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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

รังสินี สันคม : การคัดกรองและการประยุกต์เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือการ
วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทย  Grus antigone 
sharpii Blanford, 1895 ใ นสภ าพกร ง เ ลี้ ย ง  (SCREENING AND APPLICATION OF 
MICROSATELLITE MARKERS FOR GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF EASTERN 
SARUS CRANE Grus antigone sharpii Blanford, 1895 IN CAPTIVITY) อ .ที่ ป รึ ก ษ า
วิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร. อัมพร วิเวกแว่ว, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. ณัฐพจน์ 
วาฤทธิ์{, หน้า. 

Grus antigone sharpii จัดเป็นนกกระเรียนที่เคยสูญพันธุ์ไปจากธรรมชาติของประเทศ
ไทย การเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์นกกระเรียนในกรงเลี้ยงเป็นขั้นตอนส าคัญที่สามารถเพ่ิมจ านวน
ประชากรเพ่ือน าไปปล่อยคืนสู่ธรรมชาติในอนาคตได้ โดยสิ่งส าคัญที่ต้องค านึงถึงคือความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มของพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้น ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ
คัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จ านวน 28 ต าแหน่ง ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่เคยใช้ศึกษาในนก
กระเรียน G. americana และนกกระเรียน Anthropoides paradisea เพ่ือใช้วิเคราะห์ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว  (KKOZ, n = 11) และ
สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (BB, n = 17) จังหวัดชลบุรี ผลการศึกษาพบว่าไพรเมอร์ทั้ง 28 คู่
สามารถเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอของนกกระเรียนพันธุ์ไทยได้ แต่มีเพียง 22 คู่ที่แสดง
ความเป็น polymorphism และมีต าแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ที่ปรากฏค่า linkage disequilibrium 
8 ต าแหน่ง การเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg พบที่โลคัส Gram8 และ Gpa38 ซึ่งเป็น
ผลมาจาก null allele และการเพ่ิมขึ้นของอัลลีลแบบ heterozygous ตามล าดับ จากการวิเคราะห์
ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมพบว่า ค่าเฉลี่ยของ expected และ observed heterozygosity 
มีค่าเท่ากับ 0.63 และ 0.69 ค่า inbreeding coefficient มีค่าเท่ากับ -0.100 ซึ่งแสดงว่านกกระเรียน
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง และเกิด inbreeding น้อย นอกจากนี้ยังพบว่านก
กระเรียนจาก KKOZ และ BB มีความแตกต่างทางพันธุกรรมต่ า (FST = 0.035) และไม่มีการแยก
ออกเป็นกลุ่มประชากรย่อย (K = 1) จากผลการศึกษาครั้งนี้บ่งบอกได้ว่านกกระเรียนพันธุ์ไทยจาก 2 
พ้ืนที่การศึกษาน่าจะเหมาะสมที่จะใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์เพ่ือเพ่ิมจ านวนประชากรในกรงเลี้ยงให้มากขึ้น 
และสามารถน าไปปล่อยคืนสู่พื้นที่ชุ่มน้ าตามธรรมชาติในอนาคตได้ 

 

 ภาควิชา ชีววิทยา 

สาขาวิชา สัตววิทยา 

ปีการศึกษา 2560 
 

ลายมือชื่อนิสิต   
 

ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาหลัก   
 
ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาร่วม   
   

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จ 

 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5872030823 : MAJOR ZOOLOGY 
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RANGSINEE SANKHOM: SCREENING AND APPLICATION OF MICROSATELLITE 
MARKERS FOR GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF EASTERN SARUS CRANE Grus 
antigone sharpii Blanford, 1895 IN CAPTIVITY. ADVISOR: AMPORN WIWEKWEAW, 
Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF. NATAPOT WARRIT, Ph.D. {, pp. 

Grus antigone sharpii was reported to be extinct in the wild of Thailand. 
Captive breeding program is a crucial procedure to recover individual numbers and be 
an important source for species reintroduction. Genetic diversity in the population, 
especially in founders, is also important, since the fixation of unfavorable alleles may 
drive the reemerging population to become extinct again. This study aimed to screen 
microsatellite markers from 28 microsatellite primer pairs isolated from whooping 
crane G. americana and blue crane Anthropoides paradisea to assess genetic diversity 
of G. a. sharpii from two breeding facilities: Khao Kheow Open Zoo (KKOZ, n = 11) and 
Bangpra Water Bird Breeding Station (BB, n = 17), Chonburi Province. Of 28 loci 
analyzed; 22 were found to be polymorphism and 8 loci were in linkage disequilibrium. 
Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were observed at Gram8 and Gpa38 loci, 
resulting from the presence of null allele and heterozygosity excess, respectively. The 
averages of expected and observed heterozygosities are 0.63 and 0.69, respectively, 
indicating high genetic diversity in terms of heterozygosity and low inbreeding (FIS = -
0.100). The overall fixation index suggested that cranes showed low genetic 
differentiation between populations (FST = 0.035). Moreover, Bayesian clustering 
analysis implied that cranes from KKOZ and BB are genetically homogenous (K = 1). 
Therefore, our findings suggested that the breeding stocks may be suitable for crane 
captive breeding program for future reintroduction of G. a. sharpii in Thailand. 
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี เนื่องมาจากการได้รับความกรุณาอย่างสูงจาก
อาจารย์ที่ปรึกษา อาจารย์ ดร.อัมพร วิเวกแว่ว และอาจารย์ที่ปรึกษาร่วม ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.
ณัฐพจน์ วาฤทธิ์ ที่ได้สละเวลาอันมีค่าของท่านทั้งสองในการให้ค าแนะน า ค าปรึกษา ข้อคิดในการ
ท างาน เพ่ือให้การท างานวิจัยด าเนินไปในแนวทางที่ถูกต้องตามระเบียบวิธี ตลอดจนให้ความ
ช่วยเหลือในการปรับปรุงและแก้ไขข้อบกพร่องต่าง ๆ ด้วยการดูแลเอาใจใส่เป็นอย่างดี ส่งผลให้
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้มีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ผู้วิจัยได้ตระหนักถึงความทุ่มเทและความตั้งใจจริง
ของอาจารย์เป็นอย่างยิ่ง และขอกราบขอบพระคุณอย่างสูงมา ณ ที่นี้ด้วย 

ขอกราบขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.นพดล กิตนะ ประธานกรรมการสอบ
วิทยานิพนธ์ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.พงชัย หาญยุทธนากร และ นายสัตวแพทย์ ดร.บริพัตร ศิริ
อรุณรัตน์ กรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ที่กรุณาให้ค าปรึกษาและค าแนะน าส าหรับการแก้ไข
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้สมบูรณ์ยิ่งข้ึน 

ขอกราบขอบพระคุณ คุณสุริยา แสงพงค์ อดีตผู้อ านวยการสวนสัตว์เปิดเขาเขียว คุณ
ทรงกลด ภู่ทอง อดีตหัวหน้าสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ คุณเผด็จ ลายทอง หัวหน้าสถานี
วิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ และเจ้าหน้าที่ทุกท่านจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัย
เพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระที่ได้ให้ความร่วมมือและช่วยเหลือในการเข้าไปเก็บตัวอย่าง และให้ข้อมูล
ที่เป็นประโยชน์กับการศึกษา 

ขอกราบขอบพระคุณ Dr. Kenneth Jones ส าหรับการให้ค าแนะน าในการเลือกใช้
เครื่องหมายทางพันธุกรรมที่เหมาะสมในการท างานวิจัย 

ขอขอบคุณ ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช และ ทุน
จากโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 
สยามบรมราชกุมารี สนองพระราชด าริโดยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่สนับสนุนเงินทุนและสถานที่ท าการวิจัยในการศึกษาครั้ง
นี้ 

ขอกราบขอบพระคุณบิดามารดาที่ให้โอกาสด้านการศึกษา สนับสนุน และคอยให้
ก าลังใจตลอดระยะเวลาในการเรียนและการท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้เสร็จสมบูรณ์ 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
นกกระเรียน (crane) จัดอยู่ในวงศ์ Gruidae ซึ่งเป็นวงศ์ของนกน้ าขนาดใหญ่ พบได้ 15 ชนิด

ทั่วโลก มีรูปร่างสูงโปร่ง คอและขายาว ซึ่งนกกระเรียนแต่ละชนิดจะมีขนาดตัวที่แตกต่างกันไป โดย
นกกระเรียนที่มีขนาดใหญ่ที่สุดคือ sarus crane จัดอยู่ในสกุล Grus ชนิด G. antigone ซึ่งแบ่ง
ออกเป็น 4 ชนิดย่อย ได้แก่ นกกระเรียนพันธุ์อินเดีย (Indian sarus crane: G. a. antigone) (นุชจรี 
พืชคูณ, 2556) มีขนาดใหญ่ที่สุด มีปลอกคอสีขาวคั่นอยู่ระหว่างคอตอนบนและคอตอนล่าง ขนตาม
ล าตัวมีสีเทา ปัจจุบันกระจายตัวอยู่ในประเทศอินเดีย เนปาลและปากีสถาน (Sundar et al., 2000) 
นกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลีย (Australian sarus crane: G. a. gillae) มีขนาดตัวเล็กที่สุด มีหนัง
เปลือยสีแดงอยู่บริเวณคอแต่จะไม่แผ่ขยายลงมามากเท่ากับชนิดย่อยอ่ืน  ๆ ปัจจุบันพบอยู่ทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศออสเตรเลีย (Archibald et al., 2003; Jones, Barzen, et al., 
2005) Philippine sarus crane (G. a. luzonica) พบได้ท่ีประเทศฟิลิปปินส์เท่านั้น ซึ่งขณะนี้ได้สูญ
พันธุ์ไปแล้ว และชนิดย่อยสุดท้าย คือ นกกระเรียนพันธุ์ไทย (eastern sarus crane: G. a. sharpii) 
พบการกระจายตัวในประเทศกัมพูชา พม่า ลาว และเวียดนาม ปัจจุบันพบว่าประชากรของนกชนิด
ย่อยนี้มีแนวโน้มลดลงเป็นอย่างมากจนถูกจัดให้อยู่ในสถานะที่เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ (vulnerable: 
VU) (BirdLife International, 2016) นอกจากนี้ประเทศไทยยังเป็นประเทศหนึ่งที่เคยพบการ
กระจายตัวของนกกระเรียนพันธุ์ไทยมาก่อน แต่เนื่องจากแหล่งพ้ืนที่ชุ่มน้ าซึ่งเป็นบริเวณที่อยู่อาศัย
ของนกถูกท าลาย จึงท าให้นกสูญพันธุ์ไปจากธรรมชาติของประเทศไทย (extinct in the wild: EW) 
มานานกว่า 40 ปี และยังถูกจัดอยู่ในบัญชีรายชื่อ 1 ใน 15 ชนิดสัตว์ป่าสงวนของประเทศไทย ตาม
พระราชบัญญัติสงวนและคุ้มครองสัตว์ป่า พ.ศ. 2535 (Purchkoon et al., 2015; Sanguansombat, 
2005) จากเหตุการณ์ดังกล่าวท าให้ทั้งองค์การสวนสัตว์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ และส านักอนุรักษ์สัตว์
ป่า กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธุ์พืช ได้ตระหนักถึงความส าคัญของการคืนชีวิตให้นก
กระเรียนพันธุ์ไทยได้กลับมาอาศัยอยู่ในธรรมชาติของประเทศไทยอีกครั้ง  การเพาะเลี้ยงและ
ขยายพันธุ์นกกระเรียนในสภาพกรงเลี้ยงจึงเป็นหนึ่งในแนวทางส าคัญที่จะช่วยเพ่ิมจ านวนและอัตรา
การอยู่รอดของประชากรให้ด ารงอยู่ต่อไป อีกทั้งยังเป็นแหล่งส าคัญในการเพาะขยายพันธุ์เพ่ือปล่อย
นกกระเรียนพันธุ์ไทยกลับคืนสู่พ้ืนที่ชุ่มน้ าในธรรมชาติในอนาคต ทั้งนี้หากนกกระเรียนพันธุ์ไทยที่
น ามาเพาะเลี้ยงสามารถด ารงชีวิตและขยายพันธุ์ต่อในธรรมชาติของประเทศไทยได้แล้วนั้น จะ
สามารถบ่งบอกถึงความอุดมสมบูรณ์ของแหล่งพ้ืนที่ชุ่มน้ าและความเหมาะสมที่จะใช้พ้ืนที่เหล่านั้น
เป็นแหล่งที่อยู่อาศัยของนกกระเรียนได้ (ภูวดล โกมณเฑียร, 2555) 
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ปัจจุบันแหล่งเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์นกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศไทยมี 3 พ้ืนที่ด้วยกัน 
คือ สวนสัตว์นครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา สวนสัตว์เปิดเขาเขียว และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ า
บางพระ จังหวัดชลบุรี ซึ่งในแต่ละพ้ืนที่ได้รับบริจาคประชากรตั้งต้น (founder) จากธรรมชาติของ
ประเทศกัมพูชาโดยประชาชนบริเวณชายแดนไทย–กัมพูชาในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน กล่าวคือในช่วงปี 
พ.ศ. 2533–2540 สวนสัตว์นครราชสีมาได้รับนกกระเรียนพันธุ์ไทยจ านวน 27 ตัว (Purchkoon et 
al., 2015) และในช่วงปี พ.ศ. 2538–2542 สวนสัตว์เปิดเขาเขียวได้รับลูกนกจ านวน 15 ตัว และ
สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ ได้รับลูกนกจ านวน 17 ตัว โดยนกทั้ง 59 ตัวที่ได้กล่าวไปข้างต้น
ได้น ามาใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นในการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์นกกระเรียนของแต่ละพ้ืนที่ ซึ่งการ
เพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์นกในพ้ืนที่ของสวนสัตว์นครราชสีมานั้นประสบความส าเร็จอย่างมาก 
เนื่องจากสามารถเพ่ิมจ านวนประชากรรุ่นลูกได้มากกว่า 100 ตัว โดยในปี พ.ศ. 2554 ได้มีการเริ่มต้น
ปล่อยนกกระเรียนที่เพาะพันธุ์ได้สู่พ้ืนที่ชุ่มน้ าในธรรมชาติ 2 แห่ง ได้แก่ เขตห้ามล่าสัตว์ป่าอ่างเก็บน้ า
ห้วยจรเข้มาก และ เขตห้ามล่าสัตว์ป่าอ่างเก็บน้ าสนามบิน จังหวัดบุรีรัมย์ จากการส ารวจและเก็บ
ข้อมูลพบว่าประชากรนกสามารถอยู่รอดในธรรมชาติได้กว่า 60 เปอร์เซ็นต์ และยังสามารถให้ก าเนิด
ลู กนก ใน ธ ร รมช าติ ไ ด้  (Purchkoon et al., 2015) ปั จ จุ บั น ส า นั ก ง านน โ ยบายและแผน
ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม (2556) ได้ยกระดับสถานะทางการอนุรักษ์ของนกกระเรียนพันธุ์
ไทยจากสูญพันธุ์ในธรรมชาติ (extinct in the wild: EW) ให้เป็นเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ในขั้นวิกฤต 
(critically endangered: CR)  

แม้ว่าการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์นกกระเรียนพันธุ์ไทยจะประสบความส าเร็จในการเพ่ิม
จ านวนและอัตราการอยู่รอดของนกได้ แต่การมีพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจ านวนน้อยจะส่งผลให้นกรุ่นถัดไปมี
โอกาสเกิดการผสมพันธุ์ในเครือญาติ ( inbreeding) เพ่ิมขึ้น โดยจะส่งผลให้ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมต่ าลง และมีผลต่อการอยู่รอดและการสืบพันธุ์ (fitness) ของประชากรในธรรมชาติใน
อนาคตได้ (Keller and Waller, 2002) เช่น นกจะอ่อนแอ ติดเชื้อโรคได้ง่ายและไม่สามารถทนทาน
ต่อการคัดเลือกโดยธรรมชาติได้ จนสุดท้ายแล้วประชากรนกกระเรียนอาจสูญพันธุ์ไปจากธรรมชาติ
ของประเทศไทยอีกครั้ง ดังนั้นการพิจารณาค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรนก
กระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยง โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้น จึงมีความจ าเป็นอย่าง
มากต่อการวางรากฐานการจัดการวางแผนเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์ต่อไป 

ปัจจุบันความก้าวหน้าของเทคโนโลยีทางชีววิทยาโมเลกุลสามารถน ามาประยุกต์ใช้ใน
งานวิจัยเกี่ยวกับพันธุศาสตร์ประชากร (population genetics) ได้โดยใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรม 
ยกตัวอย่างเช่น Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Inter-Simple Sequence 
Repeat (ISSR),  Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ 
(microsatellite DNA marker) ซึ่งเป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่นิยมน ามาใช้ศึกษาความ
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หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร เพราะสามารถแยกความแตกต่างของอัลลีลแบบ 
homozygous และ heterozygous ได้ (Wan et al., 2004) โดย heterozygous allele ที่แสดงใน
ประชากรสามารถน ามาใช้วิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมผ่านค่า heterozygosity ได้ 
อีกทั้งยังง่ายต่อการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอซึ่งใช้เพียงเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
เท่านั้น แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยยังมีอยู่
น้อย (Das, 2010; Insee, 2013; Jones, Krapu, et al., 2005; Tanee et al., 2009) อีกท้ังยังไม่เคย
มีการน าเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์มาเป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรมในการตรวจสอบโครงสร้าง
ทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยงของประเทศไทยมาก่อน โดยที่
ผ่านมามีเพียงการศึกษาของ Tanee et al. (2009) ที่ได้ใช้เครื่องหมาย ISSR มาตรวจสอบค่าความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในพ้ืนที่ของสวนสัตว์นครราชสีมาจ านวน 27 ตัว 
โดยค่า Shannon’s diversity index (H’) ที่บ่งบอกความหลากหลายทางพันธุกรรมแสดงผลเท่ากับ 
0.501 แสดงว่ากลุ่มประชากรนกที่ศึกษามีค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ค่อนข้างสูง แต่มีค่า
ความสม่ าเสมอทางพันธุกรรม (genetic evenness: E) ต่ า โดยค่า E มีค่าเท่ากับ 0.152 (Tanee et 
al., 2009) และการศึกษาของ Insee (2013) ได้หาความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียน
พันธุ์ ไทยจากตัวอย่าง พ่อแม่ พันธุ์ตั้ งต้นจ านวน  51 ตัว ด้วยเครื่องหมายไมโทคอนเดรียล                                        
ดีเอ็นเอ ผลการศึกษาพบว่านกกระเรียนจากสวนสัตว์นครราชสีมา สวนสัตว์เปิดเขาเขียว และสถานี
วิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยพบแฮพโพลไทป์จ านวน 46 
แฮพโพลไทป ์(Insee, 2013) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงสนใจคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์
ที่สามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยการประยุกต์ใช้เครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมจากนกกระเรียนที่มี ความสัมพันธ์ ใกล้ชิดทางวิวัฒนาการ  (cross-species 
amplification) มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย และหาค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของนก
กระเรียนในพ้ืนที่ของสวนสัตว์ เปิดเขาเขียว  และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ  จาก 
polymorphic primer ที่เหมาะสม ทั้งนี้ผลการศึกษาที่ได้จะท าให้ทราบโครงสร้างทางพันธุกรรมของ
นกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยง เพราะการทราบโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรเป็น
ขั้นตอนส าคัญที่จะใช้ในการวางแผนการเพาะเลี้ยงเพ่ือให้ประชากรรุ่นถัดไปมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง และเหมาะส าหรับใช้เป็นตัวแทนในการปล่อยนกกระเรียนคืนสู่ธรรมชาติในอนาคตได้
อย่างมีประสิทธิภาพ 
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วัตถุประสงค์ 
1. เพ่ือคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถน ามาใช้กับนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพ

กรงเลี้ยงด้วยวิธี cross-species amplification 
2. เพ่ือตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยงของสวน

สัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ ด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 นกกระเรียน 
 นกกระเรียนเป็นนกน้ าขนาดใหญ่ โดยเฉลี่ยมีความสูงประมาณ 90–150 เซนติเมตร จัดอยู่ใน
อันดับ Gruiformes วงศ์ Gruidae มี 2 วงศ์ย่อย คือ Balearicinae เรียกนกกลุ่มนี้ว่า crowned 
crane และ Gruinae เรียกว่า typical crane นกกระเรียนแบ่งออกเป็น 4 สกุล 15 ชนิด ได้แก่ สกุล
ของ crowned crane คือ Balearica ประกอบด้วยนกกระเรียน 2 ชนิด คือ black crowned crane 
(B. pavonina) และ grey crowned crane (B. regulorum) สกุลของ typical crane มี 3 สกุล คือ 
Anthropoides ประกอบด้วยนกกระเรียน 2 ชนิด คือ demoiselle crane (A. virgo) และ blue 
crane (A. paradisea) สกุล Bugeranus ประกอบด้วยนกกระเรียนเพียงชนิดเดียว คือ wattled 
crane (B. carunculatus) และสกุล Grus มีจ านวนชนิดของนกกระเรียนมากที่สุดถึง 10 ชนิด คือ 
Eurasian crane (G. grus) sandhill crane (G. canadensis) whooping crane (G. americana)  
brolga (G. rubicunda)  Siberian crane (G. leucogeranus) white-naped crane (G. vipio) 
hooded crane (G. monacha) black-necked crane (G. nigricollis) red-crowned crane (G. 
japonensis) และ sarus crane (G. antigone) (Krajewski, 1989; Krajewski and Fetzner, 1994; 
Krajewski et al., 2010; Meine and Archibald, 1996) ลักษณะโดยทั่วไปของนกกระเรียนคือมีคอ
และขายาว ล าตัวมีรูปร่างปราดเปรียวเพ่ือเหมาะกับการบิน ความแตกต่างของนกกระเรียนกับนกน้ า
ชนิดอ่ืน ๆ เช่น นกกระสา และ นกยาง สามารถสังเกตได้จากลักษณะการบิน โดยนกกระเรียนจะ
เหยียดคอตรงขณะบิน มีคอและขายาวกว่า นกกระเรียนที่มีขนาดเล็กและใหญ่ที่สุดคือ demoiselle 
crane และ sarus crane ตามล าดับ  
 นกกระเรียนทั้ง 15 ชนิดมีการกระจายตัวตั้งแต่ทวีปอเมริกาเหนือ เอเชีย ออสเตรเลีย และ
แอฟริกา แต่ยกเว้นในทวีปอเมริกาใต้ นกกระเรียนแต่ละชนิดจะมีรูปร่างและลักษณะที่แตกต่างกัน
ออกไป ดังนี้ (Meine and Archibald, 1996) 

1. Black crowned crane (B. pavonina) มีขนสีทองอยู่เป็นกระจุกบริเวณกระหม่อมหัว ท า

ให้มีลักษณะคล้ายมงกุฎ บริเวณแก้มมีแผ่นผิวหนังสีขาวและสีแดงแต้มอยู่ ขนบริเวณล าตัวมี

สีเข้มจนเกือบด าซึ่งจะตัดกับสีขนบริเวณ upper และ under coverts ของบริเวณปีกซึ่งมีสี

ขาว (ภาพที่ 1 ก)  

2. Grey crowned crane (B. regulorum) มีขนสีทองอยู่เป็นกระจุกคล้ายมงกุฎเช่นเดียวกับ 

Black crowned crane บริเวณแก้มมีแผ่นผิวหนังเปลือยสีขาวแต้มอยู่ ใต้คางมีผิวหนัง
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เปลือยสีแดงลักษณะคล้ายถุง (gular sac) ขนบริเวณล าตัวมีสีเทา ขนบริเวณปีกจะไล่สีตั้งแต่

สีขาวสีน้ าตาล และสีทอง (ภาพท่ี 1 ข) 

3. Demoiselle crane (A. virgo) เป็นนกกระเรียนที่มีขนาดเล็กท่ีสุด มีความสูงประมาณ 3 ฟุต 

หรือประมาณ 91 เซนติเมตร Demoiselle crane เป็น 1 ใน 2 ชนิดของนกกระเรียนที่ไม่มี

ผิวหนังเปลือยสีแดงอยู่บริเวณหน้าหรือกระหม่อม ขนบริเวณล าตัวมีสีเทาน้ าเงินจาง ขน

บริเวณหัวจนถึงคอมีสีด า โดยขนบริเวณคอส่วนล่างจนถึงบริเวณอกมีขนสีด ายาวคล้ายกับ

สร้อยคอ ขนบริเวณด้านหลังดวงตาและบนกระหม่อมมีสีขาว ดวงตามีสีแดงส้ม และจงอย

ปากค่อนข้างสั้น (ภาพที ่1 ค) 

4. Blue crane (A. paradisea) เป็นนกกระเรียนอีกหนึ่งชนิดที่มีขนาดเล็ก มีความสูงประมาณ 

4 ฟุต หรือประมาณ 122 เซนติเมตร และไม่มีผิวหนังเปลือยสีแดงอยู่บริเวณหน้าหรือ

กระหม่อม ขนบริเวณล าตัวมีสีเทาฟ้าประกายเงิน โดยจะมีสีเข้มขึ้นในบริเวณของคอตอนบน 

และส่วนครึ่งล่างของหัวและต้นคอ ขนบริเวณปลายปีกมีสีเข้ม และมีความยาวจนเกือบจะ

แตะกับพ้ืน (ภาพท่ี 1 ง)  

5. Wattled crane (B. carunculatus) ลักษณะเด่นของนกกระเรียนชนิดนี้คือมีเหนียงห้อยลง

มาจากแก้มทั้ง 2 ข้าง ขนบริเวณล าตัวมีสีเทา บริเวณใบหน้า คอ และอกส่วนบนมีขนสีขาว 

ส่วนกระหม่อม อกตอนล่าง และขนปีกมีสีด า ผิวหนังเปลือยที่หุ้มตั้งแต่ส่วนหน้าของตาจะแผ่

ขยายยาวลงไปปกคลุมส่วนฐานของจงอยปากเล็กน้อย รวมถึงส่วนของเหนียงด้วย (ภาพที่ 1 

จ) 

6. Eurasian crane (G. grus) ขนบริเวณล าตัวเป็นสีเทาเกือบทั้งหมด โดยจะมีส่วนของหลังและ

สะโพกที่มีสีเข้มกว่า บริเวณกระหม่อมด้านหน้ามีขนสีด าซึ่งสีจะตัดกับผิวหนังเปลือยสีแดงที่

