTsgOX 8 ����,����
 .���
*��,��
�3"	�
���A�
�"���	�
��!��)"!��'���
-
�
B�����B)".�"����
 OR  
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 ,�+
%�� 1 
�'�4 �!      94  
����A��A��$    30  �!
�%� 
 ,�+
%�� 2  
�'�4 �!      65  
����A��A��$          30   �!
TgO 
 ,�+
%�� 3  ��
�'�4 �!�
,�+
1

%�� 2 ��"
;�( 1 
����A��A��$ �*�
�
 9 "
; 
 ,�+
%�� 4  
�'�4 �!        94  
����A��A��$         30  �!
�%� 
 ,�+
%�� 5  
�'�4 �!        56  
����A��A��$         30  �!
�%� 
 ,�+
%�� 6  
�'�4 �!        72  
����A��A��$           1   
�%� 
   %*�A+*�,�+
1

%�� 4 - 6 �*�
�
 35 "
; 
��	�
$!+
$��)K!�!"!��.���
*�:�:�!1%��������1!� AFLP loading buffer (98% formamide, 10 mM 
EDTA, 0.1% bromophenol blue .�( 0.1% xylene cyanol) )"!��1" 5 ��B3"�!1" ���
�+

*��);��
%��
�'�4 �! 90 
����A��A��$ 
�
 3 
�%� .���.���

+*�.,-�%�
%���	�

*��)%*���".��,
��,
�      
���
-
�
1�
�)       
 
rTGTsgOX 8  eTGHnIO`VlkGmITrGZJseTGHnIOgOXifjiQUTGgST selective amplification  
   
                       $�"�3��%������
)K!�!"!��                                                           )"!��1" (��B3"�!1") 
                     ���
-
�
%����	
���.���  (100 
�B
�"��1�
��B3"�!1")                           5.00 
                     10X PCR buffer                                                      2.00 
        MgCl2 (50mM)                                         0.60  
        dNTP (2mM)                                         2.00 
        Taq DNA polymerase (5 �
���1�
��B3"�!1")                                      0.10 
                    EcoRI primer +3 (5 �!B3B��1�
��B3"�!1"                                          1.00 
       MseI primer +3 (5 �!B3B��1�
��B3"�!1")                                      1.00 
       QRSTUVWXQbGmewg}m�                                                      8.30 
  
                G\I                                                                            20.00          
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6.  ����*�#��%%���$���.%*��� /����	�. �.0��1��%��* denaturing polyacrylamide gel  
 
�!����".�����
-
�
B����"%*�
!��3B%"B0"�A�$���� denaturing polyacrylamide gel ���    

���.)��������!����",
� Caetano-Anolles et  al. (1997) ���
�+ 
6.1  �1"����"(��$*��"�;�%��� B����-��"(��.:�
�
��%�������&'(�)F
� �"(1������� 

repel silene ��	�
���������1!��"(��)��
����.���)"(��' 5-10 
�%� .�(�"(��.:�
�������� bind 
silene (bind silene 1 ��B3"�!1" glacial acetic acid 2.5 ��B3"�!1" ethanol 95 �)
"��A-
1� 500 
��B3"�!1") �������
�+

*��"(��%�+� 2 .:�
��)"(�
;�,��������
B����� spacer ���%�+� 2 ,���,
�
�"(����	�
�����!���
�����"(������"(��%�+� 2 .:�
    

6.2  �1"��� acrylamide gel 3����,��,�
 6 �)
"��A-
1� %����$��
)"(�
;���
�+ � �"�� 27 �"��, 
10x TBE buffer 6 �!��!�!1" APS 3����,��,�
 10 �)
"��A-
1� 600 ��B3"�!1" acrylamide gel 3���
�,��,�
 30 �)
"��A-
1� (acrylamide gel 3����,��,�
 29 �)
"��A-
1� .�( methylene bisacrylamide 
3����,��,�
 1 �)
"��A-
1�) 12 �!��!�!1" TEMED 32 ��B3"�!1" .�(
+*�����
 21 �!��!�!1" �%����$�
���
��
�����"(������"(��%�+� 2 �
�1-�.����$�������)���
;
 %!+����������.,-�1��)"(��' 2  
����B�� 

