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Y chromosomal marker has been used as a molecular tool in population genetic such as 
genetic diversity study,  phylogenetic,  hybrid  identification and sex identification.  The 
application has been successful in many species for instance human, bovine, non-human primate 
and so forth.  According to Wildlife Preservation and Protection Act, B.E.2535 (1992) of 
Thailand, Eld@s deer has been declared as one of the preserved wildlife animal, still lack of Y 
chromosomal information especially for Y specific polymorphic markers.  Our objectives were 
to develop new male-specific polymorphic marker in the Eld@s deer by screening Y 
chromosome conserved anchored tagged sequences primers in Burmese and Siamese Eld@s deer 
in Thailand.  We screened two introns of DBY gene (508 bp in length), three introns of ZFY 
gene (1,945 bp) and also SRY gene (2,697 bp).   We also developed the new two sets of primer 
for sex identification in fecal sample by using sequence from this study.  There was no variation 
within both Burmese Eld@s deer population and Siamese Eld@s deer population.  However, we 
found six single nucleotides polymorphism (SNPs) on Y chromosome between Burmese and 
Siamese Eld@s deer.  For sex identification, our primers are able to identify the sex of these deer 
from fecal sample by the polymerase chain reaction (PCR) technique.  Conclusion, although 
these markers were not appropriated for paternal lineage haplotyping within the population, 
however,  they can be used as a phylogenetic marker for detecting hybrid-subspecies between 
Burmese and Siamese Eld@s deer population. The new primer set from this study will also be 
applied for a non-invasive sexing in Eld@s deer and hog deer and be used to follow these deer 
which were reintroduced into the forest of wildlife sanctuary in Thailand. 
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AMELXY = amelogenin, X/Y-linked. 
DBY  = dead box polypeptide, Y-linked. 
DNA  = deoxyribonucleic acid. 
ML  = maximum likelihood. 
MP  = maximum parsimony. 
MSY  = male specific reion of Y chromosome. 
PAR  = pseudoautosomal region. 
PCR  = polymerase chain reaction. 
SRY  = sex determining region Y. 
UPGMA = unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean. 
UBE1Y   =           ubiquitin-Activating Enzyme E1, Y-Linked. 
 ZFY  = zinc finger protein, Y-linked. 
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W&���'%D���������(P�O&'��
 &���M$�C'�
P
#���
 (maternal inheritance) (Albert et al., 1983)  DM��X�"�V����
W�M����V'����
���	V��X����%
C'���������
N'���)�& (maternal linage) C'���	�E��c�_(%V    CV'�O�'���&����M$���$����X���"�V

&����
CV'�O�D��%��'̀��'D��(��	�'��%
�� �N' ��
���!���� (Y chromosome)  

 
��
���!��������
W&���'%D���&'(P�O&�O���� (paternal inheritance) !M$�"�V"���
�M���

�V'����
(P���	V��X����%C'����[OV�
N'����&' (paternal linage)  )�#��N$'�D����
���!�����Pa�
��
���!���$�
�|��#"���	�E���[OV DM��X���"�V"���
DX�)����� (molecular sexing) !M$�������

��M$���$����"�V"���
DX�)����� �N'��
DX�)�����%V��P~���
����O��!&������'
E�
� (polymerase 
chain reaction) �
N' PCR �%�"�V	��'�&����$�������$����


�����	�E (non-invasive sample)  ��

DX�)������X�"�V
OVCV'�O���%�&��������C'�P
#���
 (sex-ratio) ���������	
���
�����������
������������ � �������
�������������� ����!�!"#�� �������$��� %�&�"�
�'����(!$��
�����)*�)������#���$+ *),�!����"�����-./�-����$�������&�������0����$�)*      

 
�X��
�
P
#���
�#��$�"��
����c��"�P
#���(����c�����
�M������������������

���� �

��%�"�VCV'�O�C'�%��'̀��'D��(��	�'��%
�� (Dejchaisri, personal communicated) �%�
����
W)
&����)�&''��Pa� 11 ��� )	&�X��
�
CV'�O�"��&����
���!�������(�&��[OV�X���
�M��� 
%����c���
�����D����cDM���D %P
#���E��$D#�M���������������������� �

�C'���
���!����
��c�"��#��$����%�&'�(��)�#��&� )�#��Z����
DX�)�����%V������ PCR ��N$'�X���"�VP
#����E"�
��
	�%	����%�&��������C'�P
#���
�#��$���$(%V
�
��
mno�mO�O&�

���	�	&'(P"�'���	   
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��;_�C��7��	 
 

1.  ��N$'�M���������������������� �

�
���
���!����"��#��$� 
 
2.  ��N$'��Z��(�
��'
E��$����#��"���
DX�)�����D��	��'�&���O�C'��#��$�)�#��Nc'�
��

%V������ PCR 
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���;��J<��7�� 
 

1.  ������ (Cervus eldii) 

 

�#��$��Pa���	�E���c���O�%V���cX���"���c� (Class: Mammalia) '�O&"�'��%�
��	�E��
 (Order: 
Artiodactyla) ���E���� (Family: Cervidae) )�#'�O&"��� � (Genus: Cervus) �%����N$'��������	
E
�&� Cervus eldii �%�D����
�M���C'� McClelland (1842) (%VD�%'� �
������(�V%����c 

 
Class : Mammalia  
Order : Artiodactyla  
Family : Cervidae  
Genus : Cervus  
Species : eldii 

 
�N$'��������	
EC'��#��$� �N' Cervus eldii �N$'���%C'��#��$��N' eldii 	V'���	�� i 	&'�V��

�'�	�� (Corbet, 1992) 
 
�#��$��Pa���	�E���c���O�%V����DX����)
���$���C�
���� �%�D#���C� 1 �O& ��Nc'�C��������#

	�� (�&�������#C'�P�'��C�)�#)���C� �%��C�C'��#��$���c�D#�M%	�%��
�#������c���V�!M$�
��Z���Pa��V��
'�
�
�C� )�#�X��C�D#�������#)	���$��V�� �%�P�	��#��$�D#����
[��%�C� !M$��C�
��&�D#�� %''�(P"�C�#��$D#���C�"��&�'�CMc��%)���Pa�P
#DX�� �P� !M$��C�D#��C��%"�J&CMc�
)�#)	���$����CMc�	��'�� C'��#��$� !M$�D#��`�(%V�&������#)	�	&��D����)�#�
#
N'��$D#����Nc'
�C�����)�#��)�� �C���)�#�
#
N'D#(�&)	���$�)�#[��%�C� 

 
�#��$���c�WO��
�
�c�)
�"�P� �.�.1838 ��$� 
�C� ��N'�����PO
E 
�}'����� P
#���'���%�� 

�%� ������
'����� �N$' 
V'��� Percy Eld DM��Pa���$��C'��N$'����'�����C'��#��$� Eld@s Deer 
)�#"�'%�	��c��#��$�WO�D�%'�O&"��� ��&'� (Subgenus: Rucervus) ��&��%�����
��Nc'���� 
(Schomburgk@s deer: Cervus schomburgki) �%�"�P�DD 
���#��$�WO�)
&�''��Pa���$���%�&'� 
(Subspecies) 4 ���%�&'�%V����� 	�������#����'�)�#��
�
#D��	���O�����	
E��$)	�	&����� 
(%V)�& 
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1.1  ���%�&'�����PO
E (Manipur Eld@s deer: Cervus eldii eldii McClelland, 1842)  �%���
�N$'�Nc���N'��&� !��(� (Sangai) �
"� Keibul Lumjao National Park ��N'�����PO
E 
�}'����� 
P
#���'���%�� �C�D#��C��%��`��
��� �&��P����C��&'�CV�����)�#)	���$� 2 ��$� �%�����$�
�
��� 
(brow tine) ��	��	�c�|���O�"�
#%�
�%�����
�X��C� (beam) )�#��)[&�������$�V���
�&����
�%��
�
%�����)�#�N��cX� 

 
1.2  ���%�&'���&� �
N'���%�&'������ (Burmese Eld@s deer or Thamin: Cervus eldii 

thamin  Thomas, 1918) P����C��������#���)
� ����
)	���$��
N'P b�C��%��`���&����%�&'�
����PO
E )�#����$�
�
���	$X���&�)�#P����C������cX�	����cX���&����%�&'�(�� ���N$'�Nc���N'��&� ����� 
�
N' ����� (Thameng �
N' Thamin) �
"�

������$
�
� &�)�&�cX�'�
#�%� P
#�����&� )�#[N�Pb�
)W
	#���	�C'�(�� "�'%�	��c� Thomas 	�c��N$'(� V2 �N$' �N' �#��$���$�
���	'��&�� )W
��N'��#
�� �
N'�����%�"�V�N$'�&� Cervus eldii thamin )�#�#��$���$�
���	'����N')W
���N'���
���C'�
P
#�����&�(%V
�
��
	�c��N$'�&� Cervus eldii brucei !M$��������WO�
��(�V �Pa����%�&'� Cervus 
eldii thamin 

 
1.3  ���%�&'�(�� (Siamese Eld@s deer: Cervus eldii siamensis Lydekker, 1915) �N$'

�Nc���N'�����(�� �N' �#��$� �
N' �#'��#��$� �
N' '���$� "��������  
#����� (Rameang) "�
�����C�
  ��-	� (Ca-tong) "���������%��� )�# ���D� (Yungee) "�����C'�����'J  �#��$�
(����C�P��� �	���Pa�    ���V��% %V��
�C'��&���C���P b���$�)��� (snag) 

����
#��&��
'�	&
'
#��&����$�
�
�����
�&���X��C� �&��P����C�)
��
N$'�(PD
%P����C� "��V�&��P����C�)	�
��$��&'�DX������� �
N'�Pa���$��&'���`��
��� �Pa����%�&'���$��������&����%���%�&'�'N$�_  "�
P
#���(�� ����
���������� ��&� 

����D�����%
��
 
� � �

�
 
� ��
 
�     ���	#���''� ��$
D�����%P
�D��
 
� )�#�
#)�V�  ���'���� ��&� D�����%��� ����O�� ��

������   
 
�
��� E� 
���
E   
�
��#��	 )�#������N'�
��$ D�����% �#��� �X�P�� )�#�&�� �'�D����c����
�#��$����%�&'���c(%V
"� Pb��	̀�
��

������$
�
� &�	'����� "�P
#������ ����O�� )�#����%��� 

 
1.4  ���%�&'�(���X� (Hainan Eld@s deer: Cervus eldii hainanus Thomas, 1918) ���N$'

�Nc���N'��&� �P�O (Po-lu : Slope or mountain deer) 	������D�� "�'%�	����
W�
�#��$����%��c(%V
��$����#(���X� !M$�(�&����
!��%M�%X�


�E"%_ 
�)[&�%��"�J&C'�D�� �X�	����C��%��`� 	��[OVD#
���C���$�&'�CV����`� )�#(�&����$��&'�C��%��`� ��C����cX�	��'����N'�D�� 	���X�	��(�&��D %C�� !M$�
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P
#���D��D�%"�V�#��$����%�&'���c��"�V�N$'	&'(P "�C�#��$�'���
D����
�M����&�����D�%"�V
�#��$����%��c�Pa�������� E�&'�C'����%�&'�(�� (Balakrishnan et al., 2003) 

 
'�&��(
�`	��D����
�M������� �

�"��&��%��'̀��'D��(��	�'��%
�� �
�&��#��$�

���%�&'�(���X���c��������������E"��V��%��
�#��$����%�&'�(�� )�#�#��$����%�&'�����PO
E��
�����������E"��V��%��
���%�&'���&������&����%�&'�(�� )�#�
�&��#��$����%�&'�����PO
E )�#
�#��$����%�&'�(���X� (�&��������������������� �

���N$'�D��mno�mOD��C��%P
#���
��$��
DX�����V'� (Balakrishnan et al., 2003) 
 
2.  ���=9������<�>����� 
 

�#��$�D#�'
'����	��Pb��	̀�
�� Pb��P
&��
N'Pb�� &� ��$'�O&"��V��'��cX� ���(�&�'
'����"�
Pb��M
��N$'�D�������#��
��
V��C'��C���$�&'�CV��)	�)C�� )�#�N$� !M$�D#�X�"�V(P���$����

�W�����E ���� )�#���D��[OV�&�(%V�X�
�� '��'�DD#�Pa�����	 ��M$���$�X�"�V(�&�&'� �
	��Pb�
��M
 
�%��|��#Pb����	'�"	V)�#P
#��������!�� !M$�����Pb��&��"�J&�Pa�Pb�%�
!M$�(�&����#����

��
'�O&'���� (�
�Pb�(�V, 2539) !M$���
P
�
	����&���c����
W�
(%V"��#��$�"�P
#���'���%����$��
��
P
�
�����Nc���
��N$'"�V���N$'���$(%V%�"��Nc���$� &��cX� 

 
�#��$��Pa���	�E��$����
���'���
)

)�#��`� (grazing) ��V����
�����)�#�
#
N' 

�'�D����c�#��$�����'
����O�(�V	&��_ 	���Nc�� &���&��
N'Pb��P
&� !M$�D����
�X�
�D�N�'���
��$"�V
���c���#��$� �
�&��N���$����
W�
(%V"�Pb�����c���c� 36 ���% (%V)�& �'%)�&)�#�'%'&'�C'����� E(�V
Pb� ��&� �#�'�Pb� C�c���`� �
#
� "
([&���%	&��_ �N�	
#�O�W�$����%	&��_ �JV�C� �JV��� [�
�#�'�Pb� [��#CV��P�'� �Pa�	V� �&���N���$����
��(%V��$�(P ��&� [��	
��� ������ "
	X��M� 
[�(�V
�����% ����
W�X���"�V"���
���c���#��$�(%V��&���� �%�' P�������
���C'��#��$���c���
��
�M���"��������%�&'� ��&� ���%�&'�����PO
E (Singsit, 2003) 
������&��#��$����D#''�����`�
�JV�"�	'���V�	
O&D�WM����)�#D#��
���	��� &��JV��O�_ )�#D#''�����`��JV�'����"�	'�
��`� )�#�'����

�����Nc���$������`�_ "�C�#��$�#��$����%�&'���&����D#�'
����JV�'&'�_ )�#
�N����	

�����% )�#���[�(�V��$��(%V"��Nc���$ "�
���%O�������
�&��#��$�	���������''�����
���"�Pb���N$'���
�"��V��


�������	
�

� �����&�	��[OV !M$�'�D�Pa�(P(%V�&�	������	V'���
�%
�������$��D����
WO��&� �
N'	V'���
��
'���
��$�������&���N$'��
[��	�cX���)�#��
���c���O� 
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�����#���P
#���
C'��#��$� D#'����'�O&
������Pa��O�C��%P
#��� 50-60 	�� ��N$'��

����JV�
#
�%"���V�)�V� (Lekagul and McNeely, 1988)  "�P
#�������O���
�&� C��%�O��|��$� 
4.24 	�� C�#��$�#��$�
����#(���X� P
#���D�� ��'�	
��&��C'����[OV	&'������� 1:3-4 �%O��
���D#'�O&���	���X���� 1-2 	�� )�#����
[��%�C�"��&���%N'��
����� �#��$�D#	�c��V'���� 240 ��� 
)�#"�V�O��
�c��#1 	��"��&���%N'����D�����D�WM��%N'�� �������E �%��O��#��$���N$'��'��  2 P�D#
WM�����D
�J���� E)�#�
V'���$D#�N
���� E	&'(P (�
�Pb�(�V, 2539)  ��	
O	���

���	�C'��#��$� �N' 
��N'��
&� ��N'%�� )�#���(�  )	&'�&��(
�`	������	 �X���J��$�X�"�VP
#���
�#��$�"��

���	�
��%(P �N'��

 �
��D���� ��E �%���
�&���N$'�'�����)�#�C� 
��WM���
)[V�W��Pb���N$'���$��Nc���$
��
���	
 )�#��$'�O&'���� �X�"�VP
#���
�#��$��%DX������  

 
�X��
�
P
#���
�#��$�"�P
#���(��  "�P�DD 
����c�)
&�''��Pa��'����%�&'�%V����� 

�%��#��$����%�&'�(����c���P
#���
'�O& 2 )�&� (%V)�& �����	�E% ��	 '��E��
�����	�E"��
#

�

��OPW��WEE )�#�W������#���c����	�EPb�
���#� � D�����%��
 
� �%���P
#���

�����P
#��� 20 
	�� (Bhumpakphan et al., 2003) "�C�#��$P
#���
�#��$����%�&'���&� ����
���#���c��"�����_
)�&� ��&� �����	�E�P�%�C��C��� D�����%��
 
� )�#	�������	�E�'���
��)�&� ��$���N'D#WO�
���#���c��	���W������#���c����	�EPb�C'��
�' ����)�&���	���	�EPb�)�#���� E�N�
��)�&�           
"���
P
#� �����P~�
�	���
�
N$'���
'� 
���E)�#mno�mOP
#���
�#��$���$���%CMc���N$'�����$ 10-12 
���D����� 2547 �
 P(%V�&� C�#��c��P
#���
�#��$����%�&'���&� 1,100 	�� ���%�&'�����PO
E 180 
	�� ���%�&'�(�� 23 	�� )�#���%�&'�(���X� 280 	�� (Siriarunrat, 2003) 