อยู่ในส่วนถัดมา ท าให้ดูคล้ายเป็นมงกุฎ ส่วนของคางยาวลงมาจนถึงคอตอนหน้ามีขนสีด าไป

จนถึงสีเทา ส่วนขนบริเวณหลังดวงตาลงมาจนถึงคอด้านหลังจะมีขนสีขาวยาวลงมาเป็นแถบ 

(ภาพท่ี 1 ฉ) 

7. Sandhill crane (G. canadensis) ขนบริเวณล าตัวมีสีเทา บริเวณกระหม่อมด้านหน้ามี

ผิวหนังเปลือยสีแดงหุ้มอยู่ ขนในส่วนของใบหน้า คาง คอตอนบน และหลังมีสีขาวไปจนถึงสี

เทาจาง (ภาพที่ 1 ช) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7 

8. Whooping crane (G. americana) ขนบริเวณล าตัวมีสีขาว บริเวณกระหม่อมมีผิวหนัง

เปลือยสีแดงหุ้มอยู่ ขนบริเวณท้ายทอยและใต้ตาเป็นสีด า ขนบริเวณปลายปีกมีสีด าซึ่งจะ

สังเกตเห็นได้เม่ือนกกางปีก (ภาพท่ี 1 ซ) 

9. Brolga (G. rubicunda) ขนบริเวณล าตัวมีสีเทา บริเวณกระหม่อมมีผิวหนังเปลือยสีเทาอม

เขียว บริเวณแก้ม คาง และท้ายทอยมีผิวหนังเปลือยสีแดง ขนปลายปีก (primary feather) 

มีสีด า ส่วนขนกลางปีก (secondary feather) มีสีเทา (ภาพที่ 1 ฌ) 

10. Siberian crane (G. leucogeranus) ขนบริเวณล าตัวเป็นสีขาวทั้งหมด ยกเว้นขนปลายปีก

ทีม่ีสีด า บริเวณใบหน้า หน้าผาก และกลางกระหม่อม มีผิวหนังเปลือยสีแดง (ภาพท่ี 1 ญ) 

11. White-naped crane (G. vipio) เป็นนกกระเรียนเพียงชนิดเดียวที่มีแถบสีที่คอเป็นแถบสี

เทาเข้มและสีขาว โดยบริเวณใต้คางและท้ายทอยมีขนสีขาว แต่บริเวณคอด้านหน้ายาวลงมา

จนถึงอกมีขนสีเทาเข้ม บริเวณขอบตาและแก้มมีผิวหนังเปลือยสีแดงอยู่โดยรอบ  ขนบริเวณ

ล าตัวมีสีเทาเข้ม และขนปีกมีสีเทาเงิน (ภาพท่ี 1 ฎ) 

12. Hooded crane (G. monacha) ขนบริเวณล าตัวมีสีเทา บริเวณหัวและคอมีขนสีขาว แต่

บริเวณกระหม่อมมีผิวหนังเปลือยสีแดงซึ่งปกคลุมไปด้วยขนสีด าเล็กน้อย ขนปลายปีก และ

ขนกลางปีกมีสีด า (ภาพที่ 1 ฏ) 

13. Black-necked crane (G. nigricollis) ขนบริเวณล าตัวมีสีเทา บริเวณหัวจนถึงคอตอนบนมี

ขนสีด า ยกเว้นบริเวณหลังดวงตาจะมีขนสีขาวหรือเทาเป็นจุดอยู่เล็กน้อย และบริเวณ

กระหม่อมมีผิวหนังเปลือยสีแดงหุ้มอยู่ (ภาพที่ 1 ฐ) 

14. Red-crowned crane (G. japonensis) ขนบริเวณล าตัวมีสีขาวบริสุทธิ์ ซึ่งสีตัดกับสีขน

บริเวณกลางปีกที่เป็นสีด า ขนตั้งแต่บริเวณหลังดวงตายาวลงไปจนถึงท้ายทอยคาดด้วยแถบ

ขนสีขาว บริเวณหน้าผากจนถึงกระหม่อมหัวปกคลุมด้วยผิวหนังเปลือยสีแดงท าให้มีลักษณะ

คล้ายมงกุฎสีแดงอยู่บนหัว (ภาพที่ 1 ฑ)    

15. Sarus crane (G. antigone) เป็นนกที่มีความสูงมากที่สุ ด ในบรรดากลุ่มนกที่บิน ได้  

(carinate) ขนบริเวณล าตัวมีสีเทา บริเวณกระหม่อมหัวมีผิวหนังเปลือยสีเทาเขียว บริเวณหัว 

คาง และคอตอนบนปกคลุมด้วยผิวหนังเปลือยสีแดง และมีขนสีด าปกคลุมอยู่บริเวณคอด้วย 

(ภาพท่ี 1 ฒ) 
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ภาพที่ 1 ลักษณะสัณฐานภายนอกของนกกระเรียน 15 ชนิดทั่วโลก ได้แก่ black crowned crane 
(ก.) grey crowned crane (ข.) demoiselle crane (ค.) blue crane (ง.) wattled crane (จ.) 
Eurasian crane (ฉ.) Sandhill crane (ช.) Whooping crane (ซ.) brolga (ฌ.) Siberian crane 
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(ญ.) white-naped crane (ฎ.) hooded crane (ฏ.) black-necked crane (ฐ.) red-crowned 
crane (ฑ.) และ sarus crane (ฒ.) 
 
ภาพ ก. จาก http://www.chesterzoo.org/~/media/images/animals/birds/cranes/black-       

crowned-crane/black-crowned-crane800.jpg?la=en 
ภาพ ข. จาก https://sites.google.com/site/hayawanatulyameen2558/_/rsrc/1447727229 

      29/nk-krareiyn-mngkud-thea-1/15.jpg?height=192&width=320 
ภาพ ค. จาก http://s-media-cache-ak0.pinimg.com/736xb1/90/da/b190daff771151a088 

86ea30c57Edb95.jpg  
ภาพ ง. จาก http://www.sa-venues.com/attractions/gallery/westerncape/816/1.jpg 
ภาพ จ. จาก http://1.bp.blogspot.com/wh0ij7Ax2Ck/SsEQqRjA3I/AAAAAAAAeHM7g6UEso 

ysaM/s1600/ DSC_2132.JPG 
ภาพ ฉ. จาก http://3.bp.blogspot.com/mXu7gqIL6dg/ULjlosW9UlI/AAAAAAAAEwA/2PLJ6 

     jNkTOY /s1600/Common+crane+Grus+grus.jpg 
ภาพ ช. จาก http://animalia-life.club/data_images/sandhill-crane/sandhill-crane1.jpg 
ภาพ ซ. จาก http://focusingonwildlife.com/news/wp-content/uploads/2012/01/Whoopi  

ng-Crane-in-flight-Aransas-National-Wildlife-Refuge-Kevin-Sims1.jpg 
ภาพ ฌ. จาก https://svtakeiteasy.files.wordpress.com/2016/03/brolga-4.jpg?w=700 
ภาพ ญ. จาก http://cdn2.arkive.org/media/FA/FACB5D87-1FF8-4E35-BE13-5FA4422AB48 

5/PresentaTion.Large/Siberian-crane-courtship-display.jpg 
ภาพ ฎ. จาก http://www.birdskorea.org/Images/images2009/03/White-naped-Crane_RN- 

02.jpg 
ภาพ ฏ. จาก http://2bp.blogspot.com/-V2mxjaUrWXU/UrWXU/USaXmSuMOVI/AAAAAA 

AAFsA/YE9z1SXXcoM/s1600/Hooded-Crane_MG_5088.jpg     
ภาพ ฐ. จาก http://2.bp.blogspot.com/-NOdpmomlkVY/VZ7SjazgSBI/AAAAAAACz40/_Lp 

6RwqJ3WQ/s1600/Black-necked%2BCrane-Tsokar-28%2B2015-749326.jpg  
ภาพ ฑ. จาก http://upload.wikimrdia.org/wikipedia/commons/1/1e/Japanse_kraanvogel 

s_in_ Akan_International_Crane_Centre,_-24_februari_2012_a.jpg 
ภาพ ฒ. จาก คุณสมิทธิ์ สูติบุตร 
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2.2 Sarus crane 
2.2.1 อนุกรมวิธาน 
 Sarus crane มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Grus antigone Linnaeus, 1758 โดยสามารถจัดอันดับ
ทางอนุกรมวิธานได้ดังนี้ 
 Class  Aves 
     Order     Gruiformes 
         Family           Gruidae 
             Genus    Grus 
                 Species        G. antigone Linnaeus, 1758 
 
 Sarus crane ที่ยังพบเห็นในปัจจุบันแบ่งออกเป็น 3 ชนิดย่อย (subspecies) ดังนี้ 
 1. นกกระเรียนพันธุ์อินเดีย (Indian sarus crane: G. a. antigone) 
 2. นกกระเรียนพันธุ์ไทย (Eastern sarus crane: G. a. sharpii) 
 3. นกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลีย (Australian sarus crane: G. a. gillae) 
 
2.2.2 ลักษณะทั่วไป 
 Sarus crane เป็นนกกระเรียนที่มีขนาดตัวสูงที่สุดเมื่อเทียบกับนกบินได้ชนิดอ่ืน ๆ และเมื่อ
เทียบขนาดตัวระหว่างชนิดย่อยแล้วพบว่า นกกระเรียนพันธุ์อินเดียมีขนาดตัวสูงที่สุด โดยมีความสูง
มากถึง 175 เซนติเมตร (Meine and Archibald, 1996) รองลงมาคือนกกระเรียนพันธุ์ไทย และนก
กระเรียนพันธุ์ออสเตรเลีย ตามล าดับ sarus crane จัดเป็นนกที่มีรูปร่างสูงโปร่ง คอและขายาว ขน
บริเวณล าตัวและปีกเป็นสีเทา ขนปลายปีกจะมีสีเข้มกว่าขนกลางปีก โดยนกกระเรียนพันธุ์ไทยจะมี
ขนสีเทาเข้มกว่าชนิดย่อยอ่ืน ๆ นอกจากนี้บริเวณหัวและคอตอนบนจะมีผิวหนังเปลือยสีแดงหุ้มอยู่ 
โดยผิวหนังในส่วนนี้จะมีสีสดขึ้นเมื่อเข้าสู่ฤดูผสมพันธุ์ ในนกกระเรียนพันธุ์อินเดียจะมีการสังเกตเห็น
ปลอกคอสีขาวคั่นอยู่ระหว่างคอตอนบนและคอตอนล่างอย่างชัดเจน ส่วนในชนิดย่อยอ่ืน ๆ จะ
ปรากฏให้เห็นไม่ชัดเจน (Archibald et al., 2003; Insee, 2013; Meine and Archibald, 1996) 
(ภาพที่ 2) แต่อย่างไรก็ตามเมื่อดูสัณฐานภายนอกคร่าว ๆ แล้วนั้นอาจจะไม่สามารถแยกชนิดย่อย
ระหว่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยและนกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลียได้อย่างชัดเจนมากนักเพราะนกทั้งสอง
ชนิดย่อยนี้มีลักษณะที่คล้ายคลึงกัน (Schodde et al., 1988) แต่อย่างไรก็ตามพบว่านกกระเรียน
พันธุ์ออสเตรเลียมีขนาดตัวเล็กกว่า และมีขนบริเวณแผ่นปิดหู (ear patches) ใหญ่กว่านกกระเรียน
พันธุ์ไทย นอกจากนี้ขนบริเวณคอด้านบนจะมีพ้ืนที่มากกว่าเพราะขนาดของผิวหนังเปลือยสีแดงมีน้อย
กว่า (Schodde et al., 1988; ธวัดชัย ธานี, 2552) 
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ภาพที่ 2 เปรียบเทียบลักษณะสัณฐานภายนอกของ sarus crane 3 ชนิดย่อย ได้แก่ นกกระเรียน
พันธุ์อินเดีย (ก.) นกกระเรียนพันธุ์ไทย (ข.) และ นกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลีย (ค.) 
 
ภาพ ก. จาก http://s-media.cache.ak0.pinimg.com/236x/c9/83/6e/c9836e637e323b0f86  

766118 1393dfb3.jpg 
ภาพ ข. จาก http://birdsthatfart.com/uploads/3/4/3/9/34394500/8187079_orig.jpg 
ภาพ ค. จาก http://wildlifephotography-australia.com/wildlife/cranes/ 
 
2.2.3 การกระจายตัวและขนาดประชากร 
 Sarus crane มีการกระจายตัวอยู่ในบริเวณของอนุทวีปอินเดีย เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และ
ทางตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศออสเตรเลีย (ภาพที่ 3) โดยประชากรที่เหลืออยู่มีประมาณ 
15,000–20,000 ตัว (Archibald et al., 2003) พ้ืนที่การกระจายตัวของนกกระเรียนพันธุ์อินเดีย
ได้แก่ ประเทศอินเดีย เนปาล และปากีสถาน (Sundar et al., 2000) มีจ านวนประชากรประมาณ 
8,000–10,000 ตัว นกกระเรียนพันธุ์ไทยมีการกระจายตัวอยู่ในประเทศพม่า ลาว กัมพูชา และ
เวียดนาม โดยกลุ่มประชากรที่อยู่ในประเทศพม่ามีประมาณ 500–800 ตัว ส่วนประชากรที่อยู่ใน
ประเทศลาว กัมพูชา และเวียดนามนั้น มีประมาณ 800–1,000 ตัว และนกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลีย
มีการกระจายตัวอยู่ทางตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศออสเตรเลียและรัฐควีนส์แลนด์ คงเหลือ
ประชากรที่ประมาณ 5,000 ตัว (Archibald et al., 2003; Insee, 2013) 

ก ข ค 
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ภาพที่ 3 ขอบเขตการกระจายตัวของ sarus crane ทั้ง 3 ชนิดย่อย  
ภาพจาก www.savingcranes.org/wp-content/uploads/2008/05/sarus_crane_1000.jpg 
 
2.2.4 ถิ่นที่อยู่อาศัยและแหล่งอาหาร 
 Sarus crane ทั้ง 3 ชนิดย่อยมีพ้ืนที่ที่ใช้อยู่อาศัยได้อย่างหลากหลาย เช่น นกกระเรียนพันธุ์
อินเดียเป็นนกท่ีสามารถต้านทานต่อการรบกวนของมนุษย์ได้มากกว่าชนิดย่อยอ่ืน ๆ จะชอบอาศัยอยู่
ในพ้ืนที่ชุ่มน้ า ไม่ว่าจะเป็นทุ่งหญ้า พ้ืนที่ชุ่มน้ าจากธรรมชาติ หรือ พ้ืนที่ชุ่มน้ าที่ถูกสร้างขึ้นจากมนุษย์ 
เช่น พ้ืนที่เกษตรกรรมต่าง ๆ ส่วนนกกระเรียนพันธุ์ไทยจะมีความสามารถในการต้านทานการรบกวน
จากมนุษย์ได้น้อยกว่า ดังนั้นจึงชอบอาศัยอยู่เพียงบริเวณที่เป็นพ้ืนที่ชุ่มน้ าจากธรรมชาติมากกว่า ส่วน 
นกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลียจะมีพ้ืนที่การอยู่อาศัยและการหาอาหารทับซ้อนกับนกกระเรียน Brolga 
จึงมักชอบอยู่ในพื้นที่ท่ีมีความแห้งแล้งมากกว่า แต่จะต้องมีพ้ืนที่ชุ่มน้ าที่เพียงพอกับความต้องการด้วย 
โดยแหล่งอาหารพ้ืนฐานของนกเหล่านี้จะมีทั้งพืช ซึ่งเป็นหญ้าชนิด Eleocharis sp. รวมถึงสัตว์ขนาด
เล็กทั้ งสัตว์มีกระดูกสันหลังและไม่มีกระดูกสันหลัง (Archibald et al., 2003 ; Meine and 
Archibald, 1996; Yav et al., 2015)  
 
2.2.5 พฤติกรรมในฤดูผสมพันธุ์ 
 นกกระเรียนมีพฤติกรรมการสืบพันธุ์เป็นแบบผสมพันธุ์คู่เดียวตลอดชีวิต (monogamous) 
ช่วงอายุที่นกกระเรียนจะเริ่มจับคู่ผสมพันธุ์จะเริ่มตั้งแต่ช่วงอายุ 2–3 ปี (Barzen and Seal, 2000; 
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Meine and Archibald, 1996) โดยช่วงฤดูผสมพันธุ์ (breeding season) ของนกกระเรียนพันธุ์ไทย
และนกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลียจะอยู่ในช่วงฤดูมรสุม (เดือนพฤษภาคมถึงเดือนตุลาคม) แตกต่าง
จากนกกระเรียนพันธุ์อินเดียที่สามารถสืบพันธุ์ได้ตลอดทุกช่วงฤดู (ยกเว้นช่วงเดือนพฤษภาคมและ
เดือนมิถุนายน) แต่จะมากที่สุดในช่วงเดือนกรกฎาคมถึงเดือนกันยายน  (Meine and Archibald, 
1996) ในการจับคู่ผสมพันธุ์นกกระเรียนจะมีพฤติกรรมการเกี้ยวพาราสี โดยคู่นกตัวผู้และตัวเมียจะมี
การกระพือปีกไปรอบ ๆ พ้ืนที่ พร้อมทั้งมีการกระโดดหรือวิ่ง และมีการตบเท้า กระดกศีรษะขึ้นลง 
นอกจากนี้นกเพศผู้และเพศเมียจะมีการส่งเสียงร้องประสานกัน (unison call) ซึ่งจะเป็นการส่งเสียง
เพียงไม่กี่วินาทีหรือมากถึง 1 นาทีได้ ในนกกระเรียนพันธุ์ไทยนกเพศผู้จะร้องเสียงยาวและมีระดับ
เสียงต่ า พร้อมกับการยืดคอเงยปากท ามุมประมาณ 135 องศากับพ้ืนดิน และมีการกางปีกยกสูงเหนือ
ระดับของหลัง หลังจากนั้นเพศเมียจะร้องประสานเสียงตามเพศผู้ แต่จะเปล่งเสียงร้องเพียงสั้น ๆ 2–3 
ครั้ง เงยปากท ามุมประมาณ 60 องศากับพ้ืนดินและยืนปีกหุบข้างล าตัว โดยนกทั้งสองเพศจะยืนเคียง
ข้างกันตลอดการร้อง (ภาพท่ี 4) บางครั้งนกเพศผู้จะยกปีกไปแตะที่หลังของนกเพศเมีย (Johnsgard, 
1983; กรมป่าไม้ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2527; บุบผา อ่ าเกตุ และ ศิริพร ทองอารีย์, 2527; 
หทัยทิพย์ ศึกขะชาติ ทรงกลด ภู่ทอง และ พนัส ธรรมกีรติวงศ์, 2555) และเนื่องจากลักษณะสัณฐาน
ภายนอกของนกทั้งสองเพศค่อนข้างใกล้เคียงกัน การร้อง unison call ของนกกระเรียนวงศ์ย่อย 
Gruinae จึงสามารถใช้แยกเพศของนกกระเรียนได ้(Meine and Archibald, 1996) 
 เมื่อนกกระเรียนเพศเมียได้เลือกเพศผู้ระหว่างขั้นตอนของการเกี้ยวพาราสีแล้วนั้นต่อไปจะ
เป็นช่วงของการผสมพันธุ์ โดยนกเพศผู้จะเดินเตะขาตรงไปข้างหน้าเข้าหานกเพศเมีย  คอตั้งตรงโน้ม
ไปข้างหน้าเล็กน้อย เชิดหัวขึ้นไปในอากาศเกือบตั้งฉากกับพ้ืนดิน ในขณะที่นกเพศเมียจะหันหน้าไป
ในทิศทางเดียวกับเพศผู้ ยืนย่อขาและกางปีกออกข้างล าตัว ส่วนหัวและคอจะอยู่ในรูปแบบคล้ายกับ
เพศผู้ หลังจากนั้นนกเพศผู้จะเดินเข้าไปหานกเพศเมียจากทางด้านหลัง แล้วปีนขึ้นไปยืนอยู่บนหลัง
ของนกเพศเมีย เมื่อท าการผสมพันธุ์เสร็จนกเพศผู้จะก้าวถอยหลังลงจากหลังหรือกระโดดข้ามหัวนก
เพศเมียลงไป หลังจากนั้นนกทั้งสองเพศจะมายืนข้างกันพร้อมกับยืดคอขึ้นและพับหัวลงชิดคอและ
ซอยเท้าถี่ ๆ แล้วจึงยกหัวขึ้นดังเดิม กิจกรรมหลังจากการผสมพันธุ์อาจเป็นการเต้นร า ไซ้ขน หรือคุ้ย
เขี่ยหาอาหาร (กรมป่าไม้ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2527; บุบผา อ่ าเกตุ และ ศิริพร ทองอารีย์, 
2527; หทัยทิพย์ ศึกขะชาติ ทรงกลด ภู่ทอง และ พนัส ธรรมกีรติวงศ์, 2555) 

ขอบเขตของการสร้างรังจะอยู่บริเวณพ้ืนที่ชุ่มน้ า หรือ ตามแหล่งน้ า โดยพื้นที่การสร้างรังของ
นกกระเรียนพันธุ์อินเดียไม่ได้ต้องการพ้ืนที่มากเท่ากับนกกระเรียนพันธุ์ไทย เพียงแค่มีพ้ืนที่ประมาณ          
1 เฮกตาร์ ที่มีคุณภาพของน้ าและอาหารที่ดี รวมถึงเป็นพ้ืนที่ที่ถูกรบกวนจากมนุษย์ไม่มากก็เพียงพอ
แล้ว โดยปกติแล้วนกกระเรียนจะวางไข่ประมาณ 1–2 ฟอง และจะใช้เวลาในการฟักไข่ประมาณ 30-
34 วัน ลูกนกท่ีฟักออกมาแล้วจะอยู่กับพ่อแม่นกประมาณ 9-10 เดือน หลังจากนั้นจะเริ่มหาอาหารได้



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 14 

เอง และจะเริ่มเข้าสู่ช่วง breeding season ของพ่อแม่นกใหม่อีกครั้ง (Meine and Archibald, 
1996; กรมป่าไม้ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2527; บุบผา อ่ าเกตุ และ ศิริพร ทองอารีย์, 2527; 
หทัยทิพย์ ศึกขะชาติ ทรงกลด ภู่ทอง และ พนัส ธรรมกีรติวงศ์, 2555) 
 

  

  

  

  

  

  

  

 
 
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 พฤติกรรมการเปล่งเสียงร้องแบบ unison call ของนกกระเรียนพันธุ์ไทย (ซ้าย : เพศผู้        
ขวา: เพศเมีย) ภาพถ่ายโดยคุณจิตรทิวัส พรประเสริฐ 
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2.2.6 สถานภาพทางการอนุรักษ์ 
ปัจจุบัน sarus crane มีแนวโน้มการลดลงของจ านวนประชากรเป็นอย่างมาก ทางองค์กร

เพ่ือการอนุรักษ์ระหว่างประเทศ IUCN (International Union for Conservation of Nature and 
Natural Resources) ได้ จั ด  sarus crane เป็ นกลุ่ มสิ่ ง มี ชี วิ ตที่ มี แนวโน้ม ใกล้ สูญ พันธุ์  (VU: 
vulnerable) และอนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่างประเทศซึ่งชนิดสัตว์ป่าและพืชป่าที่ใกล้สูญพันธุ์  
CITES (The Conservation on International Trade in Endanger Species of Wild Fauna and 
Flora) (2016) ได้จัด sarus crane ไว้ในกลุ่ม Appendix II ซึ่งหมายถึง สัตว์กลุ่มที่อนุญาตให้ค้าขาย
ได้ภายใต้การควบคุมการส่งออกของประเทศต้นก าเนิด และมีการรับรองโดยประเทศนั้น  ๆ ว่าการ
ค้าขายดังกล่าวไมม่ีผลต่อการอยู่รอดของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ (BirdLife International, 2016) 

จากการลดลงของประชากร sarus crane ท าให้เกิดความร่วมมือของประเทศต่าง ๆ กับ
มูลนิธินกกระเรียนสากล หรือ International Crane Foundation (ICF) ร่วมกันแลกเปลี่ยนความรู้
และวางแผนการอนุรักษ์ sarus crane ทั้งในพ้ืนที่ที่มีนกกระเรียนอาศัยอยู่ รวมถึงพ้ืนที่ที่เคยมี
รายงานพบนก เช่น ในการประชุม eastern sarus crane PHVA (population habitat viability 
assessment) workshop ที่จัดขึ้น ณ สวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี ระหว่างวันที่ 15–17 
มกราคม พ.ศ. 2540 ซึ่งผู้เข้าร่วมประชุมเป็นผู้ที่มีความเกี่ยวข้องกับการเลี้ยงและอนุรักษ์นกกระเรียน
พันธุ์ไทย ทั้งจากประเทศไทย ลาว กัมพูชา เวียดนาม พม่า จีน และเจ้าหน้าที่จาก ICF สหรัฐอเมริกา 
จุดประสงค์ของการประชุมนี้เพ่ือให้นักอนุรักษ์และเจ้าหน้าที่ที่เกี่ยวข้องได้เข้าใจถึงการดูแลเอาใจใส่
ประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยท้ังในธรรมชาติและในกรงเลี้ยงให้มีประสิทธิภาพอย่างมากท่ีสุด รวมถึง
ผู้เข้าร่วมประชุมในแต่ละประเทศยังได้แลกเปลี่ยนข้อมูล ค าแนะน า และปัญหาที่ เกิดขึ้นกับประชากร
นกกระเรียนในกลุ่มประเทศของตน เพ่ือข้อมูลที่ได้แลกเปลี่ยนระหว่างกันนั้นจะเป็นประโยชน์กับ
ประเทศอ่ืน ๆ ซึ่งสามารถน าข้อคิดเห็นต่าง ๆ ไปปรับใช้ในการเลี้ยงดู และแก้ไขปัญหาการอนุรักษ์
ประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยได้ (Barzen and Seal, 2000)  
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2.3 นกกระเรียนพันธุ์ไทย (Eastern sarus crane) 
2.3.1 ลักษณะทั่วไป 
 ลักษณะทั่วไปของลูกนกกระเรียนพันธุ์ไทยคือจะมีขนอุย (down feather) ปกคลุมทั่วตัว 
โดยบริเวณหัวและคอมีขนสีน้ าตาลอมเหลือง บริเวณข้างอกและหลังด้านบนมีขนสีน้ าตาลเข้ม ส่วน
บริเวณอกและท้องมีขนสีขาว (ภาพที่ 5) แต่ในนกที่ยังโตไม่เต็มวัยสีของขนที่ปกคลุมล าตัวจะมีสี
น้ าตาลอมเทา และขนบริเวณหัวจะมีสีน้ าตาลอ่อน (ภาพที่ 6) เมื่อนกโตเต็มวัยจากขนบริเวณล าตัว
และปีกที่เคยเป็นสีน้ าตาลอมเทา ได้ผลัดขนกลายเป็นสีเทาเข้มเกือบด า ซึ่งเข้มกว่าในนกกระเรียน
พันธุ์อินเดียและนกกระเรียนพันธุ์ออสเตรเลีย บริเวณคอจะไม่มีแถบขนสีขาวคั่นอยู่ระหว่างคอตอนบน
และคอตอนล่างแบบนกกระเรียนพันธุ์อินเดีย คอส่วนบนมีผิวหนังเปลือยสีแดงหุ้มอยู่ บริเวณกลาง
กระหม่อมมีแผ่นหนังเปลือยสีเทาหรือสีเขียวอ่อน มีแผ่นขนหูสีเทา ม่านตาสีส้มแดง ขายาวสีแดงอม
ชมพู (ภาพท่ี 7) ความสูงเฉลี่ยประมาณ 150-180 เซนติเมตร โดยมีน้ าหนักตัวประมาณ 5-9 กิโลกรัม 
(Johnsgard, 1983; กรมป่าไม้ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ , 2527) ลักษณะภายนอกของนก
กระเรียนเพศผู้และเพศเมียไม่แตกต่างกัน แต่สามารถแยกเพศนกได้อย่างชัดเจนเมื่อเกิดพฤติกรรมส่ง
เสียงร้อง unison call (ภาพท่ี 4) (Meine and Archibald, 1996) 

