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           Tanarat  K.Jantapanon  2010: DNA Fingerprinting of Eucalypt Clones using   
           Microsatellite Markers.  Master of Science (Genetics), Major Field: Genetics,   
           Department of Genetics.  Thesis Advisor: Associate Professor Surin  Peyachoknagul,   
           Dr.Agr.  58 pages. 
 
            Microsatellite marker was used to verify 25 eucalyptus clones. Thirty nine primer pairs 
were selected. Twenty eight primer pairs could amplify DNA in which 18 of them showed 
polymorphic band pattern among 25 eucalyptus clones. One hundred and fifty-two distinct DNA 
bands were scored and calculated for the genetic similarity and cluster analysis using simple 
matching and UPGMA (unweighed pair group method using arithmetic average). The 
constructed phylogenetic tree divided these eucalytus into four clusters. Two pairs of primer 
each, EMBRA 2 and 22, 2 and 63, 22 and 69 or 63 and 69, were selected to amplify DNA in the 
same reaction as a duplex PCR. In addition, five DNA fragments were cut from the gel, cloned, 
and sequenced. Six primer pairs were designed from these sequences. Three primer pairs, NEM 
1, 3 and 6, showed multi-locus DNA bands and another one, NEM 2, showed single-locus DNA 
band. The result showed that these microsatellite markers could be used to examine and 
compare the genetic resources among closely related samples. 
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$%�
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!����
Z��
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1999) Silene vulgaris (Juillet et al., 2003) �F
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'(�!����)�"#
*+����)���
��ก����G��� ��'(�WG&W�ก�
�TกK��!#�%
Fก���!�����ก
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F���������(*�O��� 	
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�������O�*�O *�Fก�
�V�*b���(���W� E. grandis  *�F E. urophylla (Brondani et al.,1998; Brondani 
et al.,2002; Grattapaglia et al.,2004; Kirst et al., 2005)   ก�
	
����
F�������*�F�TกK�#���
���ก������!�����ก
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 �$#���%	���%c�������)�&��(��
�N�	�"	��O�!
���
�� �����$OW��!�� Myrtaceae �ก�� Eucalyptus 
���กก�O� 600 �%|G��� (�� ��, 2538) �O��W�NO��Z�(�กV�������$OW����%����	
���� �%|G�����(��
#����V�#�N)�&*กO E. grandis, E. glubulus, E. citriodura, E. acmenioides, E. saligna, E. viminalis, 
E. maculata, E. cypellocarpa, E. tereticornis, E. maginata, E. nitens, E. regnans, E. 
camaldulensis, E. calophylla *�F E. diversicolor ��ก��ก��X��!��Z�(�กV�����W���$O�ก�F���"�����
�G�����ก 2 �%|G��� #'� E. deglupta +T(!�%c�������)�&�'X���'�! �!%
F���%�%�����ก��� 	���
� 
���"����+�� *�F��!	��W	& �!�ก�F�������� %
F���zE��%%E��� *�F E. urophylla +T(!�%c�������)�&
�'X���'�! �!%
F���	���
�*�F���"����+�� (Lindsay, 1976) 
 
 �$#���%	���%c�������)�&��(����กK�F����F +T(!)�O���'��ก�������)�&�'(� �GO� W�O����
��กK�F*	ก	O�!)%��กW*กO �%�'�ก����กK�F	O�! w 	�X!*	O�%�'�ก�O���� �����)%��ก
F��(!
�%�'�ก	��	���)%ก�	&� W��
$%
O�!��กK�F*	ก	O�!ก��)%	�X!*	OWก��)%ZT!W�
���*	O�! w 
ก&��W ��ก *�F�����ก���
$%
O�!��กK�F*	O�! w �GO������ก�� ��ก��ก��X��$#���%	����!����
Z
��
�N�	�"	)�&W��'X���(���ก����%
F�D� 	�X!*	O� 	
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�	��� &�ก����)�&��ก%
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����!%�$ก�$#���%	��#
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ก��(��!�����G��!W��O *�F��!�����'(� w 



 

 

5 

�GO� ��
�K�
����� �
��F�กK *�Fก�N���
� ��O��$#���%	����(����
Z��
�N�	�"	)�&��������!)�Oก�( 
�%|G��� �GO� E. camaldulensis, E. deglupta, E. citriodura *�F E. tereticornis "�� E. camaldulensis 
��ก�
��
�N�	�"	*�Fก�

��	���$!��(��� (�N�!��, 2537)  
 
2. ก��BD ��J��D�	������������ 
 
 )�&�$#���%	������
Z�V�)%WG&%
F"�G��)�&����%
Fก�
���'��ก�)�&G����'(� ����
Z
�V�*�กก�
WG&%
F"�G��	����กK�F	O�! w )�&��!	O�)%��X 
 
 1. ก�
WG&%
F"�G��W�ก�
กO��
&�!��(�)% )�&�$#���%	��*�&�O��F�� &�	V���� ��'X�)�&��!� 
*	Oก���b$&�V�)%WG&%
F"�G����O�!ก�&�! ��! W�%
F�������	
����)�&�$#���%	��#�����$���+��
����
Z�V�)%WG&�V��
��%c�"#
!�
&�!&���
'��*�F�%c�)�&����
Z)z)�&�%c���O�!�� ��ก��ก��X
��!�V���WG&D��W�"���V��%c��z�
������
� 
 2. ก�
WG&%
F"�G���&�����!!���G'X�����!W�
$%z��*�FZO�� )�&�$#���%	��#�����$���+�� 
���O��%c�)�&z����(��#��D����ก�O�)�&z�� �!)�&����G��� �GO� )�&ก
FZ����กK� )�&ก
FZ���
!#� )�&
��%
F������� 
 3. ก�
WG&%
F"�G��W��&���XV���� �XV������ก	&��$#���%	������
ZWG&%
F"�G����X!W��&�� 
ก�
*���� ��	���ก

� *�F�XV�������
F��� 
 4. ก�
WG&%
F"�G��W�ก�
�&���� ��
��(��$OW��%�'�ก W ��ก �
'�	���ก �!�$#���%	��
����
ZW�&��	O�! w ก�� 	�X!*	O��*�! ���&� �����'�!  TX���$Oก�G��� �!�$#���%	��*�F��
�#����(�V�W�&
��	�� (����	
, 2546) 
 5. ก�
WG&%
F"�G��W��&����'(�ก
F��K ��O�b�b��	�O��W�NO �!�$#���%	��#�����$���
+��WG&�%c���	Z���W���	���ก

���'(�*�Fก
F��K W�
$%*��'(���X� ��กก�
�TกK�#�����	� �!
��&�W�  �!�$#���%	��#�����$���+����(������ 10 %| "��������� *�F#�F (2525) ��O���#������
 �!��&�W� 1.1895 �������	
 ��#���ก�&�! �!��&�W� 0.0220 �������	
 *�F��#���ก�&�! �! fiber 
lumen 0.0150 �������	
 *�F��กก�
��(��&�W��$#���%	��#�����$���+����b��!�+����! �V�W�&��
*��"�&���(��&�W��T�	��ก��)�&�� *
!�T�	��
F��O�!��&�W��$! ��'(�WG&�V�ก
F��K�F)�&ก
F��K��(
* �!*
!*�F������ 
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 ��ก��ก��X��!)�&��ก�
WG&%
F"�G���&���'(�w ��ก��ก �GO� ก�
WG&�V�*bO�G�X�)�&��� *bO�W�
)�&��� G�X�)�&b��%$�+����	� �%c�	&� (��G�	�, 2528) W�%
F���)��)�&�V��$#���%	����WG&%
F"�G��
�����&�� �GO� WG&W�ก�
b��	ก
F��K �G'X�����! �V��z�
������
� ���X�!bTX! �ก���%c��XV�������
F���
�V�b��ก��$O ��ก����! "�G�(�V�
�!b�� WG&b��	����V�#����F����'� b��W��$ก��
�������-�$#�
��%	�� �V��XV��&�#���)�& WG&W�ก�
กO��
&�!	O�!w b��	�%c����� ���O��G'X� WG&���(�
��)�&W�&ก�G����
"��W�&�V�)%%�$ก�#����#�#$O)%ก�ก�
%�$ก &�� ��ก��X!��!WG&�$#���%	��W�ก�
%�$ก%}���*��
#�#$Oก�)�&G����'(���'(�W�&%}�ก����z���	��)�&�
�� TX� �%c�	&� 
 
3. ก���������������	��������� 
 
  
$%*ก�
%
�%
�!�������$#���%	��������
$%**	O
$%*��(����WG&ก����(�)% #'� 
nucleus breeding strategy ����"�� Cotterill (1989) +T(!%
�%
�!����กก�
%
�%
�!������*กFW�
%
F�������	
����*�F���+�*���� ���กก�
 �!ก�
%
�%
�!������
$%*��X #'� �F*O!ก��O�
%
FG�ก
��ก�%c� 2 ก��O� #'� ก��O�%
FG�ก
���ก (main population) �%c�%
FG�ก
��(�����
�����ก

�ก�&�! ��#������ก������!�����ก

��$! *�Fก��O�%
FG�ก
 ������ก��(��ก�
#����'�ก
����F���	&���(����กK�F����O� (nucleus population) )�&��กก�
#����'�ก����F	&���(����กK�F����O� 
(best parents) ��กก��O�%
FG�ก
���ก �V���b��ก����! (best with best) *#�#�� (control 
pollination) �F)�&�$กb��* full-sib progeny �V�)%%�$ก����*�F#����'�ก	&���(W�&��กK�F
����O���(���  ���������*)�O����������'(�%�$ก	O�)% ก�
%
�%
�!������W�
$%*��X�FW�& genetic  
gain �$!%
F��� 20-40% ��X!��X TX�ก���	
������ก

� (heritability)  �!��กK�F��(#����'�ก 
����V�#�N �!ก�
%
�%
�!������W�
$%*��X #'� ก�
#����'�ก	&���(����กK�F��(	&�!ก�
�$!��X� �F	&�!
��'�ก	&���(��#���*	ก	O�!ก����!�����ก

��$!�&�� ��'(�W�&�$กb����()�&����O� TX� ����ก�
���#
�F��
#���*	ก	O�!��!�����ก

���X����
Z#V����)�&"��WG& &��$���!��������	
��G�!%
���� 
(quantitative genetic data) *�Fก�
WG&�#
'(�!����"���ก�� +T(!�%c�������(W�&b���(�O��G'(�Z'� *�F
����
Z�V�)%WG&%
F"�G��)�&��กก�O� (Dorothy et al., 2006) 
 
4. ��������&����	 (PCR, Polymerase chain reaction) 
 

%u�ก�
����$ก"+O��������
� (polymerase chain reaction) �
'���+���
� �%c���#��#��(WG&���(�
%
�������������%������ +T(!��$OW���
�F���
��ก����������'(� "��)�O�V��%c�	&�!�V�W�&G�X���������
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��!ก�O��
������IกO�� ����
Z*�ก�O�� �!����������(��W�"��)�O	&�!�V�)% ������(�%
����W�
�+����
'��V�)%"#�� ก�
�V���+���
� #'� ก�
��!�#
�F����������"��WG&���)+������������������
�
+XV�ก������ w 
� ��'(�W�&)�&��������%
�������(� TX��%c����#$� ก�
��!�#
�F�����������F�ก�� TX�)�&
�V��%c�	&�!��)�
���
��&�� ��!��X��T!WG&)�
���
� 2 G��� ��(����#$O��ก�%�����X! 2 �&�� �!��������

������(	&�!ก�
���(�%
���� "��)�
���
��F�ก�Fก���������#��F��� *�F��%��� 3' W����
��!� &���ก�� ��!��X� &�กV����W�ก�
�V���+���
� #'� 	&�!�
��V����� �!��������
������(
	&�!ก�
���(�%
���� +T(!����
��V�������X!����
'��
�����F�O��%���ก�)�& ��'(�ก�

��ก*��!�#
�F��)�
���
���WG&W�%u�ก�
���	O�)% 
�����
'�G�X��O������������(�ก��ก�

��!�#
�F�����(�%
���� TX� �F�� ���#��������O�ก�G�X�����������ก%��� 5'  �!)�
���
���T(!ZT!
%��� 5'  �!)�
���
���กG�����T(!��(���! (��
���
�, 2552) )�
���
���(WG&�%c�"���"ก���#��"�)���
#������%
F��� 20-35 �� �����V� #'� �ก������������ก��ก�+��� �V���W�O
��ก�)�
���
� 
�z�z�
� ����ก+�)
"���#��"�)+��)	
z���z	 (dNTP) ��X! 4 G��� �V�W�&��������	&�**�ก�%c�
������(�� (denaturation) "��WG&#���
&��*�&�������D$���!��O�!
���
�� ��'(�W�&)�
���
���(����
�%c�#$O��ก��O��%��� �!G�X����������%������ *�F��%
������กก�O�G�X����������'(� w ��ก��� � &�
����#$Oก��O�� �!����������(	&�!ก�
 (annealing)  �X�����&���T!�%��(������D$��W�&������Fก�ก�

�V�!�� �!���)+������������������
���(W�O�!W�%u�ก�
��� ���)+���F�V���&���(��!�#
�F����������
	O���ก)�
���
� (primer extension) "�������������%�����������%c�	&�* ��'(�%u�ก�
����V�����)%
#
��X! 3  �X�	�� "���ก�����������%�������F���(� TX��%c� 2 ��O� ��!��X�Z&��V�����%u�ก�
���+XV�ก�� 
����w 
� %
�������������%�������F���(� TX���ZT! 2n ��O� ��'(�%u�ก�
���bO��)% n 
� (��
���
�, 
2552) 

 
Mutiplex PCR �%c�ก�
���(� ������������%������"��WG&)�
���
�����#$O�
&��ก��W�

%u�ก�
��������ก�� ��'(����(�%
F�����D�� ��#O�WG&�O��*�F%
F��������W�ก�
	
���� *	O��!��
 &��V�ก�� #'� )�
���
���(�V���WG&	&�!)�O���O����(�%c�#$O��ก�� *�Fb�b��	��+���
���()�&��ก)�
���
�
*	O�F#$O�F	&�!�� ���*	ก	O�!ก�� ��ก��X!�D��F��(WG&W�ก�
���(�%
�������������F	&�!Wก�&�#��!ก��
��ก�&�� (#�F��#��#ก�
*���� ����������������, 2536) 

 
%�N����(�V�#�N��O�!��T(!W�ก�
�V�%u�ก�
�����+���
� #'�*Z����������()�OWGOb�b��	��(Z$ก	&�! 