 
 

3.  ���C����7�;�	Ca��F�7H�������;� (reintroduction) 
 

��
P�&'���	�EPb��N��O&�

���	���c� ����WM���
mno��N�P
#���
��	�EPb���$���'�O&"��Nc���$
�

���	���c����&'�)	&P�DD 
��(%V�OJ���� E(PD���Nc���$��c�_ (�&�&�����	 D#���%D���

���	� �
N'
�%��� ��E !M$��&'���$D#mno��N�P
#���
��	�EPb����&���c���
�O&�

���	�DX��Pa�D#	V'�����
���#���c��
C������� E��N$'��$D#���$�DX����	�������	�E �
N'�W������#���c��"�V(%VDX������$����'�&'���$D#�X�
��
P�&'�	��C�c�	'�C'� (IUCN/SSC Re-introduction Specialist Group, 1995) !M$���C�c�	'�
����_���C�c�	'� (%V)�& C�c�	'��&'���
P�&'�  C�c�	'�
#��&��P�&'� )�#C�c�	'��������
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P�&'�  "�C�c�	'��&'���
P�&'�D#	V'�����
P
#�����������$���&'���
P�&'� ��
���Nc���$)�#
)��&�'���
��$����#�� 
��WM���
D�%��
%V��� C���)�#��
D�%��
���� �

� !M$�CV'�O�	&��_D#
��[�"���
P
#������������
W"���
��'�O&C'�P
#���
��$P�&'��O&�

���	� !M$��X��
�
P
#���
(����c� (%V����
P�&'��#��$����
�O&�

���	�"��Nc���$�C	
�������� E��	�EPb��O�C��� (IUCN, 2008) 
�C	
�������� E��	�EPb�!�
����� )�#�C	
�������� E��	�EPb�������' (��
���%��)�#��#, 2552) 

 

4.  �����>�7;�	�����������=	 (conservative genetic) 
 

���� ���	
E"���
'� 
���E  �Pa���
P
#� �	E"�VCV'�O�������� �

�"���
D�%��
��N$'��

%X�
�'�O&C'���$�������	���%"%���%��M$�  !M$�CV'�O�������� �

��Pa�CV'�O���$�X���J )�#"�V�Pa�
CV'�O�P
#�'
"���
�M���"�����_%V��C'�P
#���
��	�EPb� ��c�"�%V������������  ��	��

�
)�#�����������E�����
N'J�	� )�#�����������E%V���O��P
#��� !M$�CV'�O����%V������ �

�
���&���c����
�X�(P"�V"�����_%V�� ��&� ��N$'��%��N'���	�E�X��
�
�X�(P"�V"���
P
�
P
 ����� E  
��
[��CV��������� E��	�E  
��(PWM���
W&���'%��� ���%��c�_D��
 &���M$�(P���'��
 &���M$� )�#
"���
'� 
���E��	�EPb���c����"�%V��	&��_���&���cWO��X���"�V[��[��������N$'���$�DX����
P
#���
��	�EPb�  ������������������� �

� )�#�%��
���%���#��N'%��%"���O&P
#���

��	�EPb� 

 
"�P�DD 
������
OV���%V�����������������
#%�
����� ��V����V�'�&��
�%�
̀� ����_

P
#����X�����
OV%����&����P
#� �	E"�V"���
�X�
�DP
#���
)�#���������������
���� �

�"���	�EPb���N$'"�V�Pa�CV'�O�"���
'� 
���E��	�EPb� !M$�CV'�O�	&��_��$�X���"�V %����&�� ��&� 

'������#C'� heterozygositie 
#�#�&��C'����� �

� (genetic distance) P
#����E"�
��
�M�������Z����
C'���$�������	 (evolution) ��
D�%'� �
������ (systematic) )�#"�V"���

DX�)�������N$'P
#������'�	
��&��������P
#���
 

 
��
"�VP
#����ED��CV'�O�������� �

� ��&� ��
"�VCV'�O�������� �

���N$'�M���WM�

�X�%�
C'���
����Z����
 ��
W&���'%���� �

�D��
 &���M$�(P�O&'��
 &���M$� )�#������������
������� �

� ��	��'�&�� ��&� ���� �

�D��%��'̀��'D��(��	�'��%
�� (mitochondrial DNA)  
�%�"�V�Pa�CV'�O�"���
�M�����
W&���'%���� �

���N$'�D��%��'̀��'D��(��	�'��%
����c���
DX���� copy �����&�"� nuclear DNA )�#��N$'�D��%��'̀��'D��(��	�'��%
����c�����
W&���'%
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D��)�&(P�O&�O� (maternal inheritance) (Albert et al., 1983) DM�"�V�Pa�CV'�O�"���
�M���	V��X����%
"����)�& (maternal linage)(%V )	&��
"�VCV'�O�D��%��'̀��'D��(��	�'��%
��%��'̀��'�����'�&��
�%���"���
�M�����c� �Pa��������
�M������� �

���$(%V
�
D�����)�&���������%��� DM�DX��Pa�	V'�
�M���CV'�O�������� �

�D���&��'N$�_
&��%V�� (Zhang et al., 2005) !M$�CV'�O�������� �

�'��
�&����$����
W�X����P
��
����
��
CV'�O�D��%��'̀��'D��(��	�'��%
��  �N'  CV'�O�������� �

�
D����
���!����  !M$�D#����
W&���'%D���&'(P����O���	�E���[OV (paternal linage) 

 
5.  ����������� 
 

"���	�E���c���O�%V������
���!���� �Pa��&����$����� '�O&�V'����%  �%�������&���c�D#�X�
��V���$���$����
��
�X���%��� (sex determination) ��
�
V���!��E�N
���� E���[OV )�#��
��Z��
�����#��$)�%�''�C'����[OV  !M$���
���!�����Pa���
���!���$�
(%V�|��#���[OV"���	�E���c��
�O�%V����� ����% )�#����
W&���'%D���&'(P�O&�O���	�E���[OV  "���	�E���c���O�%V������
#

��

�X���%��� %V��
#

 X-Y sex determining system ��&���N'"���	�E���c���O�%V����D#��
��
���!�����'���c��N'��
���!��'̀�!E (X-chromosome) )�#��
���!���� (Y- 
chromosome) �%�"���	�E���[OVD#����
���!�����Pa���
���!��'̀�!E)�#��� (XY) �&����	�E
�������D#����
���!�����Pa��'̀�!E)�#�'̀�!E (XX)  

 
"�
#�#)
�C'���
����Z����
C'���
���!������c� ��
���!������c��'�)�&� ��

�����#�Pa��O&����� (homologous) )	&����
���N$'��V��)�#)���P��$����c��&����D����
���!�
)�&�'N$�
V���
N'�V��(P���)�&�'N$� (transposition )�# translocation) 
��WM�
���&����D��
��
���!�
&�����  !M$�"���
���%����Z����
C'���$�������	)	&�#���%D#����
)���P��$����c��&����$
)	�	&�����''�(P )�#
����c��&������
�OJ���(P	��)	&�#
 &�C'�P
#���
"���
����Z����

C'���$�������	  ��	��'�&����&���� UBE1Y (Ubiquitin-Activating Enzyme E1, Y-Linked)  !M$��Pa����
��$�X���V���$��
� ���
��Z��C'��!��E�N
���� E���[OV"���	�E��$���
#�P����V��V'�)�#��	�Em��)�#
)	&(�&�
�����c"���	�E	
#�O���� !M$���
��$"���	�E	
#�O����  '�D���%��
�OJ��������c(P��N$'�D����
���'N$�D����
���!�
&������X����)��(%V (Mitchell, 1998) "����
�&�
���
���!����[OV��
��
�P��$��)P��D����N'�����)�& 4 ���D�����	�c�	V� 1,000 ���C'�	X�)��&� ��$ conserved (�V
�
��
���!��'̀�!E )�#20 ���D�� 500 �����$���$��CV���"���
���!��'̀�!E (Grave, 1995) 
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��
���!�����Pa���
���!������)�&��%�����$��	X�)��&�
���
���!���$(�&����

)���P��$����c��&��C'���
���!�"��
#
����
 recombination "�
#�# meiosis �%��&����$
(�&(%V���%��
)���P��$����c��&��C'���
���!�  %����&���
����&� Male specific region of Y-
Chromosome (MSY)  !M$�"�����C��%�Pa� 95 % C'���
���!������c�)�&�  '�� 5 % ��$���N'�Pa�
�&����$�
����&� pseudoautosomal region (PAR) !M$�'�O&��$	X�)��&�P���C'���
���!����            
��
��$��
���!�������&����$(�&���%��
)���P��$����c��&����
���!� )�#����
W&���'%D���&'�O&
�O���	�E���[OV�%�	
� �X�"�V�Pa���$��"D"���
�M���"�%V����
���� ���	
EP
#���
 �%�"�V"�
��
	�%	�������������EC'���
W&���'%���D���Nc���$(P���'���Nc���$��M$� (gene flow) 
�����������E�������Z����
��
�Nc���$C'�P
#���
��$�X���
�M��� (phylogeography)  (Sundqvist 
et al., 2001; Roca et al., 2007; Yannic et al., 2008; Mohamad et al., 2009)  ��
DX�)�����%��	�E 
(speciation) (Johnson et al. 2006; Pidancier et al. 2006; Nishida et al. 2007; Nijman et al. 2008; 
Burrell et al. 2009)  
����c���
�N
��	V�	'C'���
���%��	�E�O�[�� (hydridization) (Verkaar et 
al., 2003; Vila et al., 2003; Wallner et al., 2003)  !M$�CV'�O�D����
���!����D#�P�%�[���$����$(P
C'�


�
 
 �C'�P
#���
���[OV 

 
��
�M���"���
���!�����&������X���
�M���"��� ��E  (Polony et al., 1997; 

Malaspina et al., 1998; Quintana-Murci et al., 1999; Shen et al., 2000) )	&�X��
�
��	�EPb�"�
��N'�(���������
�M����V'�  ��N$'�D��"���
�M���������������������� �

��&���������
�M���"��&��C'�%��'̀��'D��(��	�'��%
�� !M$�(%V
�
��
W&���'%D��)�&�O&�O� �
N'"��&��C'�
��
���!�
&����������&�  D����
�M���C'� Hellborg and Ellegren (2003) (%V�X���
�M����X�%�

�������'(�%E
���
���!����"���	�E�������% )�#�X���
''�)

(�
��'
E D����
 
alignment �X�%�
�
�
���
���!���� �P
��
����
"���)�#��O �%�(�
��'
EWO�''�)

"�V��
	X�)��&�DX����#��
	X�)��&�C'� exon ��$C��
CV�� intron C'����	&��_
���
���!���� 
����c�
�%�'
��
��	�E�������% ��
��Z��(�
��'
E���&���c�X�"�V����
�M�����
���!����"���	�E
����_ ���%���CMc� 

 
D����
�M���������������
���
���!����"���	�E���c���O�%V�����������%�
�&�

(�&������)	�	&��"�
#%�
C'����%�&'� (intraspecies) )	&�
����)	�	&��"�
#%�
������� E 
(interspecific) ��	��'�&����&� )�# (Meadows et al., 2004; Meadows and Kijas, 2008) �V� 
(Lindgren et al., 2004) ���!��)��!� (Stone et al., 2002) ���Pb� (Hellborg and Ellegren, 2004) �� 
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(Hellborg and Ellegren, 2004) )�#"���	�E	
#�O�)�� (Luo et al., 2007)  )	&�X��
�
��
�M���"�
�
#
N' (Yindee, personal communicated) �
�&��������������� )�#����
W"�V"���
D�%
DX�)���
#
N'P��� (swamp buffalo) �Pa��� &�	���O�����	&��_"�P
#���(��(%V �%��X���
�M���
"��&��C'���� SRY (Sex-determination region Y) )�# ZFY (zinc-finger protein, Y-linked) !M$�"�V
(�
��'
E	����
�M���C'� Nijman et al. (2008) 

 
��N$'�D����
���!�����Pa���
���!���$DX����#	&'��	�E���[OV %����c�DM��X���"�VP
#����E

"���
DX�)����� �%�������
DX�)�������$���������� �N' ��
DX�)�����%V������ PCR  ��N$'"�V"�
��
DX�)������!��E'� D� (sperm sexing) �
N'����# (embryo sexing) ��N$'��
[��	��	�E"�
' 	����

���
[��	��	�E (Lobel et al., 1993; Chandler et al., 1998; Paul et al., 2003) "�V
&����

���������%V����
�N
���� E (assisted reproductive technologies) �
N' ARTs ��N$'"�V"���
'� 
���E
��	�EPb� "�VDX�)�����"���	�E��$DX�)�����(%V���D�������#��$P
��~����'� )�#"�V"���

P
#������'�	
��&��������"�P
#���
��	�EPb�   

 
!M$�'�	
��&��������WN'�Pa�CV'�O��X���J"���
'� 
���E��	�EPb�  ��N$'����
�#�E��
%X�
�'�O&

)�#��
����Z����
C'�P
#���
��	�EPb� �%�)�%�"�V��`�WM�
OP)

C'���
[������ E 
��������
W"���
[������ E ��
C���DX����C'�P
#���
 !M$�CV'�O����&���c�Pa�P
#����E"�
��
%X�
�'�O&C'�P
#���
��c�_�X��
�
��
D�%��
	&'(P"�'���	 

 
���
���
���!������$����"�V"���
DX�)����� (%V)�& ��� SRY  (Dallas et al., 2000; 

Matsubara et al., 2001; Drobnic, 2006; Emiko et al., 2006) !M$������c�������X���J	&'��
�D
�J)�#
��Z���Pa����[OV"���	�E���c���O�%V��������_���%  )�#�
(%V
���
���!������&���c� %����c�
��N$'�X�P~���
��� PCR D#���%)W
[�[��	 PCR �|��#"�	��'�&����	�E���[OV  )	&"���
DX�)�����
�%�"�V�����c���������%���'�D�X�"�V[���
DX�)�����[�%���%"��
����$P~���
�����$���%D��(�
��'
E
��$''�)

D�������c(�&�X��
̀D (�&(%V���������&�	��'�&����c��Pa��������  )	&'�DD#���%D��� ����
%��'̀��'	V�)

(�&%� �
N'P~���
��� PCR (�&��
O
�E(%V��&���� %����c�DM�����"�V(�
��'
E��$''�)


D�������c��
��
�X� PCR D�����"��&��'N$�_P
#�'
�Pa�	����
� �������
O
�EC'�P~���
��� 
PCR ��$���%CMc� 
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�+����&� *�+3+&�*!� 
�'�����$	4��
����
�+!����&���03+&"#�
���3�5�(��(�(%�
���%� ��� �!  
%�&�"��+)#����0��������(��(�(%�3�5�����30� (X/Y homology group) �)0"���	�������
����*) PCR 3+&�)�)0����� 
�6&��"�� intron ���!+�
��0��+5��(��(�(%�
�73�5�����30��+����3+&
�)�)0����� (�!!+�3+&�*!��$	"#����
�7 4�	��0 !+� ZFX/ZFY (zinc-finger protein, X/Y-linked) 
(Poloumienko et al., 2004; Morin et al., 2005) ��� !+� AMELX/Y  (amelogenin, X/Y-linked) 
(Ennis and Galagher, 1994; Pfeiffer et al., 2005; Pajarez et al., 2007; Mace et al., 2008; Gurgul et 
al., 2009)   
�6&��#�4��
����3+&"#�
���)0�!+�
��0��+5���$	"�����8)W
[�[��	 PCR �'�)W
�%���
C��%��$)	�	&�����"�	��'�&�����[OV )�#P
��~)W
[�[��	 PCR �����)W
�%���"�	��'�&��������� 
'�&��(
�`	��"���	�E
�����%������)	�	&��%����&���V'��������)	�	&��C'�)W
[�[��	 PCR 
(�&��%�D�DM��X�"�V����
W)P
[�(%V��� 

 
��	�E	
#�O���������
��Z��(�
��'
E����� %��N$'"�V"���
DX�)����� (Yamauchi et 

al.,2000; Pfeiffer et al., 2005; Emiko et al., 2006; Brinkman and Hundertmark, 2008) (�!��
���7��9��+5
�6���$	$��4��
����"�����7��9���� Yamauchi et al. (2000) 

 
6.  Ce��������H�������L<���	<�7 (Polymerase chain reaction) 
�F� PCR 
 
 P~���
����O��!&������'
E�
� (polymerase chain reaction) �
N' PCR �Pa�������$����
W���$�
DX������c�%��'̀��'	V�)

 (DNA template) D��	V�)

�������M$��
N'���� % �Pa�DX��������
�V��� %(%V P�DD 
�� PCR ����
��Z��(P"�V"�����
OP)