ภาพที่ 5 ลักษณะสัณฐานภายนอกของลูกนกกระเรียนพันธุ์ไทย 
ภาพจาก https://www.facebook.com/cranethailand/ 
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ภาพที่ 6 ลักษณะสัณฐานภายนอกของนกกระเรียนพันธุ์ไทยที่ยังไม่โตเต็มวัย 
ภาพถ่ายโดยคุณสมิทธิ์ สูติบุตร 

ภาพที่ 7 ลักษณะสัณฐานภายนอกของนกกระเรียนพันธุ์ไทยที่โตเต็มวัย 
ภาพถ่ายโดยคุณสมิทธิ์ สูติบุตร 
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2.3.2 ถิ่นที่อยู่อาศัย 
 นกกระเรียนพันธุ์ไทยเคยมีการกระจายตัวในหลายพ้ืนที่ในแถบอินโดจีน ไม่ว่าจะเป็นประเทศ
จีนที่สามารถพบนกกระเรียนชนิดนี้ได้ในบริเวณจังหวัดยูนนาน ประเทศฟิลิปปินส์ในบริเวณของเกาะลู
ซอน รวมถึงประเทศไทยก็เคยเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยของนกชนิดนี้เช่นกัน (Insee, 2013; Meine and 
Archibald, 1996) แต่เนื่องจากปัญหาของการถูกท าลายแหล่งที่อยู่อาศัยบริเวณพ้ืนที่ชุ่มน้ า หรือ
แม้กระท่ังการล่า ท าให้นกชนิดนี้ได้สูญพันธุ์ไปจากสามประเทศที่ได้กล่าวไปแล้วข้างต้น ในปัจจุบันนก
กระเรียนพันธุ์ไทยมีการกระจายตัวอยู่บริเวณประเทศกัมพูชา พม่า ลาว และเวียดนามเท่านั้น 
 การศึกษาและส ารวจแหล่งที่อยู่อาศัยของนกกระเรียนพันธุ์ไทยมีรายงานน้อยมาก ซึ่งผลการ
ส ารวจส่วนใหญ่พบว่านกกระเรียนชนิดย่อยนี้มักเข้ามาหากินในพ้ืนที่อนุรักษ์ ได้แก่ บริเวณอุทยาน
แห่งชาติตรัมชิม ซึ่งอยู่ทางตอนใต้ของประเทศเวียดนาม (Barzen and Seal, 2000; Tran and 
Barzen, 2016) อุทยานแห่งชาติ Yok Don ทางตะวันตกเฉียงใต้ของประเทศเวียดนาม โตนเลสาบ 
ทางตอนกลางของประเทศกัมพูชา (Barzen and Seal, 2000; Purchkoon et al., 2015) เขตรักษา
พันธุ์สัตว์ป่า Lomphat เขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่า Preah Vihear และเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่า Kulen 
Prontep ทางตอนเหนือของประเทศกัมพูชา (Mekong wetlands biodiversity programme, 
2006) และพ้ืนที่การเกษตร ได้แก่ Ang Tropreang Thmal ทางตะวันตกเฉียงเหนือของประเทศ
กัมพูชา (ภูวดล โกมณเฑียร, 2555) 
 
2.3.3 นกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศไทย 
 นกกระเรียนพันธุ์ไทยเคยมีการกระจายตัวอยู่ทั่วทุกภูมิภาคในประเทศไทย เช่น จังหวัด
เชียงราย นครราชสีมา สระบุรี และบุรีรัมย์ เป็นต้น (จารุจินต์ นภีตะภัฏ กานต์ เลขะกุล และ วัชระ 
สงวนสมบัติ, 2555) โดยประวัติการพบนกกระเรียนในประเทศไทยนั้นได้เคยมีการกล่าวถึงไว้ตั้งแต่
ช่วงกรุงศรีอยุธยา โดยเจ้าฟ้าธรรมธิเบศรไชยเชษฐ์สุริยวงศ์ หรือเจ้าฟ้ากุ้ง ทรงพระนิพนธ์กาพย์ห่อ
โคลงประพาสธารทองแดง ซึ่งมีบทหนึ่งกล่าวถึงนกกระเรียนครั้งเมื่อตามเสด็จสมเด็จพระเจ้าอยู่หัว
บรมโกศโดยชลมารคไปนมัสการพระพุทธบาท ที่จังหวัดสระบุรี โดยมีใจความดังนี้ 
 

นกกระเรียนเวียนลงหนอง  ตรอมเที่ยวย่องร้องแกร๋แกร๋ 
  ริมทุ่งกระทุงลองแพ   เดยีรดาษแลแหล่เหลือหลายฯ 
   นกกระเรียนเวียนว่อนน้ า  เลงแล 
  ลงย่องร้องแกร๋แกร๋   แจ่มจ้า 
  ริมทุ่งกระทุงลอยแพ   ลงล่อง 
  บินกราดกลุ้มท้องฟ้า   ร่อนร้องเหลือหลายฯ 
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นอกจากนี้สมเด็จพระเจ้าบรมวงศ์เธอกรมพระยาด ารงราชานุภาพ ในสมัยพระบาทสมเด็จพระ
จุลจอมเกล้าเจ้าอยู่หัว รัชกาลที่ 5 ได้บันทึกการพบนกกระเรียนในบันทึกเรื่อง “ลานนกกระเรียน” 
โดยมีใจความว่าพบนกกระเรียนจ านวนมากนับหมื่นตัวไปท ารังวางไข่ในบริเวณทุ่งมะค่า จังหวัด
นครราชสีมา อีกท้ังยังมีหลักฐานของภาพถ่ายที่ถูกถ่ายไว้เมื่อปี พ.ศ. 2475 จากบริเวณหน้าบ้านก๋งพูน 
เอ่ียมศิริ ณ ต าบลประโคนชัย อ าเภอประโคนชัย จังหวัดบุรีรัมย์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเมื่อครั้งก่อนนก
กระเรียนพันธุ์ไทยเคยเป็นสัตว์เลี้ยงที่อยู่คู่คนไทยมาก่อน (ภาพที่ 8) ในปี พ.ศ. 2488 มีการบันทึกว่า
พบการบินผ่านของฝูงนกกระเรียนระหว่างเดือนมีนาคมถึงธันวาคมบริเวณจังหวัดเชียงใหม่และ
เชียงราย ประมาณ 8–40 ตัว ในปี พ.ศ. 2501 พบนกกระเรียน 1 คู่ ที่จังหวัดสระบุรี และพบนก 4–6 
ตัว ที่จังหวัดพิษณุโลก ต่อมาในปี พ.ศ. 2507 พบนกกระเรียน 4 ตัวที่วัดไผ่ล้อม จังหวัดนครปฐม โดย
นกจ านวน 1 ใน 4 ตัวนี้ถูกยิงตาย และในปี พ.ศ. 2511 เป็นครั้งสุดท้ายที่มีคนพบเห็นลูกนกกระเรียน 
2 ตัว ในธรรมชาติบริเวณเขตชายแดนไทยกัมพูชาของจังหวัดสุรินทร์ ซึ่งลูกนกกระเรียน 1 ตัวได้ถูก
น าไปเลี้ยง โดยคุณถวัลย์ บุญสิทธิ์ เจ้าหน้าที่ป่าไม้ของสวนรุกขชาติช่อแฮ จังหวัดแพร่ และนกตัวนั้น
ได้ตายลงในวันที่ 27 ตุลาคม พ.ศ. 2527 และหลังจากนั้นก็ไม่เคยมีรายงานพบนกกระเรียนพันธุ์ไทย
ในธรรมชาติของประเทศไทย (Purchkoon et al., 2015; กรมป่าไม้ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 
2527; บุบผา อ่ าเกตุ และ ศิริพร ทองอารีย์, 2527; หทัยทิพย์ ศึกขะชาติ ทรงกลด ภู่ทอง และ พนัส 
ธรรมกีรติวงศ,์ 2555) 

ภาพที่ 8 หลักฐานภาพถ่ายการพบนกกระเรียนเป็นสัตว์คู่กับชาวบุรีรัมย์มาก่อน  
ภาพจากหนังสือเจ้าจะกลับมา นกกระเรียนพันธุ์ไทย 
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2.3.4 สถานภาพทางการอนุรักษ์และการอนุรักษ์นกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศไทย 
 ปัจจุบันนกกระเรียนพันธุ์ไทยถูกจัดให้เป็น 1 ใน 15 ชนิดสัตว์ป่าสงวนของประเทศไทย ตาม
พระราชบัญญัติสงวนและคุ้มครองสัตว์ป่า พ.ศ. 2535 ซึ่งครั้งหนึ่งได้เคยถูกจัดให้อยู่ในสถานะสูญพันธุ์
แล้วในธรรมชาติของประเทศไทย  (extinct in the wild: EW) แต่เนื่องจากการเพาะเลี้ยงและ
ขยายพันธุ์นกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศนั้นประสบผลส าเร็จอย่างยิ่ง จนสามารถน านกที่ได้
เพาะเลี้ยงไปปล่อยยังพ้ืนที่ชุ่มน้ าในธรรมชาติ ซึ่งนกสามารถอยู่รอดในพ้ืนที่เหล่านั้นได้ อีกทั้งยังมีการ
ให้ก าเนิดลูกนกในธรรมชาติได้อีกด้วย จึงท าให้ส านักงานนโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติและ
สิ่งแวดล้อม (2556) ได้ยกระดับสถานะทางการอนุรักษ์ของนกกระเรียนเป็นเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ในขั้น
วิกฤต (critically endangered: CR) 

การเริ่มต้นอนุรักษ์นกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศไทยนั้นเริ่มจากการเพาะเลี้ยงและ
ขยายพันธุ์นกภายในกรงเลี้ยง ซึ่งได้รับพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจากประเทศกัมพูชามาจ านวนหนึ่งไปยัง 3 
แหล่งพ้ืนที่เพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์ในประเทศไทย ได้แก่ สวนสัตว์นครราชสีมาซึ่งเป็นแหล่ง
เพาะเลี้ยงนกกระเรียนพันธุ์ไทยที่ใหญ่ที่สุดในโลกและเป็นแหล่งเพาะเลี้ยงนกกระเรียนแห่งแรกของ
ประเทศไทย โดยในปี พ.ศ. 2533–2540 สวนสัตว์ได้รับบริจาคนกมาจากประชาชนในเขตพ้ืนที่
ชายแดนไทย–กัมพูชา จ านวน 27 ตัว (Purchkoon et al., 2015) ส่วนสวนสัตว์เปิดเขาเขียวได้รับ
มอบลูกนกกระเรียนมาจ านวน 15 ตัว (เพศผู้จ านวน 5 ตัว เพศเมียจ านวน 9 ตัว และไม่ทราบเพศ
จ านวน 1 ตัว) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ ได้รับมอบลูกนกกระเรียนจ านวน 17 ตัว (เพศ
ผู้จ านวน 8 และเพศเมียจ านวน 9) ความพยายามในการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์นั้นใช้เวลาไป
มากกว่า 7 ปี กว่าพ่อแม่พันธุ์จะให้ก าเนิดลูกนกกระเรียนพันธุ์ไทยในกรงเลี้ยงได้ จนในปี พ.ศ. 2540 
พ่อแม่พันธุ์นกกระเรียน 1 คู่จากสวนสัตว์นครราชสีมาได้ให้ก าเนิดลูกนก 2 ตัวแรกได้ส าเร็จ หลังจาก
นั้นการเพ่ิมประชากรของนกกระเรียนในกรงเลี้ยงก็เป็นไปอย่างต่อเนื่อง จนมีประชากรมากพอที่จะ
น าไปปล่อยสู่พ้ืนที่ชุ่มน้ าในธรรมชาติได้ หลักการเลือกพ้ืนที่ในการปล่อยนกกระเรียนได้อ้างอิงจาก
พ้ืนที่การกระจายตัวในอดีต ประกอบกับการพิจารณาข้อก าหนดและตัวชี้วัดพ้ืนที่ชุ่มน้ าที่เหมาะสม 
(ภูวดล โกมณเฑียร, 2555) รวมถึงความพร้อมของสภาพภูมิประเทศ ความพร้อมของเจ้าหน้าที่และ
หน่วยงานที่เกี่ยวข้อง และความร่วมมือของชุมชนและองค์กรท้องถิ่นโดยรอบพ้ืนที่การปล่อย ผลการ
พิจารณาสรุปว่าพ้ืนที่ที่เหมาะสมต่อการน าร่องในการปล่อยนกกระเรียนคือ บริเวณของเขตห้ามล่า
สัตว์ป่าอ่างเก็บน้ าห้วยจรเข้มาก เขตห้ามล่าสัตว์ป่าอ่างเก็บน้ าห้วยตลาด และเขตห้ามล่าสัตว์ป่าอ่าง
เก็บน้ าสนามบิน จังหวัดบุรีรัมย์ (นุชจรี พืชคูณ, 2556) ในช่วงตั้งแต่ปี พ.ศ. 2554 เป็นต้นมา ได้เริ่ม
โครงการปล่อยนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากการเพาะเลี้ยงคืนสู่พ้ืนที่ชุ่มน้ าในธรรมชาติของประเทศไทย 
โดยได้ปล่อยนกกระเรียนจ านวน 60 ตัว ที่ได้เพาะเลี้ยงจากสวนสัตว์นครราชสีมาสู่พ้ืนที่ของเขตห้าม
ล่าสัตว์ป่าอ่างเก็บน้ าห้วยจรเข้มากและเขตห้ามล่าสัตว์ป่าอ่างเก็บน้ าสนามบิน หลังจากการปล่อย
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ประชากรได้มีการติดตามผลอย่างต่อเนื่อง และพบว่านกกระเรียนกว่า 60 เปอร์เซ็นต ์สามารถอยู่รอด
ในธรรมชาติของทั้ง 2 พ้ืนที่ดังกล่าวได้ (Purchkoon et al., 2015) และนอกจากนี้ในช่วงปลายปี 
พ.ศ. 2559 พบนกกระเรียนคู่หนึ่งได้ให้ก าเนิดลูกนกกระเรียน 2 ตัวได้ส าเร็จจากการวางไข่และฟักใน
ธรรมชาติบริเวณแปลงนาข้าวของเกษตรกร ทางองค์การสวนสัตว์ฯ ได้ตั้งชื่อให้ลูกนกทั้งสองตัวว่า 
“นาข้าว” และ “มะพร้าว” (ข่าวไทยพีบีเอส, 2560) (ภาพท่ี 9) 

ภาพที่ 9 ลักษณะรังและการวางไข่ของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในธรรมชาติและลูกนก 2 ตัวแรกท่ีเกิดใน
ธรรมชาติของประเทศไทย ภาพจาก https://www.facebook.com/cranethailand/  
 
2.4 การศึกษาและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับนกกระเรียนพันธุ์ไทย 
2.4.1 ด้านนิเวศวิทยา 
 ปัจจุบันการลดจ านวนประชากรของนกกระเรียนพันธุ์ไทยเป็นเหตุการณ์ที่เกิดขึ้นในหลาย
พ้ืนที่ที่มีการกระจายตัวของนกชนิดนี้ ดังนั้นประเทศต่าง ๆ ที่มีประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยอาศัย
อยู่ จึงได้มีการก าหนดขอบเขตพ้ืนที่การอนุรักษ์ขึ้น โดยพ้ืนที่เหล่านั้นจะต้องได้รับการรบกวนจาก
มนุษย์น้อยที่สุด เพ่ือให้นกได้มีพ้ืนที่อาศัยและมีแหล่งอาหารอย่างเพียงพอ ยกตัวอย่างเช่น ในประเทศ
กัมพูชาได้มีการก าหนดพ้ืนที่อนุรักษ์นกกระเรียนซึ่งเรียกว่า Sarus Crane Conservation Areas 
หรือ SCCAs ขึ้น ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่นกสามารถใช้ในการหาอาหารระหว่างเดือนพฤศจิกายนถึงเดือน
มิถุนายน (non-breeding season) ได้ พ้ืนที่ดังกล่าวได้แก่ Ang Trapeang Thmor, Boeung Prek 
Lapouv และ Anlung Pring ในการศึกษาของ Yav et al. (2015) ได้เลือกใช้พ้ืนที่ของ Anlung 
Pring ในจังหวัด Kumpot ทางภาคใต้ของประเทศกัมพูชาซึ่งเป็นเขตติดต่อกับประเทศเวียดนามใน
บริเวณของที่ราบลุ่มแม่น้ าโขง โดยจุดประสงค์ของการศึกษาคือเพ่ือส ารวจจ านวนนกท่ีเข้าใช้พ้ืนที่เพ่ือ
หาอาหาร รวมถึงประเภทของอาหารที่นกเลือกกิน ผู้วิจัยได้แบ่งพ้ืนที่การวิเคราะห์ออกเป็น 6 พ้ืนที่ 
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จากขนาดพ้ืนที่ 217 เฮกตาร์ โดยใช้ขอบเขตของธรรมชาติเป็นตัวกั้น เช่น การมีหนองน้ า หรือ การมี
พุ่มไม้ ซึ่งแต่ละพ้ืนที่มีขนาดที่แตกต่างกันออกไป คือ มีขนาด 32.83, 38.51, 22.67, 31.71, 44.32 
และ 46.73 เฮกตาร์ ตามล าดับ จากการส ารวจพบว่าโดยเฉลี่ยแล้วมีนกเข้ามาใช้พ้ืนที่จ านวน 255 ตัว
ต่อพ้ืนที่ และนกชอบที่จะกินพืชที่มีหัวเป็นส่วนใหญ่ เช่น Eleocharis spp. ซึ่งจากผลการวิเคราะห์
ทางสถิติพบว่าจ านวนของนกที่เข้ามาใช้พ้ืนที่มีความสัมพันธ์กับปริมาณของ E. dulcis และ E. 
spiralis (Yav et al., 2015)  
 
2.4.2 ด้านพฤติกรรม 
 การศึกษาพฤติกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศไทยที่ผ่านมา ได้มีการศึกษาจาก
ประชากรเพียงแค่บริเวณกรงเลี้ยงเท่านั้น โดยเป็นการสังเกตพฤติกรรมนกทั้งเพศผู้และเพศเมียในช่วง
ฤดูผสมพันธุ์ และ นอกฤดูผสมพันธุ์ ว่ามีความสัมพันธ์กับการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของฮอร์โมน            
เทสโทสเทอโรน และฮอร์โมนเอสตราไดออลอย่างไร จากผลการศึกษาพบว่า ในนกกระเรียนเพศผู้การ
เพ่ิมขึ้นของฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนและ/หรือฮอร์โมนเอสตราไดออลในช่วงฤดูผสมพันธุ์มี
ความสัมพันธ์ต่อการแสดงพฤติกรรมเกี้ยวพาราสี แต่ไม่มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของ
พฤติกรรมร้องเตือนภัยและระวังภัย ส่วนในนกกระเรียนเพศเมียนั้นฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนและ/หรือ
ฮอร์โมนเอสตราไดออลที่เพิ่มมากขึ้นในฤดูผสมพันธุ์มีความสัมพันธ์กับการแสดงพฤติกรรมการเกี้ยวพา
ราสีเช่นเดียวกับเพศผู้ และยังมีความสัมพันธ์กับการแสดงพฤติกรรมร้องเตือนภัยอีกด้วย แต่ฮอร์โมน
เทสโทสเทอโรนไม่มีความสัมพันธ์กับการแสดงพฤติกรรมระวังภัย (หทัยทิพย์ ศึกขะชาติ ทรงกลด ภู่
ทอง และ พนัส ธรรมกีรติวงศ์, 2555) 
 
2.4.3 ด้านความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในปัจจุบันยังถือว่ามี
การศึกษาอยู่น้อย ที่ผ่านมามีเพียงการศึกษาของ Insee (2013) ที่ใช้เครื่องหมายไมโทคอนเดรียล      
ดีเอ็นเอ 3 ต าแหน่ง (2,670 bps) ได้แก่ cytochrome b gene, NADH dehydrogenase 6 (ND6) 
และ control region เป็น DNA marker ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนก
กระเรียนพันธุ์ไทยรุ่นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจ านวน 51 ตัว ซึ่งเป็นตัวอย่างจากสวนสัตว์นครราชสีมา สวน
สัตว์ เปิดเขาเขียว และสถานีวิจัย เพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ  จากผลการวิจัยพบว่าต าแหน่ง                      
ไมโทคอนเดรียลที่มีการแปรผันทางพันธุกรรมมากท่ีสุดคือบริเวณของ control region โดยพบจ านวน
แฮพโพลไทป์มากที่สุดเท่ากับ 46 แฮพโพลไทป์ ซึ่งมี 16 แฮพโพลไทป์ที่สามารถใช้ถ่ายทอดไปสู่รุ่นลูก
ต่อไปได้เนื่องจากเป็นแฮพโพลไทป์ของนกเพศเมีย แต่ในปัจจุบันมีเพียง 7 maternal lines เท่านั้นที่
ถูกใช้ในการเพ่ิมปริมาณประชากรรุ่นลูก แบ่งเป็น 5 maternal lines ถูกใช้ในสวนสัตว์นครราชสีมา 
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และอีก 2 maternal lines ถูกใช้เพ่ิมปริมาณประชากรในสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจั ย
เพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (Insee, 2013) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาของ Tanee et al. (2009) ที่ใช้
เครื่องหมายนิวเคลียร์ดีเอ็นเอคือ เครื่องหมาย ISSR มาวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของนกกระเรียนพันธุ์ไทยจ านวน 27 ตัวอย่าง จากสวนสัตว์นครราชสีมา โดยผลการศึกษาพบว่าค่า 
Shannon’s diversity index (H’) ที่บ่งบอกความหลากหลายทางพันธุกรรมแสดงผลเท่ากับ 0.501 
ซึ่งแสดงว่ากลุ่มประชากรนกที่ศึกษามีค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง แต่มีค่าความ
สม่ าเสมอทางพันธุกรรม (genetic evenness: E) ต่ า โดยค่า E มีค่าเท่ากับ 0.152 (Tanee et al., 
2009) แต่อย่างไรก็ตามเครื่องหมาย ISSR นั้นเป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรมแบบ dominant 
marker กล่าวคือ ไม่สามารถแยกความแตกต่างของอัลลีลแบบ homozygous และ heterozygous 
ได้ (Ng and Tan, 2015) ดังนั้นจึงท าให้ไม่สามารถใช้วิเคราะห์ค่า heterozygosity ที่บ่งบอกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรโดยวิเคราะห์สัดส่วนของอัลลีลแบบ heterozygous ได ้หาก
ประชากรที่ใช้ศึกษาแสดงค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง (heterozygosity > 0.5) จะสามารถ
คาดการณ์ได้ว่าประชากรเหล่านั้นน่าจะมีโอกาสที่จะสามารถอยู่รอดต่อไปในธรรมชาติที่มีการ
เปลี่ยนแปลงได้ 
 
2.5 พื้นที่ท าการศึกษา 
2.5.1 สวนสัตว์เปิดเขาเขียว ต าบลบางพระ อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี 
 นกกระเรียนพันธุ์ไทยที่ได้รับมาเพาะเลี้ยงภายในสวนสัตว์เปิดเขาเขียวได้รับมาจากการส่ง
มอบลูกนกกระเรียนซึ่งได้มาจากธรรมชาติของประเทศกัมพูชาโดยพ่อค้าชาวกัมพูชา ตั้งแต่ปี พ.ศ.  
2538–2542 โดยได้รับตัวอย่างลูกนกมาทั้งสิ้น 15 ตัว ระหว่างการเลี้ยงดูเพ่ือให้นกเจริญเติบโตนั้นมี
นกบางตัวไม่สามารถรอดชีวิตได้ จนในที่สุดมีกลุ่มตัวอย่างที่สามารถอยู่รอดเพ่ือใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ตั้ง
ต้นได้จ านวน  9 ตัว (เพศผู้จ านวน 4 ตัว และเพศเมียจ านวน 5 ตัว) โดยมีพ่อแม่พันธุ์จ านวน 1 คู่ 
สามารถให้ก าเนิดลูกนกกระเรียนได้กว่า 30 ตัว ซึ่งลูกนกเหล่านี้บางส่วนจะถูกส่งไปสวนสัตว์
นครราชสีมาเพื่อเลี้ยงดูต่อไป (Taxon report Grus antigone sharpii from KKOZ)  
 