(non specific band) +T(!����
Z*ก&)�&�������� ��!	����O�!	O�)%��X (��
���
�, 2552) 
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Hot start PCR �%c�����#�#��W�&%u�ก�
���ก�
��!�#
�F�����������
�(� TX����!��ก������������
�D����O�!��$
��*�&���O���X�  �F�
�(��V�W�&��������	&�*�����D��#
�X!*
ก"�����(�����D$��
��X� )�
���
����� &�)%�ก�F��(	V�*��O!��()�OZ$ก	&�!*�F�ก�F)�&*)�O��$
�� *	O���)+��
����
Z��!�#
�F����������	O���ก)�
���
�)�& �V�W�&)�&b�b��	��()�OZ$ก	&�! ������(�F%��!ก��)�OW�&
�ก��ก�
��!�#
�F����������W�GO�!��(���(�����D$����ก����D$���&�!)%ZT!����D$����(�V�W�&������������
�D��#
�X!*
ก �V�)�&"����!)�OW�O��
�!G����!W�%u�ก�
����GO� ����ก+�)
"���#��"�)+��)	

z���z	 *�ก���+���)���� �
'����)+�� "��ก�
W�O��
��กG��� �ก��&�����! 1 G��� �V�����
%u�ก�
���)%W�OW��#
'(�!��+���
���'(�����D$�����(� TX���ZT!����D$����(�������������D��*�&� �T!W�O
��
%
Fก�	������&���!)% *	Oก�
�V� hot start PCR "��������X#O�� &�!��O!��ก*�F����������ก 
���WG&���)+����(��ก�
���*%�!"���ก��W�&�
�(��V�%u�ก�
���)�& ��'(�bO��#���
&����(����D$���$!�%c�

F�F������T(!*�&���O���X� 

 
 Touch down PCR �%c�ก�
�V���+���
�"��WG&�D��F��(� &�!����ก (high stringency) W�

�*
ก *�F#O�� w ���!W�
�	O���	���V��� ������XWG&W�ก�
���(�%
�������������%��������(��
%
�����&�� *�F��*Z����������(���V�����#�&��#�T!ก����������%��������$O�&�� ก�
%u��	�WG&
����ก�
%
�����D$��W� �X�	�� annealing W�&�$!W�
�*
ก*�F#O�� w ������D$���!���F�&��W�

�	O� w ����ZT!����D$����(	&�!ก�
�V�%u�ก�
����
�! W�
�*
ก w )�
���
��F��	��ก���������
�%������)�&��ก ��'(�!��ก����D$���$!ก�O�#O� Tm ��ก �T!��	��)�&����F	V�*��O!��(Z$ก	&�!��O���X� W�

�	O� w ��*�&�O��F������D$���! *	Ob�b��	��(Z$ก	&�!�F���(���ก TX��%c�������O�*�F����กก�O���
�������'(���ก �T!)�O	&�!ก����O�)�
���
��F��	��ก����������'(���(���V�����#�&��#�T!ก���������
�%��������ก	O�)%  
  
5. ���!"��#�������ก�� 
 
 �#
'(�!����W���!��������	
� WG&��'(�O!G�X#������ก������!�����ก

� (genetic 
diversity)  �!��(!��G���	��X!��!%
����*�F#��D�� ����%c�ก�
�V�*�ก#���*	ก	O�!D��W��
'�

F��O�!�%|G��� �
'�%
FG�ก
 (��
���
�, 2552) *O!��กก�&�! w �%c� 3 G��� 
 
 1. �#
'(�!������(WG&��กK�F%
�กu�
'���กK�F��!������ (phenotypic �
'� 
morphological marker) #'� �#
'(�!������(�V�*�ก#���*	ก	O�! �!��(!��G���	"��WG&�����%
������
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��ก��กK�FD����ก��!����������� �
'� �
�
����� �GO� �� �!b� �� �!	� ��กK�FW*�F
�V�����ก�
���b$& �%c�	&� 
 2. �#
'(�!������(WG&	��O!G�X��!�#���
'�"%
	�� (biochemical �
'� protein marker) #'� 
�#
'(�!������(	
����)�&"��ก
F��ก�
��!G���#�� ��'(�!��ก"%
	����(�ก�� TX��%c�b�����กก�

*��!��ก �!��� ��!��X�ก�
	
����#���*	ก	O�! �!"%
	������
Z	
����)�&ZT!#���
*	ก	O�! �!*����� �!�����(#�#�� G��� �!�#
'(�!����"%
	�� �GO� )�"+)+�� (isozyme) *�F 
*��"�)+�� (allozyme) �%c�	&� 
 3. �#
'(�!������������ (DNA marker) �%c��#
'(�!����"���ก����(����*�
O���� ��
�F��
#������ก�����$! *�F	
��)�&W�
F��"���ก�� )�&*กO AFLP, RAPD *�F SSR �%c�	&� 
 
 �#
'(�!������������ ����ZT! ����������(WG&�%c��#
'(�!����O!G�X#����V����F �!��(!��G���	
	����T(! �����������T(! �%|G�����T(! *�FW�
F��	O�!�%|G��� �%c�����������(��$O��(	V�*��O!��T(! w �
"#
"�"+� �
'� ��������W���
�*ก����� ก�
��(����
ZWG&���������%c��#
'(�!����)�&��'(�!��ก�ก��
#���*%
%
�� (variation)  �!���#��"�)���W�"���ก���������� +T(! &��� �!�#
'(�!������������ 
#'� "���ก�� �!����������#�����Z��
��กก�O��T!�ก�)�&)�&���ก�O��#
'(�!����"%
	�� ����
Z
���#
�F����ก	����O�!��(Z$ก�ก�)�&�%c��������)�& 	
����)�&W���ก��'X���'(� )�O TX�ก�ก�

��
�N�	�"	 )�O TX�ก��D��*���&�� 	
����)�&��X!W��O����(�%c���� �
'� �O����(��ก�
*��!��ก
�
'�)�Oก�)�& *�F#
�#�����X!��"�� ����	
����������
�zE+T� �!���������V�)�&"�����V�����
W�"���ก�� �!�������� �
'� 	
����"��WG&�#
'(�!������������ +T(!*��!��กW�
$% �!��������
�������� ����V�)�&"��WG&����)�
�)��+G�� �
'� �������(�%
������������"����#��#��+���
� (��
���
�, 
2552) 
 
6. ���!"��#���$����%&����$��	 
 
 �#
'(�!����)�"#
*+����)��� �%c��#
'(�!��������������(WG&ก����O�!*�
O����W��'G*�F
��	�� )�"#
*+����)������������%c�#V���(WG&�
��กก�
����
��!	�� �!���"#
"�"+���(���V���
��+XV� w ก�� ����! 1-4 #$O�� �
'�)�O�ก�� 10 #$O�� W�	V�*��O!�F)�O�ก�� 100 +XV� ก
F���	�� ��$O��(�
��"��*�F��#����V����FW���(!��G���	*	O�FG��� �V���+XV���(���ก��(��� )�&*กO di- *�F tri-
nucleotide repeat (��
���
�, 2552) �O����ก�W�
������()�OWGO
���W�ก�
�
&�!"%
	�� 
(noncoding region) (Patarnell et al, 2001) 	����O�!��+XV�*)�"#
*+����)��� �GO� �V����� 
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+XV�*"�"����#��"�"���  (C)n �F���V����� CCCCC_CC �%c��V���� n +XV� �V�����+XV�*
)����#��"�)��� (CA)n �F���V����� CACACACA_ _ CA �%c��V���� n +XV� �V�����+XV�*
)	
���#��"�"�)���  (ATT)n �F���V����� ATTATTATTATT_ _ _ ATT �%c��V���� n +XV� �%c�
	&� (��G��*�F#�F, 2541) 
 
 %
F�D� �!)�"#
*+����)����������� )�"#
*+����)���������������
Z�V�*�ก)�& 
6 %
F�D� ��!��X 1) pure �%c�)�"#
*+����)�����������+XV�G���������
��!	��	O�ก��)%�
'(�� w �GO� - 
(AC) 14- 2) interrupted pure �%c�)�"#
*+����)�������������(�����'(� � &�*�
กW��V���+XV�G��� 
pure +T(!�ก����กก�
ก��� �GO� �TA-(CA)4-TA-(CA)7- 3) compound �%c�)�"#
*+����)���������
����(����+XV�����G���	��	O�ก���GO� -(CT)22-(CA)6 4) interrupted compound �%c�)�"#
*+����
)�������������(�����'(� w � &���*�
กW��V�����+XV�G��� compound �GO� -(AC)14-AG-AA-
(AG)12- 5) complex �%c�)�"#
*+����)�������������(���V�����W���O��+XV�����G�����X!          
)����#��"�)��� )	
���#��"�)��� �
'� �		
F���#��"�)��� �%c�	&� ���
��!	O�ก�� �GO� -(CACG)5-
(AG)12-(ATA)7- 6) interrupted complex �%c�)�"#
*+����)�������������(�����'(� w � &�*�
กW�
�V�����+XV�G��� complex (Chambers and Macavoy, 2000) 
 
 #������ก���� �!)�"#
*+����)����������� �ก����ก#���*	ก	O�! �!�V����+XV� �! 
�V�����+XV� ��b��V�W�&)�"#
*+����)�������������#������ก�����$! ��'(�!��ก��ก�
ก���
�ก�� TX� +T(!������	�����กก�
� &�#$Ob��	V�*��O! �!�V����� �F��(��ก�
�V���!"���ก���������� 
(slippage during DNA replication) (Zane et al., 2001) �V�W�&�ก��ก�
 �����)% (deletion) �
'�ก�

���*�
ก (insertion)  �!�� ��ก��ก��X��!������	�����ก unequal crossing over +T(!�V�W�&�ก��
#������ก���� �!*����� (allelic variation) W���(!��G���		O�! w (Richard and Pâques, 2000) 
 
  ����ก�
�TกK�)�"#
*+����)����������� WG&�������(�%
����"��WG&��#��#��+���
� +T(!�F�V�
W�&����
Z���#
�F����#������ก���� �!�V����G�� �!�V�����+XV���(%
�กu�)�"#
*+�
���)���)�& *	O��X!��X�V��%c�	&�!�
��V�������( �� &�!)�"#
*+����)��� (flanking sequence) 
W�	V�*��O!��X� w  กO�� ��'(��V�����ก*)�
���
���(�V����F (specific primer) �V��
�WG&W�
%u�ก�
�����+���
� ��ก��X�	
�����#
�F��#������ก���� �!)�"#
*+����)�������������()�&"��
��#��#�����ก"�
"z
�+�� (Weber and May, 1989) 
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 %
F"�G�� �!)�"#
*+����)����������� ��'(�!��ก�#
'(�!����)�"#
*+����)����%c�
�#
'(�!��������������(��%
F�����D���$! �T!�����V����TกK� *�FWG&%
F"�G��W��&��	O�! w )�&*กO 
WG&W�ก�
�V�*�ก������*�F	
����#���
������I �!�������$กb�� �GO� ก�
	
����#���

������I �!����������� *�F#����%c��$กb�� �!������������F� '����*�F�'G�!��*	! (���D�#, 
2547) ��ก��ก��X��!��!���������(WG&�#
'(�!����)�"#
*+����)���W�ก�
�TกK�#������ก����
��!�����ก