 !M$�"���
�M�����c����
"�V�'�
OP)


%V����� �N' singleplex PCR �
N'��
�X� PCR �%�"�V(�
��'
E�������M$��O&"���M$�P~���
��� )�#���� 
multiplex PCR �
N'��
"�V(�
��'
E�����&���M$��O&"���
�X� PCR 
 
 6.1  Singleplex  PCR 
 

�Pa�������
���$�DX������c�%��'̀��'�|��#�&��'�&��DX����# �%�P~���
���D#���%CMc�"�
��'%�%�'� �
N'�Pa���
DX��'���
���$�DX����%��'̀��' (DNA replication) "�
&�������$��'� �%�
�'�(!�E%��'̀��'������'�
� (DNA polymerase) D#�
V�����%��'̀��'	V�)

 �%�	&'���%��'̀��'
D��(�
��'
E �%�(�
��'
E��c��'���V�D# hybridize �
N' annealing ��
%��'̀��'��V�	
�CV�� 
��N$'�D�� complementary ��� )�#WV����'�(!�E%��'̀��'������'�
�'�O&  D#���%��
�
V�����%��'̀��'
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	&'D��P��� 3@ C'�(�
��'
E"������� 5@ (P 3@ ��
�
V�����%��'̀��'����
W�X�!cX�(%V'���%��X�
"�V
V'���$ 90-95 �C ���%��'̀��'	V�)

D#)��''��Pa�����%�$�� (denaturation) ��N$'' ���O���%��
WM�' ���O����$����#�� (�
��'
ED#����
W hybridize ��
%��'̀��'	V�)

����%�$�� ��c���V���&�)�#
��V���$���$�D#�
V��"��& D����c� DNA polymerase D#�
�$��X���
�
V��%��'̀��'��V�"��& !M$���

�����
�#�E%��'̀��'���"��&D#���$�CMc��Pa�����O� "�P�DD 
���
#
����
�����
�#�E%��'̀��'�X�(%V
'�&��'�	����	� �%�"�V��
N$'� Thermal cycle !M$�P~���
��� PCR P
#�'
(P%V���&��P
#�'
	&��_ 
�N' %��'̀��'	V�)

, primer, dNTP, buffer )�# DNA polymerase (������%��, 2541) 

 
6.2  Multiplex PCR (Edwards and Gibbs, 2010) 
 

�N'P~���
��� PCR ��$����
W���$�DX������c�%��'̀��'(%V����	X�)��&�D��%��'̀��'
	V�)

%V��� %C'�(�
��'
E��$WO�''�)

��'�&������#�����"���M$�P~���
��� ��N$'�P
��
����

��
������
�X� PCR �

�%���c� PCR ��$�(P���D#P
#�
P�J�� false-negative )�# false-positive 
D��P�J����
P��Pno'��
N'	��'�&����$�X���"�V��� ����C'�%��'̀��'��$(�&%��'  !M$���
�X� multiplex 
PCR %V��� %C'�(�
��'
E��$DX����#	&'���"�����_�&�� D#�&���%P�J���������%���N$'����&���c
(%V ��N$'�D����
"�V(�
��'
E����� %D#�Pa�	����
� �� ����C'�%��'̀��'	V�)

'�&��!M$����)�#
��� )�#����&��P
#���%��
����
��WM�������$"�V"���
�X���� ��
��Z������ multiplex PCR ��c��%��
���
�$���D����
�X� singleplex PCR )�#��Z���%�"�V� %C'�(�
��'
E�'�� %�X�P~���
���
&�����
"���'%�%������ ��
''�)

(�
��'
E��N$'"�V"���
�X� multiplex PCR �Pa���$��X���J ��
�#���
(�
��'
E��$''�)

(�V(�&DX����#	&'	X�)��&���$	V'���
 �
N'��
�P��$��)P��
OP
&���Pa���
��
V��
� 	���O��)�#��
�����C'�(�
��'
E '�DD#(P���$���c�C'�%��'̀��'"��&��'N$���$(�&	V'���
 �
N'D#
(P�%P
������c�%��'̀��'��$��
D#(%VD����
�X�P~���
�����$WO�	V'�  �%�����#��$����#��"���
�X�
P~���
���CMc�'�O&��
(�
��'
E��$''�)

(�V 

 

7.  ���!��8����L<�K�<��I�����L��<�K�����h�L��7 (electrophoresis) 

 
'���`���
�m
�!���Pa���������$"�V)������� �C'���
��$��P
#D ''�D������%�"�V

�
#)�(mm��"���
)�� �%�"�V��
��$��P
#D ��c����N$'���$[&��	������"���
�#��� ��
��$��P
#D 
	&������`D#���N$'���$(P���"���������$	
����CV����� !M$������ �C'�%��'̀��'P
#�'
%V����O&
m'��m	�Pa�DX������� ��
�#���%��'̀��'DM���P
#D �Pa��
"� pH ��$�Pa����� )�#��N$'�D����O&
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m'��m	�Pa�'��EP
#�'
����C'��������'(�%E %��'̀��'��$��C��%��`�DM�����O&m'��m	�V'���&�%�
�'̀��'��$������� �"�J&��&�  %����c�D#��`�(%V�&�P
#D 	&'�������� �C'�%��'̀��'� �C��%���&�
��&���� �X�"�V�����
̀�"���
���N$'���$C'������ �%��'̀��'
�	������DM�CMc�'�O&��
C��%�Pa����� 
�'�D��P
#D )�V���
���N$'���$C'�%��'̀��'���CMc�'�O&��
C��%C'������ � 
OP
&��C'�%��'̀��' 
(DNA configuration) )
����N$'�(mm�� (voltage) �P'
E�!`�	E )�#���%C'��D� 
��WM���
�#���
	��������$"�V%V�� 
 
 '#���
��D� (agarose gel) �Pa�������'
EC'� D-galactose ���
��
 3,6-anhydrogalactose 
)��(%VD��� V� (agar) ��N$'�D��'#���
��D�D�
	����
��
	&��_(%V�V'���� DM�����"�V"���
�X�'�
��`���
�m
�!�� ��
)������� �C'�%��'̀��'�&�����D#����"�V'#���
��D��Pa��&��"�J& ��
�#��
�&����$"�V(%V�����&� ����
W�X���
�	
���(%V�&��)�#(�&�Pa�'��	
�������� �%��&����������X�
"�)��
�
 (horizontal gel)  (� 
���
E, 2545) 
 
8.  ���
��N����<�7 (DNA sequencing) 
 
 ������"���
���X�%�
�
�C'�%��'̀��'�� 2 ���� �N'��
���X�%�
�
��%���
	�%|�����$P���
%��'̀��' )�#"�V��
�����X�����������'(�%E "�	X�)��&���$������DX����#	&'���%C'��
� 
(sequencing of end-labelled DNA by base-specific chemical clevage) �%�'����������
"�V
��
����P
�
�P��$���
�C'�%��'̀��' ��&���
�	�� methyl group "�	X�)��&���$DX����#	&'�
�
��
	X�)��&� !M$��
�D#WO�P
�
�P��$���
N'WO��X����(PD����N'����� deoxyribose !M$�D#WO��X����
	&'(PD����%��
C�%C'����%��'̀��' "�	X�)��&�C'��
�%����&�� ��c���c�
�����
W	�%	��%��'̀��'
%V����
	�%��
������	
���� ��&� m'�m'
�� -32 (32P) !M$�C��%C'�%��'̀��'����
W)��(%V�%���

"�V(mm���
#)�	
�"� polyacrylamide gel )�#�X�%�
�
�����
W'&��(%VD��)W
��$P
��~
�
)[&�m��E��'�!�
�E  
 
 "�C�#��$'������D#�Pa���
���X�%�
�
�C'�%��'̀��'�%�"�V�'�(!�E��N$'�
V��%��'̀��'���
"��& D��%��'̀��'	V�)

 (DNA sequencing by enzymatic synthesis) '����������
�
V��%��'̀��'
���"��&D��%��'̀��'	V�)

����%�$���%���
�X����C'��'�(!�E DNA polymerase )�#�������'
(�%E��$	�%|���%V����
������	
���� !M$���
��c�� %��
�
V��%��'̀��'���"��&D#���%CMc�"�	X�)��&�
C'� dideoxy nucleotide DM��
���������
��c�&� dideoxy chain termination �X��
�
P�DD 
��������$"�V'�O&
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�Pa����� Automated DNA sequencing '����������
C'� dideoxy chain termination ����V�����$"�V"�
��
	�%|���D#"�V��
�
N'�)��)����
"�V��
������	
���� �%�'����' P�
�E	�%	����
�
N'�)��
��$)	�	&����� 4 ���% �N' A, G, T )�# C �%�����$	�%|���
��������'(�%E)	&�#	��D#����
�
N'�
)����$���������N$�)	�	&����� �%���
	�%|�����"����%��'̀��'D#���%CMc�"�C�c�	'���
�
V��
���%��'̀��' �%�D#	�%|�����$P��� 5@ C'�(�
��'
E �
N'��$P��� 3@ C'� dideoxynucleotide 
triphosphate (D	 
��E, 2541) 
 
9.  ���
�����7������	������������ (construction of phylogenetic tree) (Nei, 1996) 
 
 P�DD 
����
�M�������Z����
�%�'���������������E������� �

�D���X�%�
�������'(�%E 
�
N'D���X�%�
�P
	�� WN'�Pa�������
�X���J�X��
�
�M�������Z����
"���$�������	���%	&��_ 	�c�)	&
)
����
��(PD�WM��� ��E !M$��X�����)	�	&��C'��X�%�
�������'(�%E�
N'�P
	��"���$�������	)	&�#
���%��"�V"���
D�%DX�)�� ����)	�	&��"�
#%�
����� ���c�X�"�V�����D������
W�M�����(P"�
�����M�	�c�)	&
#%�
��$�������	"��� &��%������ ���E�%������ ���%�&'��%������ D�WM�����)	�	&��"�

#%�

 ��� 
 
 ��
�
V��	V�(�V�����������E�������Z����
�
N'������� �

� (phylogenetic tree) �%�
"�V��������W�	� �
�$�	V���D����
"�VCV'�O�����)	�	&��D�������#��$)�%�''�����'�C'�
��$�������	��c�_ (morphological character) 	�'%D�����)	�	&�����C'�����W�$C'���� (gene 
frequency) "���
�M������� ���	
EP
#���
  �%�������
�
V��	V�(�V���� �

� P
#�'
(P
%V��������
����_ �'�������
 �%�������
)
� �N' ��
P
#���� 
OP)

��
)	���$���C�C'�
	V�(�V (topology) )�#CV'��$�'��N' ��
P
#����)�#�P
��
����
�������C'���$��V����$)��''�(P 
!M$��������C'���$��V����$)	�''�����c�����
W��(%VD����
"�V�W�	��CV�
&������
�#�E !M$�������

P
#����
OP)

��
)	���$� �������C'���$��V�� D��
V��''����Pa�	V�(�V��$��
O
�E����������_ 3 
���� �N' distance method  likelihood method )�# parsimony method 
 
 distance methods �Pa�������
�
V��	V�(�V�%��X���
�X�����P
��
����
"�� �_�X�%�
       
�������'(�%E �
N'�P
	�� �%�'����������
C'����� least square )�# minimum evolution !M$��Pa�
��
P
#����DX��������)	�	&��C'��X�%�
�������'(�%E�
N'�P
	��"�)	&�#	X�)��&�C'�CV'�O� 
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maximum likelihood (ML) �Pa���
�
V��	V�(�V�%��X���%���	�}�� "���$��c
�P
��
���N'���
��� 	����%� (model) C'�	V�(�V	����
�M�����$)	�	&����� 	��[OV"�V�X���% 
)�#�X���
D�%�
V��	V�(�VD��CV'�O��X�%�
�������'(�%E�
N'�X�%�
�P
	���%���D�
��D�� 	V�(�V��$
�������&�D#�Pa���$	
���
���%���$�
���N'�(�V�����$� % 
 

 maximum parsimony (MP) �Pa�������
�
V��	V�(�V�%��X���
�
V��	V�(�V��$����
)	���$�"�
� �_
OP)

��$���%CMc�(%VD��CV'�O��X�%�
�������'(�%E�
N'�P
	����$�X���
�M��� )�#����
"�V
�#)��	V�(�V)	&�#)

�%���D�
��D������)	�	&��C'��X�%�
�������'(�%E�
N'�P
	����$�X�
��
�P
��
����
 ���������)	�	&������#)��C'�	V�(�V��c�D#�O� !M$�������cD#�X���
��N'�	V�(�V��$
���#)���V'���$� %��$��N'��N'���
�P
��
����
CV'�O���N$'"�V���%����)	�	&��C'��X�%�
�������'
(�%E�
N'�P
	����$�V'���$� %��$��'� 
 
 )	&�#������������
"�V�����$)	�	&�����(PCMc�'�O&��
�

���	�C'�CV'�O���$�X���
�M���!M$�
[OV"�V��
DX��Pa���$D#	V'���N'�������$����#����
��
"�V�����
CV'�O�C'�[OV�X���
�M����'� 
 

�X��
�
��
�%�'
�����&���N$'WN'C'�	V�(�V��$�
V��CMc� ���� bootstrap test �Pa�������M$���$
�Pa�������	
}��"���
�%�'
�����&���N$'WN'  ������c�Pa���
� &�CV'�O��X�%�
�������'(�%E�
N'
�P
	�� )�#�X���
�
V��	V�(�VCMc���"��&�%��X�!cX�����_
'
)�#)�%��&������&�D#�Pa�"���

���%
OP)

C'�	V�(�V��c�_''�����N$'����
��
DX����
'
"���
�X�!cX���$[OV�M����X���
�X���% �%�
����&� bootstrap ���&��O� (�����&� 95) WN'�&�	V�(�V��$WO��
V��CMc�����c��������&���N$'WN'�O� 
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��C��9	!�����L��� 

��C��9	 

 

1. ��'%��`
	��'�&����N'%���%P�'������
)C`�	��C'���N'% (EDTA tube) 
2. ��'%��`
	��'�&���O���$


D ��
�#��� D-solution  
3. ��
N$'�P���)��	#�'� Centrifugation, DENVILLE 260D (DENVILLE Scientific. Inc, 

USA) 
4. ��
N$'�)�V�	#�'� Dry bath incubation (Major Science Inc, Taiwan) 
5. ��
N$'�W&������D� Gel documentation (Alphadigidoc™, EEC) 
6. Gel electrophoresis Gelmate 200 (TOYOBO®, Japan)   
7. ��
N$'��X����%)�� U.V. Electronic U.V. Transilluminator (Alphadigidoc™, EEC) 
8. ��
N$'�P~���
��� PCR, PTC-200 (Peltier Thermal Cycler machine, USA) 
9. ��
N$'��'�����	'
E 
10. �P
)�
�����
�#�E�X�%�
�������'(�%E MEGA version 4.1 (Tamura, 1993) 
11. �P
)�
�����
�#�E�X�%�
�������'(�%E Bioedit version 7.0.9.0. (Hall, 1997) 
12. �P
)�
�����
�#�E�X�%�
�������'(�%E DnaSP version 5.10 (Rozas, 1995) 
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���L��� 

 

1.  ���<�K�;������� 

 

	��'�&����$"�V"���
�M����
�c���c)
&�''��Pa��'��&�� (%V)�& 	��'�&����N'%��N$'"�V"�
��
�M���������������������� �

�
���
���!���� )�#�&����$�'��N' �O��#��$���N$'"�V"�
��
��Z��� %C'�(�
��'
E��N$'"�V"���
DX�)�����D���O��#��$� 

 

1.1  ��
��`
	��'�&����N'% 
 

�X���
�D�#��`
	��'�&����N'%D���#��$����%�&'���&� �%���D�
��D��CV'�O�����
��������������� �

�"��&��C'�(��%�'��%
��%��'̀��' (Dejchaisri, personal communicated) 
!M$�)
&�	��'�&��''�(%V 11 ���)�& )�#��N'���`
	��'�&��D�� 11 ���)�&��$)	�	&�����%����&�� )�#
D��	&���W������#���c����	�EPb� )�#�����	�E �Pa�DX������c���c� 13 	��'�&�� D�� �W������#���c��
��	�EPb� 4 )�&� �����	�E 3 )�&� )�#��
���
��Z����
[�������%V���cX���Nc')�&)C`�"��#��$� 1 
)�&� %����c 

 
1.1.1  �W������#���c����	�EPb��V��C�)CV� D�����%' ������� 

1.1.2  �W������#���c����	�EPb��V���
�� D�����%���

 
� 

1.1.3  �W������#���c����	�EPb��C�P
#��
�V�� D�����%
��
 
� 

1.1.4  �W������#���c����	�EPb��
#
��O& D����%�
#)�V� 

1.1.5  �����	�E�P�%�C��C��� D�����%��
 
� 

1.1.6  �����	�E�����"��& D�����%�����"��& 

1.1.7  �����	�E��

������ D�����%��

������ 

1.1.8 ��
���
��Z����
[�������%V���cX���Nc')�&)C`�"��#��$� 

��������������	
���	
E �X�)��)�� D�����%��
P}� 
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�X��
�
	��'�&����N'%�#��$����%�&'�(�� D����$(%V��&����CV��	V��&�P
#���
�#��$�
���%�&'�(��  "�P
#���(����'�O&�'�)�&�%V����� �N' �����	�E% ��	 '��E��
�����	�E"��
#