2.5.2 สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ ต าบลบางพระ อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี 
 ในปี พ.ศ. 2527 สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระได้รับความร่วมมือจาก ICF ในเรื่อง
โครงการการวางแผนเลี้ยงดูลูกนกกระเรียนเพ่ือจะปล่อยคืนสู่ธรรมชาติ โดย Dr. George Archibald 
มีจดหมายติดต่อโครงการนี้มาถึงรองอธิบดี ไพโรจน์ สุวรรณกร ซึ่งขณะนั้นด ารงต าแหน่งเป็น
ผู้อ านวยการกองอนุรักษ์สัตว์ป่า ทางกองอนุรักษ์สัตว์ป่าได้ตอบรับโครงการดังกล่าวและส่งเจ้าหน้าที่
ไปศึกษาดูงานวิจัยและฝึกอบรมเกี่ยวกับการเลี้ยงดูนกกระเรียนที่ ICF และ Vogelpark Walsrode 
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จากนั้น Dr. George Archibald ได้มีหนังสือกราบบังคมทูลสมเด็จพระนางเจ้าฯ พระบรมราชินีนาถ 
เพ่ือทูลเกล้าฯ ถวายนกกระเรียนจ านวน 3 คู่ แด่สมเด็จพระนางเจ้าฯ พระบรมราชินีนาถ ซึ่งในวันพุธ 
ที่ 14 พฤศจิกายน พ.ศ. 2527 เวลา 15:00 น. สมเด็จพระนางเจ้าฯ พระบรมราชินีนาถได้โปรดเกล้าฯ 
ให้พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี พระวรราชาทินัดดามาตุ เสด็จพระราชด าเนินแทนพระองค์ 
ในการที่ ICF ถวายนกกระเรียน ณ เขตห้ามล่าสัตว์ป่าอ่างเก็บน้ าบางพระ จังหวัดชลบุรี (กรมป่าไม้ 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2527) ต่อมาพบว่านกกระเรียนทั้ง 3 คู่ ที่ทาง ICF ได้มอบให้นั้นเป็นนก
กระเรียนสายพันธุ์ออสเตรเลีย ซึ่งมีลักษณะคล้ายกับนกกระเรียนพันธุ์ไทย เขตห้ามล่าสัตว์ป่าอ่างเก็บ
น้ าบางพระจึงได้ส่งนกกระเรียนกลับคืนให้ ICF ดังเดิม ต่อมาสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระได้รับ
ตัวอย่างลูกนกกระเรียนพันธุ์ไทยจ านวน 17 ตัว โดยเป็นตัวอย่างที่ได้จากธรรมชาติของประเทศ
กัมพูชาจากพ่อค้าชาวกัมพูชา โดยลูกนกทั้ง 17 ตัวถูกเลี้ยงดูจนสามารถเป็นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นของ
สถานีเพาะเลี้ยงแห่งนี้ได้ (สถานีเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ จังหวัดชลบุรี, 2559) 
 
2.6 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์เป็น nuclear DNA marker ที่จะออกแบบมาให้จ าเพาะกับ
ต าแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ในจีโนมของสิ่งมีชีวิต โดยไมโครแซทเทลไลท์เป็นต าแหน่งของดีเอ็นเอสาย
สั้น ๆ ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันตั้งแต่ 2–6 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งกระจายตัวอยู่ทั่วไปในนิวเคลียร์จีโนม
บริ เวณ non-coding region ของสิ่ งมีชี วิตแบบยูคาริ โอต  (Wan et al., 2004) เครื่ องหมาย             
ไมโครแซทเทลไลท์มักถูกน ามาใช้เป็น DNA marker ในการหาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร เนื่องจากในแต่ละ individual จะมีความแตกต่างของจ านวนและชุด
การซ้ ากันในต าแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ ซึ่งท าให้สามารถแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรม 
(polymorphism) ภายในประชากรได้ อีกทั้งยังเป็น marker ที่น าไปใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ง่าย
ด้วยเทคนิค PCR (Oliveira et al., 2006) ดังนั้นจึงท าให้เครื่องหมายทางพันธุกรรมชนิดนี้เป็นที่นิยม
ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร 
 นอกจากนี้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ยังมีคุณสมบัติเป็น co-dominant marker 
กล่ าวคือ สามารถแยกความแตกต่ างระหว่าง อัลลีลแบบ homozygous และอัลลีลแบบ 
heterozygous ได้ (Selkoe and Toonen, 2006; Wan et al., 2004) ซึ่งการปรากฏของอัลลีลแบบ 
heterozygous ภายในประชากรนั้นสามารถน าไปใช้วิเคราะห์หาค่า heterozygosity หรือค่าที่บอก
การมีสัดส่วนของอัลลีลแบบ heterozygous ในประชากรว่ามีเท่าใด การมีค่า heterozygosity สูง 
(heterozygosity > 0.5) จะสามารถบ่งบอกระดับของความหลากหลายทางพันธุกรรมภายใน
ประชากรนั้น ๆ ได ้
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2.7 การคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 เนื่องจากการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศ
ไทยด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ยังไม่เคยมีการศึกษามาก่อน จึงท าให้ในขั้นแรกจ าเป็นต้องมี
การคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่เหมาะสม และเพ่ือความสะดวกรวดเร็วในการศึกษาเรา
สามารถเลือกใช้ไพรเมอร์จากสิ่งมีชีวิตที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดทางวิวัฒนาการและมีการศึกษามาก่อน
หน้า โดยเรียกวิธีนี้ว่า cross-species amplification (Primmer et al., 2005) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้
ได้เลือกใช้ ไพรเมอร์จาก whooping crane เนื่องจากเป็นไพรเมอร์ที่นิยมใช้เพ่ิมปริมาณไมโครแซท
เทลไลท์ดีเอ็นเอด้วยวิธี cross-species amplification กับนกกระเรียนชนิดอ่ืน ๆ อย่างแพร่หลาย 
เช่น การศึกษาในการหาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน sandhill crane ซึ่งเป็นนกกระเรียนชนิด
ที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับนกกระเรียนพันธุ์ไทยมากที่สุด  (Hayes et al., 2006; Henkel et al., 
2012; Jones et al., 2002; Jones et al., 2010a; Jones, Krapu, et al., 2005) รวมถึงมีการศึกษา
ใน Siberian crane, blue crane, grey crowned crane และ wattled crane อีกด้วย (Meares 
et al., 2009; Mudrik et al., 2014) นอกจากการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกใช้ไพรเมอร์จาก whooping 
crane แล้วนั้นยังได้เลือกใช้ไพรเมอร์จาก blue crane ด้วย ถึงแม้ว่านกกระเรียนชนิดนี้จะถูกจัดอยู่
ในสกุลที่แตกต่างกับนกกระเรียนพันธุ์ไทย (สกุล Grus) แต่อย่างไรก็ตามยังคงมีการศึกษาที่น าไพร
เมอร์จาก blue crane ไปคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์กับนกในสกุล Grus ได้ นั่นคือ
การศึกษาใน red-crowned crane โดยผลการศึกษายังให้ผลที่น่าสนใจคือ ไพรเมอร์จาก blue 
crane สามารถน าไปเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอใน  red-crowned crane ได้ และยัง
แสดงความเป็น polymorphism เพ่ือน าไปใช้เป็นเครื่องหมายในการวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมได้อีกด้วย (Zou et al., 2010) 
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
3.1 สถานที่ท าการศึกษาและการเก็บตัวอย่าง 
 ในการศึกษาครั้งนี้ไม่ได้เก็บตัวอย่างขนนกกระเรียนพันธุ์ไทยใหม่แต่ใช้ตัวอย่างเดิมที่ได้เก็บ
โดย นางสาวรังสินี สันคม และคณะ ในปี พ.ศ. 2557–2558 (รังสินี สันคม, 2557) โดยเก็บขนนกมา
จาก 2 พ้ืนที่การศึกษา จ านวนทั้งหมด 28 ตัวอย่าง ได้แก่ 

1. สวนสัตว์เปิดเขาเขียว ต าบลบางพระ อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี จ านวน 11 ตัวอย่าง 

แบ่งเป็น รุ่นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้น 9 ตัว และ รุ่นลูก 2 ตัว (เพศเมียจ านวน 6 ตัว และ เพศผู้จ านวน 5 ตัว) 

โดยขนนกในรุ่น founder เก็บเมื่อวันที่ 27 กันยายน พ.ศ. 2557 และขนนกในรุ่นลูกเก็บเมื่อวันที่ 6 

เมษายน พ.ศ. 2558 

2. สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ ต าบลบางพระ อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี จ านวน 

17 ตัวอย่าง แบ่งเป็นรุ่นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้น 17 ตัว (เพศเมียจ านวน 9 ตัว และ เพศผู้จ านวน 8 ตัว) เก็บ

เมื่อวันที่ 29 พฤศจิกายน พ.ศ. 2557 

โดยการเก็บขนนกทั้ง 11 ตัวอย่างจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวได้เก็บขนนกจากส่วนใดก็ได้
ของร่างกายที่หลุดร่วงบนพ้ืนดินแล้ว เนื่องจากสถานที่ศึกษาแห่งนี้เลี้ยงนกให้อาศัยอยู่ 1 ตัวต่อ 1 กรง 
(ภาพที่ 10) จึงไม่มีปัญหาในการระบุตัวอย่าง แต่ที่สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระเลี้ยงนก
กระเรียนให้อาศัยอยู่  2 ตัวต่อ 1 กรง (ภาพที่ 11) จ านวน 4 กรง หากเก็บขนที่ร่วงบนพ้ืนดินจะเป็น
ปัญหาอย่างยิ่งต่อการระบุตัวอย่าง จึงจ าเป็นต้องเก็บตัวอย่างโดยตรงจากตัวนก โดยการดึงขนปลาย
ปีกหรือขนกลางปีก ดังนั้นสถานที่ศึกษาแห่งนี้ได้เก็บตัวอย่างขนโดยดึงจากปีกนกกระเรียนพันธุ์ไทย
โดยตรงจ านวน 8 ตัวอย่าง และเก็บขนจากส่วนใดก็ได้ของร่างกายที่หลุดร่วงบนพ้ืนดินแล้วจ านวน 9 
ตัวอย่าง (ภาพที่ 12) การดึงขนนกโดยตรงนั้นสามารถท าได้โดยให้เจ้าหน้าที่ประจ าสถานีจับตัวนก
ออกมาจากกรงเลี้ยงแล้วน าผ้าสีด าคลุมบริเวณใบหน้าทั้งหมดเพ่ือลดความเครียดของสัตว์ จากนั้นดึง
ขนบริเวณปีกทั้งปีกซ้ายและปีกขวาเพ่ือความสมดุลของปีกทั้งสองข้าง รวมเป็นจ านวน 2–4 เส้นขน 
เมื่อดึงขนเสร็จแล้วเจ้าหน้าที่จะน านกกระเรียนกลับเข้ากรงเลี้ยงดังเดิม (ภาพที่ 13) หลังจากนั้นจะ
คอยสังเกตอาการของนกว่ามีอาการผิดปกติหรือไม่ ทุก ๆ 30 นาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นน า
ตัวอย่างขนนกที่เก็บได้กลับมายังห้องปฏิบัติการ ใช้กรรไกรที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วตัดเฉพาะบริเวณโคน
ขน และเก็บโคนขนแต่ละอันใส่ถุงซิปที่ติดฉลากข้อมูล โดยถุงซิปต้องผ่านการฆ่าเชื้อแล้วเพ่ือป้องกัน
การปนเปื้อนจากเชื้อราและแบคทีเรีย จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิห้องในห้องปฏิบัติการ  
การเก็บตัวอย่างในการศึกษาครั้งนี้ได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการการควบคุมดูแลการเลี้ยงและการ
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ใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ ของคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยแล้ว โดยมี Animal 
Use Protocol No. 1523003 

ภาพที่ 10 นกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยงที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว โดยกรงนี้เลี้ยงนกกระเรียน
จ านวน 1 ตัว ต่อ 1 กรง 

ภาพที่ 11 นกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยงที่สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ โดยกรงนี้เลี้ยง
นกกระเรียนจ านวน 2 ตัว ต่อ 1 กรง คือ ตัวผู้ 1 ตัว (ภาพซ้าย) และตัวเมีย 1 ตัว (ภาพขวา) 
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ภาพที่ 12 ตัวอย่างขนนกกระเรียนพันธุ์ไทยที่เก็บได้จากกรงเลี้ยงของสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ า
บางพระ จ. ชลบุรี โดยเก็บจากขนที่ร่วงลงบนพ้ืนดินแล้ว (รังสินี สันคม, 2557)  
ภาพถ่ายโดยคุณจิตรทิวัส พรประเสริฐ 

ภาพที่ 13 การเก็บขนนกกระเรียนพันธุ์ไทยโดยดึงจากบริเวณปีกของนกโดยตรง (รังสินี สันคม, 
2557) ภาพถ่ายโดยคุณจิตรทิวัส พรประเสริฐ 
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3.2 การคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 เนื่องจากการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในประเทศ
ไทยยังไม่เคยมีการศึกษามาก่อน จึงท าให้ในขั้นแรกจ าเป็นต้องมีการคัดกรองเครื่องหมาย                
ไมโครแซทเทลไลท์ที่เหมาะสมก่อน และเพ่ือความสะดวกรวดเร็วในการศึกษาสามารถเลือกไพรเมอร์
จากสิ่งมีชีวิตที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดทางวิวัฒนาการและมีการศึกษามาก่อนหน้ามาใช้ได้ โดยเรียกวิธี
นี้ว่า cross-species amplification ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกใช้ไพรเมอร์จาก whooping crane 
จ า น วน  14 คู่  (Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20, Gram22, Gram24, Gram25, 
Gram30, Gram31, Gram32a, Gram41, Gram42 และ Gram45) (Jones et al., 2010a, 2010b) 
และจาก blue crane จ านวน 14 คู่ (Gpa01, Gpa11, Gpa12, Gpa14, Gpa24, Gpa32, Gpa33, 
Gpa34, Gpa35, Gpa36, Gpa37 Gpa38, Gpa39 แ ล ะ  Gpa41) (Meares et al., 2008; Zou et 
al., 2010) โดยไพรเมอร์ที่จะน าไปใช้วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์
ไทยในขั้นตอนต่อไปนั้นต้องแสดงลักษณะ polymorphism กล่าวคือไพรเมอร์นั้น ๆ จะต้องแสดง
ขนาดอัลลีลของทุกตัวอย่างมากกว่า 1 ขนาดข้ึนไป โดยสามารถสังเกตได้คร่าว ๆ จากภาพเจล ซึ่งการ
คัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์มีวิธีการดังต่อไปนี้ 
 
3.2.1. การสกัดดีเอ็นเอ และการเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) 

สารละลายดีเอ็นเอ (total DNA) ได้จากการสกัดดีเอ็นเอจากโคนขนของนกกระเรียนพันธุ์
ไทย โดยใช้ชุดสารเคมีส าเร็จรูปส าหรับสกัดดีเอ็นเอ คือ FavorPrep™ Tissue Genomic DNA 
Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech corp., Taiwan) โดยสกัดตามคู่มือการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างเนื้อเยื่อ (ภาคผนวก ข.) จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้ไปเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ
เป้าหมายด้วยเทคนิค PCR ด้วยวิธี cross-species amplification โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 28 คู่ ดังที่
ได้กล่าวไปแล้วข้างต้น (ตารางท่ี 1) 
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ตารางที่ 1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์และอุณหภูมิที่ใช้ในขั้นตอน annealing (TA) ของ       
ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 
 

โลคัส ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (5’      3’) TA (ºC) 

Gram 6 
F: CAGTCGGGCGTCATCATGGCAGTTTAAGCACTTCAC 

60 
R: GGCTGTTATTTCCACAAAGATG 

Gram 8 
F: CAGTCGGGCGTCATCATCTGCTGGTTCCTGGTTCTC 

60 
R: GGCTCCTACTACCATCCCAC 

Gram 11 
F: CAGTCGGGCGTCATCATTGGTCTACTGAAGTCTCTGGC 

60 
R: GCAGGGTTGTTAGTCACAGTTC 

Gram 17 
F: CAGTCGGGCGTCATCACAGGCCAAGAAACTGTAGC 

TD58 
R: ATTTCAACCGCGACAACAC 

Gram 20 
F: CAGTCGGGCGTCATCAGGAGACATTTGTCCTAGATTTGC 

60 
R: CCCTGGGTGCTTTGACTTAC 

Gram 22 
F: CAGTCGGGCGTCATCACCATTGGCACAATCCCTC 

60 
R: AACCTATTTGCTGTTCCTATTACTC 

Gram 24 
F: CAGTCGGGCGTCATCACCATTGGCACAATCCCTC 

60 
R: AACCTATTTGCTGTTCCTATTACTC 

Gram 25 
F: CAGTCGGGCGTCATCAGCAAAGAGGAGGGAAGAATG 

TD58 
R: TGAACATAGCAAGATCGTGGAG 

Gram 30 
F: CAGTCGGGCGTCATCATGTAAAGCTCCTTGGGCTG 

60 
R: ATGAAGGGTGACAACGTAAAC 

Gram 31 
F: CAGTCGGGCGTCATCAACACCAACATACTTGTCTCACC 

TD58 
R: CATGAACAGCCATACACATACAAG 

Gram 32a 
F: CAGTCGGGCGTCATCACAAATGTGCTGTTCACTTTC 

TD58 
R: CCTCATGAGCCTAAGGATTGAG 

Gram 41 
F: CAGTCGGGCGTCATCATTGGGCTTGATTCTGAGAGC 

60 
R: GGATTTGTTTACTTTACCCAGGAAG 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 

โลคัส ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (5’      3’) TA (ºC) 

Gram 42 
F: CAGTCGGGCGTCATCAGCATAAGGCATTTCGAGCAC 

TD58 
R: AAGTGTTGGTTCTCATCCCG 

Gram 45 
F: CAGTCGGGCGTCATCAGTATCCTTGCCAGAGACATGC 

60 
R: CCAGTAAAGCACCACACGAG 

Gpa01 
F: TTTGGTTGCCGTCAGAATTG 

63 
R: CTGACCTGGGTGTGTTCTGC 

Gpa11 
F: CCCTCCTGGAATACATGACAAA 

60 
R: AAGTCATTCTCAACAAGAAAGGAAAA 

Gpa12 
F: GATCAATGCGAAGGATAGGGAGGT 

60 
R: TCATCAATCTATTATTTGCCTCAGC 

Gpa14 
F: TTTCGTACTCTGGTCATTGGATTT 

57 
R: AATAGGACAGCAGTGCTAAGAAGAAA 

Gpa24 
F: GAGGGAATCTAGCACGCTCCAA 

57 
R: TCAAAGCATCGTGTCCATGAAGT 

Gpa32 
F: CCCAGCACACCGTGCATAAG 

57 
R: GCAGTCGGTCACATCCTTGG 

Gpa 33 
F: GGCTTAGAAATGGGATACAGTTG 

56 
R: CCGTCCAAGCAAGAAGAAA 

Gpa 34 
F: GCACACAGTGAGGAGACCAGTGA 

60 
R: CCTTGATGTGGGAAGACAACTGC 

Gpa 35 
F: TCATCAGCTTCCAACAGGTCTCC 

56 
R: TCAGGCACAATGTATAAGTGTTTGTGG 

Gpa36 
F: TTCATAGACATATGCTTACCTGTTCT 

60 
R: ATCCATCCATCTATCTATCTATCTATCTATC 

Gpa37 
F: TGAACGTGTCTGATTTAAGGAA 

60 
R: AAAGTAGTCACTAGCCTGGGTTT 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 

โลคัส ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (5’      3’) TA (ºC) 

Gpa38 
F: GGGCAGAAGCAAGTCTTTCA 

60 
R: GAAGATGTTTGCTGGTTGCAC 

Gpa39 
F: TGCACAGGTTTGGCCAAGAAG 

57 
R: TTCCAAAGTGAAATTAAAGGTGTGTGG 

Gpa41 
F: AATTCAGTCTAATGTAAATGTCCAAG 

54 
R: CCATCATTAATGGAAAGAAAGAG 

 
หมายเหตุ: F คือ forward primer และ R คือ reverse primer 
 
3.2.1.1 วิธีการเตรียม PCR mixture 

เตรียมส่วนผสมของสารที่ ใช้ท า PCR ลงในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.2 
มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว โดยใช้ปริมาตรสารละลายในแต่ละหลอด ดังนี้ 

Total DNA template               2.50 µl 
10 µM forward primer               1.25 µl 
10 µM reverse primer              1.25 µl 
MilliQ                7.50 µl 
2X EmeraldAmp MAX PCR Master Mix         12.50 µl 
Total volume             25.00 µl 

 
3.2.1.2 วิธีการสังเคราะห์ไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอเป้าหมาย 

 สังเคราะห์ดีเอ็นเอเป้าหมายโดยตั้งโปรแกรมของเครื่อง thermal cycle ให้มีสภาวะพีซีอาร์ที่
แตกต่างกัน 7 รูปแบบ ดังนี้ 
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1. สภาวะพีซีอาร์ของไพรเมอร์ Gram6, Gram8, Gram11, Gram20, Gram22, Gram24, Gram30, 
Gram41 และ Gram45 

ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 95ºC   5 นาที 
ขั้นตอนที่ 2 (มี 3 ขั้นตอนย่อย) 

   Denaturation   ที่อุณหภูมิ 95ºC   30 วินาที 
Annealing   ที่อุณหภูมิ    60ºC  1 นาที 
Extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  40 วินาที 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  10 นาที 
ตั้งโปรแกรมเครื่อง thermal cycle ให้ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยดังกล่าว รวมทั้งสิ้น 
40 รอบ 
2. สภาวะพีซีอาร์ของไพรเมอร์ Gram17, Gram25, Gram31, Gram32a และ Gram42 

ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 95ºC   5 นาที 
ขั้นตอนที่ 2 (มี 3 ขั้นตอนย่อย) 

   Denaturation   ที่อุณหภูมิ 95ºC   30 วินาที 
Annealing   ที่อุณหภูมิ    TD58*  30 วินาที 
Extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  40 วินาที 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  10 นาที 
ตั้งโปรแกรมเครื่อง thermal cycle ให้ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยดังกล่าว รวมทั้งสิ้น 
35 รอบ 
หมายเหตุ * touchdown 58 (TD58) หมายถึง การตั้งโปรแกรมให้เครื่อง thermal cycle มีอุณหภูมิ
ในขั้น annealing  ตั้งแต่ 58–50ºC โดยจะลดอุณหภูมิจาก 58ºC ลงรอบละ 0.5ºC จ านวน 18 รอบ 
อีก 17 รอบคงอุณหภูมิไว้ที่ 50ºC 
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3. สภาวะพีซีอาร์ของไพรเมอร์ Gpa41 
ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94ºC   3 นาที 
ขั้นตอนที่ 2 (มี 3 ขั้นตอนย่อย) 

   Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94ºC   30 วินาที 
Annealing   ที่อุณหภูมิ    54ºC  30 วินาที 
Extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  30 วินาที 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  10 นาที 
ตั้งโปรแกรมเครื่อง thermal cycle ให้ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยดังกล่าว รวมทั้งสิ้น 
29 รอบ 
4. สภาวะพีซีอาร์ของไพรเมอร์ Gpa33 และ Gpa35  

ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94ºC   3 นาที 
ขั้นตอนที่ 2 (มี 3 ขั้นตอนย่อย) 

   Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94ºC   30 วินาที 
Annealing   ที่อุณหภูมิ    56ºC  30 วินาที 
Extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  30 วินาที 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  10 นาที 
ตั้งโปรแกรมเครื่อง thermal cycle ให้ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยดังกล่าว รวมทั้งสิ้น 
29 รอบ 
5. สภาวะพีซีอาร์ของไพรเมอร์ Gpa14, Gpa24, Gpa32 และ Gpa39  

ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94ºC   3 นาที 
ขั้นตอนที่ 2 (มี 3 ขั้นตอนย่อย) 

   Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94ºC   30 วินาที 
Annealing   ที่อุณหภูมิ    57ºC  30 วินาที 
Extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  30 วินาที 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  10 นาที 
ตั้งโปรแกรมเครื่อง thermal cycle ให้ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยดังกล่าว รวมทั้งสิ้น 
29 รอบ 
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6. สภาวะพีซีอาร์ของไพรเมอร์ Gpa11, Gpa12, Gpa34, Gpa36, Gpa37 และ Gpa38 
ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94ºC   3 นาที 
ขั้นตอนที่ 2 (มี 3 ขั้นตอนย่อย) 

   Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94ºC   30 วินาที 
Annealing   ที่อุณหภูมิ    60ºC  30 วินาที 
Extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  30 วินาที 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  10 นาที 
ตั้งโปรแกรมเครื่อง thermal cycle ให้ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยดังกล่าว รวมทั้งสิ้น 
29 รอบ 
7. สภาวะพีซีอาร์ของไพรเมอร์ Gpa01  

ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94ºC   3 นาที 
ขั้นตอนที่ 2 (มี 3 ขั้นตอนย่อย) 

   Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94ºC   30 วินาที 
Annealing   ที่อุณหภูมิ    63ºC  30 วินาที 
Extension   ที่อุณหภูมิ 72ºC  30 วินาที 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension   ทีอุ่ณหภูมิ 72ºC  10 นาที 
ตั้งโปรแกรมเครื่อง thermal cycle ให้ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยดังกล่าว รวมทั้งสิ้น 
29 รอบ 
 
3.2.2 การตรวจสอบขนาดของแถบไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite band) ด้วยวิธี  
agarose gel electrophoresis 
 น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากขั้นตอนก่อนหน้ามาตรวจสอบขนาดของ microsatellite band 
ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 90–120 นาที 
โดยใช้ผง agarose NuSieve เพราะมีคุณสมบัติพิเศษกว่าผง agarose ทั่วไป กล่าวคือ สามารถแยก
ชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดต่ ากว่า 500 bp ได้ ซึ่งหากเตรียม 3% agarose NuSieve จะมีคุณสมบัติ
เทียบเท่ากับการเตรียม 8% polyacrylamide gel ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่นิยมน ามาใช้ในการ
ตรวจสอบขนาดของไมโครแซทเทลไลท์ดี เ อ็นเอ  เหตุที่การศึกษาครั้ งนี้หลีกเลี่ ยงการใช้  
polyacrylamide gel เป็นตัวกลางเพราะการตรวจสอบด้วยวิธีดังกล่าวมีความซับซ้อนประกอบกับผง 
polyacrylamide มีความเป็นพิษต่อร่างกาย เพราะเป็นสารตั้งต้นของการเกิดมะเร็งในมนุษย์ได้ ส่วน
การย้อมเจลใช้ SYBR® Safe DNA gel stain หลังจากนั้นน า agarose NuSieve gel ไปส่องภายใต้
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แสง UV ด้วยเครื่อง UV transilluminator และเก็บบันทึกข้อมูลโดยการถ่ายภาพเจลด้วยกล้อง
ถ่ายรูป Fujifilm X–A1 
 