�W���(!��G���		O�! w ����G��� �GO� �!�O� (Thomus and Scott, 1993) Z�(����'�! 
(Rongwen et al., 1995) �F�O�! (Eiadthong et al., 1999) �F�
&�� (Perera et al., 2001) ก�&!ก����V� 
(Xu et al., 2001) �&�� (Cordeiro et al., 2003) 
����X!WG&W��&��ก�
%
�%
�!������ WG&W�ก�
�V�*b�
��(��"��W��'G*�F��	��	O�! w �GO�  &�� (Zhao and Kochert, 1993)  &��"�� (Senior and Heun, 
1993)  &������ (Roder et al., 1998)  %����� (Oreochromis niloticus) (Lee and Kocher, 1996) %��
�
�"����
��� (Oncorhynchus mykiss) (Sakamoto et al., 1999) %����ก���
�ก�� (Ictalurus 
punctus) (Waldbieser et al., 2001) ��ก*b���(��"����(�
&�! TX�����X ����
Z�V�)%��	V�*��O!�����(
#�#����กK�F%
���� (QTL, quantitative trait loci) +T(!"���O��W�NO�F�%c���กK�F��(��
#����V�#�N��!��
K�ก�� �GO� ก�
��
�N�	�"	 #���	&�����"
# �
'�
F�Fก�
��!) O �%c�	&� 
��'(��V� &��$���()�&)%WG&W�ก�
#��������"��WG&�#
'(�!������������ (MAS, marker assisted selection) 
��ก��ก��X��!����
ZWG&���$����##�*�F��#�����������W��#
'�N�	�"��ก�
	
����������������
�� (DNA fingerprinting) (��
���
�, 2552)  
 
  &���*�F &��V�ก�� �!�#
'(�!����)�"#
*+����)��� )�"#
*+����)����%c�
�#
'(�!������!"���ก����(��%
F�����D�� "��*	O�F)�
���
��F	
������������	V�*��O!����� *	O
W�&
$%* �!*����� �
'�G�X��O�� �!������������
$%* (highly polymorphic) ��ก�
ก
F���
��(�)%W���"�� *��!��กK�F O�*
O��ก�� (codominance)  &�����ก%
Fก�
��T(! #'� �%c�
�#
'(�!������(�ก����ก%u�ก�
�����+���
�+T(!����
ZWG&�#
'(�!��	"���	� �V�W�&%
F����*
!!�� *�F�V�
)�&
���
�� ����
Z��v���#
'(�!����)�"#
*+����)��� TX���!"��ก�
"#��*�F*�ก)�&"��	
!
��ก��"�� �!	����O�! �
'� ��กก�
�'#&���� &��$� �#
'(�!����)�"#
*+����)���)�&
�ก�

���
���O�!ก�&�! ��!W���ก�� � *	O�� &��V�ก��W�ก�
��v���#
'(�!����)�"#
*+����)��� 
��'(�!��ก������ �X�	�� WG&������� *�F����#O�WG&�O���$! (Maquire et al., 2000) 
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7. E�����������"�ก�"��� ��B���������� 
 
  !��������ก�(��ก�ก�
WG&�#
'(�!������������G���)�"#
*+����)���W��$#���%	�� �GO� 
Brondani et. al. (1998) )�&��v���#
'(�!����)�"#
*+����)�����'(�WG&W�ก�
�V�*b���( 
(mapping) *�F*�ก#���*	ก	O�! �!�$#���%	�� 2 �%|G���#'� E. urophylla *�F E. grandis +T(!
b�ก�
����� ��O� ����
Z�V�*b���( *�F*�ก#���*	ก	O�! �!�$#���%	�� 2 �%|G�����X)�&�%c���O�!�� 
+T(!)�
���
� ��()�&��v�� TX�����X���G'(��O� EMBRA (Eucalyptus microsatellites from Brazil) 	O��� 
Chaix et. al. (2002) )�&%
�%
�!��กก�
�V���+���
�*%ก	����%c�* multiplex PCR +T(!�V�W�&
ก�
	
�����$#���%	�� 2 �%|G���#'� E. urophylla *�F E. grandis �V�)�&
���
�� TX� 	O���)�&��
��ก���������#��V����)�
���
���X��WG&W�ก�
*�ก#���*	ก	O�! �!�$#���%	��	O�!�%|G���*�F
*�&*	O�'G	O�!G��� �GO� Zucchi et. al. (2002) )�&�V�)�
���
� EMBRA ��WG&	
����#���
���ก������!�����ก

�W��'G Eugenia dysenterica +T(!��$OW��!�� Myrtaceae �GO������ก��$#�
��%	�� ��กb�ก�
�������O� ����
Z��#������ก������!�����ก

�)�&�� ��ก��ก��X �x�� 
(2004) )�&WG&)�
���
� EMBRA 4, 7, 13, 17, 19 *�F 20 W�ก�
O!G�X�$#���%	�� E. camadulensis ก� 
E . tereticornis *�F�$กb����ก��กก�� +T(!��O�)�
���
� ��(W�&b�������$O 2 )�
���
� #'� EMBRA 
7 *�F 20 *�FW�%| 2006 Brondani et. al. )�&WG& )�
���
� EMBRA ��XW�ก�
�V�*b���( �!�$#�
��%	�� E. urophylla *�F E. grandis )�&��O�!��$
��  +T(!	O��� Nest et. al. (2000) )�&��v��
�#
'(�!������������ก SSR ���%c� ISSR *�FW�&G'(�)�
���
���(��v��)�&�O� FMRSA +T(!��กก�

	
������O� FMRSA 1, 2, 3, 4 *�F 5 WG&�V�*�ก�$กb�� �!�$#���%	��G����'(� w )�&*	O)�O
��X!��� ��ก��ก��X Steane et. al. (2001) )�&��v��)�
���
� ��(W�&G'(��O� EMCRC ��'(�WG&�V�*�ก 
Eucalyptus globulus ��ก��ก�$#���%	��G����'(� w ��O�)�
���
� EMCRC 2, 3, 4, 8, 9, 11 *�F 
12 W�&b�ก�
*�ก��(�� +T(!��ก!������� �!� ���!����
Z�V�)�
���
���X)%WG&	
�����$#���%	���%|
G����'(�)�& *	Ob���()�&)�O����O���(#�
 	O��� Freeman et. al. (2006) )�&WG&)�
���
� EMBRA *�F)�

���
���(�%c�)�"#
*+����)��� �!�$#���%	��G����'(����TกK�ก�
�V� linkage map W� E. globulus 
�V�W�&�
��O�����X!��� 13 linkage *�F��!*��!W�&�����O�W�*	O�F����F�� ��� �!*�O!
"#
"�"+�*	ก	O�!ก�� �GO������ก�  Nevill et. al. (2008) )�&WG&)�
���
� EMBRA 9 #$O *�F)�

���
���( �%c�)�"#
*+����)��� �!�$#���%	��G����'(���WG&	
����#������ก������!
�����ก

� �!�$#���%	���%|G����'(� 6 G��� ��O���)�
���
� EMBRA 4 #$O ��(����
Z*��!#���
���ก����)�&�� �O����ก 5 #$O��X�����
Z*��!#������ก����)�&*	O)�O����ก 	O��� ��	��
 (2551) 
)�&WG&)�
���
� EMBRA W�ก�
���#
�F��#������ก������!�����ก

� �! E. camadulensis 
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��O�����
Z*��!W�&����#������ก������!�����ก

�)�&�$!*�F����
Z*O!%
FG�ก

	����O�!��(�V���������ก�%c� 2 ก��O� *	O)�
���
���(WG&��X��!�� &��V�ก��W�ก�
���(�b�b��	��������
 �!	����O�!��$O ��ก��กก�
WG&�#
'(�!����)�"#
*+����)���W�ก�
	
��������������$#�
��%	��*�&� ��!��ก�
WG&�#
'(�!���� RAPD 	
�����$กb��
F��O�!�$#���%	��#�����$���+��*�F
�$"
zE����&�� (����
�, 2548) 
 
8. ก��������J#	����#��ก#�����������ก��� 
 
  ก�
�TกK�#������������G�!����v��ก�
 �!��(!��G���	"��WG&���ก�����!"���ก�� ��ก
��(!��G���	��()�&
�ก�
�'�����	���������v��ก�
 *�F��X!
O�!
�� �!ก�
��

��
�K
O��W�&
	
���)�& ���ก�����!"���ก������
ZWG&)�&��ก�O� ��
�F)�O��ก�
�V�����!*�F��#���*�O��V���ก 
��ก��X!	����O�!��(�V����TกK���!��)�&!O�� WG&)�&��X! &��$� �!"%
	��*�F�������� W��O�� �!��������
��X�����
ZWG&)�&��X! &��$��V������#��"�)��� *�F������������������(	
����"��WG&�#
'(�!����
��������*	O�! w 
 
 Phylogenetics �%c�ก�
�TกK�%
F��	��
'�����v��ก�
 �!��(!��G���	 "��WG&*b�D��#�&��
	&�)�& ก�(!��(*�ก*	O�Fก�(!*��!ก�
*�ก	����ก��กก�� �
��ก��ก��O�!��T(!�O� phylogeny �
'� 
evolutionary tree "��������	�������ก�O� ��(!��G���	��(�� &��$���!"���ก�����'��ก�� (homologous) 
��

��
�K
O��ก�� *�&�#O�� w ��ก�
�%��(��*%�!)%	������ �T!��ก�
*�ก��ก��กก��#
�X!�F 2 ก�(!
*	O�F�����(*�ก��ก��กก���ก��)�&��O�!���
F 
 
 ����ก�
�
&�!*b�D$��	&�)�&�V���!�&������ distance method �F�����
F�F�O�!
F��O�!
	����O�!*	O�F#$O��ก	����O�!��(�TกK���X!��� *b�D$��	&�)�&�V���!��(�
&�! TX��F����
����ก
#����������� �!#O� distance ��()�&��ก	����O�!*	O�F#$O�%
������ก�#$O�'(� w ����ก�
��(����WG&)�&*กO 
UPGMA (unweighted pair-groups method using arithmetic average) +T(!�F�
&�!*b�D$��	&�)�&
�V���!"��ก�
��#$O	����O�!��(�� pairwise distance �&����(�����ก distance matrix ��ก��X����W�&
	����O�!#$O��X�
��ก���%c�ก��O� (cluster) W��O���'(� w  �! matrix ��()�O�ก�(�� &�!ก�ก��O���!ก�O��W�&
#!#O�����)�& ��ก��X��V�����ก�

�W��O "���
�(���กก�
��#$O	����O�!��(�� pairwise distance �&��
��(����GO�����*�&����ก��O� �V�����ก�
�GO���X)%����ก	����O�!Z$ก���� &���$OW�ก��O� ����ก�
��XWG&)�&��W�
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ก
����(��	
�ก�
ก���������**����(��#!��(��O���X� Z&���	
�ก�
*����(��)�O#!��(*�&� ������
 �!*b�D$��	&�)�&�V���!��()�&�F��#���#����#�'(���$! (Nei and Kumar, 2000) 



 

 

���ก�;	%�J����ก�� 
 

���ก�;	 

 

1. ����I����������� 
 

	����O�!�$#���%	����(�V����TกK��%c��$กb��)�&�$#���%	�� E. camaldulensis 
�O���( 2 ��ก
*%�!���������� �Z�����ก����	 #�F�����	
� ������������กK	
���	
� �V��D���!�XV�� ���   
��!�����#

�G���� +T(!����X!��� 120 ��������� (family) *	O�F����������� 24 	&� �ก����กก�
�V�
�������ก
�O���( 1 ��%�$ก ()�&��ก �
.����� ���ก�������� D�#��G�����v������ #�F�����	
� 
������������กK	
���	
�)  "��)�&��'�ก��WG&�TกK�����! 19 ��������� 21 	����O�! *�F��������(��ก�

%�$ก�%c�ก�
#&� 4 ������ 
����X!��� 25 	����O�! ��!	�
�!��( 1 "��	����O�!�'G��(�ก����F*GO
)�"	
�������*�F�ก�)�&��(����D$�� -80 �!���+��+��� ��ก�O��F�V����ก���������� 
 
������" 1  	����O�!�$#���%	����(WG&�TกK� *��O!กV����� *�F
������(%�$ก �!	&��O�*�O 
 

����I����" ��������	/ ���" %#�I�ก[����� �����; 
1    129/18 Flat Rock Pool Walsh-Mitchell River QLD* 
2    88/23 Montalbion Petford Region QLD* 
3    D1 - - 
4    11/11 Eccles Creek/tributaries Petford Region QLD* 
5    22/13 Eccles Creek/tributaries Petford Region QLD* 
6    208/12 Katherine Northern Territory 
7    229/9 Morehead River Other QLD* 
8    226/23 Morehead River Other QLD* 
9    K51 - - 
10    188/17 Healeys Yard Walsh-Mitchell River QLD* 
11    44/23 Mishap Creek Petford Region QLD* 
12    K61 - - 
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������" 1  (I�) 
 