�
��OPW���E )�#D���W������#���c����	�EPb�
���#� � D�����%��
 
� !M$�D����
!��P
#��	� �
�&�
�#��$����[OVD���'�)�&���c����$����$)	�	&����� %����c�DM��D�#��N'%�#��$�D�������	�E% ��	 3 	��'�&��
)�#D���W������#���c����	�EPb�
���#� � 1 	��'�&�� 
����c���c� 4 	��'�&�� 
 

"���
�M�����c(%V����
�D�#��N'%��Nc'�
�� (Axis porcinus) ��N$'�M����X�%�
�������'
(�%E
���
���!���� )�#�X����P
��
����
��
CV'�O���$(%VD���#��$� ��N$'"�V"���
''�)

(�

��'
E�X��
�
"�V"���
DX�)������%���D %P
#���E��$D#"�V"���	�E�'����%��c 
 

�X���
�D�#��N'%D�� ��V���N'%%X�

�����' (Jugular vein) %V��������$P
��D����Nc' 
(Sterile technique) ��N'%��$�D�#(%V��`
(�V"���'% EDTA ��N$'P�'������
)C`�	��C'���N'% D����c�
	��'�&����N'%�&����M$�D#(P����
�#�E�&��������	�����)�#������� )�#'���&��D#WO���`
(�V"� 
��
�#��� D-solution (���[��� �) P
#��� 300 µl [��"�V�CV���� )�#��`
(�V��$ -20 �C ��N$'
'
��
���%%��'̀��'	&'(P 
 

1.2  ��
��`
	��'�&���O� 
 

	��'�&���O��#��$�D#�X���
��`
D���
����c��D����
���
��Z����
[��������#��$�
�%��cX���Nc')�&)C`� ��������������	
���	
E D�����%��
P}� )�#D���W������#���c����	�EPb��O
�C��� D�����%����O��DX���� 6 	��'�&���%��Pa��O�D���#��$����[OV 1 	��'�&��)�#�Pa��#��$�������� 5 
	��'�&�� 

 
�'�D����c"���
�M�����c(%V�X���
��`
�O���Nc'�
�� D���
����c��"���
���


��Z����
[��������#��$��%��cX���Nc')�&)C`� ��������������	
���	
E D�����%��
P}� DX���� 2 
	��'�&���%�	��'�&���O��Pa����[OV 1 	��'�&��)�#������� 1 	��'�&�� D���
����c��"��W������#���c��
��	�EPb��O�C��� 4 	��'�&���%��Pa����[OV 1 	��'�&��)�#������� 3 	��'�&�� 
����c���c� 6 	��'�&�� )�#
�X���
��`
�O��%D����Nc'�
����$P�&'��N��O&�

���	�(P 48 	��'�&�� (�!
������ 3-4 �	���$0��
�5#�!�
������ DETs Buffer (,���� � �) ��*��)� 20 ��. (Frantzen et al., 1998) 

 



 

20 

2.  ���7����L<�K�<� 
 

2.1  ��
���%%��'̀��'D����N'%"�V���� Phenol-chloroform  
 

�%�"�V	��'�&����N'%��$'�O&"���'% EDTA 100 µl [����
��
�#��� D-solution 300 
µl �C�&�D���N'%[����
��
�#���P
#�����M$����� D����c��X���
�	����'�
m'
E� (chloroform) 
150 µl )�# m��'� (phenol) (pH 7.9) 150 µl "�'�	
��&�� 1:1 �C�&�"�V�CV�������10 ���� )�V�
�X�(PP���	�	#�'���$ 13,000 G ��� 5 ���� %O%�|��#�&��"�%V��
�"�&"���'%"��& )�#�	�� 
��'�
m'
E� )�# m��'� (pH 7.9) '���
�c� �C�&�"�V�CV������� 10 ���� P���"�V	�	#�'���$ 13,000 
G  ��� 5 ���� %O%�|��#�&��"�"�&��'%"��& D����c��X���
�	�� Absolute ethanol �Pa� 2 ��&�C'�
P
�����&��"���$%O%(%V [��"�V�CV����)�#�X�(P��`
(�V��$ -80 �C ��� 20-30 ���� )�#�X�(PP���"�V
	�	#�'���$ 13,000 G  ��� 10 ���� ���&��"�%V��
���c� )�#�X���
�V��	#�'���$(%V%V��75% 
ethanol 700 µl  2-3 �
�c� P���"�V	�	#�'���$ 13,000 G  ��� 5 ���� ���&��"���c�)�#P�&'�"�V)�V� 
��N$'	#�'�)�V�%�)�V� �X���
�#���%V�� TE buffer 15 µl  (���[��� �) )�#��`
%��'̀��'��$(%V(�V��$   
-20 �C �&'���$D#�X�(P����
�#�E"�C�c�	'�	&'(P 

 
2.2  ��
���%%��'̀��'D���O� 

 

��
���%%��'̀��'D���O���c�P
#� �	ED��������
���%%��'̀��'D���O�  �%�%O%C'�����
D����'%��$


D 	��'�&���O� 1.5 ml "�&��"���'% 2 ml D����c��X���
P���"�V	�	#�'���$ 13,000 
G  ��� 15 ���� ����
�#����&��
���c� )�#�	����
�#��� L1 (Lysis buffer) (���[��� �) "�V
(%VP
���	
 1.5 ml vortex "�V�CV����)�#�X�(P incubate ��$' ���O�� 56 �C CV���N� D����c�����P���
��$ 5,000 G ��� 10 ������ �X���
%O%��
�#����&��
�P
#��� 750 µl �V��"�&��'%C��% 2 ml 
"��&��$����
�	�� silica 50 ul (���[��� � ) )�# L1 buffer 250 µl 
'(�V)�V� vortex "�V�CV����)�#
�C�&���c�(�V��$' ���O���V'���� 1 ��$���� �X�(PP�����$ 13,000 G  ��� 1 ���� ���&��"���c� �V��
	#�'�%V�� L2 buffer (���[��� �)  1 ml )�#P���"�V	�	#�'���$ 10,000 G ��� 1 ���� ���&��
"���c� )�#�X���
�V��%V�� L2 '���
�c�  )�#�V��	#�'�%V�� 70% ethanol 1 ml vortex"�V�CV����)�#
P�����$ 10,000 G ��� 1 ���� �'�
'
��&��%������ ��c��&��"� )�#��c�	#�'�"�V)�V� �&'�"�V����X�
��
�	�� TE buffer 30-60 µl ��N$'�Pa���
�#���%��'̀��'�X�(PP���'����M$��
�c� )�#��`
%��'̀��'��$
�#���)�V�(�V��$ -20 �C ��N$'�X�(P"�V���"�C�c�	'�	&'(P  



 

21 

 
3.  ������!�����<���	 

 
��
''�)

(�
��'
E)
&�''��Pa��'�� %%V����� �%�� %C'�(�
��'
E��$"�V"���
�M���

������������
���
���!���� 'V��'��D����
�M���C'� Nijman et al. (2008)  )�# Hellborg 
and Ellegren (2003) !M$��X���
''�)

(�
��'
E !M$���	X�)��&�DX����#	&'	X�)��&� exon C'������$
'�O&
���
���!����"���	�E����_���%%��)�%�	X�)��&���$DX����#C'�(�
��'
E
���
���!�
���(�V"������$ 1  �X���
�M���"���� DBY, SRY )�# ZFY �%�"�V(�
��'
E��c���c� 8 �O& �%�CV'�O�
�X�%�
�������'(�%EC'�(�
��'
E ' ���O����$����#��	&'��
D�
C'�(�
��'
E��
%��'̀��'	V�)

 
(annealing temperature) )�#C��%C'�[�[��	 PCR ��$��%�&�D#(%V %��)�%�"�	�
����$ 1 

 
�X��
�
��
DX�)�����D���O���c� "���
�M�����c(%V�%�'
(�
��'
E!M$�DX����#	&'��� 

amelogenin !M$���
������&�����
WDX�)�����"�����!��V�(%V (Yamauchi et al., 2000) (SE47 )�# 
SE48) !M$�)�%�
���#�'��%(�V"�	�
����$ 2 

 
(�
��'
E��$DX����#	&'��
���!����'���O& (SEX1W )�# SEX2W) ''�)

D�� CV'�O�

�X�%�
�������'(�%EC'���� DBY "��#��$�)�#��Nc'�
����$(%VD����
�M�����c ���
��+!�
3+!����
�	�����#�����* ��+(�43��3+&��!���4 	��� ����� (Cervus elaphus) (EU219377) (�!)�%�
	X�)��&�C'�(�
��'
E��$''�)

"��& 
��WM�	X�)��&���$���N'�)�#)	�	&�������N$'�X���

�P
��
����

���&��)�%���c(�V"������$ 2 )�# 3 

 

(�
��'
E DRA1W )�# DRA2W DX����#	&'!+� MHC class II (Major histocompatibility 
complex, class II, DR alpha) %�&�
�'�!+�3+&�+� �������������� ���	��3��(������) � (�!�+���
)#����0�3+&���)�)0���������$�*�!0�! (subspecies) ������)#����0��+���9:� conserved ��
��) �
�+5!�����	 !�����!$�*� (�!
;�������) �
�+5! 
�65�� (Sena et al., 2002) %�&�4��
�����+5"��$	

�'�)� � ����� �������:�����8*�*�*!� PCR �%��X�%�
�������'(�%E ' ���O����$����#�� )�#
C��%��$��%�&�D#(%V�%�P
#���)�%�(�V"�	�
����$ 2 �����CV�CV�C'���
������$"�V"�P~���
���
)�%�(�V%��	�
��[�����$ 1 )�#2 

 

4.  ���<������n��L<�K�<����Ce������� PCR 
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 "�P~���
��� PCR D#P
#�'
(P%V���&��C'� mixture !M$�P
#�'
(P%V�� deionized 
water 67.5 µl, 10x PCR  buffer  10 µl, MgCl2 8 µl, 10mm dNTP 2 µl, forward )�# reverse primer 
�����CV�CV� 1 µM '�&���# 1 µl )�# Taq  DNA polymerase 0.5 µl (Fermentas, USA) 
����c���c� 
90 µl )�#'���&���N'%��'̀��'��$���%��`
(�V �%�[�� mixture ��
 %��'̀��'"�'�	
��&�� mixture : 
DNA (9:1) %��)�%�"�	�
�����[��� C1 
 
 "�V��
N$'��N'"���
���$�DX������c�%��'̀��''�	����	� PTC-200 (Peltier Thermal Cycler 
machine, USA) �%�C�c�	'�"���
P~�
�	����D#)	�	&��''�(P	��� %C'�(�
��'
E��$"�V"�
��
�M����%�
���#�'��%C'���
�M���������������������� �

�
���
���!����)�%�(�V
%��	�
��[��� C1 )�#
���#�'��%�X��
�
��
��Z����
DX�)�����D���O�)�%�(�V%��	�
��[��� 
C2 
 
5.  ���;��J7��!_��L<�K�<��I�����L��<�K�����h�L��7 

 
�X�[�[��	 PCR (PCR product) ��$�X�[&�����$�DX����D��P~���
��� PCR 	
�D�'
%V�� 

1.5% agarose gel electrophoresis (���[��� �) �%�[��[�[��	 PCR 4 µl ��
 ���X��
�
[��
[�[��	 PCR ��N$'�X���
	
�D�'
C��%C'�[�[��	 PCR  4 µl  )�#"�&��"��� �
� agarose gel 
D����c�"�V�
#)�(mm����$����	&������E 100 ���	E ��� 30 ���� )�#�X�(P�V'�"� ethidium 
bromide ��� 5 ���� �X�CMc����V��%V���cX��#'�%'�� 5 ���� )�V��X���'&��[�%V����
N$'� gel 
documentation �
N' ��
N$'� U.V. transilluminator �%�"�V 100 bp ladder �Pa� marker �X���

P
#����C��%��c�%��'̀��'��$	V'���
 D����c��X���
	�%��c�%��'̀��'%����&�� 

 
�X�%��'̀��'��$(%V"�V

�� �����%�P
#� �	E��
"�V silica "���
�X�"�V��c�%��'̀��'

�� ����  �
�$�

D����
	�%)W
%��'̀��'��$	V'���
D�� agarose gel 
���
N$'�|��)�� U.V. )�#"�&��c� gel ��$	�%(%V(�V
"���'%C��% 1.5 ml ��'%"��&��$�	
���(�V �%���
�X���
�P��$��"
��%��$"�V	�%"��&� ��
�c���$�X�
��
	�% band C'�%��'̀��'��$(%V'��"��&��N$'(�&"�V��%��'̀��'P#P����"�)	&�#	��'�&�� )�#D#�X�
"�V[���
���X�%�
�
����%���N$'�  ��N$'�X���
	�%��
̀D)�V��X���
�	����
�#��� L1 ��"���'%��$



D ��c� gel ��$	�%(�V)�V�P
���� 300 µl �X���
 vortex "�V�CV����)�#��c�(�V"� heat box ' ���O�� 55 
�C 2-3 �������
��
 vortex D���Nc' gel ��$	�%(�V�#�����% 
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��N$'��Nc' gel �#�����%)�V� �X���
�	�� silica 15-30 µl 	�������CV�CV�C'�%��'̀��'��$��%
�&�D#(%VD����
�X�"�V

�� ���� �X�(P �C�&�
���
N$'��C�&�����
M$�WM���M$���$���� �X�(PP�����$ 10,000 
G ��� 1 ���� ���&��"���c� D����c��X���
�V��	#�'�C'� silica %V����
�#��� L2 500 µl vortex 
"�V�CV���� )�#�X�(PP�����$ 10,000 G 1 ���� �%��X���
�V��%V����
�#��� L2 �'��
�c�)�#���&��
"���c� D����c��X���
�V��%V�� 70% ethanol 500 µl vortex "�V�CV���� )�#�X�(PP�����$ 10,000 G ��� 
1 ���� �'��
�c���&��%��������
��
�V��%V����
�#��� L2 ���&��"���c� )�#��c�"�V	#�'�)�V� 

 

��N$'	#�'�)�V�%�)�V��X���
�	����
�#��� TE P
���� 20-50 µl (	�������CV�CV�C'�%�
�'̀��') ��N$'�#���%��'̀��'''�D�� silica �X���
 vortex "�V�CV����)�# incubate (�V��$' ���O�� 55 �C 
��N$'"�V%��'̀��'�#���(%V%� 2-5 ���� )�#�X�(PP�����$ 10,000 G ��� 2 ���� D����c��X���
%O%�&��"�
"�&��'%"��&(�V (�M�
#���"���
%O%�&��"�(�&��
�� silica 	�%����
�#D#�&�[�	&'��
���X�%�

�
�) ��`
(�V��$ -20 �C 
'��
"�V���	&'(P 

 

6.  ���
��N����<�7 (DNA sequencing) 

 

 ��c�%��'̀��'��$[&����
�X�"�V

�� ����)�V�D#��`
(�V"���'%)�#�&�(P���X�%�
�
��%� 


���� 1st BASE Laboratories, Malaysia. 
 