6.3  
*����%��.,-�1��.�����)"(�
;�,����;�3"	�
� sequencing gel ��	�
%*� pre-run             
(����"(.$�00<� 110 W 
�
 30 
�%� )  �1!� 1x TBE buffer ���
��
����
;
  

6.4  ����:!��
��������� 1x TBE buffer ��

��
�1��
�������)�
��
� ���
�+
��
�     
1��
�������)�
��
�)"!��1" 15 ��B3"�!1"�
3";%�+���� .����)G��3"	�
���	�
%*���" run B�����
�"(.$�00<� 110 W 
�
 3  ����B�� 
 
7.  ���+��)��-%���$���.%*��
����*����)	%��*1�	�����'��+�  

 
7.1  
*�.:�
�"(��%�������1!�
� ���.���
$�"�(��� fixative (acetic acid 3����,��,�
 10 

�)
"��A-
1�) 
�
 20 
�%� �,����)F
"(�(J 
7.2  
*��"(��%�����1!�
� �������������
+*�����
 30 
�%� (;
�3"	�
��,���) .�������1�
����   


+*�����

�� 5 
�%�  
7.3  �����"(��%�������1!�
� ���.���
A!���
"��
�1"%3����,��,�
 0.2 �)
"��A-
1� 
�
 30 


�%� .�����������
+*�����

����"���"-�  
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7.4  
*��"(����.���
 developer (sodium carbonate 2.5 �)
"��A-
1�  formaldehyde 3���
�,��,�
 0.02 �)
"��A-
1� .�( sodium thiosulfate 2 ��B3"�"��1�
�!��!�!1") %��.����-
 �
��-
.�;   
���
-
�
)"��K  

7.5  ����)K!�!"!��B��
*�.:�
�����.���
 stop solution (acetic acid 5 �)
"��A-
1� .�( 
glycerol 3 �)
"��A-
1�) 
�
 5 
�%� .�������1�
����
+*�����

�� 10 
�%� 
*�.:�
�����:D�����.���%��

�'�4 �!��
� .���
*�:����!�3"�(������!������
-
�
 
 
8.   ���������
��#����	 

 
8.1  bWQg�UZjJIcV`~bNOHJPQHJgOXHUmNqTUUTGgSTk�mUmGm[TZJs`raVlncaEFGHIJGK nWNHV]JU`~b 

NOHJPQHJgOX`rUraTsUWQGlx\aTsFaJ`Ia `Vj\FmqTGtT`~bNOHJPQHJZJsUVwaIgOXrjTQgTQ (bulk resistance) 
UWbUVwaIgOXJaJQ`J (bulk susceptible) raJUTGHe]XJInwt�TFiQe�TFEGa hN[ixjnl`QQ � 1�  HI]XJ
kGTU�`~bNOHJPQHJ `Vlixjnl`QQHk�Q � 0 � HI]XJEIakGTU�`~bNOHJPQHJ  

8.2  nSTQ\QxTHkJGKHoPQrKhFVmIJGK{�o�IhN[FmqTGtTqTU`~bNOHJPQHJgOXixjn\TI`rUraTso�Xs
qlHk�Q`~bNOHJPQHJgOXFbiQF]ffQmNxQ�Xs`raEIaFbiQF]fJOUfQmNxQ�Xs HQ]XJsITqTUn\TI`rUraTsZJs
rST`xQasqwNrWNiQNOHJPQHJHk�QdVgSTixjHUmN`~bNOHJPQHJgOXraTsUWQiQF]f`raVlfQmN qTUQWRQQWbqSTQ\Q
`~bNOHJPQHJgOXixjn\TI`rUraTsgOXHUmNZ�RQgWRsxINiQF]f`raVlfQmN`Vj\QSTEkxTGNj\[qSTQ\Q`~b     
NOHJPQHJgOXHUmNZ�RQgWRsxIN  
 

9.  ���� �� /���� %	�� 
 

1.   �"	

)� ��	�%��
� 4�3�!���	��"�
�  3'(��&1"  ����!%�������&1"��$1"�  
�"���%�T 

2.   ��
�)K!;�1!��"��
����$1"� 4�3�!����
����$1"� 3'(�!%����$1"� 
����!%�������&1"��$1"� �"���%�T 

3.   ��
�)K!;�1!��"%�����
���-���
���   4�3�!���%3B
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