����I����" ��������	/ ���" %#�I�ก[����� �����; 
13    119/10 Walsh River-W.Emu Creek Junction Petford Region QLD* 
14    109/14 Headwaters-Emureka Creek Petford Region QLD* 
15    196/18 Healeys Yard Walsh-Mitchell River QLD* 
16    227/7 Morehead River Other QLD 
17    178/23 Palmeryville Walsh-Mitchell River QLD* 
18    163/24 Walsh River Rockwood Walsh-Mitchell River QLD* 
19    112/21 Eureka Creek/tributaries Petford Region QLD* 
20    72/8 Petford Bridge Walsh-Mitchell River QLD* 
21    88/12 Montalbion Petford Region QLD* 
22    K69 - - 
23    228/17 Morehead River Other QLD* 
24    236/23 �������(#����'�กW�%
F���)�� Thai selection 
25    188/18 Healeys Yard Walsh-Mitchell River QLD* 

 
#����#�  "�� D1 �%c� E. camaldulensis  �! Siam tree development, K51 �%c� E. camaldulensis 
 �! ���ก�		�, K61 �%c��$กb��
F��O�! E. brassiana ก� E. grandis  �!���ก�		�, K69 �%c�
�$กb��
F��O�! E. camaldulensis ก� E. pellita  �!���ก�		�  �O�� QLD* #'� Queensland 
 
2. ���!"�����������	 
 

�#
'(�!#������	�
�*�F"%
*ก
�W�ก�
���#
�F�� &��$� )�&*กO NTSYS-pc 
�O� 2.2 
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����ก�� 
 

1. ������� �������!"��#���$����%&����$��	��������������กf��� ����%�J�������J#	    
    $������	 
 
 	
���� &��$�!�������	O�! w ��(�ก�(�� &�!ก�ก�
WG&�#
'(�!������������ก��$#���%	��
"������F�#
'(�!����)�"#
*+����)���W���� &��$� ��ก��X��V� &��$���()�&�����#
�F�� *�F
��'�ก��!�#
�F��)�
���
� 39 #$O (	�
�!��( 2) "���V����� �!)�
���
�)�&����ก��� &��$� NCBI  
 
 
2. ก���ก���������� 
 
 ก�
�ก������������ก	����O�!�$#���%	���FWG&������(���*%�!��ก Agrawal et. al. (1992) "��
�F�V�	����O�!�$#���%	����(�ก�)�&��( -80 �!���+��+������ก����������"���� �X�	����!��X �V�W�O�� 
1 � 2 W ���&�!W�&�F��� �G��W�&*�&! �W�)�"	
�������W�&�F����� W�OW������+�	�zE���
 ��� 1.5 �������	
 ��(�� 2x CTAB buffer (2% CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-
HCl, pH 8) 600 )�"#
��	
 *�F 2-mercaptoethnol 1.5 )�"#
��	
 O���(����D$�� 65 �!��
�+��+��� ��� 60 ���� "��ก������)%����กw 10 ���� 	�X!��X!)�&W�&���� �	�� chloroform : 
isoamyl alcohol (24:1) 600 )�"#
��	
 b��W�&�%c���'X������ก��"��ก������)%���� w %���
����(�!��( 1,200 g ��� 15 ���� �$� �!�����O���W�O�����+�	
�zE���W��O �	��)�"+"�
�����
%
���	
 1 ��O� �!%
���	
 �!������(����$O b��W�&� &�ก�� O���(����D$�� -20 �!���+��+��� ��� 
30 ���� %�������(�!��( 1,200 g ��� 7  ���� ���XV�W���X! �&�!	Fก���&�� washing buffer (70% EtOH, 
10 mM NaOAc pH 5.2 ) %�O��	Fก��W�&*�&! �F���	Fก��W� RNase buffer (10 mM Tris-HCl 
pH 8, 15mM NaCl) 500 )�"#
��	
 �	�� RNaseA (10 mg/ml) 2 )�"#
��	
 O���(����D$�� 37 �!��
�+��+���  &��#'� �	�� phenol : choloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) %
���	
 500 )�"#
��	
 
ก������)%����w %�������(�!��( 1,200 g ��� 15 ���� �$���
�F���W�W�O����W��O �	�� 
chloroform : isoamyl alcohol (24:1) %
���	
 1 ��O� �!%
���	
 �!������(����$O ก������)%��
�� w %�������(�!��( 1,200 g ��� 15 ���� �V�+XV� 2 #
�X! �$���
�F���W�W�O����W��O �	�� 3 M 
NaOAc %
���	
 0.1 ��O� �!%
���	
 �!������(����$O *�F absolute ethanol %
���	
 2 ��O�  �!
%
���	
 �!������(����$O O���(����D$�� -20 �!���+��+��� ��� 30 ���� %�������(�!��( 1,200 g ��� 



 

 

18 

15 ���� �&�!	Fก���&�� ������� 70 �%�
��+��	� %�O��	Fก��W�&*�&! �F���	Fก���&�� TE 
buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8) ���#���� &� &���������*�F	
����#��D���&��
���� ��%ก"�
"z"����
� (spectrophotometry) *�F�����ก"�
"z
�+��W�����Fก�"
� 
 
3. �������!"���!�ก��I$������	%�J�:��J��"�#��J��B�ก�����"������;�������� 
 
 3.1 �V�)�
���
���(��v����ก E. grandis *�F E. urophylla (Brondani et al.,1998)  �V���� 
39 #$O ��	
����"���V��������� 3 	����O�!�����(�%
�����&��������+���
� *�&�*�ก �����������
"�����������ก"�
"z
�+���  polyacrylamide gel 6% *�&��&��*Z���������&�� silver nitrate 
(D�#b��ก) ��'(���'�ก#$O)�
���
���(����F�� *�&��V�	����O�!�������� 5 - 10 	����O�! �V�ก�
%
�
�D��Fก�
�V���+���
� �GO� %
�����D$��GO�! annealing W�&��#O�*	ก	O�!��ก����D$������"���
�(���ก
����D$����( 55 �!���+��+��� ZT!����D$�� 62 �!���+��+��� "��ก�
���(�#
�X!�F 1 �!���+��+��� 
��ก
F��(!)�&�D��F��(����F��ก�)�
���
�*	O�F#$O 
  

ก�
���(�%
�������������&��%u�ก�
�����+���
����O��%
Fก� �!%u�ก�
�����!��X  
   DNA Template (50 ng/µl)  2 )�"#
��	
 
   10X PCR buffer    2 )�"#
��	
 
   dNTP (2 mM)    2 )�"#
��	
 
   MgCl2 (50 mM)    0.8 )�"#
��	
 

forward primer  (5 pmol/µl)  1 )�"#
��	
 
   reverse primer   (5 pmol/µl)  1 )�"#
��	
 
   Taq polymerase (5U/µl)   0.1 )�"#
��	
 
   �XV�ก��(�     11.1 )�"#
��	
 
   %
���	

��    20.0 )�"#
��	
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"%
*ก
�ก�
�V�%u�ก�
��� ��!��X 
   �X���( 1 pre-denaturation  94  �!���+��+���  5 ���� 
   �X���( 2  denaturation   94  �!���+��+���  1 ���� 
   �X���( 3  annealing   55-62  �!���+��+���  1 ���� 
   �X���( 4  extension   72  �!���+��+���  1 ���� 
   �X���( 5  �V�+XV�  �X���( 2 � 4 �V���� 29 
� 
   �X���( 6  final extension   72  �!���+��+���  5 ���� 
   �X���( 7  end   4  �!���+��+���   

 
3.2 �V���+���
�* hot start �%c�����#�#��W�&%u�ก�
���ก�
��!�#
�F�����������
�(� TX�

���!��ก�������������D����O�!��$
��*�&���O���X� "���FWG&���)+�� surestart®taq DNA 
polymerase  �!
�K�� STRATAGENE ��(��ก�
���*%�!"���ก��W�&����
Z�V�!��)�&	O���'(�bO��
�D��F��(����Z$���$!*�&���O���X� 
  

3.3 �V���+���
�* touch down �%c�����ก�
%
�����D$��W� �X�	�� annealing W�&�$!W�

�*
ก*�F#O�� w ������D$���!���F�&��W�
�	O� w ����ZT!����D$����(	&�!ก�
�V�%u�ก�
���
�
�! "��
�*
ก�FWG&����D$�� �X� annealing ��( 62 �!���+��+��� *�&�������D$���!
��F 0.6 
�!���+��+��� �%c��V���� 10 
� *�&����(�%
������������	O���( 56 �!���+��+��� ��ก 25 
�  
 

"%
*ก
�ก�
�V�%u�ก�
��� ��!��X 
  �X���( 1pre-denaturation 94 �!���+��+���  5 ���� 
  �X���( 2 denaturation  94 �!���+��+���  1 ���� 
  �X���( 3 annealing   62 �!���+��+���  1 ����        
 (���!
��F0.6  �!���+��+���)   
  �X���( 4 extension   72 �!���+��+���  1 ���� 
  �X���( 5 �V�+XV�  �X���( 2 � 4 �V���� 10 
� 
  �X���( 6 denaturation  94 �!���+��+���  1 ���� 
  �X���( 7 annealing   56 �!���+��+���  1 ���� 
  �X���( 8 extension   72 �!���+��+���  1 ���� 
  �X���( 9 �V�+XV�  �X���( 6 � 8 �V���� 25 
� 
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  �X���( 10 final extension  72 �!���+��+���  5 ���� 
  �X���( 11 end  4 �!���+��+���   
 
4. ����������#��ก#�����������ก��������������� 
 
 ��'(���'�ก)�&�D��F��(����F���V��
�)�
���
�*	O�F#$O*�&� �V���WG&	
������������ �!
�$#���%	����X!��� (	�
�!��( 1) ���#
�F��#������ก������!�����ก

�"��������*Z��������
��X!�����(%
�ก�*	O�F)�
���
� *�F��*Z����������(����
Z*��!W�&����#������ก������!
�����ก

� �!*	O�F"#���������$#���%	�� "��*%�b� &��$���ก*Z��������W�&�%c�*)��
� 
(binary) ��������(�*Z����������(	V�*��O!��T(!w W�&#O��%c� �1� �O����������()�O�*Z����������(
	V�*��O!�����ก����X� W�&#O��%c� �0� *�&��V�����#O��%�
��+��	�#������ก������!�����ก

�)�&
��ก �V����*Z����������(*��!#������ก������!�����ก

� ��
�&���V����*Z��������
��X!�����(%
�กu ��ก��X���#�������������!�����ก

�"��#V����#O�#������'����!�����ก

�
�&������ simple matching (Sneath and Sokal, 1973) "��WG&"%
*ก
� NTSYS-pc version 2.2 *�F
*��!b�W�
$% �! dendrogram 
 
5. ��������"������;��������%�� Duplex 
 
 duplex PCR �%c�ก�
���(�%
�������������%������"��WG&)�
���
� 2 #$O�
&��ก��W�
%u�ก�
��������ก�� ��'(���#O�WG&�O��*�F%
F��������W�ก�
	
���� *	O ��� �!b�b��	��()�&*	O
�F#$O��X��F	&�!�� ���*	ก	O�!ก�� "���F��'�ก#$O)�
���
���(W�&b�b��	��กก�
�V���+���
���(��#���
���*	ก	O�!ก������#$O *�&��V�%u�ก�
������(�%
�������������
&��ก�� 
 
"�����O��%
Fก� �!%u�ก�
�����!��X      

DNA Template (50 ng/µl)  2 )�"#
��	
 
  10X PCR buffer    2 )�"#
��	
 
  dNTP (2 mM)    2 )�"#
��	
 
  MgCl2 (50 mM)    0.8 )�"#
��	
 

forward primer #$O��( 1 (5 pmol/µl)  1 )�"#
��	
 
  reverse primer  #$O��( 1 (5 pmol/µl)  1 )�"#
��	
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  forward primer #$O��( 2 (5 pmol/µl)  1 )�"#
��	
 
  reverse primer  #$O��( 2 (5 pmol/µl)  1 )�"#
��	
 

Taq polymerase (5U/µl)   0.1 )�"#
��	
 
  �XV�ก��(�     9.1 )�"#
��	
 
  %
���	

��    20.0 )�"#
��	
 

WG&"%
*ก
�ก�
�V�%u�ก�
��� *�����ก� &� 3.1 
 
6. ����%\���������%� ��[�����ก%��$������	D��B#�I 
 
 #����'�ก)�
���
���(W�&b�b��	��+���
���(��*Z�������� ���W�NO GO�! 200 � 300 #$O��
�V���*�ก ����&�����������ก"�
"z
�+��W� 1% agarose gel �&��*Z��������"��WG&���������"

)��� *�&��V����O�!�$*Z��������D��W	&*�!�$�� 	��*Z����������(	&�!ก�
��ก����ก��� �V����ก��
����������ก��ก���*�F�V�W�&
������I"��WG&G���ก���V��
��
$% Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction Kit (Geneaid) �V�����������()�&)%�G'(��	O�ก�������� pGEM®T Easy vector ��ก��X��F
�V�� &��$O�+��� E.coli ��(�	
���)�&�%c� competent cell �&������ heat shock *�&��V�)% spread �!���� 
��(������
 LB W�O��%u�G���F*����+����� "�������
��X�F�� IPTG *�F X-gal b����$O *�&�
�V�)%���X�!��( 37 �!���+��+��� ���%
F��� 16 � 18 G�(�"�! #����'�ก"#����(��G�X��O������������(
��W�"���$��ก��"#"���+T(!�F�%c��� �� �V�"#"�����X���ก���������"��WG&G���ก���������
�V��
��
$% QIAprep® Spin Miniprep (QIAGEN) *�&��V��O!���V����� �V��V�������()�&��
��ก*)�
���
�#$OW��O"��WG&"%
*ก
� FastPCR V.6 *�F�V���WG&	
����#������ก����
��!�����ก

� �!�$#���%	����ก#
�X! 
 