7.  ���<C�L��<�L���N����<�7 (Alignment) 

 

 ��N$'(%V�X�%�
�������'(�%E�� �X��X�%�
�������'(�%E��$(%V���X���
�P
��
����
��
�X�%�
    
�������'(�%E"� Genbank (http://ncbi.nlm.nih.gov/) ��N$'	
�D�'
�&��X�%�
�������'(�%E��$(%V��
��c� �Pa��#��$�D
�� )�#"�V�P
)�
� Bioedt (http://www.mbio.ncsu.edu/Bioedit/bioedit.html) "�
��
�P
��
����
�X�%�
�
� ��N$'������)	�	&��)�#D�%�� &�"�V��
D���#��$� �%�����
�#�E"��&��
C'���� DBY, SRY )�# ZFY 
 

8.  ���
�����7������	������������8�������� (phylogenetic tree) 

 
 �X�%�
�
���c���%D#WO��X�������
�#�E�������������E����������Z����
������� �

� 
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%V���P
)�
� MEGA version 4.1 �%�"�V���� Neighbor-joining (NJ) )�#"�V Maximum composite 
likelihood model "���
����
�#�E 
&����
��
�%�'
�����&���N$'WN'C'� tree %V�� Bootstrap 
10,000 
'
 )�#"�V�P
)�
� DnaSP 5.10 (Rozas, 1995) "���
���&� genetic distance 
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E���L� 1  ���)�%�	X�)��&�C'�(�
��'
E � 	X�)��&�C'����	&��_
���
���!���� �%� (A) 

)�%�	X�)��&�
���� DBY; (B) )�%�	X�)��&�
���� SRY; (C) )�%�	X�)��&�
���� 
ZFY 
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;�����L� 1  	�
��)�%��X�%�
�������'(�%E ' ���O����$����#��	&'��
D�
C'�(�
��'
E (annealing 
temperature) )�#C��%C'�[�[��	 PCR ��$��%�&�D#(%VC'�(�
��'
E��$"�V"���
�M��� 

 

Name Forward primer Reverse primer 
Condition 
Annealing 

(Ta) 

Size 
(bp) 

DBY7 
DBY8 
ZFY1 
ZFY2 
ZFY3 
SRY3 
SRY4 
SRY5 

GGTCCAGGAGARGCTTTGAA 
CCCCAACAAGAGAATGGCT 
CAGGTGAGGGCACATGAG 
ATATGCTTGAAGAGACGACAAC 
TTCTAATTTGAAGACGCATGTG 
AGCCTTTGAAGTTTCTACTGTC 
GTCTGCTGCACCTTCATC 
CCGGGCTATAAATATCGACCTC 

CAGCCATTCTCTTGTTGGG 
CAGCACCACCATAKACTACA 
ATCACATTCGATGGCCTT 
AGTCAGAAGACAAATGTCACA 
CAACTTCTTTATGGTGTCGTG 
CCCCAATACCTCCCCTCAATAC 
CTTATTGTGGCCCAGGCTTGTC 
GATGAAACCTTGGGTCTCACAG 

 55 �C 
55 �C 
55 �C 
55 �C 
55 �C 
55 �C 
55 �C 
55 �C 

508 
508 
1,033 
671 
622 
1,118 
970 
1,081 
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;�����L� 2  	�
��)�%��X�%�
�������'(�%E ' ���O����$����#��	&'��
D�
C'�(�
��'
E (annealing 
temperature) )�#C��%C'�[�[��	 PCR ��$��%�&�D#(%VC'�(�
��'
E��$"�V"���
DX�)��
���D���O� 

 

Primer 
name 

Sequences 5@-3@ 
Condition  
Annealing 

(Ta) 

Size 
(bp) 

Reference 

SE47 
SE48 

DRA1W 
DRA2W 
SEX1W 
SEX2W 

CAGCCAAACCTCCCTCTGC 
CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC 
CCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAG 

CAATTCCCAAGTCTAGGAGGACTG 
CTCTCCTTGGTTTTAGCCCCA 
ACACTACACAAGGACGAACTC 

58 �C 
58 �C 
55 �C 
55 �C 
55 �C 
55 �C 

220 
220 
302 
302 
181 
181 

Yamauchi, 2000 
Yamauchi, 2000 
Sena, 2002 
Sena, 2002 
This study 
This study 
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E���L� 2  ���)�%�	X�)��&�)�#C��%C'�[�[��	 PCR ��$��%�&�D#(%VC'�(�
��'
E SEX1W )�# 
SEX2W !M$�''�)

��"�VDX����#	&'���DBY 
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E���L� 3 ���)�%���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%EC'���� DBY 
���&��
#��&���#��$����%
�&'���&� �#��$����%�&'�(�� ��Nc'�
�� )�#����)%� (EU219377) )�#	X�)��&�C'�(�
��'
E 

SEX1W )�# SEX2W ��$''�)

"���
�M�����c 

SEX1W 

SEX2W 
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G�!����J��9	 
 

1.  ����
���
�������������<�>GHI�������������������!�������������� 

 

 D����
�M����X�%�
�������'(�%E
�%��'̀��'D�������$'�O&
���
���!����[OVC'��#��$� !M$�
P
#�'
(P%V�� ��� DBY "��&��C'� exon7 
���&��, intron7, eoxn8, intron8 )�# exon9 

���&�� ���������c���c� 508 �O&�
� �%�P
��~)W
%��'̀��'C��%%����&��"�	��'�&�����[OV )�#(�&
P
��~)W
%��'̀��'"�	��'�&��������� %��)�%�(�V"������$ 4 
 
 ��� SRY P
��~)W
%��'̀��'	&'(�
��'
E SRY3Fw )�# SRY3Re C��% 1,118 �O&�
� (�

��'
E SRY4Fw )�# SRY4Re C��% 970 �O&�
� )�#(�
��'
E SRY5Fw )�# SRY5Re C��% 1,081 
�O&�
� �%�P
��~)W
%��'̀��'C��%%����&��"�	��'�&�����[OV )�#(�&P
��~)W
%��'̀��'"�	��'�&��
������� %��)�%�(�V"������$ 4 
 
 ��� ZFY P
��~)W
%��'̀��'	&'(�
��'
E ZFY1Fw )�# ZFY1Re C��% 1,033 �O&�
� (�

��'
E ZFY2Fw )�# ZFY2Re P
��~)W
%��'̀��'C��% 671 �O&�
� )�#(�
��'
E ZFY3Fw )�# 
ZFY3Re C��% 622 �O&�
� �%�P
��~)W
%��'̀��'C��%%����&��"�	��'�&�����[OV )�#(�&P
��~
)W
%��'̀��'"�	��'�&�����������&��%�����
��� DBY )�# SRY %��)�%�(�V"������$ 4 
 

 )�#��N$'�X���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E (alignment) %V���P
)�
� Bioedit version 
7.0 �%��P
��
����
�X�%�
�������'(�%E"��� &�P
#���
�#��$����%�&'���&�%V������'� )�#
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E"��� &��#��$����%�&'�(��%V������'� �
�&�(�&�
����)	�	&��
C'��X�%�
�������'(�%E���"��� &��#��$����%�&'���&�%V������'� )�#"��#��$����%�&'�(��%V��
����'� ��
��$(�&�
����)	�	&��
���
���!�������"��� &�P
#���
�#��$����%�&'��%������ 

 
 [���$(%V�'%��V'���
��
�M���'N$�_!M$�
������&�(�&�
����)	�	&��"�
#%�
���%�&'�
�%������ (intraspecies) ��&� ���!��)��!� (Stone et al., 2002) � ��CPb� (Hellborg and Ellegren, 
2004) )�# (Meadows et al., 2004; Meadows and Kijas, 2005) �V� (Lindgren et al., 2004) ��	�E
	
#�O�)�� (Luo et al., 2007) )�#��	�E	
#�O���� (Nijman et al., 2008) !M$�����	 ��$�X�"�V(�&�

������������"���
���!������c����%(%VD�� "�C�c�	'���
����Z����
C'���
���!���� 
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��N$'�D����
���!�����������#�Pa� heterozygous %����c���
���% mutation D#�&�[�'�&����$�	&'
��
�OJ���(P�
N'��'�O& CMc�'�O&��
�&���
���!��������
 mutation ��$�&�[�%�	&'��
%X�
�'�O&C'�
��	�E	����c��
N'(�& �����
 mutation (�&�&�[�%�	&'��
%X�
�����	�`D#�X�"�V��
���!���c����(P
D���

���	� (sweep selection )�# background selection)  )�#�!��E'� D��Pa��!��E��$DX��Pa�	V'�
�������"���
���N$'���$ !M$�(��	�'��%
�����&��"���
�X����%�������%����&�� "��
����$������
[�%P�	����%CMc�"�%��'̀��'D��(��	�'��%
��D#�&�[�"�V�!��E'� D�C'���	�E	����c�(�&����
W[��
��
�!��E(C&(%V �X�"�V��
���!�D����	�E	����c�(�&(%VW&���'%)�#�OJ���(P"���$� % (Gemmell 
and Sin, 2002) 
 

 '����$���M$���$�X�"�V��
���!������������������	$X��N' ��
��$�#��$��Pa���	�E��$��
#


��
[������ E)

 polygynous �%��#��$����[OV������M$�	������
W[����
�������(%V�����&���M$�
	�� 	���

���	��#��$���M$�	��D#[����
	������(%V 4-5 	�� )�#	��[OV��M$�	��[����
	������(%V 14 
	��D����
�M���"��
����c�� (
O
�����E, ����������E2551) )�#"��
����$P
#���
)��D������X�
"�V�'�����$D#����
)���P��$����
���!�����V'���(P'�� 

 

 microsatellite marker �X��
�
��
���!����DM��Pa�'�������N'���M$��X��
�
"�V"�
��
�M���������������
���
���!�)�&���c !M$�����
�M���)�#��Z����
"�V"��� (White et 
al., 1999; Ayub et al., 2000; Grignani et al., 2000; Gusmão et al., 2001; Hou et al., 2001; Iida et 
al., 2001; Mohyuddin et al., 2001) �X��
�
��
�M���"���	�E	
#�O�����
�&�����������������N$'
"�V microsatellite marker "���
�M�����
���!����"� ��� �
#��� �
#
N'P��� )�#D��
� 
(Hanotte et al., 1997; Edward et al., 2000) )	&(�&�
������������"�����Pb� (Nguyen et al., 
2007) %����c� microsatellite marker ��$DX����#	&'��
���!����'�D�Pa�'�������N'���M$���N$'�X���
�%�'
)�#�M���������������"��#��$� 
 
 ��N$'�X���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E�%��P
��
����

#��&���#��$����%�&'���&�)�#
�#��$����%�&'�(�� 
���� DBY, SRY )�# ZFY ���������c���c� 5,150 �O&�
� %V���P
)�
� Bioedit 
version 7.0 �
�&�������)	�	&��C'��X�%�
�������'(�%E DX������c���c� 8 	X�)��&� )�#�X���

�P
��
����
%V������ BLASTn (http://ncbi.nlm.nih.gov/) ���&��������N'�)�#)	�	&��%����c Score = 
9241 bits (10248), Expect = 0.0, Identities = 5141/5150 (99%), Gaps = 3/5150 (0%) 
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 ��� DBY )	�	&����$	X�)��&�  C/T �������'(�%E �X�%�
��$ 447   ��� SRY )	�	&����$	X�)��&�  
T/G �������'(�%E�X�%�
��$ 753 "��&��C'� 5@ promoter  ��� SRY 	X�)��&�  A/C �������'(�%E
�X�%�
��$ 2,071 )�# 2 deletion �������'(�%E�X�%�
��$ 1,972 )�# 1,973 "��&��C'� 3@ C'� coding 
region  �X��
�
�&�� coding region C'���� SRY (�&�
����)	�	&��
#��&���#��$����%�&'���c��'�
���%   ��� ZFY )	�	&����$	X�)��&� T/C "��X�%�
�������'(�%E��$ 106, G/A �X�%�
��$ 284, G/A �X�%�

��$ 331 )�# A/G �X�%�
��$ 1,513 �%�����)	�	&��C'��X�%�
�������'(�%E%����&�� 'V��'��D����

�P
��
����
�X�%�
�������'(�%EC'����
���
���!����!M$�)�%�(�V"�������[�����$ 1-5 )�#
)�%�����)	�	&��(�V"�	�
����$ 4 
 
 �X�%�
�������'(�%E�X���
����
�#�E���&�
#�#�&��������� �

� (genetic distance) 

#��&���#��$����%�&'���&�)�#�#��$����%�&'�(�� D����
�M�����c �%���
����
�#�E)

 Pairwise 
distance %V���P
)�
� MEGA 4 version 4.1 )	&'�&��(
�`	����N$'�D��CV'�O��X�%�
�������'(�%E

���
���!����[OV"���	�EPb����E��������
�M���(�&������ �%��|��#��	�EPb�"�P
#���(��DM�
�X�"�V��CV'�O����P
��
����
(%V��� "���
�P
��
����
�
�c���cDM��M���"��&��C'� ��� DBY !M$��X�
��
P
�
)	&��X�%�
�������'(�%E��N$'��
"�V��� �%���������� 120 �O&�
� )�#�&�� coding region 
C'���� SRY ������� 690 �O&�
� �%��P
��
����
CV'�O�%����&��"� �#��$����%�&'���c��'����% 
(this study), ��Nc'�
�� (Axis porcinus) (DBY, this study) (SRY, Acession number : AY244496)  
)�#����)%� (Cervus elaphus) (DBY, Acession number : EU219376) (SRY, Acession number : 
DQ888695) �%�"�V�� (DBY, SRY, Acession number : AC231520) �Pa���	�E�'��� &� (out-group) 
CV'�O��X�%�
�������'(�%E%����&����N$'�X���	�%
���&��''���N$'����#����
"�V���"��P
)�
�
%����&��  D#��`�(%V�&��#��$����%�&'�(��)�#���%�&'���&���
#�#�&��������� �

�"��V��������
�����&���N$'�P
��
����
��
��Nc'�
�� )�#����)%� �%���!M$��Pa���	�E�'��� &�D#��
#�#�&��
''�(PD����%�D� %��)�%�"�	�
����$ 3 
 
 ��N$'�X���
����
�#�E	V�(�V���� �

� (Phylogenetic tree) �%����� Neighbor-joining (NJ) 
)�#"�V Maximum composite likelihood model "���
����
�#�E 
&����
��
�%�'
�����&���N$'WN'
C'� tree %V�� Bootstrap 10,000 
'
 �%��X���
����
�#�E�P
��
����
"���� DBY  )�#�&�� coding 
region C'���� SRY 
����c�"�VCV'�O�D����c��'��&��
&����� �%�"���
�
V��	V�(�V���� �

�D��
��� DBY ������&���%���D#D�%�� &�"�V�#��$����%�&'���&� �#��$����%�&'�(�� )�#����)%�'�O&�� &�
�%������)�#�#��$����%�&'�(���������������E"��V��%��
�#��$����%�&'���&� �����&� ����)%�"�



 

33 

C�#��$��Nc'�
��'�O&"��� &���$)��''�(P'�O&�� &��%�����
�� !M$�"���
�M�����c�
���%�&���Nc'�
��
��
D#WO�D�%�� &��%�����
�#��$���N$'�D���Pa���	�E"����E�������N'���� ��N$'�X���
�
V��	V�(�V
���� �

��%�"�V�&�� coding region C'���� SRY �
�&��#��$����%�&'�(��)�#�#��$����%�&'���&�
�� &��%������ �&������)%�)�#��Nc'�
��'�O&�� &��%������ �%�������c� 4 ���%D#'�O&�� &�"�J&
�%������ (��	�E	
#�O�����) '���� )�#)��''�D������%�D� )�#��N$'�X�CV'�O�D����c��'�������X�
��
�
V��	V�(�V���� �

� �
�&��#��$����%�&'�(��)�#�#��$����%�&'���&�WO�D�%'�O&"��� &�
�%������)�#�������������E"��V��%��
����)%������&���Nc'�
�� �%����D#�������������E�&��
''�(P'�&����%�D� D#��`�(%V�&���
"�V���
���
���!�������������%���D��	��'�&��CV��	V� D#
��`�(%V�&�	V�(�V���� �

���$(%V�������������E��$)	�	&����� %����c�DM���
�X�CV'�O���
�������N$'
)P
[� �%�	V�(�V������� �

�%����&��)�%�(�V"������$ 5, 6 )�# 7 
 

 D#��`�(%V�&��X�%�
�������'(�%E
���
���!����
#��&���#��$����%�&'���&�)�#�#��$�
���%�&'�(��������)	�	&�����'�&����%�D� )�%�"�V��`��&��#��$��'����%�&'���c)��D����� 
�'%��V'���
��
�M���"�%��'̀��'D��(��	�'��%
�� (Balakrishnan et al., 2003) !M$�
������&�
�#��$����%�&'��'����%��c��
D�%�� &�"�V	&�����%�&'���� )�#����
W"�V����)	�	&��%����&���Pa�
����}���
N'��
N$'������������ �

� (genetic marker) "���
�M�������Z����
"�����&'C'�
�#��$� !M$�����
W"�VCV'�O�D����
���!����"���
�M�������Z����
"�����&'"���	�E�������% 
��&� "���	�E	
#�O����  (Nijman et al., 2008) )�#)�# (Pidancier et al., 2006) ��	�E	
#�O�)�� 
(Johnson et al., 2006) ��	�E	
#�O���� (Tosi et al., 2003; Ting et al., 2008; Burrell et al., 2009) 
)�#��	�E���c���O�%V����"��#�� (Hatch et al., 2006; Nishida et al., 2007) 
 
 )�V�&��#��$����%�&'���&� )�#���%�&'�(��D#������)	�	&��������� �

�'�&����%�D�
��c�"�����&')�#���)�& )	&)��������%"���
[������ ECV�����%�&'� (interbreed) 
#��&���'�
���%�&'���c�Pa������N'���M$���$D#�&�����$������������� �%���#��N'%��% (inbreed depression) 
)�#�X�"�VP
#���
�#��$���'�O&(%V"�
#�#��� 	��
�����"�������
�M��� (Hedrick, 1995; 
Madsen et al., 1999) '�&��(
�`	����
��D�
���
N$'�����	V������
�C'�P
#���
 �
N'��

�X����
�"��&_ D#P
#���
��M$�(P�O&'��P
#���
��M$�"���$�)�%�V'�"��& (Snyder et al., 1996) 
 