3.2.3 การท า genotyping ด้วยวิธี GeneScan 

แม้ว่าการตรวจสอบขนาดของ microsatellite band ด้วยวิธี  agarose NuSieve gel 
electrophoresis จะท าให้ทราบขนาดของอัลลีลได้ แต่จะทราบเพียงแค่ขนาดคร่าว ๆ เท่านั้น แต่การ
ท า genotyping ด้วยวิธี GeneScan เป็นวิธีที่สามารถท าให้ทราบขนาดของอัลลีลที่แน่ชัดได้ เพราะ
จะใช้ไพรเมอร์ที่มีการติดสี เรืองแสงติดไว้ที่ด้านใดด้านหนึ่ งของไพรเมอร์ เ พ่ือเ พ่ิมปริมาณ                        
ไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ จากนั้นเครื่อง DNA analyzer ABI 3730XLs จะอ่านค่าขนาดอัลลีลของ 
PCR product ที่ได้จากการเรืองแสง ผลที่ได้จะแสดงออกมาในรูปแบบของ electropherogram    
ที่จะแสดง peak ของอัลลีลต่าง ๆ ว่าเป็นแบบ homozygote (1 peak) หรือ heterozygote         
(2 peaks) และบ่งบอกขนาดของอัลลีลที่ขนาดต่าง ๆ ซึ่งจะน าไปเป็นค่าเริ่มต้นในการวิเคราะห์ผลของ
ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ต่าง ๆ ต่อไปได ้

การเตรียมตัวอย่างส าหรับการท า genotyping มีขั้นตอนและ temperature profile ใน
การท า PCR เหมือนกับการเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ แต่จะใช้ไพรเมอร์ที่ติดสีเรืองแสง
ด้วย 6–FAM แทนไพรเมอร์ธรรมดาในการท า PCR โดยไพรเมอร์จาก whooping crane จะติดสีเรือง
แสงที่ reverse primer และไพรเมอร์ที่ได้จาก blue crane จะติดสีเรืองแสงที่ forward primer 
จากนั้นส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลที่บริษัท Macrogen ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี โดยจะได้ข้อมูลเป็น
ไฟล์ .fsa กลับมา และน าข้อมูลเหล่านี้มาตรวจดูขนาดของอัลลีลด้วยโปรแกรม GeneMarker เวอร์ชัน 
2.6.3. (Softgenetics) 
 
3.2.4 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite product) 

ขั้นตอนนี้ท าเพ่ือยืนยันว่าบริเวณที่ได้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอขึ้นมานั้นเป็นต าแหน่งของ                                  
ไมโครแซทเทลไลท์จริง และท าให้ทราบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากันรวมถึงจ านวนชุดการซ้ าของล าดับ                            
นิวคลีโอไทด์แต่ละโลคัส โดยการเตรียมตัวอย่างที่ใช้ส าหรับการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ มีขั้นตอนและ 
temperature profile ในการท า PCR เหมือนกับการเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ จากนั้น
ส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลที่บริษัท Bioneer ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี โดยจะได้ข้อมูลเป็นไฟล์ .abI 
กลับมา และน าข้อมูลเหล่านี้มาตรวจดูล าดับการซ้ าและชุดการซ้ าของนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม 
MEGA เวอร์ชัน 6.0 (Tamura et al., 2013)  
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3.3 การวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรม 
 น าข้อมูลที่ได้จากการท า genotyping ของไพรเมอร์ที่แสดง polymorphism มาวิเคราะห์
หาค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรมต่าง ๆ 5 โปรแกรม ได้แก่ 
 
3.3.1 โปรแกรม Genepop เวอร์ชั่น 4.3 (Raymond and Rousset, 1995; Raymond and 
Rousset, 2003)  
ใช้วิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ดังนี้ 

– ค่าจ านวนของอัลลีลต่อโลคัส (NA)  

– ค่าการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy–Weinberg (HWE p–value) โดยประชากรจะ

เข้าสู่สมดุล Hardy–Weinberg ได้เมื่อได้ค่า p ที่มากกว่า 0.05 

– ค่า expected heterozygosity (HE) เป็นค่าสมมติที่แสดงอัลลีลแบบ heterozygous 

เมื่อประชากรเข้าสู่สมดุล Hardy–Weinberg 

สูตรการค านวณ 

𝑯𝐄 = 𝟏 − ∑(𝒑𝒊)𝟐

𝒏

𝒊=𝟏

 

(Hartl and Clark, 2007) 
โดย  pi คือ ความถี่ของอัลลีลแบบ homozygous 

– ค่า observed heterozygosity (HO) เป็นค่าแสดงอัลลีลแบบ heterozygous ที่ค านวณ

ได้จริงจากประชากรที่ศึกษา 

– ค่า fixation index (FST) เป็นค่าแสดงความแตกต่างของอัลลีลของประชากร 2 กลุ่ม 

โดยจะมีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1 หากได้ค่าที่เข้าใกล้ 1 แสดงว่าประชากรทั้ง 2 กลุ่มมีความ

แตกต่างของอัลลีลหรือมีความแตกต่างทางพันธุกรรม แต่หากมีค่าเข้าใกล้ 0 แสดงว่า

ประชากรทั้ง 2 กลุ่มมีอัลลีลร่วมกันหรือไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรม 

สูตรการค านวณ 

𝑭𝐒𝐓 =
𝑯𝑻 – 𝑯𝑺

𝑯𝑻
   

(Hartl and Clark, 2007) 
โดย  HT คือ ค่า expected heterozygosity ของประชากรทั้งหมด 

HS คือ ค่าเฉลี่ยของ expected heterozygosities ของ 
subpopulation ทั้งหมด 
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– ค่า inbreeding coefficient (FIS) เป็นค่าที่แสดงการเกิดการผสมพันธุ์ในเครือญาติของ

ประชากร หากค่า FIS มีค่าน้อยกว่าศูนย์ แสดงว่ามีการเกิดการผสมพันธุ์ในหมู่เครือญาติ

น้อย แต่ถ้าหากค่า FIS มีค่ามากกว่าศูนย์ แสดงว่ามีการเกิดการผสมพันธุ์ในหมู่เครือญาติ

มาก 

สูตรการค านวณ 

𝑭𝐈𝐒 =
𝑯𝑺 – 𝑯𝑰

𝑯𝑺
   

 (Hartl and Clark, 2007) 
โดย HS คือ ค่าเฉลี่ยของ expected heterozygosities ของ    
   subpopulation ทั้งหมด 
  HI คือ ค่าเฉลี่ยของ observed heterozygosities ของ  
   subpopulation ทั้งหมด 
 

3.3.2 โปรแกรม ML-NullFreq (Kalinowski and Taper, 2006) 
ใช้หาค่า null allele frequency (NAF) ซึ่งเป็นค่าที่ใช้บ่งบอกว่าโลคัสใดมีโอกาสเกิดความ

ผิดพลาดในการเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอในขั้นตอน PCR ได้ ซึ่งอาจเกิดจากการ
ออกแบบสภาวะ PCR ที่ไม่เหมาะสมต่อการเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ หรือ เกิดจากการเกิด 
mutation ในต าแหน่งที่ไพรเมอร์จะเข้าไปจับ (Dakin and Avise, 2004; Selkoe and Toonen, 
2006) ยกตัวอย่างเช่น หาก genotype ของสิ่งที่สนใจศึกษาเป็นแบบ AiAi, AiAj, AjAj แล้วอัลลีลที่เกิด 
null allele คือ Ai ตัวอย่างที่เป็น homozygote แบบ AiAi จะไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ และ
ตัวอย่างที่เป็น heterozygote (AiAj) จะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้เพียงบริเวณของอัลลีล Aj เท่านั้น 
ดังนั้นตัวอย่างที่ควรจะเป็น heterozygous allele อาจถูกแปรผลเป็น homozygous allele ได้ จึง
ท าให้การวิเคราะห์ผลเกิดความผิดพลาด และท าให้เกิดการลดลงของค่า heterozygosity อีกด้วย 
(Dakin and Avise, 2004; Kalinowski and Taper, 2006) 

 
3.3.3 โปรแกรม FSTAT เวอร์ชั่น 2.9.3 (Goudet, 2001)  
ใช้ในการวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ดังนี้ 

–    ค่า linkage disequilibrium (LD) ที่เกิดจากการแยกกันอย่างไม่เป็นอิสระของอัลลีลที่
อยู่ต่างโลไซกัน (non-random association) ซึ่งอาจเกิดได้จากปัจจัยทางกายภาพที่โลไซทั้งสองอยู่
ในต าแหน่งที่ใกล้กันบนโครโมโซมจนไม่สามารถแยกออกจากกันได้เมื่อเกิด recombination หรืออาจ
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เกิดได้จาก selection, mutation หรือ genetic drift เป็นต้น (Hartl and Clark, 2007; Selkoe 
and Toonen, 2006) 

–    ค่า allelic richness (AR) เป็นค่าที่ใช้บ่งบอกจ านวนของอัลลีลต่อโลคัสระหว่างตัวอย่าง
ที่มีขนาดอัลลีลแตกต่างกัน โดยจะมีการปรับค่าจ านวนของตัวอย่างให้มีขนาดเท่ากันด้วยวิธี 
rarefaction technique หรือ Bayesian simulation 

 
3.3.4 โปรแกรม Micro-Checker เวอร์ชั่น 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004) 
 ใช้หาค่า large allele dropout ซึ่งเป็นโอกาสที่ไพรเมอร์จะจับกับอัลลีลที่มีขนาดเล็ก
มากกว่าขนาดใหญ่ในขั้นตอน PCR จึงท าให้อัลลีลแบบ heterozygous ถูกแปรผลเป็นอัลลีลแบบ 
homozygous ได ้(Selkoe and Toonen, 2006) 
 
3.3.5 โปรแกรม STRUCTURE เวอร์ชั่น 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) 

ใช้วิเคราะห์ค่า K value ซึ่งเป็นค่าท่ีแสดงจ านวนกลุ่มประชากรย่อย (subpopulation) ของ
ประชากรที่ศึกษาตามหลักการของ Bayesian โดยในการศึกษาครั้งนี้ได้ก าหนดการค านวณค่า K ที่   
K = 1 ถึง K = 5 ท าซ้ าค่าละ 5 ครั้ง ส าหรับค่า K value ที่บ่งบอกจ านวน subpopulation ของ
ประชากรสามารถพิจารณาได้จากค่าเฉลี่ยของค่า log likelihood หรือค่า Ln P(D) ที่สูงที่สุด โดยตั้ง
ค่าพารามิเตอร์ในการวิเคราะห์ดังนี้ 

1. Burn-in ที่ค่า 100,000 รอบ 
2. Markov chain Monte Carlo (MCMC) ที่ค่า 1,000,000 รอบ 
3. Ancestry models เลือกใช้ admixture model ภายใต้สมมติฐานที่ว่าประชากรนก

กระเรียนพันธุ์ไทยทั้งสองพ้ืนที่มีบรรพบุรุษร่วมกันมาก่อน 
4. Allele frequency models เลือกใช้ allele frequency correlation ภายใต้สมมติฐาน

ทีว่่าความถี่อัลลีลของประชากรนกกระเรียนทั้งสองพ้ืนที่ไม่มีความแตกต่างกัน 
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บทที่ 4  
ผลการศึกษาและอภิปรายผลการศึกษา 

 
4.1 ผลการเก็บตัวอย่าง 
 ในการศึกษาครั้งนี้มีวิธีการเก็บตัวอย่างขนของนกกระเรียน 2 วิธี คือการเก็บขนที่ร่วงลงบน
พ้ืนดินแล้วหรือเก็บขนจากบริเวณปีกของนกโดยตรง ซึ่งการเก็บตัวอย่างจากขนเป็นวิธีที่ก่อให้เกิด
อันตรายต่อตัวนกน้อยกว่าการเก็บตัวอย่างจากเลือดหรือเนื้อเยื่อ  ตัวอย่างขนของนกกระเรียนพันธุ์
ไทยที่น ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีทั้งหมด 28 ตัวอย่าง โดยเป็นตัวอย่างจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว 
จ านวน 11 ตัวอย่าง รุ่นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจ านวน 9 ตัวและรุ่นลูกจ านวน 2 ตัว และสถานีวิจัย
เพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ จ านวน 17 ตัวอย่าง รุ่นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจ านวน 17 ตัว แบ่งเป็นขนจากนก
กระเรียนเพศผู้ จ านวน 13 ตัวอย่าง และเพศเมีย จ านวน 15 ตัวอย่าง (ตารางที่ 2) ในการระบุเพศ
เบื้องต้นของนกแต่ละตัวได้ใช้ความช านาญในการจ าแนกเพศของผู้ดูแลนกโดยสังเกตจากลักษณะ
สัณฐานภายนอก แต่เนื่องจากลักษณะสัณฐานภายนอกของนกกระเรียนทั้งสองเพศใกล้เคียงกันมาก 
ผู้วิจัยจึงได้น าเทคนิคการแยกเพศด้วย molecular sexing มายืนยันความถูกต้องด้วย โดยใช้ไพร
เมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในต าแหน่ง EE0.6 (0.6 kb EcoRI fragment) และ ยีน CHD 
(Chromo Helicase DNA-binding gene) (Insee, 2013) (ภาคผนวก ง.) จากผลการศึกษาพบว่า
ไพรเมอร์ที่น ามาใช้ส าหรับระบุเพศสามารถแยกเพศของนกได้อย่างชัดเจนเมื่อตรวจสอบผลด้วยวิธี 
gel electrophoresis (ภาพที่ 47 และ 48) (ภาคผนวก ง.) นอกจากนี้ยังพบว่ามีตัวอย่างนกจ านวน 6 
ตัว คือตัวอย่างหมายเลข 10, 12, 16, 18, 34 และ 36 ที่ให้ผลการระบุเพศจากลักษณะสัณฐาน
ภายนอกไม่สอดคล้องกับการระบุเพศด้วยเทคนิค molecular sexing ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จะใช้
ข้อมูลเพศของนกท่ีได้จากการศึกษาด้วยวิธี molecular sexing  
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ตารางท่ี 2 ผลการเก็บตัวอย่างขนนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (KKOZ) และสถานี
วิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (BB) และการระบุเพศนกกระเรียนด้วยเทคนิค molecular sexing 
 

สถานที่เก็บตัวอย่าง หมายเลขตัวอย่าง เพศ วิธีการเก็บตัวอย่าง 
KKOZ 8 ผู้ เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

KKOZ 9 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 
KKOZ 10 เมีย* เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

KKOZ 11 ผู้ เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

KKOZ 12 เมีย* เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 
KKOZ 13 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

KKOZ 14 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

KKOZ 15 ผู้ เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 
KKOZ 16 ผู้* เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

KKOZ 34 เมีย* เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

KKOZ 36 ผู้* เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 
BB 17 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

BB 18 ผู้* เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 
BB 19 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

BB 20 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

BB 21 ผู้ เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 
BB 22 ผู้ เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

BB 23 ผู้ ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 

BB 24 เมีย ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 
BB 25 ผู้ ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 

BB 26 เมีย ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 
BB 27 ผู้ ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 

BB 28 เมีย ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 

BB 29 ผู้ ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 
BB 30 เมีย ดึงขนโดยตรงจากบริเวณปีก 

BB 31 ผู้ เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) 

สถานที่เก็บตัวอย่าง หมายเลขตัวอย่าง เพศ วิธีการเก็บตัวอย่าง 
BB 32 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

BB 33 เมีย เก็บขนส่วนใดก็ได้ที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน 

 
หมายเหตุ  
* คือ ผลการระบุเพศด้วยลักษณะสัณฐานภายนอกไม่สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์โดยใช้ DNA 
marker 
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4.2 ผลการสกัดดีเอ็นเอ และการคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 แม้ว่าการศึกษาทางด้านพันธุกรรรมของสิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่มักนิยมใช้ตัวอย่างที่ได้มาจากเลือด
หรือเนื้อเยื่อเพ่ือน ามาสกัดดีเอ็นเอ (Hansen et al., 2007; Strzała et al., 2015; Sugimoto et al., 
2015) เพราะจะให้ปริมาณของดีเอ็นเอมากพอที่จะใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR 
ได้อย่างดี แต่จากผลการศึกษาที่ได้แสดงให้เห็นว่านอกจากเลือดและเนื้อเยื่อแล้วโคนขนนกก็สามารถ
น ามาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอได้ดีเช่นกัน  เพราะเมื่อน า total DNA 
ของทุกตัวอย่างมาเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ทั้ง 28 คู่ ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ได้
ออกแบบมาจากจีโนมของ whooping crane จ านวน 14 คู่ และ blue crane จ านวน 14 คู่ พบว่า
ไพรเมอร์ทุกคู่สามารถเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอของนกกระเรียนพันธุ์ไทยได้ทั้งหมด โดย
ทุกตัวอย่างมีการปรากฏแบนที่ชัดเจนทั้งแบบ homozygous หรือ heterozygous (ภาพที่ 14–41) 
ถึงแม้ว่าไพรเมอร์ทั้ง 28 คู่นี้สามารถเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอของนกกระเรียนพันธุ์ไทย
ได้แต่ไพรเมอร์ที่สามารถน าไปใช้วิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ต้องเป็นไพรเมอร์ที่
แสดง polymorphism หรือเป็น polymorphic primer เท่านั้น กล่าวคือ แสดงลักษณะแบนบน
ภาพเจลในแต่ละตัวอย่างตั้งแต่ 1 ขนาดขึ้นไป (ภาพที่ 14–19, 22, 24, 26–27, 29–31 และ 33–41) 
โดยผลจากการคัดกรองเบื้องต้นจากภาพเจลพบว่ามีไพรเมอร์เพียง 22 คู่ เท่านั้นที่เป็น putative 
polymorphic primer แบ่งเป็นไพรเมอร์ที่เคยใช้ศึกษาใน whooping crane จ านวน 10 คู่ ได้แก่ 
Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20, Gram22, Gram30, Gram32a, Gram42 แ ล ะ 
Gram45 และไพรเมอร์ที่เคยใช้ศึกษาใน blue crane จ านวน 12 คู่ ได้แก่ Gpa11, Gpa12, Gpa14, 
Gpa32, Gpa33, Gpa34, Gpa35, Gpa36, Gpa37, Gpa38, Gpa39 และ Gpa41 ทั้งนี้เพ่ือยืนยันผล
การทดลองที่ได้ ในขั้นตอนต่อไปจึงท า genotyping เพ่ือตรวจสอบขนาดอัลลีลของแต่ละโลคัสว่ามี
จ านวนเท่าใด หากไพรเมอร์ที่ศึกษามีขนาดอัลลีลตั้งแต่ 2 ขนาดขึ้นไปก็แสดงว่าเป็น polymorphic 
primer  
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ภาพที่  14  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram6  
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 
ภาพที่  15  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram8 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

300 bp 

200 bp 

500 bp 
400 bp 
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ภาพที่  16  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram11 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 
ภาพที่  17  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram17 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

300 bp 

200 bp 

500 bp 
400 bp 
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ภาพที่  18  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram20 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 
ภาพที่  19  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram22 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

500 bp 
400 bp 

180 bp 
160 bp 
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ภาพที่  20  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram24 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 
ภาพที่  21  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram25 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

400 bp 
300 bp 

160 bp 
140 bp 
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ภาพที่  22  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram30 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 
ภาพที่  23  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram31 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

200 bp 
180 bp 

300 bp 
200 bp 
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ภาพที่  24  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram32a 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 
ภาพที่  25  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram41 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

300 bp 
200 bp 

300 bp 
200 bp 
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ภาพที่  26  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram42 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 
ภาพที่  27  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ Gram45 
แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

160 bp 
180 bp 

300 bp 

200 bp 
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ภาพที่  28  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16 และ 34) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa01 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

ภาพที่  29  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa11 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

300 bp 
200 bp 

300 bp 
200 bp 
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ภาพที่  30   การตรวจสอบขนาด microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa12 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

ภาพที่  31  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa14 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

300 bp 
200 bp 

500 bp 400 bp 
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ภาพที่  32  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16 และ 34) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa24 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
  

ภาพที่  33  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa32 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

200 bp 
160 bp 

300 bp 
200 bp 
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ภาพที่  34   การตรวจสอบขนาด microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa33 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่  35  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa34 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

120 bp 
100 bp 

300 bp 
200 bp 
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ภาพที่  36  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa35 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

ภาพที่  37  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa36 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

300 bp 
200 bp 

300 bp 
200 bp 
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ภาพที่  38  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa37 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

ภาพที่  39  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa38 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

400 bp 300 bp 

300 bp 
200 bp 
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ภาพที่  40  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa39 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 
 

ภาพที่  41  การตรวจสอบขนาด  microsatellite band ด้ วยวิ ธี  3% agarose NuSieve gel 
electrophoresis ของตัวอย่างนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว (ตัวอย่างหมายเลย 8–
16, 34 และ 36) และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตัวอย่างหมายเลข 17–33) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Gpa41 แถบ M คือ 20 bp DNA ladder 

120 bp 100 bp 

500 bp 
300 bp 
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4.3 ผลการท า genotyping ด้วยวิธี GeneScan 
 ผ ล ที่ ไ ด้ จ า ก ก า ร ท า  genotyping ด้ ว ย วิ ธี  GeneScan จ ะแ ส ด ง ใ น รู ป แ บ บ ข อ ง 
electropherogram (ภาพที่ 42 และ 43) ซึ่งนอกจากจะบอกขนาดอัลลีลที่แน่ชัดแล้วยังบ่งบอก
รูปแบบของอัลลีลได้ว่าเป็นอัลลีลแบบ homozygous หรือ heterozygous อีกทั้งยังสามารถยืนยัน
สถานะของไพรเมอร์ที่ได้ว่าเป็น monomorphic primer หรือ polymorphic primer อีกด้วย ซึ่งผล
ของ genotyping สามารถน าไปเปรียบเทียบกับผลที่ได้จาก gel electrophoresis ได้ว่ามีรูปแบบ    
อัลลีลและสถานะของไพรเมอร์ตรงกันหรือไม่ โดยตารางที่  3–7 แสดงขนาดและรูปแบบของอัลลีลที่
ได้ในแต่ละโลคัส ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับผลจาก gel electrophoresis นั่นคือไพรเมอร์ 22 คู่ ได้แก่ 
Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20, Gram22, Gram30, Gram32a, Gram42, Gram45, 
Gpa11, Gpa12, Gpa14, Gpa32, Gpa33, Gpa34, Gpa35, Gpa36, Gpa37, Gpa38, Gpa39 และ 
Gpa41 เป็น polymorphic primer ซึ่งมีการปรากฏรูปแบบอัลลีลทั้งแบบ homozygous และ 
heterozygous ที่มีขนาดอัลลีลตั้งแต่ 2 ขนาดข้ึนไป และไพรเมอร์อีก 6 คู่ ได้แก่ Gram24, Gram25, 
Gram31, Gram41, Gpa01 และ  Gpa24 เ ป็ น  monomorphic primer ซึ่ ง ทุ กตั ว อย่ า งแสด ง             
อัลลีลแบบ homozygous ทีม่ีขนาดอัลลีลเพียง 1 ขนาดเท่านั้น  
 จากผลการคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้งวิธี gel electrophoresis และ 
genotyping จะเห็นได้ว่าแม้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทย
ด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จะไม่มีเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่เป็น species-specific 
marker แต่การประยุกต์ใช้ไพรเมอร์ด้วยวิธี cross-species amplification จากนกในสกุลเดียวกัน
และต่างสกุลนั้นสามารถน ามาใช้ได้ แต่อย่างไรก็ตามจ านวนของ monomorphic primer และ 
polymorphic primer ที่ได้นั้นอาจจะเหมือนหรือแตกต่างจากการศึกษาก่อนหน้าที่ได้ออกแบบ        
ไพรเมอร์มาให้จ าเพาะกับนกชนิดนั้น ๆ ที่ผ่านมาการศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของนกกระเรียน
หลายชนิดนิยมน าไพรเมอร์ที่ได้จากวิธี cross-species amplification มาใช้เพ่ือเพ่ิมความสะดวก
และความรวดเร็วในการศึกษา เช่น การศึกษาใน sandhill crane (Henkel et al., 2012; Jones, 
Krapu, et al., 2005) grey crowned crane, wattled crane (Meares et al., 2009) แ ล ะ  red-
crowned crane (Zou et al., 2010) 
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ภาพที่ 42 ผล electropherogram ที่มีรูปแบบอัลลีลแบบ homozygous และมีขนาดอัลลีลเท่ากับ 
246.5 bps 

 

ภาพที่ 43 ผล electropherogram ที่มีรูปแบบอัลลีลแบบ heterozygous และมีขนาดอัลลีลเท่ากับ 
234.2 และ 238.3 bps 
 
หมายเหตุ แกน X คือ ขนาดของอัลลีล (bp) 