 
 



 

 

E�%�J�����;	 

 
1. ก��������� �������!"��#���$����%&����$��	��������������กf��� ���� 
 

��กก�
	
���� &��$��#
'(�!����)�"#
*+����)��� �!�$#���%	����X��F��&� &��$�
!��������#
'(�!����)�"#
*+����)��� �! Eucalyptus camaldulensis ��'(�!��ก E. camaldulensis 
����	
�ก�

��	���$!ก�O��%|G����'(� w W�%
F���)�� *�F��!����
Z%�$ก)�&W��'X���(����#���&�� 
(��#��, 2543) *	O)�O��!�������W���(�TกK��#
'(�!����)�"#
*+����)��� �!�$#���%	��G�����X 
��O�!)
ก�	�� ��O� �����ก

� �! E. camaldulensis ��#���#�&��#�T!ก������ก

� �! E. 
grandis ��กก�O��$#���%	��G����'(� (Ottewell et al. 2005) ��!��X��T!��O!)%��( &��$�!�������
�#
'(�!����)�"#
*+����)��� �! E. grandis +T(!��O� Brondani et al. (1998) )�&��v��
�#
'(�!����)�"#
*+����)�����'(�WG&W�ก�
�V�*b���(*�F*�ก#���*	ก	O�! �!�$#���%	�� 2    
�%|G���#'� E. urophylla *�F E. grandis +T(!b�ก�
�������X���O�����
Z�V�*b���( *�F*�ก#���
*	ก	O�! �!�$#���%	�� 2 �%|G�����X)�&�%c���O�!�� )�
���
���()�&��v�� TX�����X���G'(��O� EMBRA 
(Eucalyptus microsatellites from Brazil) +T(!���V������X!��X� 230 #$O ��ก��X��T!�$�O�)�
���
� 
EMBRA ��X! 230 #$O��X #$O)��&�!��(��ก�
�V�)%WG&�TกK�#������ก������!�����ก

�W��$#���%	��
G����'(�*�&�%
F�b��V��
��  

 
��ก &��$���O���)�
���
� 39 #$O (	�
�!��( 2) ��(��b$&�V�)%WG&�TกK�#������ก������!

�����ก

�W��$#���%	��G����'(�*�&�%
F�b��V��
�� (�x��,2547; ��	��
, 2551; Zucchi et al. 
2002; Santos et al, 2007) �T!)�&��!�#
�F��)�
���
����O���X TX���'(�WG&W�ก�
	
�����$#���%	��W�
!�������#
�X!��X 

 
������" 2  �V����� �!)�
���
���(WG&W�ก�
����! 

 
�[���� $������	 �[���������� Forward primer (5j    3j) �[���������� Reverse primer (5j    3j) 

1 EMBRA1 GATAGAACTTTCCTATTTGATCG GTAGGATTTGATGTCTGCAA 
2 EMBRA2 CGTGACACCAGGACATTAC ACAAATGCAAATTCAAATGA 
3 EMBRA3 GATCGGATTGGAGGAGAC AATTCAATTCATCCAAAGC 
4 EMBRA4 ATACAATGATTTGAAAGGGG GAGTTGTTTGTTTTGTCGAA 
5 EMBRA5 ATGCTGGTCCAACTAAGATT TGAGCCTAAAAGCCCAAC 
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������" 2  (	O�) 
 

�[���� $������	 �[���������� Forward primer (5j    3j) �[���������� Reverse primer (5j    3j) 
6 EMBRA6 AGAGAATTGCTCTTCATGGA GAAAAGTCTGCAAAGTCTGC 
7 EMBRA7 CACACCGTGTCAGTTAGC AATAAGGAGGATTCCATGG 

8 EMBRA8 CACAACTAAAAATCAAAACCC AAAGAGCAGATTATTACAGAAGC 

9 EMBRA9 AGTGAGAGAGATATTCGCGT CCAATACAATCATCAATCCA 
10 EMBRA10 GTAAAGACATAGTGAAGACATTCC AGACAGTACGTTCTCTAGCTC 
11 EMBRA11 GCTTAGAATTTGCCTAAACC GTAAAATCCATGGGCAAG 
12 EMBRA12 AGGATTTGTGGGGCAAGT GTTCCCCATTTTCATGTCC 
13 EMBRA13 ATTTCCCTAGGTTTGACATG TCCAACATCTTACTCAACCA 
14 EMBRA14 GCCTCAAACCAATTCAAAT CATGATTCATCCCACTCCTC 
15 EMBRA15 TTTGTTGGATGAGGACTT CAACATGTTCTCCGAAAAG 
16 EMBRA16 CAACGTTCCCCTTTCTTC ATGTTAGGCCAAACCCAG 
17 EMBRA18 CAGCTAGGATGTTAGACTTGG GCACACCTAGAATTTTCAAACTA 
18 EMBRA19 GACGGTTGATTTCCTGATT GTGGTGCTCCTCTCCTCT 
19 EMBRA21 ACAAGGGAAACTTGATCG GGAACCGAACATAGCAAG 
20 EMBRA22 GCACATGCACACACGGTTG AAGGCCAGTGGTCGTGAGTC 
21 EMBRA25 TCATCAGGTTCGCTCGTT AGTTGAGTGAACACGCGG 
22 EMBRA26 CCCACAACAAAAGGAAAG AGAGGTGTTCGATTCAATTC 
23 EMBRA33 CAATTTGCATGTCCAGTTTG GCAGAAGTTGATTGAAAGCA 
24 EMBRA63 CATCTGGAGATCGAGGAA GAGAGAAGGATCATGCCA 
25 EMBRA69 ACCTTGTGATGGATGAAGC CCCGACAAGGATGAGAAA 
26 EMBRA85 TGATCCATAATTAGGGTTACACA CCGATGTCCAATGACTCC 
27 EMBRA99 CTAATCATGAGGGGGAAG CTTTCTCTCAGACGGTCAC 
28 EMBRA108 CGCTAGTTGCTTCCATCTC TTTCGTTGGAAGAGAGGC 
29 EMBRA123 ATTCATGACCACTGGTTC CCCCAAAGATAGGAGATAG 
30 EMBRA127 CAAGCTGTAGGGTTCCTTT GTATAAGACCCAAAGACCCA 
31 EMBRA134 CACGTTTAAATGCGCAAGTG CTCTGAGGAGTTGGCAGTAGC 
32 EMBRA148 GATTACAAGCCACACCGT AGCCAAGTTGTATCAGAACC 
33 EMBRA166 AACGTGAACGTAGGTAG ACAGATCAAAGTCTCTCTC 
34 EMBRA179 GTCGGCTCACAGCATGAA GCCTCCAGTAGTTAACAGACG 
35 EMBRA180 ATCAACGACACATATGCAGC GGATGCTTGGGTGATTGT 
36 EMBRA192 GGATGCAGTTCTAGAGAG GAGCGAGATCTAATCTTC 
37 EMBRA210 CGTGTGGTTATGTGAACT CCTAACAATGCATAAGCTC 
38 EMBRA 265 TAT CAC TGG CAG GAC GCA ACC GAC GCC GAT AAG AGA 
39 EMBRA 267 GAC CTC CGC TTC AAC GAT GTG CGA GAC CCT CAA TTC TA 
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2. ก�������������������!"������!�ก$������	��"�#��J�� 
 
 )�
���
���(�V���WG&W�#
�X!��X��v������'(�*�ก#���*	ก	O�! �!�$#���%	�� 2 �%|G���#'� E. 
urophylla *�F E. grandis ��'(��V���WG&�TกK�ก�"#�������� �! E. camaldulensis )�
���
����O���X
���)�O����
ZWG&*�ก#���*	ก	O�!��!�����ก

�)�& �T!)�&�V�������ก��$#���%	�� 3 	����O�! 
#'������� T5, K51 *�F�$กb��
F��O�! E. tereticornis ก� E. camaldulensis ��O���ก 39 #$O ��)�

���
���(����
Z���(�%
������������)�&�V���� 28 #$O *	O����
Z*��!W�&����#������ก������!
�����ก

� �!�$#���%	�� 3 	����O�!)�&�V���� 20 #$O ��!	����O�!W�D����( 1 *�F 2 
 
 
 
 
 

 
 

:����" 1  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 1, 2, 4 *�F 5 W��$#���%	�� 3 	����O�! 
 "�� M #'� marker, 1 #'� ������ T5,  2 #'������� K51, 3 #'��$กb�� E. tereticornis ก�                            
 E. camaldulensis �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 

 
 
 

EMBRA 1 EMBRA 2 EMBRA 4 EMBRA 5 

M      1       2        3       1        2          3        1        2       3         1        2         3     M 
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:����" 2  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 6, 7, 10 *�F 11 W��$#���%	�� 3 	����O�! 

 "�� M #'� marker, 1 #'� ������ T5,  2 #'� ������ K51, 3 #'� �$กb�� E. tereticornis ก�             
 E. camaldulensis �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 

 
3. ก���������!"���!�ก�:��J��"�#��J��B�ก�����"������;%�J%�ก������������ 

��กก�
	
������'(�#����'�ก)�
���
� *�&�O�)�
���
���(��'�ก)�&�F*��!#���*	ก	O�!

F��O�!	����O�!)�& *	Ob�b��	��+���
���()�&����กK�F*��O� *Z����������(���(�%
����)�&���V����
��ก �T!�V��%c�	&�!%
��%��(���D��FW�ก�
���(�%
������������W��O"��ก�
%
�����D$��W�ก�
�V�
��+���
�GO�! annealing W�&��#O�*	ก	O�!��ก����D$������"���
�(���ก����D$����( 55 �!���+��+��� ZT!
����D$�� 62 �!���+��+��� "�����(�����D$��#
�X!�F 1 �!���+��+��� ��กก�
%
�����D$����O� 
�!)�
���
� �GO� EMBRA 5 W�&*Z��������W�*	O�F����D$��)�O*	ก	O�!ก����ก �T!����!
�V���WG&����ก��$#���%	�� 10 	����O�!��O�W�&#������ก������!�����ก

�)�& �O��)�

���
��'(���'(���!�V�������ก��$#���%	�� 10 	����O�! ��O���*Z���������V������ก �ก����ก
*Z���������!�O��#'��D��ก���%c��ก����#$O (D����( 3) �T!��!%
��%��(������W�ก�
*�ก �����
������"��)�O	&�!�V�W�&�������������D�� *�F*�ก"�����������ก"�
"z
�+��W� non-denaturing 
polyacrylamide gel +T(!��O��V�W�&*Z����������()�&�&���!*�F����#���*	ก	O�! �!*Z��������
)�&G����� TX� (D����( 4) ��!��X��T!��'�กWG&����	
���� ������������&��������X��#
��ก	����O�!  
*�F��'(��V�)�
���
���(#����'�ก)�&������ก�	����O�!��X!��� ��O��O��W�NOW�&*Z��������

EMBRA 6 EMBRA 7 EMBRA 10 EMBRA 11 

M        1         2        3      1         2        3         1          2         3      1         2         3     M 
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�V������ก ��!��X��T!%
�����ก�
���(�%
��������������ก#
�X!* hot start  *�F touch down +T(!
��O�W�&*Z��������)�O*	ก	O�!ก����ก �T!��!�V���%
�����D$��GO�! annealing W�&�$! TX�+T(!��O�
*Z���������!	����O�!)�&���)% ��X!��X�����'(�!��ก����D$����(WG&)�O����F��  
 
 
 
 

 
 

:����" 3  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 5 *�F EMBRA 6 W��$#���%	�� 10  
  	����O�!��'(�*�ก �����������"�����������ก"�
"z
�+��W� denaturing polyacrylamide gel    
"�� M #'� marker, 1 #'� ������ D1,  2 - 10 #'� �$กb�� 196/18, 88/23, 236/23, 208/12,          
72/8,    109/14,  178/23, 112/21 *�F 227/7 	���V��� �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!��   
 ��������	
��� ��� 125 #$O�� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