 D����
�M����P
��
����
 karyotype 
#��&���#��$����%�&'���&�)�#�#��$����%�&'�(��
�
�&���c��'����%�&'� (�&������)	�	&����� �%�����
���!���c���c� 58 )�&� (Tanomtong et al., 
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2008) !M$�)�%�"�V��`��&����'�����$�#��$����%�&'��'����%��c����
W[��CV������ E���(%V  
�'�D����c��
�������
���%�O�[��
#��&���#��$��'����%�&'���c"��
����c�� �%���$�O�[��	����c(�&
�Pa����� (Decoux, 1994) %V����	 ��c�'�DM���)��������%��$D#[��CV��
#��&���#��$��'����%�&'�
��c��N$'�%���#��N'%��%"��#��$����%�&'�(��"������	�E (Mauget et al., 2001) "��
����$P
#���

�#��$����%�&'�(�� ��c�"��
����c��)�#"��

���	���)����V��%DX������ )�#����$���X�"�V���%
���#��N'%��%"���$� %   )	&'�&��(
�`	�� D����
�M���C'� Balakrishnan (2003) (%V�	V)�V���
[��
CV�����%�&'� %V����	 [� %����c 1. P
#���
�#��$����%�&'���&�)�#(��������)	�	&�����
���� �

�'�&����%�D� 2. �#��$���c��'����%��c�������P
#���

���&��'�O&"�Pb� 3. ���(�&��
��
�M����W��#������� �

�"�P
#���
��$'�O&"�Pb� 
 

 D����
�M���������������"���
���!����)�%������������E�������&'"�
��
�M����
�c���c �Pa�CV'�O���$���
�� ��&��#��$��'����%�&'���c��
'� 
���E(�V�Pa����%�&'��'����% 
P
#�'
��
"���
�M�����c�X���
�M����|��#	��'�&��"��
����c��"�P
#���(����&���c� �X��
�

P
#���
�#��$����%�&'���&���P
#���
'�O&"�Pb�)W
P
#�����&� )�#�#��$����%�&'�(�������
P
#���
'�O&"�P
#�������O�� ����%��� )�#��� !M$����(�&����
�M���������������"�
P
#���
���&���c !M$�'�DD#�
)��&����� �

�)��&�"��&��N$'�����$�������������"�V��

P
#���
"�P
#���(�� ��
�M�����cDM���%�V����
[��CV�����%�&'�D���&�D#����
�M������$��	��
%����$(%V��&���� 

 

2.  �����q�����8�����<���	7N�
�����I�����JN�!��<�>J���H�������!��<�Fn����� 

 

2.1 (�
��'
E��$DX����#	&'��� amelogenin (SE47 )�# SE48) 
 

�X��
�
(�
��'
E SE47 )�# SE48 ��N$'�%�'
��
	��'�&����N'%�#��$�)�#��Nc'�
��
�%�"�V"�V��N'%��Pa�	����
� � �%��%�'
��c�"����[OV)�#������� D#��`�(%V�&�"��#��$�)�#��Nc'
�
����c����[OV)�#�������P
��~)W
[�[��	 PCR �����)W
�%��� C��%P
#��� 220 �O&�
� ��N$'
�P
��
����
��
	��'�&���� �%������[OVD#P
��~)W
[�[��	 PCR 2 )W
C��% 270 �O&�
�)�# 220 
�O&�
� )�#�������D#P
��~)W
[�[��	 PCR C��% 270 �O&�
������)W
�%��� %��)�%�(�V"�
OP��$ 8  
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��	4��
����3+&"#�
���)0�!+� amelogenin "������
"#����
�7��(� (Ennis and 
Galagher, 1994)  ��� (Pfeiffer et al., 2005)  � �� (Yamauchi et al., 2000; Gurgul et al., 2009) 
��) �
�+5! 
�65�� (Pajares et al., 2007) �����) �
�+5!�����	 !��3��3�
� (Mace et al., 2008) 4�	 %�&�
� ���)�)0�������0� 
�*����0 � intron ���!+� amelogenin "��(��(�(%�3�5�����30�  �)0"��
���7��9��+5�� 0�4�0�����
�$	"#����
�7������&����
�65�3��!4�	 ������	
��� 0� intron ���!+�
�+5�+����3+&4�0�)�)0�����������&����
�65�3��!  ��	�)0����
���+� ���)�)0�������*)�� PCR 
���!+��+5
�+!� 6 ��0
�� �#���������!�
�7"��)	���$	
��6&���6���������:�3+&!�0�!��  ���"���+5
�<""�����+��!����� 0��+�����=��! (deletion) ���!+� AMELY ����������0����$��� 3#���	
�*�
����*����������)� "!6�!��
�7���� ���
�'��<=��������#����$	������	���*)*
 *3!�7��)�� (Kumagai et al., 2008) �!0��4���)������) �!��4�0�+��!��������=��!���!+� 
AMELY �����0�  

 
2.2  (�
��'
E��$''�)

D����� DBY (SEX1W )�# SEX2W) 
 

��N$'�%�'
(�
��'
E SEX1W )�# SEX2W ��
	��'�&����N'%��$�
�
�����c�"�
�#��$�)�#��Nc'�
�� "�V[�
����
(�
��'
E��c"�	��'�&�����[OV �%�P
��~[�[��	 PCR C��% 181 
�O&�
�"�	��'�&��%��'̀��'���[OV��c�"��#��$�)�#��Nc'�
�� )�#(�&P
��~)W
[�[��	 PCR %����&��"�
	��'�&���#��$�)�#��Nc'�
��������� %��)�%�"������$ 8 

 
��	 0����3#� PCR (�!�$	$�����4��
�������$���0 ���� (multiplex PCR) "�$0 !

����!��
 ��������
��+������$	��� �)0"#�
�'�)	���0�������>���������
��+&!��8*�*�*!�

�6&���	
�������������$	����	 ! *�+�����0�  ����#�4��$	 ��6�4�0�����
�$	���4�	����:+3+&�+

���
�)	������5��+��*��:��6���:,���	�! �����5����3#� PCR (�!�!�$�����4��
���� 
(singleplex PCR) "���+� ���0�!���
������ (Taberlet et al., 1999)   �!0��4���)��� ��+���7��9�

�*&�
)*����)� �!0�����3+&3���
�7
�6&�����)��� ����0�!#�)0�����#�4��$	 
�6&����(!$����
���7��9�� ���������!3���������������#�� "����0 �3��
�7)0�4�������) 

 
2.3  (�
��'
E DRA1W )�# DRA2W 
 



 

36 

��N$'�X���
�%�'
	��'�&��%��'̀��'"��#��$�)�#��Nc'�
����c����[OV)�#�������%V��
(�
��'
E DRA1W )�# DRA2W P
����)W
[�[��	 PCR C��% 302 �O&�
���c�"����[OV)�#���
������3��)� �!0��
�6��3+&3���� %��)�%�(�V"������$ 8 �!0��4���)������:+3+&�#�4��
���� 
DRA1W ���DRA2W ��0� ����4��
���� SEX1W ��� SEX2W �����3���� PCR ����

�+! ��� (multiplex PCR) �����
�$	3����4�	��
�65�3��!
30���5� �������4 	��,��3+& 8 

 
���)� "�!�
�7������&����
�65�3��!"��)� �!0�������5�"�
�'� *�+���3+&4�0

��� ���) ��?� "�����7��9��+5������	
��� 0�4��
����3+&�����������
�$	)� "����!�
�7
4�	3�5�������&����
�65�3��!��	���+
$0�
�+! �����:+���)� "�!�
�7"��)� �!0��
�6�� �������4 	
��,��3+& 9 ���"�����"#����
�7�������&�3+&3���
�7 6 )� �!0�����
�65�3��!3+&3���
�7 6 
)� �!0��4�	3�5�����*�
�'���)���#�
��" 100% 

 
���3�������)� �!0�����
�65�3��!3+&4�03���
�7"��
�)���9���������) ��?�

"#�� � 48 )� �!0���� 0���	��� �)0�4��
���� DRA1W ��� DRA2W "#�� � 41 )� �!0�� �*�

�'���)���#�
��" 85% ����� 41 )� �!0���+5����8��� �)0�4��
���� SEX1W ��� SEX2W 
�'�
"#�� � 27 )� �!0�� %�&������
�����4�	 0�"��)� �!0�� 41 )� �!0���+5
�'�
�65�3��!
�7��	 27 
)� �!0�����
�'�
�7
�+! 14 )� �!0�� "����� �3+&����8)0�4��
���� DRA1W, DRA2W ��� 
SEX1W,SEX2W  �+ 3 )� �!0��3+&����8�
�����*) PCR 3+&�+� ��
�	��	�"�� �)0
���4�	 0��+ 3 
)� �!0��3+&� ��
�	�����
�����*) PCR 3+&4�	"��4��
���� SEX1W ��� SEX2W �+���9:�"�� 
"������������� ��
�	�����
�����*) PCR "��4��
���� DRA1W ��� DRA2W %�&�"��+
���9:�3+&"��
$0����   �)0�#���������#�4��
����3�5����$����3#� PCR ��	����� (multiplex PCR) 
�� 0�4�0�����
�$	������!�
�74�	 (�	����4�04�	����) 

 
����$	4��
����3+&"#�
���)0�!+���(��(�(%� �! 
�+!��!0��
�+! 4�0�����
�0�$+5


����:,���+
���
�4�	  �����5����"#����
�7"��)� �!0�����%�&��+��:,���+
���
�3+&����4�	"���)0��
)� �!0����""��+��*��:�����:,��3+&�)�)0����� "��"#�
�'�3+&"�)	���$	4��
�����+�$�����&�3+&4�0
"#�
���)0�(��(�(%� �!
�6&�
�'�)� ��������:,���+
���
����� ���#�
��"�����3#� PCR 
(Robertson and Gemmell, 2006) %�&�����$	4��
���� DRA1W ��� DRA2W 
�6&����
�*���:,���+

���
�"�
�'����(!$���#���������#��+
���
�3+&����4�	"����� 
�6&�"��#�4��$	7��9�� ��
�������!3�����������
�+&! ��� microsatellite marker ����*) PCR ���4��
���� DRA1W ��� 
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DRA2W �+���� 302 ��0
�� %�&���=0� 0�����*) PCR "�� microsatellite marker %�&��+�����	�!
� 0� 250 ��0
�� 
�6&��"������:+ DNA �+��:,��)&#���6��+��*��:�	�!"�3#���	
�*��<=�� allelic 
drop-out 3#���	��� *
���������*����� (Butler et al., 2003) �����5��#�����)� �!0��3+&��	����)0�
4��
���� DRA1W ��� DRA2W "��4�0
������3+&"��#����$	7��9� microsatellite marker 
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E���L� 4  )�%�)W
[�[��	 PCR ��$P
��~��N$'�%�'
(�
��'
E��$DX����#	&'��
���!����[OV��
%�
�'̀��'��$���%D��	��'�&����N'% �%� (A) )�%�)W
%��'̀��'"���
�M������ DBY; (B))�%�
)W
%��'̀��'"���
�M������ ZFY; (C) )�%�)W
%��'̀��'"���
�M������ SRY; �%� MK = 
100 bp ladder marker; EM = �#��$����[OV; EF = �#��$��������; HM = ��Nc'�
�����[OV; HF 
= ��Nc'�
��������� 

 

500 bp 

500 bp 

500 bp 

1,000 bp 

1,000 bp 
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;�����L� 3  Pairwise distance C'���� DBY )�# SRY �&�� coding region �%� 1. �#��$����%�&'���&� 
(Cervus eldii thamin) (this study)  2. �#��$����%�&'�(�� (Cervus eldii siamensis) (this 
study)  3. ��Nc'�
�� (Axis porcinus) (DBY, this study) (SRY, Acession number: 
AY244496) 4. ����)%� (Cervus elaphus) (DBY, Acession number: EU219376) (SRY, 
Acession number: DQ888695) )�#  5. �� (Bos taurus) (DBY, SRY, Acession number: 
AC231520) �Pa���	�E�'��� &� 

 

 1 2 3 4 5 
1      
2 0.001     
3 0.018 0.019    
4 0.007 0.009 0.018   
5 0.092 0.093 0.093 0.095  
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;�����L� 4  	�
��)�%�	X�)��&��
���$)	�	&�����
#��&���#��$����%�&'���&� (Cervus eldii thamin) 
)�#�#��$����%�&'�(�� (Cervus eldii siamensis) 
� gene "���
���!������$
�X���
�M��� �%�	X�)��&�C'��X�%�
�������'(�%E'V��'��D�� ������[��� �  

 

Gene DBY (508 bp) SRY (2,697 bp) ZFY (1,945 bp) 
Position 0 

4 
4 
7 

0  1  1  2 
7  9  9  0 
5  7  7  7 
3  2  3  1 

0  0  0  1 
1  2  3  5 
0  8  3  1 
6  4  1  3 

Cervus eldii thamin 

Cervus eldii siamensis 
C 
T 

T A A A 
G  -  -  C 

-   T G A 
           T  C A G 
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E���L� 5  )�%� Phylogenetic tree C'� DBY gene %V������ Neighbor-joining (NJ) )�#"�V Maximum 
composite likelihood model "���
����
�#�E 
&����
��
�%�'
�����&���N$'WN'C'� tree 
%V�� Bootstrap 10,000 
'
 �P
��
����

#��&���#��$����%�&'���&� (Cervus eldii 
thamin) (this study) �#��$����%�&'�(�� (Cervus eldii siamensis) (this study) ��Nc'�
�� 
(Axis porcinus) (this study) )�#����)%� (Cervus elaphus) (Acession number: 
EU219376) �%�"�V��� (Bos taurus) (Acession number: AC231520) �Pa���	�E�'��� &� 
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E���L� 6  )�%� Phylogenetic tree C'� SRY gene �&�� coding region %V������ Neighbor-joining 
(NJ) )�#"�V Maximum composite likelihood model "���
����
�#�E 
&����
��
�%�'

�����&���N$'WN'C'� tree %V�� Bootstrap 10,000 
'
 �P
��
����

#��&���#��$����%�&'�
��&� (Cervus eldii thamin) (this study) �#��$����%�&'�(�� (Cervus eldii siamensis) (this 
study) ��Nc'�
�� (Axis porcinus) (Acession number: AY244496) )�#����)%� (Cervus 
elaphus) (Acession number: DQ888695)�%�"�V��� (Bos taurus) (Acession number: 
AC231520) �Pa���	�E�'��� &� 

 



 

43 

 
 

E���L� 7  )�%� Phylogenetic tree C'� DBY gene )�# SRY gene �&�� coding region %V������ 
Neighbor-joining (NJ) )�#"�V Maximum composite likelihood model "���
����
�#�E 

&����
��
�%�'
�����&���N$'WN'C'� tree %V�� Bootstrap 10,000 
'
 �P
��
����


#��&���#��$����%�&'���&� (Cervus eldii thamin) (this study) �#��$����%�&'�(�� 
(Cervus eldii siamensis) (this study)��Nc'�
�� (Axis porcinus) (DBY, this study) (SRY, 
Acession number: AY244496) )�#����)%� (Cervus elaphus) (DBY, Acession number: 
EU219376) (SRY, Acession number: DQ888695) �%�"�V��� (Bos taurus) (DBY, SRY, 
Acession number: AC231520) �Pa���	�E�'��� &� 
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E���L� 8  )�%�[�[��	 PCR D��P~���
��� PCR ��$(%VD��� %C'�(�
��'
E��$"�V"���
DX�)����� 
��N$'�X���
�%�'
��
	��'�&����N'% �%� (A) �%�'
%V�� (�
��'
E SE47 )�# SE48, (B) 
�%�'
%V��(�
��'
E DRA1W )�# DRA2W (C) �'�'
%V��(�
��'
E SEX1W )�# 
SEX2W, (D) �%�'
%V��(�
��'
E DRA1W, DRA2W )�# SEX1W, SEX2W %V������ 
Multiplex PCR �%� EM; �#��$����[OV, EF; �#��$��������, HM; ��Nc'�
�����[OV, HF; ��Nc'
�
���������, BM; �����[OV )�# BF; ��������� 

 

270 bp 
220 bp 

302 bp 

181 bp 

181 bp 
302 bp 
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E���L� 9  )�%�[�[��	 PCR ��$(%VD����
�X�P~���
��� singleplex PCR %V��� %(�
��'
E DRA1W
)�# DRA2W )����
(�
��'
E SEX1W )�# SEX2W D��	��'�&���O��#��$�)�#��Nc'
�
�� �%� PCR product D��P~���
��� PCR ��c��'�D#WO��X��� load "�&"��� ��%������ 
�%� HM; ��Nc'�
�����[OV, HF; ��Nc'�
���������, EM; �#��$����[OV )�# EF; �#��$�������� 

 