แกน Y คือ ความสูงของ peak (RFU: Relative Fluorescent Units) 
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4.4 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite product) 
 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม MEGA เวอร์ชัน 6.0 ให้ผลของล าดับนิวคลีโอไทด์
ที่ซ้ ากัน และ จ านวนชุดซ้ าในต าแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากันของทั้ง      
28 โลไซมีท้ังล าดับที่เหมือนและแตกต่างกันในแต่ละโลคัส โดยมีล าดับการซ้ ากันตั้งแต่ 2 นิวคลีโอไทด์ 
ได้แก่ (TG)n(TA)n และ (GT)n, 3 นิวคลีโอไทด์ ได้แก่ (GTT)n และ (CTT)n, 4 นิวคลีโอไทด์ ได้แก่ 
(AGAT) n, (AGGT)n, (CTTT)n, (GTTT)n, (AAGG) n, (AAAC)n, (ATTG)n, (GATA)n, (TTTC) n, และ 
(CTAT)n 6 นิวคลีโอไทด์ ได้แก่ (TTTCTC)n และ มีล าดับการซ้ าของนิวคลีโอไทด์เป็นชุด ได้แก่ 
(TTTC)n(TC)n(TTTC)n และ (TTTC)n(TC)n(TTTC)n(TC)n(TTTC)n โดยภายในต าแหน่งเดียวกันจะมี
จ านวนชุดการซ้ าที่เหมือนหรือแตกต่างกันออกไป โดยจะขึ้นอยู่กับขนาดอัลลีลของแต่ละตัวอย่าง ดัง
แสดงในตารางที่ 8 
 จากผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในทุกโลไซพบว่ามีรูปแบบการซ้ า
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนและแตกต่างกับการศึกษาใน whooping crane (Jones et al., 
2010a) และ blue crane (Meares et al., 2008) โดยโลไซที่แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างจาก
การศึกษาใน whooping crane มี 9 โลไซ ได้แก่ Gram8, Gram20, Gram22, Gram24, Gram31, 
Gram32a, Gram41, Gram42 และ Gram45 และใน blue crane มี 7 โลไซ ได้แก่ Gpa14, Gpa33, 
Gpa35, Gpa36, Gpa37, Gpa38 และ Gpa41 ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ในต าแหน่ง       
ไมโครแซทเทลไลท์ของนกแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน 
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ตารางที่ 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากัน จ านวนชุดซ้ าของนิวคลีโอไทด์ที่มากที่สุด ขนาดของอัลลีลและ
รูปแบบไพรเมอร์ของทั้ง 28 โลไซ 
 

โลคัส รูปแบบการซ้ า ขนาดอัลลีล (bp) รูปแบบไพรเมอร์ 

Gram6 (AGGT)8(AGAT)10 234–258 Polymorphism 

Gram8 (AGAT)2(AGGT)10(AGAT)14 384–436 Polymorphism 

Gram11 (AGAT)18 246–286 Polymorphism 

Gram17 (CTTT)13 365–381 Polymorphism 

Gram20 (CTTT)18 376–404 Polymorphism 

Gram22 (GTTT)9 161–169 Polymorphism 

Gram24 (GTTT)5 357 Monomorphism 

Gram25 (GTTT)3 161 Monomorphism 

Gram30 (AAGG)18 161–193 Polymorphism 

Gram31 (AAAC)4 259 Monomorphism 

Gram32a (ATTG)7 238–246 Polymorphism 

Gram41 (GTT)4…(GTT)2 264 Monomorphism 

Gram42 (GTT)6 160–166 Polymorphism 

Gram45 (CTT)7 262–265 Polymorphism 

Gpa11 (TTTC)21 180–208 Polymorphism 

Gpa12 (GATA)11 197–217 Polymorphism 

Gpa14 (TTTC)15(TC)3(TTTC)3 332–460 Polymorphism 

Gpa32 (GT)14 170–186 Polymorphism 

Gpa33 (TTTC)14 92–116 Polymorphism 

Gpa34 (TTTCTC)16 225–280 Polymorphism 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 71 

ตารางท่ี 8 (ต่อ)  

 
 
  

โลคัส รูปแบบการซ้ า ขนาดอัลลีล (bp) รูปแบบไพรเมอร์ 

Gpa35 (TG)12(TA)4 168–184 Polymorphism 

Gpa36 (GATA)13 212–240 Polymorphism 

Gpa37 (TTTC)31 268–420 Polymorphism 

Gpa38 (CTAT)12 184–196 Polymorphism 

Gpa39 (GATA)13 98–118 Polymorphism 

Gpa41 (TTTC)13(TC)2(TTTC)2(TC)2 (TTTC)2 294–484 Polymorphism 

Gpa01  Not determined Monomorphism 

Gpa24  Not determined Monomorphism 
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4.5 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรม 
 การวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มการวิเคราะห์ 
คือ 

4.5.1 การวิเคราะห์ผลด้วย polymorphic loci จาก whooping crane จ านวน 10 โลไซ 
และจาก blue crane จ านวน 4 โลไซ คือ Gpa12, Gpa33, Gpa34 และ Gpa35 เพ่ือตรวจสอบว่า
ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จากนกในสกุล
เดียวกัน และนกต่างสกุลจะให้ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมเป็นอย่างไร  

4.5.2 การวิเคราะห์ผลด้วย polymorphic loci จาก blue crane จ านวน 12 โลไซ เพ่ือ
ตรวจสอบว่าการน าเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จากนกต่างสกุลมาใช้ทั้งหมด จะให้ผลการ
วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมเป็นอย่างไร 

4.5.3 การวิเคราะห์ผลด้วย polymorphic loci จาก whooping crane จ านวน 10 โลไซ 
และ blue crane จ านวน 12 โลไซ เพ่ือตรวจสอบว่าหากน าเครื่องหมายทางพันธุกรรมทั้งหมดของ
นกในสกุลเดียวกันและต่างสกุลมาใช้รวมกัน ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมจะเป็น
อย่างไร 
โดยผลการศึกษาท่ีได้มีดังนี้ 
 

4.5.1 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย polymorphic loci จาก whooping crane จ านวน 
10 โลไซ และจาก blue crane จ านวน 4 โลไซ คือ Gpa12, Gpa33, Gpa34 และ Gpa35 
 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 14 โลไซ ที่แสดง polymorphism ได้น ามาใช้ในการ
วิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยง โดยแต่ละค่า
แสดงผลดังนี้ 
1. ค่า large allele dropout 

จากผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Micro-Checker พบว่าไม่มีการปรากฏ large allele 
dropout ในทุกโลไซ แสดงว่าโอกาสในการเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอของอัลลีลที่มีขนาด
เล็กและขนาดใหญ่ในทุกโลไซมีเท่า ๆ กัน  

 
2. ค่า linkage disequilibrium (LD) 

จากผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม FSTAT พบว่ามีคู่ของโลไซที่แสดงค่า p-value < 0.01 ซ่ึง
บ่งบอกการปรากฏ LD จ านวน 4 คู่ ได้แก่ Gram6-Gpa35 (p = 0.003), Gram11-Gpa12 (p = 
0.000), Gram30-Gpa12 (p = 0.010) และ Gpa12-Gpa34 (p = 0.002) แต่เนื่องจากผลที่ได้ยังไม่
สามารถระบุได้แน่ชัดว่าที่โลคัสใดเป็นต าแหน่งที่มีการปรากฏ LD ที่แท้จริง ดังนั้นในขั้นตอนต่อไป
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ผู้วิจัยจึงท าการวิเคราะห์ผลใหม่ โดยตั้งสมมติฐานว่าโลคัส Gram6, Gram11, Gram30, Gpa12, 
Gpa34 หรือ Gpa35 มีแนวโน้มการพบค่า p-value น้อยกว่า 0.01 จึงได้แบ่งกลุ่มการวิเคราะห์เป็น 8 
กลุ่ม ดังนี้ 

2.1 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gram6 ออกจากการวิเคราะห ์
      ผลการวิเคราะห์พบว่ายังคงมีการปรากฏค่า LD ที่คู่ของโลไซ Gram11-Gpa12 (p = 

0.000) และ Gpa12-Gpa34 (p = 0.003) 
2.2 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gram11 ออกจากการวิเคราะห์ 
      ผลการวิเคราะห์พบว่ายังคงมีการปรากฏค่า LD ที่คู่ของโลไซ Gram6-Gpa35 (p = 

0.002) และ Gpa12-Gpa34 (p = 0.002) 
2.3 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gram30 ออกจากการวิเคราะห์ 
      ผลการวิเคราะห์พบว่ายังคงมีการปรากฏค่า LD ที่คู่ของโลไซ Gram6-Gpa35 (p = 

0.004), Gram11-Gpa12 (p = 0.000) และ Gpa12-Gpa34 (p = 0.003)  
2.4 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gpa12 ออกจากการวิเคราะห ์

ผลการวิเคราะห์พบว่ายังคงมีการปรากฏค่า  LD ที่คู่ของโลไซ Gram6-Gpa35 (p = 
0.003) 

2.5 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gpa34 ออกจากการวิเคราะห ์
ผลการวิเคราะห์พบว่ายังคงมีการปรากฏค่า  LD ที่คู่ของโลไซ Gram6-Gpa35 (p = 

0.003), Gram11-Gpa12 (p = 0.000) และ Gram30-Gpa12 (p = 0.010) 
2.6 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gpa35 ออกจากการวิเคราะห ์

ผลการวิเคราะห์พบว่ายังคงมีการปรากฏค่า LD ที่คู่ของโลไซ Gram11-Gpa12 (p = 
0.000) และ Gram30-Gpa12 (p = 0.010) 

2.7 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gram6, Gram11 และ Gram30 (เครื่องหมาย    
ไมโครแซทเทลไลท์ที่ออกแบบมาจากจีโนมของ whooping crane) ออกจากการวิเคราะห์ 

ผลการวิเคราะห์พบว่ายังคงมีการปรากฏค่า  LD ที่คู่ของโลไซ Gpa12-Gpa34 (p = 
0.003) 

2.8 วิเคราะห์ค่า LD ของทุกโลไซ แต่ตัดโลคัส Gpa12, Gpa34 และ Gpa35 (เครื่องหมาย         
ไมโครแซทเทลไลท์ที่ออกแบบมาจากจีโนมของ blue crane) ออกจากการวิเคราะห์ 

ผลการวิเคราะห์พบว่าไม่มีการปรากฏค่า LD ในทุกคู่โลไซ จากผลดังกล่าวท าให้สามารถ
สรุปได้ว่าโลคัส Gpa12, Gpa34 และ Gpa35 เป็นต าแหน่งที่ปรากฏ LD ซึ่งโลคัส Gpa12 เป็น
ต าแหน่งที่พบการปรากฏ LD ในการวิเคราะห์ผลของการศึกษาใน blue crane เช่นกัน (Meares et 
al., 2008) ดังนั้นทั้ง 3 โลไซจึงไม่เหมาะที่จะน าไปใช้ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม
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ต่อไป เพราะจะท าให้เกิด pseudo-replication ได้ (Selkoe and Toonen, 2006) กล่าวคือ เมื่อน า 
2 โลไซที่แตกต่างกัน แต่เสมือนเป็นโลคัสเดียวกันเพราะเกิดการแยกกันอย่างไม่อิสระของอัลลีลต่าง
โลคัสมาใช้วิเคราะห์ผล จะท าให้การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม (heterozygosity) มี
ความคลาดเคลื่อนกับค่าที่ควรจะเป็นจริง ยกตัวอย่างเช่น โลคัส A และ โลคัส B เป็นต าแหน่งที่
แยกกันอย่างไม่อิสระบนโครโมโซม ถ้าผู้วิจัยเลือกใช้ทั้ง 2 โลไซในการวิเคราะห์ค่า heterozygosity 
พบว่าที่โลไซ A และ B แสดงค่า heterozygosity ต่ ากว่าความเป็นจริง หรือเกิดการเพ่ิมขึ้นของ 
homozygous allele มากเกินไป (homozygote excess) จึงท าให้ผลการวิเคราะห์เกิดความ
ผิดพลาดหากเลือกใช้ทั้ง 2 โลไซเป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรม ดังนั้นเพื่อหลีกเลี่ยงเหตุการณ์ดังกล่าว 
การพิจารณาโลไซที่จะใช้ในการวิเคราะห์ผลต้องมีการตรวจสอบค่า p-value ที่แสดงการปรากฏ LD 
ทุกครั้ง จากผลการพิจารณาข้างต้นจะสังเกตได้ว่าสัดส่วนโลคัสที่แสดง LD เป็นเครื่องหมาย             
ไมโครแซทเทลไลท์ที่ออกแบบมาจากจีโนมของ blue crane ทั้งหมด ซึ่งเป็นนกกระเรียนต่างสกุลกับ
นกกระเรียนพันธุ์ไทย 

จากการพิจารณาการปรากฏ LD ที่ได้กล่าวไปข้างต้นท าให้สรุปได้ว่าโลคัส Gpa12, 
Gpa34 และ Gpa35 ต้องถูกตัดออกจากการเป็นเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่จะน าไปวิเคราะห์
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยต่อไป  

 
3. ค่าการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg (HWE p-value) และ null allele frequency 
(NAF) 
 จากการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยโดยการ
แยกพ้ืนที่และรวมพ้ืนที่การศึกษา พบว่าทั้ง 2 การวิเคราะห์พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-
Weinberg ที่บริเวณโลคัส Gram8 (ตารางที่ 9 และ 10) ซึ่งเป็นโลคัสเดียวกันที่เกิดการเบี่ยงเบนออก
จากสมดุล Hardy-Weinberg ในการวิเคราะห์ผลของ whooping crane และ Florida sandhill 
crane ด้วย (Jones et al., 2010a) เหตุผลหลักของการเกิดการเบี่ ยงเบนจากสมดุล Hardy-
Weinberg มักเกิดจากการลดลงของอัลลีลแบบ heterozygous (heterozygote deficit) (Selkoe 
and Toonen, 2006) โดยสามารถสังเกตได้จากค่า heterozygosity โดยค่า HO จะมีค่าต่ ากว่าค่า HE 
อย่างมาก กล่าวคือ เมื่อพิจารณาค่า heterozygosity ของประชากรนกจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว
พบว่าได้ค่า HO = 0.36, HE = 0.74 และเมื่อพิจารณาที่ประชากรนกจากสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ า
บางพระพบว่าได้ค่า HO = 0.47, HE = 0.77 (ตารางที่ 9) และเมื่อพิจารณาที่ประชากรทั้ง 2 พ้ืนที่ 
พบว่าได้ค่า HO = 0.42, HE = 0.75 (ตารางที่ 10) นอกจากนี้การลดลงของอัลลีลแบบ heterozygous 
ยังเป็นผลมาจากการเกิด null allele ได้อีกด้วย โดยในการศึกษาครั้งนี้พบ null allele เพียงบริเวณ
เดียว คือที่โลคัส Gram8 ทั้งจากการพิจารณาค่า null allele ของประชากรสวนสัตว์เปิดเขาเขียว 
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(NAF = 0.196) สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (NAF = 0.136) (ตารางที่ 9) และจากทั้ง 2 กลุ่ม
ประชากร (NAF = 0.166) (ตารางที่ 10) โดยสาเหตุที่ท าให้เกิด null allele อาจเป็นผลมาจาก 3 
สาเหตุ ดังกล่าวต่อไปนี้ (Dakin and Avise, 2004; Kalinowski and Taper, 2006; Selkoe and 
Toonen, 2006; Strzała et al., 2015) 

1. คุณภาพหรือปริมาณของ DNA template ต่ า 
 จากผลการเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ และตรวจสอบขนาดของไมโครแซทเทล
ไลท์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค gel electrophoresis พบว่า total DNA ที่สกัดมาได้ของทุกตัวอย่างสามารถ
น าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ส าเร็จทุกตัวอย่าง (ภาพที่ 14–41; ตารางที่ 3–7) ดังนั้นการตรวจพบ 
null allele ในการศึกษานี้จึงไม่น่าจะเป็นผลมาจาก DNA ที่มีคุณภาพหรือปริมาณต่ า 
 

2. การเกิด inbreeding 
 การเกิด inbreeding ซึ่งเป็นการผสมพันธุ์ภายในเครือญาติที่จะเพ่ิมโอกาสการเข้าคู่ของ           
อัลลีลแบบ identical by descent (IBD) จึงท าให้มีการสะสมของอัลลีลแบบ homozygous มากขึ้น 
หากประชากรมีการเกิด inbreeding จะต้องมีการตรวจพบค่า null allele frequency ในทุกโลไซ 
แต่จากการศึกษาครั้งนี้พบ null allele frequency เพียงโลคัสเดียวเท่านั้น 
 

3. การเกิด sex linkage 
Sex linkage คือ ความสัมพันธ์ของอัลลีลบนโลคัสที่ใช้ศึกษากับ sex chromosome โดย

โลคัสนั้นอาจจะเป็นต าแหน่งที่อยู่บน sex chromosome หรือ ไม่สามารถแยกอย่างอิสระจาก sex 
chromosome ได้ หากสิ่งมีชีวิตที่ศึกษาเป็น diploid organism จะมีการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 2 แบบ 
คือ homogametic cell และ heterogametic cell โดยถูกก าหนดจากความแตกต่างของ sex 
chromosome ยกตัวอย่างเช่น สิ่งมีชีวิตจ าพวกนกจะมีการก าหนดเพศโดยใช้แท่งโครโมโซม Z และ 
W หากเป็นเพศผู้จะมีโครโมโซมเพศเป็น ZZ (homogametic) แต่เพศเมียมีโครโมโซมเพศเป็น ZW 
(heterogametic) และเนื่องจากสารพันธุกรรมที่บรรจุอยู่ในแท่งโครโมโซม Z มีมากกว่า W จึงท าให้มี
โอกาสในการตรวจพบอัลลีลที่อยู่บนแท่งโครโมโซม Z เท่านั้น (Dubiec and Zagalska-Neubauer, 
2006) ดังนั้นหากผู้วิจัยเลือกใช้ต าแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ที่อยู่บน sex chromosome มาใช้
ตรวจสอบค่า heterozygosity ของประชากรนกที่มีจ านวนเพศเมียมากกว่าเพศผู้แล้วนั้นจะท าให้มี
โอกาสพบอัลลีลแบบ homozygous เกินกว่าความเป็นจริง และค่า HO ที่ได้จะมีค่าต่ ากว่า HE 

เพ่ือทดสอบสมมติฐานในการพบ null allele จากสาเหตุของ sex linkage ผู้วิจัยได้ท าการ
วิ เคราะห์ค่ า  heterozygosity ที่ โ ลคัส  Gram8 ใหม่  โดยแยกเพศของตั วอย่ า ง เป็น เพศผู้  
(homogametic sex: ZZ) และ เพศเมีย (heterogametic sex: ZW) ผลการวิเคราะห์พบว่าค่า HO 
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และ HE ของนกกระเรียนเพศผู้มีค่าเท่ากับ 0.85 และ 0.82 ตามล าดับ ในขณะที่ค่า HO และ HE ใน
นกกระเรียนเพศเมียมีค่าเท่ากับ 0.07 และ 0.69 ตามล าดับ (ตารางท่ี 11) จากผลที่ได้จะเห็นว่าค่า HO 
ของนกกระเรียนเพศเมียมีค่าต่ ากว่าค่า HE อย่างมาก เมื่อเทียบกับค่า heterozygosity ของโลคัสอ่ืน 
ๆ (ตารางที่ 11) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการลดลงของอัลลีลแบบ heterozygous ที่ส่งผลต่อการเกิด null 
allele นั้น เกิดจากสาเหตุของ sex linkage  

จากการวิเคราะห์ข้างต้นจะเห็นได้ว่าหากน าโลคัส Gram8 มาใช้วิเคราะห์ความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของประชากรจะท าให้ค่า heterozygosity ที่ค านวณได้มีค่าต่ ากว่าความเป็นจริง 
ดังนั้นเพ่ือไม่ให้การแปรผลเกิดความผิดพลาด ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ต าแหน่ง                   
ไมโครแซทเทลไลท์ที่ไม่พบ null allele จ านวน 10 โลไซ ได้แก่ โลคัส Gram6, Gram11, Gram17, 
Gram20, Gram22, Gram30, Gram32a, Gram42, Gram45 และ Gpa33 มาเป็นเครื่องหมายทาง
พันธุกรรมเพ่ือใช้วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรต่อไป 

 
4.5.1.1 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จ านวน    

10 โลไซ 
1. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในพ้ืนที่สวนสัตว์

เปิดเขาเขียว 
จากผลการวิเคราะห์พบว่า ค่าเฉลี่ยของ NA และ AR เท่ากับ 4.2 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่

น้อยที่สุดมีค่าเท่ากับ 1 (Gram45) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 8 (Gram20) 
ค่าเฉลี่ย HE เท่ากับ 0.59 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.00 (Gram45) และค่าสูงสุดเท่ากับ 0.80 (Gram11 
และ Gram30) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.61 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.00 (Gram45) และค่าสูงสุดเท่ากับ 
1.00 (Gram30) ค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.030 ซึ่งแสดงว่านกในพ้ืนที่ของสวนสัตว์เปิดเขาเขียว มีการ
เกิด inbreeding น้อย โดยผลที่ได้ให้การแปรผลที่ตรงข้ามกับการวิเคราะห์เมื่อรวมโลคัส Gram8 เข้า
ไป (FIS = 0.029) (ตารางที่ 9) ดังนั้นหากน าโลคัสที่แสดง null allele ไปใช้เป็นเครื่องหมายทาง
พันธุกรรมจะท าให้การแปรผลของข้อมูลได้ค่าท่ีแตกต่างจากความเป็นจริง 

 
2. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในพ้ืนที่สถานี

วิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ 
จากผลการวิเคราะห์พบว่า ค่าเฉลี่ยของ NA และ AR เท่ากับ 5.0 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่

น้อยที่สุดมีค่าเท่ากับ 2 (Gram42 และ Gram45) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 8 
(Gram20 และ Gram30) ค่าเฉลี่ย HE เท่ากับ 0.63 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.17 (Gram42) และ
ค่าสูงสุดเท่ากับ 0.84 (Gram30) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.66 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.18 (Gram42) 
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และค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 (Gram30) ค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.059 (ตารางที่ 9) โดยค่า FIS ที่ได้แสดง
ค่าเป็นลบ แสดงว่านกในพ้ืนที่ของสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีการเกิด inbreeding น้อย
ภายในกลุ่มประชากร 

จากค่า heterozygosity ที่ได้จะเห็นได้ว่านกกระเรียนทั้งสองพ้ืนที่ศึกษามีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง โดยนกในพ้ืนที่ของสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมสูงกว่านกในพ้ืนที่ของสวนสัตว์เปิดเขาเขียวเล็กน้อย ซึ่งอาจเป็นผลจากการพบ unique 
allele ในพ้ืนทีข่องสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมากกว่าสวนสัตว์เปิดเขาเขียว โดยพบ unique 
allele จ านวน 12 อัลลีล จาก 8 โลไซ ได้แก่  Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram30, 
Gram32a, Gram45 และ Gpa33 (ตารางที่ 12) ที่แตกต่างจากพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียวอีกทั้ง
ประชากรทั้งสองกลุ่มยังมีการเกิด inbreeding น้อย 

 
3. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยทั้ง 2 พ้ืนที่

การศึกษา (overall population) 
จากผลการวิเคราะห์พบว่า ค่าเฉลี่ยของ NA มีค่าเท่ากับ 5.3 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่น้อย

ที่สุดมีค่าเท่ากับ 2 (Gram42 และ Gram45) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ            
9 (Gram11) ค่าเฉลี่ยของ AR เท่ากับ 4.5 โดยมีค่าต่ าสุดคือ 1.9 (Gram45) และ ค่าสูงสุดคือ         
7.3 (Gram30) ค่าเฉลี่ยของ HE เท่ากับ 0.61 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.15 (Gram45) และค่าสูงสุด
เท่ากับ 0.82 (Gram30) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.64 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.18 (Gram42 และ 
Gram45) และค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 (Gram30) (ตารางที่ 10) จากค่า HO และ HE ที่ได้แสดงว่า
ประชากรนกกระเรียนจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง เมื่อเปรียบเทียบกับค่า HO กับนกกระเรียนชนิดอ่ืน ๆ เช่น จาก 
whooping crane (HO: 0.04–0.79, X̅ = 0.46) (Jones et al., 2010a) sandhill crane (HO: 0.22–
0.98, X̅ = 0.55) (Henkel et al., 2012) และ  red-crowned crane (HO: 0.21–0.59, X̅ = 0.47 
island population; HO: 0.54–0.96, X̅ = 0.70 mainland population) (Hasegawa et al., 2000) 
แต่มีค่าต่ ากว่าเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับ blue crane (HO: 0.50–0.95, X̅ = 0.76) (Meares et 
al., 2008) และ Siberian crane (HO: 0.53–0.93, X̅ = 0.74) (Mudrik et al., 2014) นอกจากนี้ยัง
พบว่าค่า FST ของประชากรทั้งหมด เท่ากับ 0.023 ซึ่งมีค่าเข้าใกล้ศูนย์ แสดงว่าประชากรนกกระเรียน
ทั้ง 2 พ้ืนที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมน้อย และค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.048 แสดงว่าประชากรนก
กระเรียนมีการเกิด inbreeding ระหว่างประชากรน้อย  
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4. ผลการวิเคราะห์จ านวนกลุ่มประชากรย่อย (K value) ด้วยโปรแกรม STRUCTURE 
 ผลการค านวณกลุ่มประชากรย่อยตั้งแต่ K = 1 ถึง K = 5 พบว่าได้ค่าเฉลี่ยของ Ln P(D) 
เท่ากับ -727.4, -806.9, -791.5, -747.4 และ -753.0 ตามล าดับ (ตารางท่ี 13) แสดงว่ากลุ่มประชากร
ย่อยที่เหมาะสมส าหรับการศึกษาครั้งนี้คือ K = 1 (ภาพที่ 44) เพราะมีค่าเฉลี่ยของ log likelihood 
สูงที่สุด โดยมีค่า Ln P(D) เท่ากับ -727.4 แสดงว่าประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิด
เขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ ไม่ได้แยกเป็นกลุ่มประชากรย่อย ซึ่งค่า K ที่ได้
สอดคล้องกับค่า FST ที่บ่งบอกว่าประชากรทั้ง 2 พ้ืนที่การศึกษามีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมน้อย 
(FST = 0.023)  
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ตารางที่ 10 ค่าการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรง
เลี้ยงของสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (overall population) ด้วย 
polymorphic loci จ านวน 10 โลไซ 
 