EMBRA 6 EMBRA 5 

M  1   2    3   4  5   6   7  8   9  10     1   2   3   4   5   6   7   8   9 10  M 
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:����" 4  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 5 *�F EMBRA 6 W��$#���%	�� 10   
 	����O�! ��'(�*�ก �����������"�����������ก"z
�+��W� non-denaturing polyacrylamide gel            
 "�� M #'� marker, 1 #'� ������ D1,  2 - 10 #'� �$กb�� 196/18, 88/23, 236/23, 208/12,   
 72/8, 109/14,  178/23, 112/21 *�F 227/7  	���V���  �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!��   
��������	
��� ��� 125 #$O�� 

 
4. ก������������������ก����I����l�#�� 
 
 ��กก�
����!%
��D��F��(����F�� ��O� ����Z$����(����(�����(WG&W�ก�
���(�%
������
��������X! 25 	����O�! �!)�
���
��O��W�NO #'� WG&����Z$��GO�! annealing ��( 56 �!���+��+���  
*�F��กก�
�V�)�
���
���X! 20 #$O ��()�&#����'�ก)�&��	
����#������ก������!�����ก

�
��O�������! 18 #$O)�
���
� ��(����
Z	
������������)�&#
��X! 25 	����O�!���)�&*กO  EMBRA 
2, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 16, 18, 22, 26, 33, 63, 69, 108, 127, 148 179 �O����ก 2 )�
���
� ��O�
����
Z���(�%
������������)�&����!�!	����O�!�T!)�&	����X! ��X!��X��T!WG&)�
���
�����! 18 #$OW�
ก�
�TกK�#
�X!��X ��!	����O�!W�D����( 5 - 9 
 
 

EMBRA 5 EMBRA 6 

M  1    2   3    4  5   6   7  8   9  10    1   2   3   4   5  6  7   8  9 10  M 
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:����" 5  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 2 W��$#���%	�� 25 	����O�!  
  "�� M #'� marker �O��*Z���( 1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#���%	����X! 25 	����O�!	��
   	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 
 
 

 
 

:����" 6  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 5 W��$#���%	�� 25 	����O�! 
 "�� M #'� marker �O��*Z���( 1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#���%	����X! 25 	����O�!	��  
  	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 
 
 
 
 
 
 
 

   M   1   2    3   4    5    6    7   8    9  10  11   12 13  14  15 16 17  18   19 20  21  22 23 24 25  M 

M   1   2    3   4    5    6    7   8   9  10  11 12  13  14  15  16 17  18  19 20  21 22  23  24  25  M 
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:����" 7  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 18 W��$#���%	�� 25 	����O�! 
  "�� M #'� marker �O��*Z���( 1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#���%	����X! 25 	����O�!	��
   	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 
 
 

 
 
:����" 8  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 69 W��$#���%	�� 25 	����O�! 

 "�� M #'� marker �O����  1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#���%	����X! 25 	����O�!W�    
  	�
�!��( 1 ก
��&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

M   1   2    3   4    5   6   7    8   9  10  11  12 13 14  15  16 17  18  19  20  21 22 23 24  25  M 

 M   1   2    3   4     5    6    7   8    9   10 11  12  13  14  15  16  17   18 19  20  21 22  23 24  25  M 
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:����" 9  *��!*Z����������()�&��ก)�
���
� EMBRA 179 W��$#���%	�� 25 	����O�! 
  "�� M #'� marker �O��*Z���( 1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#���%	����X! 25 	����O�!    

   	��	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 
 

��กb�ก�
	
��������������X! 25 	����O�!"��WG&)�
���
� 18 #$O ��O�b���()�&#O�� &�!
�V����F	O�����D$����(WG&���(�%
������������ ��'(���ก�
���
'����(�����D$����ก�V�W�&�!	����O�!)�O��
*Z���������ก�� TX� ��X!��X�����'(�!��ก)�
���
�)�O)�&��v������ก E. camaldulensis "��	
!��ก��X!
*Z����������()�&#O�� &�!���V������ก#�&��ก�!������� �! ��	��
 (2551) ��()�&WG&)�
���
� 
EMBRA W�ก�
�TกK�#������ก������!�����ก

�W� E. camaldulensis +T(!��O�)�
���
���(
�V���WG&��X�)�O����
Z���(�%
������������)�&��ก	����O�!*�F����D$����(����F�� �!)�
���
�
�O��W�NO��(WG&���(�%
������������ #'� WG&GO�! annealing ��( 56 �!���+��+���  *�F#�&��!������� �! 
�x�� (2547) ��()�&WG&)�
���
� EMBRA W�ก�
	
�����$#���%	���$กb��
F��O�! E. 
camaldulensis ก� E. tereticornis +T(!��O���*Z���������V������ก ��ก��ก��X��!#�&��ก�!�������
 �! Rocha et. al. (2002) ��()�&WG&)�
���
� EMBRA W�ก�
�TกK�#������ก���� �!�$#���%	��
��X! 15 G��� ��O�WG&�V�*�ก*	O�FG���)�& *	O�!)�
���
�W�&*Z���������V������ก *�F)�O
����
Z���(�%
����������)�&#
��ก	����O�! ��O�!)
ก�	��)�
���
���(�V���WG&���O���X����
Z*��!
W�&����ZT!#������ก������!�����ก

�)�&�$! )�
���
���(W�&*Z���������V������ก����กK�F
�%c�* multi-locus )�&*กO EMBRA 5, 6, 7, 8, 10, 11, 16, 18, 33, 63, 69, 108, 127 *�F 148 ��!
	����O�!D����( 6, 7 *�F 8 *�F )�
���
���(���(�%
������������)�&�V����F�%c�* single-locus 
)�&*กO EMBRA 2, 22, 26 *�F 179 ��!	����O�!D����( 5 *�F 9 �%c�	&� +T(!��X! 2 *����
Z�V���WG&
�V�*�ก����������$#���%	��)�& ��!	�
�!��( 3 

 

  M    1    2   3   4    5    6   7   8    9   10 11 12  13  14  15  16  17  18  19  20  21 22  23 24  25  M 
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������" 3  b�ก�
���#
�F��*Z����������()�&��ก*	O�F)�
���
� 
 
primer �[����%\���������

��l�#�� 
�[����%\�����������"%��� 

Polymorphisms 
% 

Polymorphisms 

EMBRA 2*  7         7  100.00 
EMBRA 5  30         13  43.33 
EMBRA 6  16         7  43.75 
EMBRA 7   32         8  25.00 
EMBRA 8  22         8  36.36 
EMBRA 10  22         9  40.91 
EMBRA 11  27         10  37.04 
EMBRA 16  23         9  39.13 
EMBRA 18  22         7  31.82 
EMBRA 22*  6         6  100.00 
EMBRA 26*  7         7  100.00 
EMBRA 33  18         8  44.44 
EMBRA 63  24         7  29.17 
EMBRA 69  21         13  61.90 
EMBRA 108  36         12  33.33 
EMBRA 127  28         8  28.57 
EMBRA 148  25         8  32.00 
EMBRA 179*  6         6  100.00 

 
������	�  *�#
'(�!������(*��!b�* single-locus �V����*Z����������X!��� #'��V����*����� 
  
 �V��
��#
'(�!����)�"#
*+����)�����X�  ��� �!*�������(*	ก	O�!ก�����������	���
��กก�
���(� TX��
'� �����)% �!�V�����W�
����+XV� *�F/�
'�
������( �� &�!)�"#
*+�
���)��� "����ก�)ก��(�V�W�&�ก��ก�
ก��� �!�V�����+XV� 2 ก�)ก #'� 1.) �ก�� DNA slippage 

F��O�!��(��ก�
�V���!�������� (Tachida and Iizuka, 1992) 2.) �ก�� recombination 
F��O�!���������
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�� "���ก�� unequal crossing over �
'�"�� gene conversion �V�W�&��ก�
�%��(��*%�!#������ �!
�V�����+XV� (Richard and Pâques, 2000) %
F�����D�� �!ก�)ก��(�V�W�&�ก��ก�
ก�����X��! TX���$O
ก��D��*���&�� *�F%�������(��b�ก
F�	O���	
�ก�
ก��� �!�V�����+XV� )�&*กO G��� �!
�V�����+XV�  ��� �!*����� 	V�*��O!�"#
"�"+� %
���� �!�� G *�F C W�
������(
 �� &�!)�"#
*+����)��� * �!ก�
*O!�+��� ()�"�+�� �
'� )�"�+��) ��� *�F��"�)�%� 
(Li et al., 2002) +T(!�F�O!b�W�& ���G�X�����������(���V�����+XV��� ���*	ก	O�!ก�� �V�W�&�ก������
��
�zE+T� �!�#
'(�!����)�"#
*+����)��� �O��)�
���
���(W�&*Z������������	V�*��O!
�V������ก ����ก����ก	V�*��O!��()�
���
�� &�)%��ก���������W���"������กก�O� 1 	V�*��O! �V�
W�&�ก��*Z����������()�O�V����F �
'��D��F��(WG&�V�%u�ก�
�����+���
���!)�O����F�� �GO������ก�
!������� �! Rocha et. al. (2002) ��(��O�)�
���
� EMBRA ��(�V���WG&�TกK�         #���
���ก���� �!�$#���%	����XW�&*Z���������V������ก*�F)�O��#����V����F �T!*ก&%�N��"��ก�

%
�����D$��W�ก�
���(�%
������������W�&����F�� ��ก��X!��!WG&���)+�� DNA polymerase *�F
��� polyacrylamide ��(��%
F�����D���$! 

 
5. ก��������J#	�����������	�J#�I������I�� 
 
 ��ก &��$���()�&��กก�
	
������������	����O�!��X!��� ��O� )�
���
���(WG&��X! 18 #$O �V�
W�&�ก��*Z����������(*��!#������ก������X!��� 152 *Z *�F��'(��V�������������������
���#
�F���&��"%
*ก
��V��
��
$% NTSYS-pc 
�O� 2.2 "��#V����#O���G��#���#�&��#�T! (similarity 
index) �&������ simple matching (D����( 10) ��ก��X��V�#O���()�&�����ก��O�#������������&������ 
UPGMA ��O� ����
Z���ก��O�*��!#���Wก�&G����!�����ก

�W�
$%* �! phylogenetic tree 
(D����( 11) "����(#O���G��#���#�&��#�T! 63% ����
Z*O!	����O�!�$#���%	����(�V����TกK���ก�%c� 
4 ก��O� )�&*กO   
 
 ก��O���( 1 %
Fก�)%�&���$#���%	���$กb�� 129/18, 88/23, 208/12, 11/11 D��W�ก��O���#O�
��G��#���#�&��#�T!
F��O�! 0.605 � 0.684 +T(!	����O�!��(��#O���G��#���#�&��#�T!��ก��(���W�ก��O���X 
#'�  88/23 ก� 208/12 (0.684) �O��	����O�!��(��#���*	ก	O�!ก����ก��(��� #'� 11/11 ก� 129/18 
(0.605) 
 ก��O���( 2 %
Fก�)%�&��ก��O��O�� 2 ก��O� #'� ก��O� 2-1 %
Fก�)%�&���$#���%	�������� 
D1, K69, K51 *�F�$กb�� 178/23, 44/23, 109/14, 226/23, 236/23, 196/18, 112/21 D��W�ก��O���
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#O���G��#���#�&��#�T!
F��O�! 0.592 � 0.730 +T(!	����O�!��(��#O���G��#���#�&��#�T!��ก��(���W�
ก��O���X #'� 226/23 ก� K51 (0.730) �O��	����O�!��(��#���*	ก	O�!ก����ก��(��� #'� K69 ก� 226/23 
(0.592)  ก��O� 2-2 %
Fก�)%�&���$#���%	�������� K61 *�F�$กb�� 22/13, 88/12, 208/12, 188/17, 
188/18, 163/24, 72/8, 228/17  D��W�ก��O���#O���G��#���#�&��#�T!
F��O�! 0.579 � 0.730 +T(!
	����O�!��(��#O���G��#���#�&��#�T!��ก��(���W�ก��O���X #'� 22/13 ก� 88/12 (0.730) �O��	����O�!��(��
#���*	ก	O�!ก����ก��(��� #'� K61 ก� 208/12 (0.579) 
 ก��O���( 3 *�F ก��O���( 4  %
Fก�)%�&���$#���%	���$กb������!	����O�!����� #'� 119/11 
*�F 227/7 	���V��� "��ก��O���( 3 *�F 4 ��#�����������ก��$#���%	��	����O�!�'(��&����ก�T!Z$ก
*�ก��ก���%c�ก��O�W��O 
 