302 bp 
181 bp 
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7��C 

 
1.  ��
�M���������������������� �

�
���
���!���� �%��X���
�M���"��&��

C'� ��� DBY ������� 508 �O&�
� ��� SRY ������� 1,697 �O&�
� )�#��� ZFY ������� 1,945 
���������c���c� 5,150 �O&�
� �%��X���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E%����&��"�P
#���
�#��$�
���[OV �
�&���N$'�X���
�P
��
����
���"��� &�P
#���
�#��$����%�&'���&� )�#���"��� &�
P
#���
�#��$����%�&'�(�� (�&�
����)	�	&��C'��X�%�
�������'(�%E
����%��'̀��' ��$�)�%�
"�V��`��&�(�&��������������������� �

�
���
���!����[OV"�P
#���
�#��$����%�&'�
�%������ %����c���
�M���
���
���!����(�&����#��$D#"�V�M���������������������� �

�
��N$'��
D�%��
P
#���
"�����&' )	&��N$'�X���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E%����&��
#��&��
P
#���
�#��$����%�&'���&�)�#�#��$����%�&'�(�� �
�&�������)	�	&��C'��X�%�
�������'(�%E 
��c���c� 8 	X�)��&� DM��X��X�%�
�������'(�%E%����&�����X���
�������������E������� �

� !M$�
D��[���$(%V�X�"�V��`�(%V��%�&��#��$���c��'����%�&'�)��''�D�����'�&����%�D� !M$�����)	�	&����c
�'�D#�Pa�P
#����E"���
�M�������Z����
�
N'	�%	����
��	�E�O�[�����[OV 

 
2.  D����
��Z��� %C'�(�
��'
E�X��
�
"�V"���
DX�)�����D���O�%V������ PCR �%��X�

��
�%�'
��
(�
��'
E SE47 )�# SE48 !M$�DX����#	&'��� amelogenin  )�#''�)

(�
��'
E
D����� DBY  ��$(%VD����
�M�����c (SEX1W )�# SEX2W)  )�#"�V(�
��'
E DRA1W )�# 
DRA2W  !M$�DX����#	&'��
���!�
&������Pa�	����
� �� ����C'�%��'̀��'��$���%(%VD���O� �%�
���	��'�&���O���c�����
W���%%��'̀��'(%V� ����%���N$'�X�P~���
��� PCR %V��(�
��'
E�O&��cD#	V'�
P
��~)W
 PCR "�C��% 302 �O&�
� ��$�)�%�"�V��`��&�����
W�X�%��'̀��'��$���%(%VD��	��'�&��
�O���c��� ����������'��$D#(P"�V�M���"�
#%�
��
���!�
&����� 	�'%WM���
"�V microsatellite 
marker ��N$'�M�������[��)P
������� �

�"�P
#���
	&'(P"�'���	 D����
�M�����c(%V
�%�'�"�V� %C'�(�
��'
E%����&�� ��
	��'�&����N'%)�#	��'�&���O�"��#��$�)�#��Nc'�
��!M$�
����
WDX�)�����(%V��c�D��	��'�&����N'%)�#�O��%�P
��~)W
[�[��	 PCR C��% 181 �O&�
�"�
	��'�&�����[OV 



 

47 

8I�<7��!�� 

 
 1.  �X��
�
��
�M���������������������� �

�"��#��$���c� )�V�&�	��'�&��D#� &���
�%���D�
��D��)��&���$��)�#CV'�O����� �

�������)�&)�V��`	�� �#��$���$�X���
�M����V���Pa�
P
#���
�#��$���$��'�O&"�P
#���(��)�# (�&�
�
��$����$(P'�&����%�D�DM�(�&����
W�
 P(P(%V�&� 
	��'�&���#��$����[OV��$�X����M�����c���D��	&��)��&���$��'�&��)�VD
��  %����c�����Pa�(P(%V��
D#��
��
�M���D��	��'�&���#��$����%�&'���&���$��D��P
#���
"�Pb�����P
#�����&� )�#�#��$����%
�&'�(��"�����P
#�������O�� �'�D����c��N$'��
�M���WM�����Z����
'�&����
O
�EC'��#��$� DM�
��
��$��CV'�O�C'��#��$����%�&'�����PO
E )�#���%�&'�(���X����P
��
����
%V�� 
����c��M����%�
"�V Y chromosome microsatellite marker !M$�'�DD#�� polymorphism �����&� "���
������
��������
���
���!����[OV 
����c��M���%��'̀��'D��(��	�'��%
��!M$�D#�Pa�CV'�O���

����Z����
"����)�&��N$'"�V��P
#�'
��
CV'�O��������&'��N$'������
O
�EC'���
�M���
����Z����
"��#��$� 
 
 2.  �X��
�
��
��Z����
DX�)�����D���O�%V������ PCR P�DD����$D#�&�[�	&'�����X��
̀D"�
��
�X� PCR �N' ����������+
���
�"�������5��*&��#���=�*&����&� �6�)� �!0�����3+&
�������5� � �
"�)	��
�'�)� �!0�����3+&�� ���"#�� ����3+&
�����0����
���)� �!0����5�� �
�����������0 �3+&
��
���� 4�0� �
��������
�*�4�
�6&��"����"�+�������!0����������+
���
�3+&����4�	"�����
�����"4�!��!�5��8*�*�*!� PCR ���3#���	��3+&4�	����
��6&�� � �
��� �������� �������
���
)� �!0��4�0��	�+����������+
���
�"�����9!�%�&���""�3#���	�����3��������
��6&��4�	 4��

����3+&4�	"�����7��9��+5"��#�4��$	��������	��������0 �3��
�7������$�������&����
�65�
3��! 
�6&�)*�)��������������������)���"�����!�!"#�� �������$���������)4�	 
 
 
 
 
 



 

48

<��7��!��7����I����� 

 

�
�Pb�(�V.  2539.  7�;�	Ca�7���8�����.  )P���
��	�c�.  �
 �����. 
 

D	 
��E � ���
����E.  2541.  DNA sequencing, �. 112-125.  () ��
�
 � C�D
�J, '����Z�E � ��
��
�O
 )�# �� �O&� �

�, 


������
.  �9H�L������������!���	.  ��`�!E )'�%E �D'
E��� 
��
������$�, �
 �����. 

 

������%�� 	�
#��Z����E. 2541.  Polymerase Chain Reaction, �. 82-111.  () ��
�
 � C�D
�J, 
'����Z�E � ��
���O
 )�# �� �O&� �

�, 


������
.  �9H�L������������!���	.  ��`�!E 
)'�%E �D'
E��� ��
������$�,  �
 �����. 

  
��
���%�� '�	'������, ������
	� PO�� )�# ���
 ���'�.  2552.  ��
�X����'[���
P~�
�	���


C'��C	
�������� E��	�EPb�������'.  �.11-12.  () ���������C�����C��JN�<�F��������� 

2551 ���n��L� 12 7N�������
���Fn��L�������=	�L� 15,  �����
��. 
 
� 
���
E P��#������ �.  2545.  JL���!��<��F���
����L<�K�<� : Ce���;�������	<��L�L!��<�<�h!��

�L.  7N��������	�
���������<�=;�>�7;�	,  �
 �����. 
 
Anne, C.S., R.C. Griffiths, S.L. Zegura  and M.F. Hammer.  2001.  High levels of Y-chromosome 

nucleotide diversity in the genus Pan.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA.  99 (1): 43-48. 
 
Balakrishnan, C.N., L.M. Steven, G. Ajay, S. Lalji and D.S. Michael.  2003.  Phylogeography 

and conservation genetics of Eld@s deer (Cervus eldi).  Mol. Ecol.  12 (1): 1-10. 
 

Bhumpakphan, N., R. Sukmasuang and R. Chaiyarat.  2003.  Thailand: The crossroad where two 
Eld@s deer subspecies existed.  In Workshop on Eld3s Deer Conservation and 

Restoration.  November 10-12, 2003, Thailand.  
 



 

49 

Boom, R., C.A.J. Sol, M.M.M. Salimans, C.L. Jansen, P.M.E. Wertheim-van Dillen and J. 
Noordaa.  1990.  Rapid and simple method for purification of nucleic acid.  J. Clin. 

Microbiol.  28 (3): 495-503. 
 
Brinkman, T.J. and K.J. Hundertmark.  2009.  Sex identification of northern ungulates using low 

quality and quantity DNA.  Conserv. Genet.  10 (4): 1189-1193 
   
Burrell, A.S., C.J. Jolly, A.J. Tosi and T.R. Disotell.  2009.  Mitochondrial evidence for the 

hybrid origin of kipunji, Rungwecebus kipunji (Primates: Papionini).  Mol. Phylogenet. 

Evol.  51 (2): 340-348. 
  
Butler, J.M., Y. Shen and B.R. McCord.  2003.  The development of reduced of STR amplicons 

as tools for analysis of degraded DNA.  J. Forensic Sci.  48 (5): 1054-1064. 
 
Cai, X., H. Chen, S. Wang, K. Xue and C. Lei.  2006.  Polymorphisms of two Y chromosome 
              microsatellites in Chinese cattle.  Genet. Sel. Evol.  38 (5): 525-534. 
 
 

Chandler, J.E., H.C. Steinholt-Chenevert, R.W. Adkinson and E.B. Moser.  1998.  Sex ratio 
variation between ejaculates within sire evaluated by polymerase chain reaction, calving, 
and farrowing records. J. Dairy. Sci.  81 (7): 1855-1867. 

 
Corbet, G.B. and J.E. Hill.  1992.  The mammal of Indomalayan region: a systematic review. 

Bookcraft.  United states. 
 
Dallas, J.F., N.C. David, M. Freda, K. Klaus-Peter, K. Hans, B.P. Stuart and J.B. Phillip.  2000.  

Sex identification of Eurasian otter Lutra lutra by PCR typing of spraint.  Conserv. 

Genet.  1 (2): 181-183.  
 



 

50 

Decoux, J.P.  1994.  The living memory of the flying deer, Cervus eldii.  In saving the natural 
diversity of Eld@s deer.  Global Herdbook 1900-92 (ed. Decoux JP).  8-13.  Museum 
national d@ Histirie Naturelle, Paris. 

  
Delbridge, M.L. and J.A.M. Graves.  1999.  Mammalian Y chromosome evolution and the male-    

specific functions of Y chromosome-borne genes.  Rev. Reprod.  4 (2): 101-109. 
 
Drobnic, K.  2006.  A new primer set in a SRY gene for sex identification.  International 

Congress Series Elsevier.  1288: 268-270. 
 
Emiko, F., K. Masaaki and Y. Midori.  2006.  Determination of nucleotide sequence of SRY gene 

in sika deer (Cervus nippon).  Anim. Sci. J.  77 (2): 250-252. 
 
Ennis, S. and T.F. Galagher.  1994.  A PCR-based sex determination assay in cattle based on 

bovine amelogenin locus.  Anim. Genet.  25 (6): 425-427. 
 
Frantzen, M.A.J., J.B. Silk, J.W.H. Ferguson, R.K. Wayne and M.H. Kohn.  1998.  Empirical 

evaluation of preservation methods for faecal DNA.  Mol. Ecol.  7 (10): 1423-1428.  
 
Grave, J.A.  1995.  The origin and function of the mammalian Y chromosome and Y-borne genes 

an evolving understanding.  Bioessays.  17 (4): 311-320.   
 
Go¨therstro¨m, A., C. Anderung, L. Hellborg, R. Elburg, C. Smith, G.B. Dan and H. Ellegren. 

2005.  Cattle domestication in the Near East was followed by hybridization with aurochs 
bulls in Europe.  Proc. R. Soc. B.  272 (1581): 2345-2350. 

 
Gurgul, A., R. Anna, S. Ewa.  2009.  Characteristics of X- and Y-chromosome specific regions of 

amelogenin gene and a PCR-based method for sex identification in red deer (Cervus 
elaphus).  Mol. Biol. Rep.  doi:10.1007/s11033-009-9852-4. 

 



 

51 

Gutala, V.R., S. Bing, J. Li, S. Lalji, W. Ning, U. Peter and C. Ranajit.  2001.  Y-chromosome 
SNP haplotypes suggest evidence of  gene flow among caste, tribe, and the migrant Siddi 
populations of Andhra Pradesh, South India.  J. Eur. Hum. Genet.  9 (9): 695-700. 

 
Hatch, L.T., E.B. Dopman and R.G. Harrison.  2006.  Phylogenetic relationships among the 

whales based on maternally and paternally inherited characters.  Mol. Phylogenet. Evol.  
41 (1): 12-27. 

 

Hedrick, P.W.  1995.  Gene flow and genetic restoration: the Florida panther as a case study.  
Conserv. Biol.  9 (5): 996-1007. 

 
Hellborg, L. and H. Ellegren.  2003.  Y chromosome conserved anchored tagged sequences 

(YCATS) for the analysis of mammalian male-specific DNA.  Mol. Ecol.  12 (1): 283-
291. 

 
IUCN.  2008.  Rucervus eldii.  The IUCN Red List of Threatened Species.  

http://www.iucnredlist.org/details/4265.  March 9, 2009. 
 
Johnson, W.E., E. Eizirik, J. Pecon-Slattery, W.J. Murphy, A. Antunes, E. Teeling and S.J. 

O@Brien.  2006.  The late Miocene radiation of modern Felidae: a genetic assessment.  
Science.  311 (5757): 73-77. 

 
Kumagai, R., Y. Sasaki, T. Tokuta, H. Biwasaka and Y. Aoki.  2008.  DNA analysis of family 

members with deletion in Yp11.2 region containing amelogenin locus.  Leg. Med.  10 
(1): 39-42.  

 
Lekagul, B. and J.A. Mcneely.  1988.  Mammals of Thailand 2nd ed.  Bangkok Kurusapa 

Ladproa press, Bangkok. 
 



 

52 

Lindgren, G., N. Backstrom, J. Swinburne, L. Hellborg, A. Einarsson, K. Sandberg, G. Cothran, 
C. Vila, M. Binns and H. Ellegren.  2004.  Limited number of patrilines in horse 
domestication.  Nat. Genet.  36 (4): 335�336. 

 
Lobel, S. M., A.J. Pomponio and G.L. Mutter.  1993.  The sex ratio of normal and manipulated 

human sperm quantitated by the polymerase chain reaction.  Fertil. Steril.  59 (2): 387-
392. 

 
Lugon, M.N. and J. Hausser.  2002.  Phylogeographical structure , postglacial recolonization and 

barrier to gene flow in distinctive Valais chromosome race of common shrew (Sorex 
araneus).  Mol. Ecol.  11 (4): 785-794.  

 
Luo, S.J., W. E. Johnson, V. A. David, M. Menotti-Raymond, R. Stanyon, Q. X. Cai, T. Beck,  
              N. Yuhki, J. Pecon-Slattery, L. D.J. Smith and S.J. O@Brien.  2007.  Development of Y 

chromosome intraspecific polymorphic markers in the Felidae.  J. Hered.  98 (5): 400-
413. 

 
Mace, M. and C.R. Brigitte.  2008.  A highly polymorphic insertion in the Y-chromosome 

amelogenin gene can be used for evolutionary biology, population genetics and sexing in 
Cetacea and Artiodactyla.  BMC. genet.  9: 64.  doi:10.1186/1471-2156-9-64. 

 
Madsen, T., R. Shine, M. Olsson and H. Wittsell.  1999.  Restoration of an inbred adder 

population.  Nature.  402 (6757): 34-35. 
 
Malaspina, P., F. Cruciani, B.M. Ciminelli, L. Terrenato, P. Santolamazza, A. Alonso, J. Banyko, 

R. Brdicka, O. Garcia, C. Gaudiano, G. Guanti, K.K. Kidd, J. Lavinha, M. Avila, P. 
Mandich, P. Moral, R. Qamar, S.Q. Mehdi, A. Ragusa, G. Stefanescu, M. Caraghin, C. 
Tyler-Smith, R. Scozzari and A. Novelletto.  1998.  Network analyses of Y-chromosome 
types in Europe, northern Africa, and western Asia reveal specific patterns of geographic 
distribution.  Am.  J. Hum. Genet.  63 (3): 847-860.    



 

53 

 
Matsubara, K., Y.  Ishibashi, S. Ohdachi and Y. Matsuda.  2001.  A new primer set for sex 

identification in the genus Sorex (Soricidae, Insectivora).  Mol. Ecol. Notes.  1 (2):    
241-242. 

 
Meadows, J. R.S., R.J. Hawken and J.W. Kijas.  2004.  Nucleotide diversity on the ovine Y 

chromosome.  Anim. Genet.  35 (5): 379�385. 
 
Meadows, J.R.S. and  J.W. Kijas.  2009.  Re-sequencing regions of the ovine Y chromosome in 

domestic and wild sheep reveals novel paternal haplotypes.  Anim. Genet.  40 (1): 119-
123.  

 
Mitchell, M.J., S.A. Wilcox, J.M. Watson, J.L. Lerner, D.R. Woods, J. Scheffler, J.P. Hearn, C.E. 

Bishop and J.A. Geaves.  1998.  The origin and loss of ubiquitin activating enzyme gene 
on the mammalian Y chromosome.  Hum. Mol. Genet.  7 (3): 429-434. 