โลคัส NA AR HE HO FST FIS 
HWE 

p-value 
NAF 

Gram6 6.0 5.0 0.77 0.75 -0.011 0.033 0.701 0.012 
Gram8 7.0 6.1 0.75 0.42 0.055 0.434 0.0003* 0.166 
Gram11 9.0 6.6 0.80 0.79 0.015 0.021 0.319 0.011 
Gram17 5.0 4.5 0.69 0.82 0.009 -0.160 0.575 0.000 
Gram20 8.0 6.8 0.75 0.78 -0.011 -0.036 0.549 0.000 
Gram22 3.0 2.9 0.57 0.55 -0.011 0.004 0.597 0.024 
Gram30 8.0 7.3 0.82 1.00 0.081 -0.210 0.473 0.000 
Gram32a 3.0 2.4 0.50 0.43 0.032 0.130 0.955 0.030 
Gram42 2.0 1.9 0.24 0.18 -0.006 0.204 0.635 0.056 
Gram45 2.0 1.9 0.15 0.18 0.123 -0.179 NA 0.000 
Gpa33 7.0 5.7 0.79 0.88 0.043 -0.134 0.522 0.000 
ค่าเฉลี่ย 5.5 4.7 0.62 0.62 0.027 0.005   
ค่าเฉลี่ย† 5.3 4.5 0.61 0.64 0.023 -0.048   

 
หมายเหตุ:  
NA: จ านวนของอัลลีลต่อโลคัส  AR: ค่า allelic richness  
HE: ค่า expected heterozygosity HO: ค่า observed heterozygosity              
FST: ค่า fixation index    FIS: ค่า inbreeding coefficient 
HWE p-value: ค่าความน่าจะเป็นที่จะเข้าสู่สมดุลของ Hardy-Weinberg เมื่อ p > 0.05 
NAF: ค่า null allele frequency 
*: พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg อย่างมีนัยส าคัญ 
ตัวหนา: โลคัสที่พบ NAF 
†: การวิเคราะห์ผลโดยไม่รวมโลคัส Gram8   
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ตารางท่ี 11 ค่า HE และ HO และ Fisher’s Exact Test probability ของนกกระเรียนพันธุ์ไทยเพศผู้
และเพศเมียเมื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก whooping crane และ Gpa33 
 

โลคัส 
เพศเมีย  เพศผู้ ค่า 

p-value HE HO  HE HO 
Gram6 0.75 0.73  0.80 0.77 1.000 
Gram8 0.69 0.07  0.82 0.85 0.000* 
Gram11 0.80 0.87  0.82 0.69 0.372 
Gram17 0.76 0.73  0.59 0.92 0.333 
Gram20 0.78 0.80  0.75 0.75 1.000 
Gram22 0.61 0.40  0.52 0.54 1.000 
Gram30 0.85 1.00  0.85 1.00 1.000 
Gram32a 0.46 0.46  0.42 0.38 0.718 
Gram42 0.35 0.27  0.08 0.08 0.333 
Gram45 0.13 0.13  0.24 0.31 0.372 
Gpa33 0.77 0.80  0.84 1.00 0.226 

 
หมายเหตุ: ตัวหนา คือ ค่า heterozygosity ที่บ่งบอกการเกิด sex linkage 

   * คือ ความแตกต่างระหว่างค่า HE และ HO ของนกเพศผู้และเมีย เมื่อใช้ Fisher’s Exact 
Test 
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ตารางท่ี 12 ความถี่ของ unique allele ที่พบในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว (KKOZ) หรือ สถานีวิจัย
เพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (BB) 
 

โลคัส ขนาดอัลลีล (bp) ความถี่อัลลีล สถานที่พบ 
Gram6 250 0.04 BB 
Gram6 258 0.02 BB 
Gram8 408 0.04 BB 
Gram8 432 0.04 KKOZ 
Gram11 246 0.05 KKOZ 
Gram11 266 0.04 BB 
Gram11 270 0.02 BB 
Gram11 278 0.02 KKOZ 
Gram11 286 0.02 BB 
Gram17 365 0.04 BB 
Gram30 161 0.05 BB 
Gram30 165 0.04 BB 
Gram32a 246 0.02 BB 
Gram45 265 0.11 BB 
Gpa33 92 0.02 BB 
Gpa33 96 0.02 KKOZ 
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ตารางที่ 13 ค่า log likelihood (Ln P(D)) จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม STRUCTURE ที่ K = 1 
ถึง K = 5 ด้วย polymorphic loci จ านวน 10 โลไซ 
 

ค่า Ln P(D) 

จ านวนซ้ า K = 1 K = 2 K = 3 K = 4 K = 5 

1 -727.4 -735.5 -805.4 -741.4 -735.0 

2 -727.2 -833.3 -790.2 -778.7 -775.9 

3 -727.8 -866.5 -778.5 -743.2 -765.8 

4 -727.2 -774.7 -792.8 -742.2 -728.2 

5 -727.5 -824.5 -790.4 -731.3 -760.1 

ค่าเฉลี่ย -727.4 -806.9 -791.5 -747.4 -753.0 

 

หมายเหตุ: ตัวหนา คือ ค่า log likelihood หรือ Ln P(D) ที่มีค่าสูงที่สุด 

 

ภาพที่ 44 ผลการวิเคราะห์ genetic clustering ที่แสดง K = 1 ซึ่งได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
STRUCTURE ด้วย polymorphic loci จ านวน 10 โลไซ โดยแต่ละตัวอย่างของพ้ืนที่ KKOZ และ BB 
จะแสดงด้วยเส้น vertical line ซึ่งจะมีการแบ่งเป็นสีตามจ านวนของค่า K ที่ประเมินได้ 
 
หมายเหตุ แกน X คือ พื้นที่การศึกษา 

แกน Y คือ สัดส่วนของค่า K ที่ประเมินผ่านความถ่ีของอัลลีล 
KKOZ คือ สวนสัตว์เปิดเขาเขียว BB คือ สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ 

KKOZ BB 

Proportion of each cluster 
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4.5.2 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย polymorphic loci จาก blue crane จ านวน 12      
โลไซ  

เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 12 โลไซ ที่แสดง polymorphism ได้น ามาใช้ในการ
วิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยง โดยแต่ละค่า
แสดงผลดังนี้ 
1. ค่า large allele dropout 

ไม่มีการปรากฏค่า large allele dropout ในทุกโลไซ  
 
2. ค่า null allele frequency (NAF) 
 ไม่มีการปรากฏค่า NAF ในทุกโลไซของการวิเคราะห์ทั้งแบบแยกและรวมประชากรของสวน
สัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (ตารางที่ 14 และ 15) รวมทั้งไม่พบการเกิด 
sex linkage ในทุกโลไซอีกด้วย เนื่องจากค่า HO และ HE ของนกเพศผู้และเพศเมียไม่มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 16) 
 
3. ค่า linkage disequilibrium (LD) 

จากผลการวิเคราะห์พบการปรากฏของ LD จ านวน 5 คู่ ได้แก่ Gpa12-Gpa34 (p = 0.002), 
Gpa12-Gpa11 (p = 0.001), Gpa35-Gpa41 (p = 0.004), Gpa11-Gpa36 (p = 0.007) และ 
Gpa36-Gpa41 (p = 0.001) เมื่อท าการวิเคราะห์ผลใหม่โดยตัดโลคัส Gpa12, Gpa34, Gpa35 และ 
Gpa36 ออก พบว่าไม่มีการปรากฏค่า LD ในทุกคู่โลไซ โดย Gpa12 และ Gpa36 เป็นต าแหน่งที่พบ  
LD ของการศึกษาใน blue crane เช่นกัน (Meares et al., 2008) แสดงว่าทั้ง 4 โลไซดังกล่าวเป็น
ต าแหน่งที่มีการปรากฏค่า LD ซึ่งจ าเป็นต้องตัดออกจากการวิเคราะห์ผล หรืออาจกล่าวได้ว่ามีเพียง 8 
โลไซเท่านั้น คือ Gpa11, Gpa14, Gpa32, Gpa33, Gpa37, Gpa38, Gpa39 และ Gpa41 ที่สามารถ
น าไปใช้ในการวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยได้ 

 
4.5.2.1 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จ านวน     

8 โลไซ 
1. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในพ้ืนที่สวนสัตว์

เปิดเขาเขียว  
จากผลการวิเคราะห์ไม่พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ในทุกโลไซ 

ค่าเฉลี่ยของ NA และ AR เท่ากับ 7.4 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่น้อยที่สุดมีค่าเท่ากับ 4 (Gpa32 และ 
Gpa38) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 14 (Gpa37) ค่าเฉลี่ย HE เท่ากับ 0.68 โดยมี
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ค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.55 (Gpa32) และค่าสูงสุดเท่ากับ 0.94 (Gpa37) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.75 โดยมี
ค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.73 (Gpa14, Gpa32 และ Gpa39) และค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 (Gpa37 และ 
Gpa41) ค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.097 (ตารางที่ 14)  

 
2. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในพ้ืนที่สถานี

วิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ 
ผลการวิเคราะห์พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ใน 3 โลไซ ได้แก่ Gpa37 

(p = 0.005), Gpa38 (p = 0.004) และ Gpa41 (p = 0.000) ค่าเฉลี่ยของ NA และ AR เท่ากับ 8.7 
โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่น้อยที่สุดมีค่าเท่ากับ 3 (Gpa38) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่า
เท่ากับ 18 (Gpa37) ค่าเฉลี่ย HE เท่ากับ 0.69 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.49 (Gpa32) และค่าสูงสุด
เท่ากับ 0.96 (Gpa37) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.76 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.53 (Gpa32) และค่าสูงสุด
เท่ากับ 1.00 (Gpa14 และ Gpa37) ค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.102 (ตารางที่ 14) 

จากค่า HO และ HE ที่ได้แสดงว่านกกระเรียนในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัย
เพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีความหลากหลายทางพันธุกรรม  (heterozygosity) ค่อนข้างสูง โดยค่า
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกทั้งสองพ้ืนที่ไม่แตกต่างกันมากนัก แต่จ านวนอัลลีลต่อโลคัส
ของนกจากสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีค่าสูงกว่าสวนสัตว์เปิดเขาเขียวเล็กน้อย นอกจากนี้
การเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ยังพบเพียงแค่ในประชากรของสถานีวิจัยเพาะเลี้ยง
นกน้ าบางพระเท่านั้น ซึ่งการเบี่ยงเบนดังกล่าวในโลคัส Gpa41 อาจเป็นผลมาจาก homozygous 
excess เนื่องจากค่า FIS ที่ได้มีค่าเป็นบวก (FIS = 0.063) ในขณะที่การเบี่ยงเบนที่โลคัส Gpa37 และ 
Gpa38 อาจเป็นผลมาจาก heterozygous excess เนื่องจากความถี่อัลลีลมีความแตกต่างจากพ่อ
และแม่ (Rousset and Raymond, 1995) และค่า overall FIS ที่วิเคราะห์ได้จากประชากรทั้งสอง
กลุ่มแสดงค่าเป็นลบ แสดงว่าภายในประชากรนกทั้งจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัย
เพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีการเกิด inbreeding น้อย 

 
3. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยทั้ง 2 พ้ืนที่

การศึกษา (overall population) 
จากผลการวิเคราะห์พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ที่โลคัส Gpa38 

เพียงต าแหน่งเดียว (p = 0.004) ค่าเฉลี่ยของ NA มีค่าเท่ากับ 10.4 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่น้อย
ที่สุดมีค่าเท่ากับ 4 (Gpa38) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 25 (Gpa37) ค่าเฉลี่ยของ 
AR เท่ากับ 7.1 โดยมีค่าต่ าสุดคือ 3.1 (Gpa38) และ ค่าสูงสุดคือ 14.6 (Gpa37) จะเห็นได้ว่าโลคัส 
Gpa37 และ Gpa41 เป็นต าแหน่งที่มีความหลากหลายของอัลลีลสูง คือมีค่า NA เท่ากับ 25 และ 22 
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อัลลีลต่อโลคัส ตามล าดับ จากผลที่ได้แสดงว่าทั้ง 2 โลไซเหมาะที่จะใช้เป็น DNA marker ในการระบุ
ตัวอย่าง (individual identification) ของนกกระเรียนพันธุ์ไทยได้ในกรณีที่มีการใช้ตัวอย่างแบบ 
non-invasive เช่น ตัวอย่างขนที่ร่วงลงบนพ้ืนดิน หรือตัวอย่างอุจจาระ ในการศึกษาพันธุศาสตร์
ประชากร 

ค่าเฉลี่ยของ HE เท่ากับ 0.69 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.51 (Gpa32) และค่าสูงสุดเท่ากับ 0.95 
(Gpa37) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.76 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.61 (Gpa32) และค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 
(Gpa37) จากค่า HO และ HE ที่ได้แสดงว่าประชากรนกกระเรียนจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานี
วิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีความหลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง  (HO: 0.61–1.00, X̅ = 
0.76) เมื่อเทียบกับนกกระเรียนชนิดอ่ืน ๆ ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ต าแหน่ง
เดียวกัน เช่น blue crane (HO: 0.50–0.95, X̅ = 0.76) grey crowned crane (HO: 0.30–0.80, X̅ 

= 0.59) และ wattled crane (HO: 0.00–0.95, X̅ = 0.55) (Meares et al., 2008) นอกจากนี้ยัง
พบว่าค่า FST ของประชากรทั้งหมด เท่ากับ 0.043 ซ่ึงมีค่าเข้าใกล้ศูนย์ แสดงว่าประชากรนกกระเรียน
ทั้ง 2 พ้ืนที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมน้อย และค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.100 โดยค่าเฉลี่ยที่ได้เป็น
ค่าลบ แสดงว่าประชากรนกกระเรียนมีการเกิด inbreeding ระหว่างประชากรน้อย (ตารางที่ 15) 

 
4. ผลการวิเคราะห์จ านวนกลุ่มประชากรย่อย (K value) ด้วยโปรแกรม STRUCTURE 
ผลการค านวณกลุ่มประชากรย่อยตั้งแต่ K = 1 ถึง K = 5 พบว่าได้ค่าเฉลี่ยของ Ln P(D) 

เท่ากับ -934.7, -945.0, -1602.6, -1067.6 และ -1174.8 ตามล าดับ (ตารางที่ 17) แสดงว่ากลุ่ม
ประชากรย่อยที่เหมาะสมส าหรับการศึกษาครั้งนี้คือ K = 1 (ภาพที่ 45) เพราะมีค่าเฉลี่ยของ log 
likelihood สูงที่สุด โดยมีค่า Ln P(D) เท่ากับ -934.7 แสดงว่าประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยจาก
สวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ ไม่ได้แยกเป็นกลุ่มประชากรย่อย ซึ่งค่า 
K ที่ได้สอดคล้องกับค่า FST ที่บ่งบอกว่าประชากรทั้ง 2 พ้ืนที่การศึกษามีความแตกต่างกันทาง
พันธุกรรมน้อย (FST = 0.043) 
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ตารางที่ 15 ค่าการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรง
เลี้ยงของสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (overall population) ด้วย 
polymorphic loci จ านวน 8 โลไซ 
 

โลคัส NA AR HE HO FST FIS 
HWE 

p-value 
NAF 

Gpa11 8.0 7.1 0.81 0.93 0.120 -0.148 0.947 0.000 
Gpa14 17.0 11.0 0.88 0.89 0.087 -0.012 0.514 0.000 
Gpa32 5.0 4.1 0.51 0.61 -0.000 -0.184 0.844 0.000 
Gpa33 7.0 5.6 0.79 0.89 0.043 -0.134 0.515 0.000 
Gpa37 25.0 14.6 0.95 1.00 0.028 -0.051 0.124 0.000 
Gpa38 4.0 3.1 0.57 0.86 0.008 -0.515 0.004* 0.000 
Gpa39 6.0 5.3 0.76 0.71 -0.032 0.054 0.275 0.000 
Gpa41 22.0 13.3 0.94 0.93 0.038 0.008 0.052 0.000 
ค่าเฉลี่ย 10.4 7.1 0.69 0.76 0.043 -0.100   

 
หมายเหตุ:  
NA: จ านวนของอัลลีลต่อโลคัส   AR: ค่า allelic richness 
HE: ค่า expected heterozygosity HO: ค่า observed heterozygosity 
FST: ค่า fixation index    FIS: ค่า inbreeding coefficient 
HWE p-value: ค่าความน่าจะเป็นที่จะเข้าสู่สมดุลของ Hardy-Weinberg เมื่อ p > 0.05 
NAF: ค่า null allele frequency 
*: พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg อย่างมีนัยส าคัญ 
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ตารางท่ี 16 ค่า HE และ HO และ Fisher’s Exact Test probability ของนกกระเรียนพันธุ์ไทยเพศผู้
และเพศเมียเมื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก blue crane  
 

โลคัส 
เพศเมีย  เพศผู้ ค่า  

p-value HE HO  HE HO 
Gpa11 0.80 0.86  0.77 1.00 0.484 
Gpa12 0.67 0.78  0.56 0.49 0.433 
Gpa14 0.84 0.83  0.91 0.90 1.000 
Gpa32 0.49 0.67  0.51 0.58 1.000 
Gpa33 0.77 0.78  0.84 1.00 0.226 
Gpa34 0.84 0.94  0.85 1.00 1.000 
Gpa35 0.70 0.79  0.72 0.80 1.000 
Gpa36 0.83 0.86  0.89 0.84 1.000 
Gpa37 0.96 1.00  0.95 1.00 1.000 
Gpa38 0.55 0.81  0.59 0.90 0.600 
Gpa39 0.78 0.61  0.76 0.84 0.221 
Gpa41 0.90 0.94  0.95 0.94 1.000 
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ตารางที่ 17 ค่า log likelihood (Ln P(D)) จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม STRUCTURE ที่ K = 1 
ถึง K = 5 ด้วย polymorphic loci จ านวน 8 โลไซ 
 

ค่า Ln P(D) 

จ านวนซ้ า K = 1 K = 2 K = 3 K = 4 K = 5 

1 -934.7 -940.1 -1044.0 -1002.0 -1751.2 

2 -935.0 -951.4 -1787.5 -1023.5 -1001.8 

3 -934.5 -963.6 -1705.9 -1026.8 -1030.3 

4 -934.6 -935.0 -1729.1 -998.3 -1067.8 

5 -934.8 -934.8 -1746.6 -1287.3 -1022.9 

Mean -934.7 -945.0 -1602.6 -1067.6 -1174.8 

 

หมายเหตุ: ตัวหนา คือ ค่า log likelihood หรือ Ln P(D) ที่มีค่าสูงที่สุด 

 
ภาพที่ 45 ผลการวิเคราะห์ genetic clustering ที่แสดง K = 1 ซึ่งได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
STRUCTURE ด้วย polymorphic loci จ านวน 8 โลไซ โดยแต่ละตัวอย่างของพ้ืนที่ KKOZ และ BB 
จะแสดงด้วยเส้น vertical line ซึ่งจะมีการแบ่งเป็นสีตามจ านวนของค่า K ที่ประเมินได้ 
 
หมายเหตุ แกน X คือ พื้นที่การศึกษา 

แกน Y คือ สัดส่วนของค่า K ที่ประเมินผ่านความถ่ีของอัลลีล 
KKOZ คือ สวนสัตว์เปิดเขาเขียว BB คือ สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ 

 

KKOZ BB 

Proportion of each cluster 
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4.5.3 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย polymorphic loci จาก whooping crane จ านวน 
10 โลไซ และ blue crane จ านวน 12 โลไซ 

เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 22 โลไซ ที่แสดง polymorphism ได้น ามาใช้ในการ
วิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยง โดยแต่ละค่า
แสดงผลดังนี้ 
1. ค่า large allele dropout 

ไม่มีการปรากฏ large allele dropout ในทุกโลไซ  
 
2. ค่า linkage disequilibrium (LD) 

จากผลการวิเคราะห์พบว่ามีคู่ของโลไซที่แสดงค่า p-value < 0.01 จ านวน 13 คู่ ได้แก่ 
Gram6-Gpa35 (p = 0.002), Gram6-Gpa14 (p = 0.001), Gram6-Gpa36 (p = 0.000), Gram6-
Gpa41 (p = 0.002), Gram8-Gpa41 (p = 0.007), Gram11-Gpa12 (p = 0.000), Gram20-Gpa39 
(p = 0.009), Gram30-Gpa12 (p = 0.010), Gpa12-Gpa34 (p = 0.001), Gpa12-Gpa11 (p = 
0.001), Gpa35-Gpa41 (p = 0.004), Gpa11-Gpa36 (p = 0.007) และ Gpa36-Gpa41 (p = 0.002) 
ซึ่งหลังจากท าการวิเคราะห์ค่า p-value ของทุกโลไซใหม่ โดยตัดโลคัส Gpa12, Gpa14, Gpa34, 
Gpa35, Gpa36, Gpa39, Gpa41 และ Gram20 ออก พบว่าไม่มีการปรากฏค่า LD ในทุกคู่โลไซ 
แสดงว่าทั้ง 8 โลไซดังกล่าวเป็นต าแหน่งที่มีการปรากฏค่า LD ซึ่งจ าเป็นต้องตัดออกจากการวิเคราะห์
ผล หรืออาจกล่าวได้ว่ามีเพียง 14 โลไซ เท่านั้น คือ Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram22, 
Gram30, Gram32a, Gram42, Gram45, Gpa11, Gpa32, Gpa33, Gpa37 และ Gpa38 ที่สามารถ
น าไปใช้ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมต่อไปได้ จะเห็นได้ว่าในกลุ่มการทดลองที่ 3 
พบจ านวนโลคัสที่ปรากฏค่า LD มากกว่ากลุ่มการวิเคราะห์อ่ืน ๆ ซึ่งอาจจะเป็นผลมาจากการน าเอา
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของนกในสกุลเดียวกันและต่างสกุลมาใช้รวมกันมากเกินไป จนอาจท า
ให้พบโอกาสที่หลายโลไซจะเป็นต าแหน่งเดียวกันได้ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาล าดับนิวคลีโอไทด์
ของทุกโลไซ (ตารางที่ 8) พบว่าต าแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ของ 
whooping crane และ blue crane ไม่มีรูปแบบการซ้ าของนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกัน ดังนั้นการพบ 
LD ในกลุ่มการวิเคราะห์นี้จึงไม่ได้มีสาเหตุมาจากเหตุผลดังกล่าว แต่เมื่อพิจารณาจ านวนของโลไซที่
ตรวจพบ LD จะเห็นได้ว่าส่วนใหญ่เป็นเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่ได้จากการศึกษาใน blue 
crane ดังนั้นในการเลือกใช้ไพรเมอร์ส าหรับวิธี cross-species amplification ควรจะเลือกใช้ไพร
เมอร์จากนกในสกุลเดียวกันมากกว่านกต่างสกุล เพ่ือลดโอกาสการตรวจพบ LD ใน polymorphic 
loci ที่คัดกรองได ้

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 92 

3. ค่าการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg (HWE p-value) และ null allele frequency 
(NAF) 
 จากการวิเคราะห์ผลโดยการแยกพ้ืนที่และรวมพ้ืนที่การศึกษา พบว่าทั้ง 2 การวิเคราะห์พบ
การเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ที่บริเวณโลคัส Gram8 ซึ่งเป็นผลมาจากการปรากฏ
ค่า NAF ที่ต าแหน่งนี้เช่นเดียวกัน (ตารางที่ 18 และ 19) โดย NAF ที่ตรวจพบเป็นผลมาจากการเกิด 
sex linkage (ตารางที่ 11) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ต าแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ที่ไม่
พบ null allele จ านวน 13 โลไซ ได้แก่ Gram6, Gram11, Gram17, Gram22, Gram30, Gram32a, 
Gram42, Gram45, Gpa11, Gpa32, Gpa33, Gpa37 และ Gpa38 มาเป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรม
เพ่ือใช้วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรต่อไป 
 
 4.5.3.1 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จ านวน    
13 โลไซ 
 1. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในพ้ืนที่สวนสัตว์
เปิดเขาเขียว 

จากผลการวิเคราะห์ไม่พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ในทุกโลไซ 
ค่าเฉลี่ย NA และ AR เท่ากับ 4.7 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่น้อยที่สุดมีค่าเท่ากับ 1 (Gram45) และ
จ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 14 (Gpa37) ค่าเฉลี่ย HE เท่ากับ 0.62 โดยมีค่าต่ าสุด
เท่ากับ 0.00 (Gram45) และค่าสูงสุดเท่ากับ 0.94 (Gpa37) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.67 โดยมีค่าต่ าสุด
เท่ากับ 0.00 (Gram45) และค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 (Gram30 และ Gpa37) ค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ                
-0.084 (ตารางที่ 18)  

 
2. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในพ้ืนที่สถานี

วิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ 
จากผลการวิเคราะห์พบว่าการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg นั้นปรากฏอยู่ใน 

2 โลไซ ได้แก่ Gpa37 และ Gpa38 ค่าเฉลี่ยของ NA และ AR เท่ากับ 5.8 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่
น้อยที่สุดมีค่าเท่ากับ 2 (Gram42 และ Gram45) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 18 
(Gpa37) ค่าเฉลี่ย HE เท่ากับ 0.64 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.17 (Gram42) และค่าสูงสุดเท่ากับ 0.96 
(Gpa37) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.71 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.18 (Gram42) และค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 
(Gram30 และ Gpa37) ค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.111 (ตารางที่ 18) 

จากค่า HO และ HE ที่ได้จะเห็นได้ว่านกกระเรียนทั้งสองพ้ืนที่ศึกษามีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมค่อนข้างสูง โดยค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกจากสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ า
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บางพระ มีค่าสูงกว่านกจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวเล็กน้อย (HE = 0.64; HO = 0.71 vs HE = 0.62; HO 
= 0.67) และค่า FIS ที่ได้แสดงค่าเป็นลบ แสดงว่าภายในประชากรนกทั้งจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว
และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีการเกิด inbreeding น้อย 
 

3. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยทั้ง 2 พ้ืนที่
การศึกษา (overall population) 