 ��กb�ก�
���#
�F��#����������� �!"#���������$#���%	���&�� phylogenetic tree ��O�
������ D1 *�F K51 ��(�%c� E. camaldulensis ก� K69 +T(!�%c��$กb��
F��O�! E. camaldulensis ก� 
E. pellita Z$ก�����$OW�ก��O� 2-1 *��!W�&�����O���#���Wก�&G��ก�� *	OW�	����O�!������ K61 ��(�ก����ก
ก�
b��
F��O�! E. brassiana ก� E. grandis Z$ก���)%��$OW�ก��O� 2-2 +T(!��#������������&��ก�O�
	����O�! D1, K51 *�F K69 W�

���$กb����ก���������	O�! w ��������� 226/23 ��#�����������
Wก�&G��ก������� K51 ��ก��(��� �O��F�ก����กก�
#����'�ก��������� +T(!��'�ก��ก��กK�F��(������ w
%
Fก�
 �T!��*��"�&����'��ก���������!ก�
#&���(bO��ก�
%
�%
�!*�F#����'�ก��กO�� *�FW�
����������$กb���&��ก����! ��O��$กb�������������( 188 	&���( 17 ��#���Wก�&G��ก������������( 
208 	&���( 12 ��กก�O��$กb�������������( 188 	&���( 18 +T(!�%c��$กb����(����ก��������������ก�� *�F
W��$กb�������������( 88 	&���( 12 ก���#���Wก�&G��ก��$กb�������������( 22 	&���( 13 ��กก�O�
�$กb�������������( 88 	&���( 23 ��X!��X��'(�!��ก	����O�!��(�V���WG&��X!���)�&����กก�
���F�������&��
����� �T!�V�W�&�����ก

���#������ก������$O��ก *	O�F�����������(�TกK���!�������ก

�)�O#!	�� 
�T!��ก�
ก
F��� �!��กK�FW�
�O��$ก ��'(��V������#
F��#������������&�� phylogenetic tree �T!��
#���Wก�&G��ก���&�� *�Fก�
���ก��O���()�&��!)�O TX�ก�*��O!กV����� �!	&��O�*�O�������&�� 
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:����" 10  ��G��#���#�&��#�T! (similarity index)  �!"#���������$#���%	����()�&��ก &��$�     
   �#
'(�!����)�"#
*+����)��� 
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:����" 11  Phylogenetic tree  �!�$#���%	�� 25 	����O�! ��()�&��กก�
WG&"%
*ก
� NTSYS-pc 2.2  
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6. E�ก����������"������;��������%�� duplex PCR 
 
 duplex PCR �%c�ก�
���(�%
�������������%������"��WG&)�
���
� 2 #$O�
&��ก��W�
%u�ก�
��������ก�� ��'(���#O�WG&�O��*�F%
F��������W�ก�
	
���� *	O ��� �!b�b��	��()�&*	O
�F#$O��X��F	&�!�� ���*	ก	O�!ก��  ��กb�ก�
��'�ก#$O)�
���
���(W�&b�b��	��+���
���(��#������
*	ก	O�!ก������#$Oก��)�&��X!��� 4 #$O #'�)�
���
� EMBRA 2 ก� 22, 2 ก� 63, 22 ก� 69 *�F      
63 ก� 69 ��'(��V�*	O�F#$O�����(�%
�������������
&��ก�� *�&��V���*�ก �����������"�����������ก
"�
"z
�+��W� 6% polyacrylamide gel  
 
 b�ก�
��#$O)�
���
� ��ก#$O)�
���
�����
Z���(�%
������������* duplex )�&��ก��X!��!
*��!W�&����#������ก������!�����ก

�)�&��O�!G����� ��!��X 
 
 #$O)�
���
� EMBRA 2 ก� 22 )�
���
� EMBRA 2 W�&*Z�������� ��� 112 � 170 #$O�� 
�O��)�
���
� EMBRA 22 W�&*Z�������� ��� 185 � 300 #$O�� (D����( 12) 
 

#$O)�
���
� EMBRA 2 ก� 63 )�
���
� EMBRA 2 W�&*Z�������� ��� 112 � 170 #$O�� 
�O��)�
���
� EMBRA 63 W�&*Z�������� ��� 170 � 400 #$O�� (D����( 13) 

 
#$O)�
���
� EMBRA 22 ก� 69 )�
���
� EMBRA 22 W�&*Z�������� ��� 186 � 300 #$O

�� �O��)�
���
� EMBRA 69 W�&*Z�������� ��� 50 � 170 #$O�� (D����( 14) 
 
#$O)�
���
� EMBRA 63 ก� 69 )�
���
� EMBRA 63 W�&*Z�������� ��� 170 � 400 #$O

�� �O��)�
���
� EMBRA 69 W�&*Z�������� ��� 50 � 170 #$O�� (D����( 15) 
 

 ��กก�
�V�)�
���
� 4 G�� �����(�%
������������* duplex PCR ��O�����
Z*��!W�&
����*Z��������)�&��O�!G����� *�F*�ก*Z����������(�ก�� TX���ก��กก��)�&�� ��ก��ก��X
$%*
 �!*Z����������(�ก�� TX���กก�
�V� duplex PCR W�&b����'��ก�
�V���+���
�"��WG&)�
���
�����!
#$OW�#$O��T(! *��!W�&�����O�ก�
���(�%
������������* duplex PCR )�O)�&�O!b�	O�ก�
���(�%
����
�������� �!*	O�F#$O)�
���
� �T!����
Z�V�)%WG&	
����#������ก������!�����ก

�)�&��O�!
��%
F�����D�� ��'(���
F�F����*�F#O�WG&�O�� �GO������ก�!������� �! Chaix et. al. (2002) ��()�&
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�V���+���
�* multiplex PCR W�ก�
	
�����$#���%	�� 2 �%|G���#'� E. urophylla *�F E. 
grandis +�(!�V�)�&
���
�� TX� *�FWG&*�ก��X! 2 �%|G��� ��ก��กก��)�& 
 
 

 
 
:����" 12  *��!*Z����������()�&��กก�
�V� duplex PCR  �!)�
���
� EMBRA 2 ก� 22  

 W��$#���%	�� 25 	����O�! "�� M #'� marker �O����  1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#�  
 ��%	����X! 25 	����O�!W� 	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
���   
  ��� 125 #$O�� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   M   1   2    3    4    5    6   7   8   9  10 11 12  13 14  15 16  17  18 19 20 21 22 23 24 25  M 

EM2 

EM22 
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:����" 13  *��!*Z����������()�&��กก�
�V� duplex PCR  �!)�
���
� EMBRA 2 ก� 63 
    W��$#���%	�� 25 	����O�! "�� M #'� marker �O����  1 � 25 �%c��V���	����O�! �!  

                  �$#���%	����X! 25 	����O�!W� 	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!��������  
                  ��	
��� ��� 125 #$O�� 

 
 
 

   M   1    2    3   4   5   6   7   8    9   10  11 12 13 14 15 16  17 18 19  20 21  22  23  24 25 M 

EM2 

EM63 
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:����" 14  *��!*Z����������()�&��กก�
�V� duplex PCR  �!)�
���
� EMBRA 22 ก� 69 
    W��$#���%	�� 25 	����O�! "�� M #'� marker �O����  1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#� 
    ��%	����X! 25 	����O�!W� 	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
���  

    ��� 125 #$O�� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   M  1   2    3    4   5    6   7   8   9  10  11  12  13 14 15 16 17 18  19 20  21 22 23 24  25 M 

EM22 

EM69 



 

 

40 

 

 
 
:����" 15  *��!*Z����������()�&��กก�
�V� duplex PCR  �!)�
���
� EMBRA 63 ก� 69 

   W��$#���%	�� 25 	����O�!"�� M #'� marker �O����  1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#�    
   ��%	����X! 25 	����O�!W� 	�
�!��( 1 �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� 
    ��� 125 #$O�� 

 
7. ก������%\���������%� ��[�����ก%��$������	D��B#�I 
 
 ��กก�
#����'�ก)�
���
���(W�&b�b��	��+���
���(��*Z�������� ���W�NO +T(!)�&*กO)�
���
�  
EMBRA 8, 11, 12, 127 *�F 148 �V�*	O�F)�
���
���WG&���(�%
������������"��WG&	����O�!�$#���%    
	���$กb�� 229/9 ��ก��X��V�b�b��	��()�&��*�ก ����&�����������ก"�
"z
�+�� 	��*Z����������(
��W����V�W�&
������I �V����G'(��	O�� &�ก��������*�&��V�� &��$O�+��� E. coli ��ก��X�#����'�ก
"#"�����(��G�X��O������������(��W�"���$��ก"#"�����( TX��%c��� �� +T(!��O����V������กW�*	O�F
	����O�! �T!��O�"#"���*	O�F	����O�!������! 5 "#"��� �ก��������������ก��*�&��O!)%���V���
�� ��กก�
���V����� ��O� b�b��	��()�&��ก)�
���
����V�����+XV�*)����#��"�)���
(GA)n �
��!	O�ก�� *�F��'(��V��V�������( �� &�!)�"#
*+����)���*	O�F	����O�!����ก*

  M   1    2   3   4    5   6   7   8   9  10  11 12  13 14 15 16 17 18 19  20 21  22 23 24  25 M 

EM63 

EM69 
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)�
���
���(�V����FW��O"��WG&"%
*ก
� FastPCR V.6 ����
Z��ก*)�
���
�W��O)�&�V���� 6 
#$O W�&G'(��O� NEM 1 � 6 ��!	�
�!��( 4 
 
������" 4  �V����� �!*	O�F)�
���
���()�&��ก"%
*ก
� FastPCR V.6 

 
�[���� $������	 ����ก

���!"��#��� 
�[���������� Forward primer 

(5j      3j) 
�[���������� Reverse primer 

(5j      3j) 
1 NEM 1      EMBRA 8 CACTGGTGCACAACCTGGAT GTTCAAGGGGGCTTGTGTAAA 

2 NEM 2      EMBRA 11 TTCCCCATTTTCATGTCCTT TCTTTCTCTCAAGCCCAAGC 
3 NEM 3      EMBRA 12 GAATTTGCCTAAACCCAACG GCAGGTATGATACACGGATGG 

4 NEM 4      EMBRA 127 TAAGACCCAAAGACCCAAGTTT CAAGATGTAGGGTTCCTGTGG 
5 NEM 5      EMBRA 127 AGACCCAAAGACCCAAGTTTC CGCTCACCACAAACAAGAAC 
6 NEM 6      EMBRA 148 CCAACAAAAGTATCTGGGTGAA TCTGTTGCCTTCTCCTTCTTG 

 
 ��'(��V�)�
���
�W��O��X��WG&	
����#������ก������!�����ก

� �!�$#���%	����X! 
25 	����O�! ��O�������! 4 #$O��(����
Z���(�%
������������)�&*	O)�O#
��ก	����O�! )�&*กO NEM 1, 
2, 4 *�F 6 "��)�
���
� NEM 1, 4 *�F 6 W�&*Z����������()�&Wก�&�#��!ก�)�
���
� EMBRA 8, 
127 *�F 148 	���V��� +T(!�%c�* multi-locus (D����( 16) �O��)�
���
� NEM 2 ��X�W�&*Z��
������	O�!)%��ก)�
���
� EMBRA 11 *�FW�&*Z����������()�&�%c�* single-locus (D����( 17)  
 

��กb��V�W�&�
��O� ZT!*�&�F�V�ก�
��ก*)�
���
�W��O*	O��!#!W�&
$%* �!*Z��
������#�&��ก�)�
���
� EMBRA ��(�V�b�b��	����ก*)�
���
� +T(!�%c�* multi-locus *��!
�O�W�	����O�!�$#���%	����(�V���WG&������
������(��)�&ก�)�
���
���X �O��)�
���
� NEM 2 ��(W�&
*Z��������*  single-locus ��X�*��!�O�)�
���
���(��ก*W��O��X��#����V����F	O�
����
����� *	Oก�
��()�O����
Z���(�%
����%
������������)�&��ก	����O�!����F	&�!��ก�
%
��D��FW�
ก�
���(�%
������������W�&����F��	O�)% �O��)�
���
���()�O����
Z���(�%
������������)�&���
ZT!*�&�F%
��%��(������D$��*�&� �����'(�!��ก)�
���
���(��ก*����X��ก����!�
'��ก��
"#
!�
&�!��()�O����F�� �T!#�
��ก*)�
���
�W��OW�&�� ������ TX��
'���X��! �
'��%��(��
	V�*��O!��(��!�#
�F��)�
���
�)%����F)�&b���(�� TX� ��X!��X��'(�!��ก�V�������(
���� 3t  �!)�

���
���#����V�#�N��ก "��Z&���	��ก���������	&�*)�O�� �
'����O����(�%c�#$O��D��W�)�
���
�
�����ก�� �F��b�	O�%u�ก�
�����ก (��
���
�, 2552) ��ก��ก��X#�
�� melting temperature *�F
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�%�
��+��	� GC content Wก�&�#��!ก�� *�F#�
���� G �
'� C ��(%��� 3' OH  ��X! forward *�F 
reverse )�
���
� (%�
�G�	� �
��V��
�N, 2547)  

 
 

 
 