 
Mohamad, K., M. Olsson, H.T. van Tol, S. Mikko, B.H. Vlamings, G. Andersson, H. 

Rodrigquez-Martinez, B. Purwantrara, R.W. Paling, B. Colenbrander and J.A. Lenstra.  
2009.  On the origin of Indonesian cattle.  PloS. One.  4 (5): e5490. 

  
Morin, P.A, N. Aviva, T.R.C. Nadia, M.R. Kelly and L.M. Sarah.  2005.  Interfamilail 

characterization of region of the ZFX and ZFY facilitates sex determination in cetaceans 
and other mammals.  Mol. Ecol.  14 (10): 3275-3286.  

 
Mauget, C., R. Mauget and F. Claro.  2001.  History, evolution, and future of the captive 

population of Cervus eldi in the zoological park of Paris, France.  Global Herdbook of 

Eld3s Deer (eds N. Manchard and C. Mauget).  26-34.  Museum National Histoire 
Nauturelle, Paris. 

 



 

54 

Nei, M.  1996.  Phylogenetic analysis in molecular evolutionary genetics.  Annu. Rev. Genet.  
30: 371-403. 

 
Nishida, S., M. Goto, L.A. Pastene, N. Kanda and H. Koike.  2007.  Phylogenetic relationship 

among cetaceans revealed by Y chromosome sequences.  Zoolog. Sci.  24 (7): 723-732. 
 
Nijman, I.J., D.J. Van Boxtel, L.M. Van Cann, E. Cuppen and J.A. Lentra.  2008.  Phylogeny of 

Y chromosomes from bovine spicies.  Cladistic.  24 (5): 723-726. 
 
Pajares, G., A. Isabel, F. Ivan, P. Lucia, G. Felix and J.R. Luis.  2007.  A sexing protocol for wild 

ruminants based on PCR amplification of amelogenin genes AMELX and AMELY (short 
communication).  Arch. Tierz. Dummerstorf.  50 (5): 442-446. 

 
Paul, J. B.  2003.  Proportional assessment of X and Y chromosome-bearing spermatozoa in 

bull and boar ejaculates using conventional and real-time PCR techniques. 
Louisiana State University, Baton Rouge. 

 
Peter, A.U. and K. Toomas.  2007.  Population structure in tracing human migrations.  Annu.  

Rev. Genet.  41: 539-564. 
 
Pfeiffer, I. and B. Brenig.  2005.  X- and Y-chromosome specific variants of the amelogenin gene 
             allow sex determination in sheep (Ovis aries) and European red deer (Cervus elaphus).      

BMC. Genet.  6 (16): 1-4. 
 
Pidancier, N., S. Jordan, G. Luikart and P. Taberlet.  2006.  Evolutionary history of the genus 

Capra (Mammalia, Artiodactyla): discordance between mitochondrial DNA and Y 
chromosome phylogenies.  Mol. Phylogenet. Evol.  40 (3): 739-749.  

 
Poloumienko, A.  2004.  Cloning and comparative analysis of the bovine, porcine and equine sex 

chromosome genes ZFX and ZFY.  NRC. Genome.  47 (1): 74-83. 



 

55 

 
Poloni, E.S., O. Semino, G. Passarino, A.S. Santachiara-Benerecetti, I. Dupanloup, A. Langaney 

and L. Excoffier.  1997.  Human genetic affinities for Y chromosome P49a,f/TaqI 
haplotypes show strong correspondence with linguistics.  Am. J. Hum. Genet.  61 (5): 
1015-1035.  

 
Putze, M. and N. Sabine and F. Jörns.  2007.  Y-chromosomal markers for the European brown 

hare (Lepus europaeus, Pallas 1778).  Eur. J. Wild. Res.  53 (4): 257-264. 
 
Quintana-Murci, L., O. Semino, E. Minch, G. Passarimo, A. Brega and A.S. Santachiara-

Benerecetti.  1999.  Further characteristics of proto-European Y chromosome.  Eur. J. 

Hum. Genet.  7 (5): 603-608. 
 
Randy, W. D. and L.H. Rodney.  2005.  Molecular toolbox : Genetic techniques in wildlife 

ecology and management.  J. Wild. Manag.  69 (4): 1362-1384. 
 
Robertson, B.C. and N.J. Gemmell.  2006.  PCR-based sexing in conservation biology: Wrong 

answers from an accurate methodology?.  Conserv. Genet.  7 (2): 267-271. 
 
Roca, A.L., N. Georgiadis and S.J. O@Brien.  2007.  Cyto-nuclear genomic dissociation and the 

african elephant species question.  Quat. Int.  169-179: 4-16. 
 
Roldan, M.G., J.J. Garde, G. Espeso, S. Ledda, F. Berlinguer, A. del Olmo, AJ. Soler, L. Arregui, 

C. Crespo and R. Gonzalez.  2006.  Inbreeding and reproduction in endangered 
ungulates: preservation of genetic variation through the organization of genetic resource 
banks. Reprod. Dom. Anim.  41 (Suppl. 2): 82�92. 

 
Sambrook, K., E.F. Fritsch and T. Maniatis.  1989.  Molecular cloning a laboratory manual 2nd 

ed.  Cold Spring Habor Laboratory Press, USA. 
 



 

56 

Sena, L., M.P.C. Schneider, B. Brenig, R.L. Honerycutt, L. Womack and L.C. Skow.  2003.     
Polymorphisms in MHC-DRA and �DRB alleles of water buffalo (Bubalus bubalis) 
reveal different features from cattle DR alleles.  Anim. Genet.  34 (1): 1-10.  

 
Shen, P., W. Frank, A.U. Peter, C. Franco, W.H. Yang, A. Roxas, R. Sung, A.A. Lin, R.W. 

Hyman, D. Vollrath, R.W. Davis, L.L. Cavalli-Sforza, and P.J. Oefner.  2000.  
Population genetic implications from sequence variation in four Y chromosome genes. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA.  97 (13): 7354-7359. 

 
Singsit, S.  2003.  Brow antlered deer (Cervus eldii eldi) in Keibul Lamjao National park, 

Manipur, India.  In Workshop on Eld3s deer conservation and restoration.  November 
10-12, 2003, Thailand.  

 
Siriarunrat, B.  2003.  Status and genetics of captive Eld@s deer.  In Workshop on Eld3s deer 

conservation and restoration. November 10-12, 2003, Thailand.  
 
Snyder, N.H., S.R. Derrickson and S.R. Bessinger.  1996.  Limitation of captive breeding in 

endangered species recovery.  Conserv. Biol.  10 (2): 338-348. 
 
Stone, A.C., R.C. Griffiths, S.L. Zegura and M.F. Hammer.  2002.  High levels of Y-chromosome 

nucleotide diversity in the genus Pan.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA.  99 (1): 43-48. 
 
Sundqvist, A.K., H. Ellegren, M. Olivier And C. Vila.  2001.  Y chromosome haplotyping in 

Scandinavian wolves (Canis lupus) based on microsatellite markers.  Mol. Ecol.  10 (8): 
1959-1966. 

 
Taberlet, P., L.P. Waits and G. Luikart.  1999.  Non-invasive genetic sampling: look before you 

leap.  Trends  Ecol. Evol.  14 (8): 323-327. 
 
 



 

57 

Tanomtong, A., N. Kong-ngarm, P. Supanuam and M. Monthatong.  2008.  Cytogenetic study on 
Thai brow-antlered deer, Cervus eldii siamensis and Thamin brow-antlered deer, Cervus 
eldii thamin (Artiodactyla, Cervidae) by conventional staining method.  Songklanakarin 

J. Sci. Technol.  30 (2): 171-177. 
 
Ting, N., A.J. Tosi, Y. Li, Y.P. Shang and T.R. Disotell.  2008.  Phylogenetic incongruence 

between nuclear and mitochondrial markers in Asian colobines and the evolution of the 
langurs and leaf monkeys.  Mol. Phylogenet. Evol.  46 (2): 466-474.  

 
Tosi, A.J., J.C Morales and D.J. Melnick.  2000.  Comparison of Y chromosome and mtDNA 

phylogenies leads to unique inferences of macaque evolutionary history.  Mol. 

Phylogenet.  Evol. 17 (2): 133-144. 
 
Tosi, A.J., J.C Morales and D.J. Melnick.  2003.  Paternal, maternal and biparental molecular 

markers provide unique windows onto the evolutionary history of macaque monkeys.  
Evol. Int. J. Org. 57 (6): 1419-1435. 

 
Van hooft, W.F., A.F. Groen and H.H. Prins.  2002.  Phylogeography of the african buffalo based 

on mitochondrial and Y-chromosome loci: pleistocene origin and population expansion 
of cape buffalo subspicies.  Mol. Ecol.  11 (2): 267-279. 

 
Verkaar, H.V., C. Roden, L.R. Mendoza, M.W. Barwegen, T. Susilawati, 
              I.J. Nijman and J.A. Lenstra.  2003.  Paternally inherited markers in bovine hybrid 
              populations.  Heredity.  91 (6): 565-569. 
 
Vila, C., C. Walker, A.K. Sundqvist, O. Flagstad, Z. Andersone, A. Casulli, I. Kojola, H. 

Valdmann, J. Halverson and H. Ellegren.  2003.  Combined use of maternal, paternal and 
biparental genetic markers for the identification of wolf-dog hybrids.  Heredity.  90 (1): 
17-24. 

 



 

58 

Wallner, B., G. Brem, M. Muller and R. Achmann.  2003.  Fixed nucleotides differences on Y-
chromosome  indicate clear divergence between Equus przewalskii and Equus caballus.   
Anim. Genet.  34 (6): 453-456. 

 
Wurmb-Schwark, N.V., H. Bosinski and S. Ritz-Timme.  2006.  What do the X and Y 

chromosomes tell us about sex and gender in forensic case analysis?.  J. Forensic Leg. 

Med. 14 (1): 27-30. 
 
Yamauchi, K., S. Hamasaki, K. Miyasaki, T. Kikusui, Y. Takeuchi and Y. Mori.  2000.  Sex 

determining based on fecal DNA analysis of the amelogenin gene in Sika deer (Cervus 
Nippon).  J. Vet. Med. Sci.  62 (6): 669-671. 

 
Yannic, P., P. Basset and J. Hausser.  2008.  Phylogeography and recolonization of the Swiss 

Alps by the Valais shrew (Sorex antinorii), inferred with autosomal and sex-specific 
marker.  Mol. Ecol.  17 (18): 4118-4133. 

 
Zhang, Q., Y. Ji, Z. Zeng, Y. Song and D. Zhang.  2005.  Polymorphic microsatellite DNA 

markers for the vulnerable Hainan Eld @s deer Cervus eldi hainanus in China.  Acta Zool. 

Sinica.  51 (3): 530-534. 
 



 

59

E��G��� 

 



 

60 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

E��G��� �  

��
���� 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

61 

1.  D-solution  

 
- 4M guanidine thiocyanate (GuSCN) 
- 25 mM Sodium citrate (pH 7.0) 
- 0.5% Sarcosyl 

 
2.  TE buffer  

 
- 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
- 1 mM EDTA 

 
3.  50X TA buffer  

 
- Tris base 121 g 
- Glacial acetic acid 28.55 ml 
- P
�
 pH �Pa� 8.0 %V�� NaOH  
- �	���cX�"�V�

 500 ml, autoclave 

 
4.  1.5%agarose 
 

- Agarose gel 1.5 g 
-1X TA 100 ml 

 
5.  Loading dye 
 

- 25%Bromphenol blue 
- 30%glycerol 

 
6.  Lysis buffer (L1) 
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- �#��� GuSCN 120 g "���
�#��� 0.1 M Tris-HCl (pH 6.4) P
���� 100 ml 
- ' &���
�#�����$��$ 60 �C ��N$'"�V GuSCN �#���(%V%� 
- �	�� 0.2 M EDTA (pH 8.0) 22 ml  
- �	�� Triton X-100 2.6 ml  
- ��`
��$' ���O���V'�(�&"�V�%�)�� 

 
7.  Lysis buffer (L2) 
 

- �#��� GuSCN 120 g "� ��
�#��� 0.1 M Tris-HCl (pH 6.4) 100 ml  
- ' &���$ 60 �C ��N$'"�V GuSCN �#����CV����%� 

 
8.  Silica  
 

- �X� silicon dioxide (CAS number: 60676-86-0, SIGMA-ALDRICH) 60 g �#���"��cX� 
200 ml vortex D��Pa���
)C���'� �	���cX����$�"�V(%VP
���	
 500 ml ��c�(�V"�' ���O���V'���M$�
�N� 

- %O%��
)C���'��&��
� 430 µl ��c�(P 
- �	���cX���(P"�V(%VP
���	
 500 ml vortex "�V�CV���� )�#P�&'�"�V	�	#�'���$

' ���O���V'� 5 ��$���� 
- %O% ��
�#����&��
���c�(P 440 µl  
- �	�� 32% HCl P
���	
 600 µl ��N$'P
�
�&� pH "�V�Pa� 2.0 
- ��`
��$' ���O���V'� 

 
9.  DETs buffer 
 
 - 20% DMSO 
 - 250mM EDTA 
 - 100mM Tris-HCl (pH 7.5) 
 - ��
�#���'�$�	��C'����N' NaCl 
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7���C�����������N� PCR 

 
;����G����L� 81  	�
��)�%�'��EP
#�'
C'���
�#���"�P~���
��� PCR "���
�M�������   
                              ��������
���
���!���� 
 

�&��P
#�'
 P
���� (µl) �����CV�CV�� %�V�� 
�cX���$[&����
 autoclave 
10X NH3SO4 buffer 

50mM MgCl2 
10mM dNTP 
Primer Forward 
Primer Reverse 

Taq DNA polymerase 
DNA template 

6.75 
1 
0.8 
0.2 
0.1 
0.1 
0.005 
1 

- 
- 

1-4 mM 
0.2 mM 
0.1-1 µM 
0.1-1 µM 
1.25 u 

10 pg � 1 µg 
 
)�%�'��EP
#�'
C'���
�#���"���
�X� PCR "���
�M���������������
���
���!����
[OV	&' 1 P~���
��� (10 µl) 
 
;����G����L� 82  	�
��)�%�'��EP
#�'
C'���
�#���"�P~���
��� PCR "���
��Z����
 
                              DX�)�����D���O� 
 

�&��P
#�'
 P
���� (µl) �����CV�CV�� %�V�� 
2X QIAGEN Multiplex Mixture 

10X primer mix 
5X Q-solution 

RNase-free water 
Template DNA 

5 
1 
1 
2 
1 

1X 
0.2 uM 
0.5X 

Up to 10 µl 
1 µg DNA/50 µl 

 
)�%�'��EP
#�'
C'���
�#���"���
�X� PCR "���
��Z����
DX�)������#��$�)�#��Nc'�
��
D���'��O� 	&' 1 P~���
��� (10 µl) (QIAGEN®Multiplex PCR) 
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;����G����L� �1  	�
��)�%���J�����E��$"�V)���X�%�
�
� 
 

��J�����E �
� 
A 
C 
G 
T 
M 
R 
W 
S 
Y 
K 
V 
H 
D 
B 
X/N 
* 

Adenine (A) 
Cytocine (C) 
Guanine (G) 
Thymine (T) 
A �
N' C 
A �
N' G 
A �
N' T 
C �
N' G 
C �
N' T 
G �
N' T 

A �
N' C �
N' G 
A �
N' C �
N' T 
A �
N' G �
N' T 
C �
N' G �
N' T 

A �
N' C �
N' G �
N' T 
(�&"�& A,C,G,T 
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�X�%�
�������'(�%EC'����	&��_
���
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E��G����L� �1  ���)�%�CV'�O���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E
#��&���#��$����%�&'���&�
(Cervus eldii thamin) )�#�#��$����%�&'�(�� (Cervus eldii siamensis) "��&��
C'���� DBY  
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E��G����L� �2  ���)�%�CV'�O���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E
#��&���#��$����%�&'���&�
(Cervus eldii thamin) )�#�#��$����%�&'�(�� (Cervus eldii siamensis) "��&��
C'����SRY 
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E��G����L� �2  (;��)   
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E��G����L� �3  ���)�%�CV'�O���
�P
��
����
�X�%�
�������'(�%E
#��&���#��$����%�&'���&�
(Cervus eldii thamin) )�#�#��$����%�&'�(�� (Cervus eldii siamensis) "��&��
C'���� ZFY 
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C����;����>M�=� !������N���� 

 
�N$' ������ � ������#�
 � C��� 
��� �%N'� P� ��$���% �����$ 16 ���D����� 2526 
�W����$���%  
��
 
� 
P
#��	���
�M��� ��	�)������	

����	 ��������������	
���	
E 
	X�)��&���V���$��
���P�DD 
�� - 
�W����$�X����P�DD 
�� - 
[����%��%&�)�#
��������������
  - 
� ���
�M�����$(%V
�
 - 
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