:����" 16  *��!*Z����������()�&��กก�
���(�%
����"��WG&)�
���
� NEM 1 "�� M #'�      
    marker �O����  1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#���%	����X! 25 	����O�!W� 	�
�!��( 1 
    �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  M    1   2    3   4   5    6   7    8   9  10  11 12  13 14  15  16 17  18 19 20 21  22  23  24 25  M 
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:����" 17  *��!*Z����������()�&��กก�
���(�%
����"��WG&)�
���
� NEM 2 "�� M #'�      
    marker �O����  1 � 25 �%c��V���	����O�! �!�$#���%	����X! 25 	����O�!W� 	�
�!��( 1 
    �$ก�
�&�� &�!*��!	V�*��O! �!����������	
��� ��� 125 #$O�� 

 

  M   1  2     3   4   5   6    7   8    9  10  11 12  13 14  15 16  17 18 19  20 21 22  23  24 25  M 



 

 

����%�J� �����%�J 

 
 ��กก�
#&� &��$��V�W�&����
Z��!�#
�F��)�
���
�)�&��X!��� 39 #$O ��)�
���
���(����
Z
���(�%
������������)�&�V���� 28 #$O ����
Z*��!W�&����#������ก������!�����ก

� �!�$#�
��%	����ก	����O�!)�&�V���� 18 #$O *	O*Z����������()�&���V������ก�T!%
��%��(������ก�
���(�
%
�������������%c�* touch down PCR *�F hot start PCR ��O�*Z����������()�&)�O*	ก	O�!
ก����ก *�F��'(�%
�����D$��W�GO�! annealing W�&�$! TX���O�*Z�������� �!�!	����O�!���)%  
��กb���()�&�V�W�&�
��O� #$O)�
���
���(�V���WG&W�ก�
����!#
�X!��X�O��W�NO*��!*Z��������
�%c�* multi-locus *	Oก���)�
���
��!#$O��(*��!*Z��������* single-locus 
 
 ��กก�
���#
�F��b�ก�
	
����������"��WG&)�
���
� 18 #$O ��'(��V����V� phylogenetic tree 
��O�����
Z*�ก#����������� �!�$#���%	��)�&�%c� 4 ก��O� ก��O���( 1 %
Fก��&���$#���%	�� 4 
	����O�! ��#O���G��#���#�&��#�T!
F��O�! 0.605 � 0.684 ก��O���( 2 %
Fก�)%�&��ก��O��O�� 2 ก��O� 
#'� ก��O� 2-1 ���V���� 10 	����O�! ��#O���G��#���#�&��#�T!
F��O�! 0.592 � 0.730 ก��O� 2-2 ��
�V���� 9 	����O�! ��#O���G��#���#�&��#�T!
F��O�! 0.579 � 0.730 ก��O���( 3 *�F 4 %
Fก��&��
	����O�!����!ก��O��F 1 	����O�! +T(!��#�����������ก��$#���%	��	����O�!�'(��&����ก�T!Z$ก*�ก
��ก���%c�ก��O�W��O 
 
 ��กก�
#����'�ก)�
���
����V�ก�
���(�%
������������* duplex PCR ��O���)�
���
�
��X!��� 4 #$O ��(����
Z�V������(�%
�������������
&��ก�� )�&*กO EMBRA 2 ก� 22, 2 ก� 63, 22 ก� 
69 *�F 63 ก� 69 �V�W�&%
F��������*�F��
�#��W�ก�
	
����#������ก������!�����ก

�
 �!"#���������$#���%	�� 
 
  ��กก�
�V�b�b��	��+���
���(W�&*Z������ ���W�NO��"#�� *�&���ก*)�
���
�W��O 
��O� ����
Z��ก*)�
���
�)�& 6 #$O )�&*กO NEM 1, 2, 3, 4, 5 *�F 6 *�F��'(��V�)�
���
�W��O
��X��WG&	
����#������ก������!�����ก

� �!�$#���%	����X! 25 	����O�!W��O ��O�������! 4 
#$O��(����
Z���(�%
������������)�& #'� NEM 1, 2, 4 *�F 6 *	Ob�b��	��()�&��!����กK�F�%c� multi-
locus �ก��&�)�
���
� NEM 2 ��(*��!b�* single-locus �T!����ก�D����(�F��v���%c�)�
���
���(
WG&	
�����$#���%	��	O�)% 
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ก��%�ก����������� polyacrylamide gel 
 

ก�������ก�J�ก�[�#��������  
 

�V�*bO�ก
F�ก�V��
��	
���������&�!W�&�F��� *�&��G���&��������� 95 �%�
��+��	�W�&
�F�����X! 2 *bO� ��ก��X��G��ก
F�ก*bO����!�&�� bind silane (bind silane 1 )�"#
��	
, glacial 
acetic acid 2.5 )�"#
��#
 *�F������� 95 �%�
��+��	� 500 )�"#
��	
) ��'(�W�&����ก�F	��ก�
ก
F�ก �O��ก
F�ก*bO���&���(����กK�F�%c��$ก
F	O�� �G��W�&��(��&�� repel silane ��'(�)�OW�&���
�ก�F	��ก
F�ก%�O��W�&*�&! 5- 10 ���� *�&��V�ก
F�ก��X! 2 *bO���%
Fก�� &�G�� "����! spacer 
)�&��X!��! &�!��'(�W�&�ก��GO�!�O�!
F��O�!ก
F�ก��X!��! "������&����(�� bind silane *�F repel 
silane � &���ก�� WG&#��%����T�W�&��$O#!��(*�&�WG&��%ก��	��ก
F�ก��X! 3 �&����'(�ก��)�OW�&���

�(�+T���ก�� *�FWG&#��%�����ก#
�X!��T(! 
 
ก���������������J�����$��	 (non-denaturing polyacrylamide gel) 
 

��
��(WG&�	
�����������F#
���)���%
Fก�)%�&�� �XV�ก��(� 7 �������	
, 5X TBE 3 
�������	
 *�F�	���F#
���)��� (acrylamide:bisacrylamide = 19:1) #���� &� &� 30 �%�
��+��	� 
%
���	
 3 �������	
 ammonium persulfate #���� &� &� 10 �%�
��+��	� %
���	
 150 )�"#
��	
 
*�F TEMED %
���	
 8 )�"#
��	
 b��W�&� &�ก�� 
F��!��O�W�&�ก��z�! �����W�O�!W�GO�!

F��O�!ก
F�ก���	�� W�O����!)% ��!ก
F�กW�*��
F��*�&�%�O��W�&���* �!	��%
F��� 2-3 
G�(�"�!  
 
ก���[������ก����v��&�� 
 

��'(����* �!	����*�&� �&�!ก
F�ก�&����กW�&�F��� *กF��%ก�� �T!�����ก*�F%
Fก�
ก
F�ก� &�ก�G�������ก"�
"z
�+�� �	�� 0.5X TBE �!W�GO�!��X!�&���*�F�&���O�! *�&�WG&� �����
���$��z�z�
��%}����z�!��ก����กW�&��� ����	����O�!�������� 3-6 )�"#
��	
 ��(b��ก� 
loading buffer (0.25% bromphenol blue, 0.25% xylene cyanol *�F 40% sucrose) W���	
��O�� 5 
	O� 1 �!W�GO�!*	O�FGO�! �%E��#
'(�!"��WG&#���	O�!��ก�� 300 "��	� �%c����� 3-5 G�(�"�!  TX���$Oก�
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 ��� �!b�b��	��+���
� %E��#
'(�! *�&��V�ก
F�ก��ก�� *�กก
F�ก��X! 2 *bO���ก��กก�� *�&��V�
���)%�&���&��+�����
�)��	
� 
 
ก��� ������ ��&������	$�������%�����ก������� Benbouza et al. (2006) 
 

�V�ก
F�ก��(�����	����$O*GOW� fixative (95% ������� 33 �������	
 ก
��F+�	�ก� &� &� 1.5 
�������	
 �	���XV�ก��(� 265.5 �������	
) 5 ���� � �O��� w ��#
'(�!� �O� ��ก��X��V�ก
F�ก��W�OW�
��
�F���+�����
� (AgNO3 0.38 ก
�� �	���XV�ก��(� 250 �������	
 *�Fz�
������)��� 1 �������	
) 
�V�ก
F�ก��*GO�%c����� 5-7 ����� �O��� w ��O�!	O���'(�! �V�ก
F�ก����O�W��XV�ก��(���O�!
���
��
*�&��V�)%W�OW���
�F��� developer (�XV� 250 �������	
, "+�����)��
�ก)+�� 4 ก
��) � �O���ก�O�
�F����*Z��������G����� *�&�*GOก
F�กW� fixative 2 ���� ��'(�����%��ก�
�����ก��X��V�ก
F�ก��
	�กW�&*�&! 
 

ก������D�l��������� 
 

1. �G'(��	O�G�X��O����������ก�������� pGEM®T vector (Promega, USA) "���	
�����
��(WG&W�
%u�ก�
���W����� ��� 0.5 �������	
 "��W�Ob�b��	��+���
�%
���	
 3.0 )�"#
��	
 2X Rapid 
Ligation Buffer 5.0 )�"#
��	
 pGEM®T vector 1.0 )�"#
��	
 *�F T4 DNA ligase (400,000 
U/ml) 1.0 )�"#
��	
 O���( 4 �!���+��+���  &��#'� 
2. �V�#�������	��+��� ��ก��ก	$& -80 �!���+��+��� ��*GOW�ก
F	�ก�XV�* �!��'(�W�&�F��� 
3. �	����
�F����������� (��ก &� 1) %
���	
 5 )�"#
��	
 �!W����� ��� 1.5 �������	
 ��(��
#�������	��+���%
���	
 100 )�"#
��	
 b��W�&� &�ก�� *�F*GOW��XV�* �!�%c����� 30 ���� 
4. �V�������(����
�F�����������*�F#�������	��+�����O��!W��O�!�VX�#�#������D$����( 42 �!��
�+��+��� �%c����� 1 ���� *�&��&��ก����*GOW��VX�* �!��O�!
���
���%c����� 2 ���� 
5. �	������
���X�!*#���
�� SOC (2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 
mM MgCl2, 10 mM MgSO4 *�F 20 mM glucose %
� pH 6.8-7.0) %
���	
 900 )�"#
��	
 b��
W�&� &�ก��"��ก������)%�� O���(����D$�� 37 �!���+��+��� �%c����� 1 G�(�"�! "��� �O���(
#����
�� 250 
�	O����� 



 

 

56 

6. W�O X-gal *�F IPTG �!�b����&�����
 LB agar ��(����%u�G���F*����+����#���� &� &� 100 
)�"#
ก
��/�������	
 *�&��ก��(�W�&��(�b����&�����
 
���*�&! �V���
�F�����ก &� 5 ���ก��(��!
�����
W�&*�&! O���(����D$�� 37 �!���+��+��� �%c����� 12-18 G�(�"�! 
7. 	
���$"#"��� �!*#���
����(���� ��*�F��z����(��
�N�����
 #����'�ก����F"#"�����(���� ��
���V�ก�
����!	O�)% 
 

�[������� 

 

�V����� �!"#����()�&��ก)�
���
� EMBRA 8  
TCACAACTAAAAATCAAAACCCACTGGTGCACAACCTGGATGCACTTATCTCCACCA
AATTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATTTACACAAGCCCCCTTGAACCCCAAG
CTTCAGCTTCTGTAATAATCTGCTCTTTA 
 
�V����� �!"#����()�&��ก)�
���
� EMBRA 11  
GTTCCCCATTTTCATGTCCTTTAGAGAGAGAGAGAGAGAGACAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGTGCAATATACAAAGCTGGTAATCAAGCTTGGGCTTGAGAGAGAGAA
CCGCACTTGCCCCACAAATCCT 
 
�V����� �!"#����()�&��ก)�
���
� EMBRA 12  
GCTTAGAATTTGCCTAAACCCAACGTAGGGTGTAGAGGGAGGGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGGACATCAGGGGGGACGTGGAATGCACCAAAGACCCATC
CTTGAATCATACCTGCTTGAGCCGCCGCAACATATTCAGCGACCATGTATTTATCTAC
TATCATGTCATTTTGAACGCCAGTATCTTCGAAAAAG 
 
�V����� �!"#����()�&��ก)�
���
� EMBRA 127  
GTATAAGACCCAAAGACCCAAGTTTCTTCCTGAGCTCACACAAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATGTGGAGGAGAGAGAGGATACCTC
TCCTTGAAAATGCCACTGAACCCACAGGAACCCTACATCTTG 
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�V����� �!"#����()�&��ก)�
���
� EMBRA 148  
GATTACAAGCCACACCGTGTCAGTTAGCTCTCTGTTGCCTTCTCCTTCTTGCTCACCTT
CCACTACCAAAGGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAGTCATGCCTTGCGCCTGTGA
GTTGCCATGGAATCCTCCTTATTTTTCACCCAGATACTTTTGTTGGGTTCTGATACAAC
TTGGCTA
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