จากผลการวิเคราะห์พบว่า ค่าเฉลี่ยของ NA มีค่าเท่ากับ 6.7 โดยจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่น้อย
ที่สุดมีค่าเท่ากับ 2 (Gram42 และ Gram45) และจ านวนอัลลีลต่อโลคัสที่สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 25 
(Gpa37) ค่าเฉลี่ยของ AR เท่ากับ 5.1 โดยมีค่าต่ าสุดคือ 1.9 (Gram42 และ Gram45) และ ค่าสูงสุด
คือ 14.6 (Gpa37) ค่าเฉลี่ยของ HE เท่ากับ 0.63 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.15 (Gram45) และค่าสูงสุด
เท่ากับ 0.95 (Gpa37) ค่าเฉลี่ย HO เท่ากับ 0.69 โดยมีค่าต่ าสุดเท่ากับ 0.18 (Gram42 และ Gram45) 
และค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 (Gram30 และ Gpa37) จากค่า HO และ HE ที่ได้แสดงว่าประชากรนก
กระเรียนจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมค่อนข้างสูง นอกจากนี้ยังพบว่าค่า FST ของประชากรทั้งหมด เท่ากับ 0.035 ซึ่งมีค่าเข้าใกล้
ศูนย์ แสดงว่าประชากรนกกระเรียนทั้ง 2 พ้ืนที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมน้อย และไม่แยก
ออกเป็นกลุ่มประชากรย่อย (population subdivision) และค่าเฉลี่ย FIS เท่ากับ -0.100 โดยค่าเฉลี่ย
ที่ได้เป็นค่าลบ แสดงว่าประชากรนกกระเรียนมีการเกิด inbreeding น้อย (ตารางท่ี 19)  

 
4. ผลการวิเคราะห์จ านวนกลุ่มประชากรย่อย (K value) ด้วยโปรแกรม STRUCTURE 

 ผลการค านวณกลุ่มประชากรย่อยตั้งแต่ K = 1 ถึง K = 5 พบว่าได้ค่าเฉลี่ยของ Ln P(D) 

เท่ากับ -1048.5, -1077.3, -1324.4, -1346.9 และ -1200.9 ตามล าดับ (ตารางที่ 20) แสดงว่ากลุ่ม

ประชากรย่อยที่เหมาะสมส าหรับการศึกษาครั้งนี้คือ K = 1 (ภาพที่ 46) เพราะมีค่าเฉลี่ยของ log 

likelihood สูงที่สุด โดยมีค่า Ln P(D) เท่ากับ -1048.5 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าประชากรนกกระเรียนพันธุ์

ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระไม่ได้แยกเป็นกลุ่มประชากรย่อย 

ซึ่งค่า K ที่ได้สอดคล้องกับค่า FST ที่บ่งบอกว่าประชากรทั้ง 2 พ้ืนที่การศึกษามีความแตกต่างกันทาง

พันธุกรรมน้อย (FST = 0.035) 
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ตารางท่ี 19 ค่าการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรง
เลี้ยงของสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ (overall population) ด้วย 
polymorphic loci จ านวน 13 โลไซ 
 

โลคัส NA AR HE HO FST FIS 
HWE 

p-value 
NAF 

Gram6 6.0 4.9 0.77 0.75 -0.011 0.033 0.707 0.013 

Gram8 7.0 6.0 0.75 0.42 0.055 0.434 0.000* 0.166 
Gram11 9.0 6.4 0.80 0.79 0.015 0.021 0.305 0.011 

Gram17 5.0 4.4 0.69 0.82 0.009 -0.160 0.570 0.000 

Gram22 3.0 2.9 0.57 0.55 -0.011 0.004 0.584 0.024 
Gram30 8.0 7.2 0.82 1.00 0.081 -0.210 0.444 0.000 

Gram32a 3.0 2.4 0.50 0.43 0.032 0.130 0.954 0.030 

Gram42 2.0 1.9 0.24 0.18 -0.006 0.204 0.635 0.056 
Gram45 2.0 1.9 0.15 0.18 0.123 -0.179 NA 0.000 

Gpa11 8.0 7.1 0.81 0.93 0.120 -0.148 0.940 0.000 
Gpa32 5.0 4.1 0.51 0.61 -0.000 -0.184 0.844 0.000 

Gpa33 7.0 5.6 0.79 0.88 0.043 -0.134 0.516 0.000 

Gpa37 25.0 14.6 0.95 1.00 0.028 -0.051 0.123 0.000 
Gpa38 4.0 3.1 0.57 0.86 0.008 -0.512 0.003* 0.000 

ค่าเฉลี่ย† 6.7 5.1 0.63 0.69 0.035 -0.100   

หมายเหตุ:  
NA: จ านวนของอัลลีลต่อโลคัส  AR: ค่า allelic richness 
HE: ค่า expected heterozygosity HO: ค่า observed heterozygosity 
FST: ค่า fixation index   FIS: ค่า inbreeding coefficient 
HWE p-value: ค่าความน่าจะเป็นที่จะเข้าสู่สมดุลของ Hardy-Weinberg เมื่อ p > 0.05 
NAF: ค่า null allele frequency  
*: พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg อย่างมีนัยส าคัญ 
ตัวหนา: โลคัสที่พบ NAF                    
†: การวิเคราะห์ผลโดยไม่รวมโลคัส Gram8   
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ตารางที่ 20 ค่า log likelihood (Ln P(D)) จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม STRUCTURE ที่ K = 1 
ถึง K = 5 ด้วย polymorphic loci จ านวน 13 โลไซ 
 

ค่า Ln P(D) 

จ านวนซ้ า K = 1 K = 2 K = 3 K = 4 K = 5 

1 -1048.4 -1107.1 -1305.9 -1271.7 -1123.7 

2 -1048.4 -1051.6 -1431.2 -1230.8 -1555.4 

3 -1048.5 -1048.8 -1181.6 -1170.6 -1127.7 

4 -1048.4 -1048.4 -1250.5 -1337.8 -1130.7 

5 -1048.7 -1130.5 -1453.0 -1723.8 -1066.9 

ค่าเฉลี่ย -1048.5 -1077.3 -1324.4 -1346.9 -1200.9 

 

หมายเหตุ: ตัวหนา คือ ค่า log likelihood หรือ Ln P(D) ที่มีค่าสูงที่สุด 

 
ภาพที่ 46 ผลการวิเคราะห์ genetic clustering ที่แสดง K = 1 ซึ่งได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
STRUCTURE ด้วย polymorphic loci จ านวน 13 โลไซ โดยแต่ละตัวอย่างของพ้ืนที่ KKOZ และ BB 
จะแสดงด้วยเส้น vertical line ซึ่งจะมีการแบ่งเป็นสีตามจ านวนของค่า K ที่ประเมินได้ 
 
หมายเหตุ แกน X คือ พื้นที่การศึกษา 

แกน Y คือ สัดส่วนของค่า K ที่ประเมินผ่านความถ่ีของอัลลีล 
KKOZ คือ สวนสัตว์เปิดเขาเขียว BB คือ สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ 
 

KKOZ BB 

Proportion of each cluster 
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4.5.4 ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมจากทั้ง 3 กลุ่มการวิเคราะห์ 
จากผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์

เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ แสดงให้เห็นว่านกจากทั้งสองพ้ืนที่มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูงเนื่องจากค่า heterozygosity ที่วิเคราะห์ได้มีค่ามากกว่า 0.5 มีการเกิด 
inbreeding ต่ า เพราะค่า FIS จากทุกกลุ่มการวิเคราะห์ให้ค่าน้อยกว่าศูนย์ รวมถึงประชากรทั้งสอง
กลุ่มมีความแตกต่างทางพันธุกรรมน้อย เพราะค่า FST ที่ได้แสดงค่าต่ า (ตารางที่ 10, 15 และ 19) 
และนกทั้งสองพ้ืนที่ไม่มีการแบ่งออกเป็นกลุ่มประชากรย่อย เพราะค่า K มีค่าเท่ากับ 1 (ตารางที่ 13, 
17 และ 20) จากผลการศึกษาที่ได้ให้ผลที่เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการประเมินความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยด้วยเครื่องหมายทางพันธุกรรมชนิดอ่ืน ๆ เช่น การศึกษาของ 
Insee (2013) ที่ได้ใช้เครื่องหมายไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ คือ cytochrome b, ND6 และ control 
region พบว่านกกระเรียนพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจ านวน 51 ตัวจากทั้งสวนสัตว์เปิดเขาเขียว สวนสัตว์
นครราชสีมา และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงเพราะพบ
จ านวนแฮพโพลไทป์ถึง 46 แฮปโพลไทป์ (Insee, 2013) และ การศึกษาของ Tanee et al. (2009) 
ที่ได้ใช้เครื่องหมายนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ คือ เครื่องหมาย ISSR วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของนกกระเรียนจากสวนสัตว์นครราชสีมาจ านวน 27 ตัว พบว่านกกระเรียนมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง โดยมีค่า Shannon’s diversity index (H’) เท่ากับ 0.501 (Tanee et al., 2009) 
ดังนั้นจะเห็นได้ว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนในกรงเลี้ยงของประเทศไทยมีค่าสูง
จริง เพราะไม่ว่าจะใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมชนิดใดมาวิเคราะห์ผลก็จะแสดงผลที่สอดคล้องกัน 
ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่านกที่ประเทศไทยได้รับบริจาคมาจากประเทศกัมพูชานั้นเป็นประชากรที่มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมที่สูงอยู่ก่อนหน้าแล้ว เพราะนกในแต่ละพ้ืนที่จากธรรมชาติของประเทศ
กัมพูชาอาจจะสามารถ migrate ถึงกันและเกิด gene flow ระหว่างประชากรได้ จึงท าให้นกในแต่ละ
พ้ืนที่มีโอกาสได้แลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมกันมากขึ้น และส่งผลให้เพ่ิมความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของประชากรได้เช่นกัน แต่อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีรายงานการศึกษาการเกิด gene flow ของ
ประชากรในแต่ละพ้ืนที่ของประเทศกัมพูชา ถึงแม้ว่านกกระเรียนพันธุ์ไทยจะเป็นนกไม่อพยพ (non-
migratory bird) แต่นกในวงศ์ Gruidae มีความสามารถในการบินได้หลายร้อยกิโลเมตรต่อวัน โดย
จากการศึกษาระยะทางที่นกสามารถบินได้ของ red-crowned crane บนเกาะฮอกไกโด ซึ่งเป็น 
non-migratory bird เช่นเดียวกันกับนกกระเรียนพันธุ์ไทย พบว่าระยะทางเฉลี่ยที่นกสามารถบิน
ระหว่างประชากรได้คือ 204 กิโลเมตรต่อวัน (Sugimoto et al., 2015) จากการศึกษาแหล่งที่อยู่
อาศัยของนกกระเรียนในธรรมชาติของประเทศกัมพูชาจากงานของ Van Zalinge et al. (2011) 
พบว่าระยะห่างของพ้ืนที่อยู่อาศัยแต่ละแห่งอยู่ในช่วง 100–400 กิโลเมตร ซึ่งเป็นระยะที่นกกระเรียน
จะสามารถ migrate ไปถึงกันได้ ดังนั้นจากข้อมูลข้างต้นจึงสนับสนุนความเป็นไปได้ในการเกิด gene 
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flow ของนกในแต่ละพ้ืนที่ จึงท าให้ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียน
พันธุ์ไทยจากการศึกษาครั้งนี้ รวมถึงจาก Insee (2013) และ Tanee et al. (2009) นั้นพบความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรค่อนข้างสูง ในอนาคตการติดตามระยะทางที่นกในธรรมชาติ
ของประเทศกัมพูชาสามารถ migrate ถึงกันได้จะเป็นข้อมูลที่ใช้บ่งบอกว่านกกระเรียนสามารถบินได้
ไกลมากที่สุดกี่กิโลเมตร และข้อมูลที่ได้สามารถน ามาประเมินการเกิด gene flow ของประชากรนก
ในประเทศกัมพูชาได้ 

นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบค่า overall FST จากการศึกษาครั้งนี้ (ตารางที่ 10, 15 และ 19) 
กับงานของ Jones, Barzen, et al. (2005) ที่ศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของ sarus crane ทั้ง 3 
ชนิดย่อยพบว่าค่า FST ของนกกระเรียนพันธุ์ไทยจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนก
น้ าบางพระมีค่าต่ ากว่า sarus crane ทั้ง 3 ชนิดย่อย (FST = 0.21) (Jones, Barzen, et al., 2005) 
จากข้อมูลดังกล่าวจึงอาจบ่งบอกได้ว่านกกระเรียนพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นของทั้งสองพ้ืนที่อาจมาจากกลุ่ม
ประชากรเดียวกันในประเทศกัมพูชา แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลต้นก าเนิดของนกกระเรียนที่ประเทศไทย
ได้รับมามีค่อนข้างน้อย จึงท าให้ยังไม่สามารถยืนยันได้อย่างแน่ชัดว่าประชากรนกกระเรียนที่ได้รับมา
จากประเทศกัมพูชานั้นมาจากกลุ่มนกเพียงกลุ่มเดียวหรือไม่ เพราะมีการศึกษาของ Van Zalinge et 
al. (2011) ที่ได้ส ารวจแหล่งที่อยู่อาศัยของนกกระเรียนในธรรมชาติของประเทศกัมพูชา พบว่านกมี
การกระจายตัวอยู่อย่างน้อย 6 พ้ืนที่ คือ Ang Trapeang Thmor (จังหวัด Banteay Meanchey), 
Tonle Sap Grasslands (จั ง ห วั ด  Kampong Thom), Preah Net Preah (จั ง ห วั ด  Banteay 
Meanchey), Kulen Promtep Wildlife Sanctuary (จั ง ห วั ด  Preah Vihear), Preah Vihear 
Protected Forest (จังหวัด Preah Vihear) และ Western Siem Pang (จังหวัด Stung Treng) 
(Van Zalinge et al., 2011) จากข้อมูลข้างต้นอาจจะบ่งบอกได้ว่านกกระเรียนพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นที่
สวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระได้รับมานั้นอาจจะมาจากกลุ่มประชากร
มากกว่า 1 กลุ่ม แต่ตัวอย่างเหล่านั้นมีการกระจายตัวแบบสุ่มไปยังพ้ืนที่การเพาะเลี้ยงทั้ งสองแห่ง      
เท่า ๆ กัน จึงท าให้ผลของค่า FST ที่ได้จากการวิเคราะห์ครั้งนี้มีค่าต่ า และได้ค่า K = 1 ดังนั้นการ
ตรวจสอบโครงสร้างทางพันธุกรรมของนกกระเรียนในธรรมชาติของประเทศกัมพูชาจะเป็นข้อมูล
ส าคัญที่ใช้ในการยืนยันจ านวนกลุ่มของประชากรพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นที่ประเทศไทยได้รับมาได ้
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บทที่ 5  
สรุปผลการศึกษา 

 
 จากการศึกษาการคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยในสภาพกรงเลี้ยงของสวนสัตว์เปิดเขาเขียว และ 
สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระ จังหวัดชลบุรี จ านวนทั้งหมด 28 ตัวอย่าง พบว่าไพรเมอร์ที่น ามา
ศึกษาด้วยวิธี cross-species amplification ทั้ง 28 คู่ สามารถน ามาเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลท์        
ดีเอ็นเอของนกกระเรียนพันธุ์ไทยได้ทั้งหมด แต่มีไพรเมอร์เพียง 22 คู่ที่แสดง polymorphism ได้แก่ 
ไพรเมอร์จาก whooping crane จ านวน 10 คู่ และ ไพรเมอร์จาก blue crane จ านวน 12 คู่ โดย 
polymorphic primer ทั้งหมดสามารถน าไปใช้ส าหรับการวิเคราะห์ผลต่อไปได้ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อ
วิเคราะห์ผลของค่า linkage disequilibrium การเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg และ 
null allele แล้วนั้นกลับพบว่า 

• หากวิเคราะห์ผลด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก whooping crane ทั้งหมด 14 
โลไซและจาก blue crane 4 โลไซ (Gpa12, Gpa33, Gpa34 และ Gpa35) จะมีเครื่องหมายทาง
พันธุกรรมที่เหมาะส าหรับวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม จ านวน 10 โลไซ 

• หากวิเคราะห์ผลด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก blue crane ทั้งหมด 14 โลไซ 
จะมีเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่เหมาะสม จ านวน 8 โลไซ 

• หากวิเคราะห์ผลด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก whooping crane และ blue 
crane ทั้งหมด 28 โลไซ จะมีเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่เหมาะสม จ านวน 13 โลไซ 
 จากการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยด้วยเครื่องหมาย     
ไมโครแซทเทลไลท์ที่เหมาะสมจาก whooping crane และ blue crane พบว่านกกระเรียนจากสวน
สัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระมีความหลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง 
(HE = 0.61; HO = 0.64 vs HE = 0.69; HO = 0.76 vs HE = 0.63; HO = 0.69) มีการเกิด inbreeding 
ต่ า (FIS = -0.048 vs -0.100 vs -0.100) และประชากรไม่มีการแบ่งออกเป็นกลุ่มย่อยเพราะมีความ
แตกต่างของโครงสร้างทางพันธุกรรมต่ า (FST = 0.023 vs 0.043 vs 0.035; K = 1) จากผลที่ได้
สามารถสรุปได้ว่านกกระเรียนพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนก
น้ าบางพระมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงและเหมาะสมที่จะใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ในการเพ่ิมจ านวน
ประชากรในกรงเลี้ยงต่อไปในอนาคตได้ เพ่ือเป็นตัวแทนประชากรที่จะน ากลับไปปล่อยคืนสู่พ้ืนที่ชุ่ม
น้ าในธรรมชาติของประเทศไทยต่อไป เพราะพ้ืนฐานการมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สูงและ
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โครงสร้างทางพันธุกรรมที่ดีจะท าให้นกกระเรียนสามารถต้านทานต่อโรคหรือการเปลี่ยนแปลงอย่าง
ฉับพลันทางธรรมชาติได้ 
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ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับแนวทางการอนุรักษ์นกกระเรียนพันธุ์ไทย 
1. ด้านการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมส าหรับงานวิจัยในอนาคต 
 1.1 ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรจ าเป็นจะต้องทราบข้อมูลเพศ
ที่ถูกต้องของนกแต่ละตัว เนื่องจากเป็นข้อมูลส าคัญที่จะสามารถใช้ในการประเมิน sex linkage และ 
sex ratio ของประชากร นอกจากนี้ยังเป็นข้อมูลที่มีประโยชน์ส าหรับแหล่งเพาะเลี้ยงในการจับคู่นก
ให้ถูกต้องเพ่ือให้นกสามารถเข้าคู่และผสมพันธุ์กันได้ โดยเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ใช้ส าหรับระบุ
เพศนกกระเรียนจากการศึกษาของ Insee (2013) มีความเหมาะสมส าหรับน าไปใช้เพ่ือยืนยันเพศที่
ถูกต้องได้ 
 1.2 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่น ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้สามารถน าไปปรับใช้กับการ
ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนในกรงเลี้ยงของสวนสัตว์นครราชสีมา และ
นกที่ปล่อยไปยังพ้ืนที่ชุ่มน้ าในจังหวัดบุรีรัมย์ได้ โดยสามารถน าข้อมูลมาประกอบกันเป็นภาพรวมของ
โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรนกทั้งในกรงเลี้ยงและในธรรมชาติ ซึ่งในอนาคตการศึกษาและ
เปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกทั้งในกรงเลี้ยงและนกท่ีได้ปล่อยคืนสู่ธรรมชาติจะ
มีความส าคัญต่อการวางแผนการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์ เพ่ือให้นกในกรงเลี้ยงมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมมากพอที่จะอยู่รอดต่อการคัดเลือกโดยธรรมชาติได้ นอกจากนี้การติดตามอัตราการอยู่
รอดและการผสมพันธุ์ (fitness) ของประชากรนกในธรรมชาติอย่างต่อเนื่องยังมีความส าคัญต่อการ
อนุรักษ์นกกระเรียนให้สามารถอยู่รอดได้อย่างยั่งยืน 

1.3 การศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของนกกระเรียนในธรรมชาติของประเทศกัมพูชาด้วย
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์สามารถน ามาใช้เป็นข้อมูลในการยืนยันจุดก าเนิดที่ถูกต้องของนกที่
ประเทศไทยได้รับบริจาคมาว่ามาจากกี่กลุ่มประชากร อีกทั้งยังสามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการ
เปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างนกท้ังสองประเทศได้  
 
2. ด้านการวางแผนการอนุรักษ์นกกระเรียนทั้งในกรงเลี้ยงและในธรรมชาติของประเทศไทย 
 2.1 จากประวัติของการเริ่มต้นการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ์นกกระเรียนในประเทศไทย 
พบว่าประชากรที่ใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นมีเพียง 59 ตัว โดยกระจายไปยังแหล่งเพาะเลี้ยงทั้ง 3 แห่ง 
แต่จ านวนพ่อแม่พันธุ์ตั้งต้นจ านวนน้อยจะส่งผลต่อความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรใน
กรงเลี้ยงรุ่นถัดไปได้ โดยอาจจะท าให้ประชากรมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ า เนื่องจากเกิดการ 
inbreeding ขึ้นภายในกรงเลี้ยง ดังนั้นเพ่ือให้การขยายพันธุ์ประชากรรุ่นลูกจากประชากรตั้งต้น
จ านวนน้อยให้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงและมีอัตราการอยู่รอดที่ยืนยาวได้นั้น จ าเป็นต้อง
ให้ความส าคัญกับการวางแผนการเพาะเลี้ยง โดยการตรวจสอบข้อมูลทางพันธุกรรมของกลุ่ม
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ประชากรนกกระเรียนพันธุ์ไทยทั้งหมดในประเทศเป็นแนวทางการวางแผนหนึ่งที่ท าให้สามารถทราบ
ได้ว่านกกระเรียนมีความหลากหลายทางพันธุกรรมเป็นอย่างไร  
 2.2 เมื่อทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมและเพศที่ถูกต้องของประชากรนกในแต่ละ
พ้ืนที่แล้ว สามารถน าข้อมูลเหล่านั้นไปปรับใช้ในการจับคู่ผสมพันธุ์นกเพ่ือลดการเกิด inbreeding 
ภายในประชากรเดียวกัน 
 2.3 นกกระเรียนจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียวและสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ าบางพระควรถูกจัด
ให้เป็น single management unit เพ่ือให้ในอนาคตสามารถแลกเปลี่ยนพ่อแม่พันธุ์ระหว่างสถานที่
เพาะเลี้ยงทั้งสองแห่ง เพ่ือเพ่ิมความหลากหลายทางพันธุกรรมและลดโอกาสการเกิด inbreeding 
ภายในประชากร แต่หากนกกระเรียนในกรงเลี้ยงของประเทศไทยเริ่มมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมต่ าลง การแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมกับประชากรนกในธรรมชาติของประเทศกัมพูชา ซึ่ง
เป็นประชากรต้นก าเนิดของนกกระเรียนที่ได้น ามาเพาะเลี้ยงในประเทศไทย อาจจะสามารถเพ่ิมความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรได้ แต่ทั้งนี้จ าเป็นต้องมีการประเมินโครงสร้างทางพันธุกรรม
ของนกในประเทศกัมพูชาด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จากการศึกษาครั้งนี้ก่อนเพ่ือน าผลการ
วิเคราะห์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับโครงสร้างทางพันธุกรรมกับนกในกรงเลี้ยงของประเทศไทย 
นอกจากนี้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 28 โลไซ ยังสามารถน าไปปรับใช้เพ่ือประเมินความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุ์ไทยที่มีการกระจายตัวในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ได้
อีกด้วย 
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ภาคผนวก ก. 
วัสดุ อุปกรณ์และสารเคมี 
วัสดุและอุปกรณ์ 

– กรรไกรผ่าตัด 

– กล้องถ่ายรูป Fujifilm X–A1 

– ตู้เย็น (Mitsubishi Electric, Japan)  

– Forceps 

– หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 ml (Treff® 

Switzerland) 

– ถุงมือยาง 

– Automatic micropipette P2, P10, P20, P200 และ P1000 (PIPETMAN®, USA) 

– Electronic clock timer model CT–30 (Canon Co., Ltd., Japan) 

– Centrifuge model 5418 (Eppendorf, Germany) 

– Cubee mini–centrifuge (GeneReach Biotechnology Corp., Taiwan) 

– Vortex mixture model VM–300 (Germany Industrial Corp., Taiwan) 

– AccuBlock™ Digital Dry Bath model D1100 (Labnet International, Inc., USA) 

– -20ºC Freezer (Sharp, Japan) 

– DNA thermal cycle model T100™ (Bio–Rad, Laboratories, Inc., USA) 

– Safe Image Transilluminator (Invitrogen™) 

– Ice–box (Eppendorf, Germany) 

– Microwave (Samsung, Korea) 

– Pioneer™ electronic balance model PA413 (Ohaus Instruments Co., Ltd., 

USA) 

– Electrophoresis chamber and power supply (Cosmo Bio Co., Ltd., USA) 

– Whatman® Laboratory sealing film (Fisher Scientific Co., Ltd., UK) 
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สารเคมี 
– FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech corp., 

Taiwan) 

– Agarose NuSieve powder (Lonza, Inc., USA) 

– Agarose powder (EMD Chemicals, Inc., USA) 

– 10 µM Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20, Gram22, Gram24, Gram25, 

Gram30, Gram31, Gram32a, Gram41, Gram42 และ Gram45 primers (forward 

และ reverse primers) 

– 10 µM Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20, Gram22, Gram24, Gram25, 

Gram30, Gram31, Gram32a, Gram41, Gram42 แ ล ะ  Gram45 primers 5’ 

fluorescent–labeled primer (6–FAM™) (Macrogen, Inc., Korea) 

– 10 µM Gpa01, Gpa11, Gpa12, Gpa14, Gpa24, Gpa33, Gpa33, Gpa34, Gpa35, 

Gpa36, Gpa37, Gpa38, Gpa39 และ Gpa41 (forward และ reverse primers) 

– 10 µM Gpa11, Gpa12, Gpa14, Gpa33, Gpa33, Gpa34, Gpa35, Gpa36, Gpa37, 

Gpa38, Gpa39 และ Gpa41 (6–FAM™) (Macrogen, Inc., Korea) 

– 10,000X SYBR® Safe DNA gel stain 

– 100 µg/ml 100 bp DNA ladder 

– 200 ng/µl 20 bp DNA ladder 

– 2X EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (Takara, Japan) 

– 100% ethanol 

– 0.5X TBE buffer 

– Sterile distilled water 

– MilliQ 
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ภาคผนวก ข. 
การสกัดดีเอ็นเอ 
 ในการศึกษาครั้งนี้ได้สกัดดีเอ็นเอจากโคนขนของนกกระเรียนพันธุ์ไทยโดยใช้ชุดสารเคมี
ส า เร็จรูปส าหรับสกัดดี เ อ็นเอ คือ FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit 
(Favorgen Biotech corp., Taiwan) โดยสกัดตามคู่มือการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเนื้อเยื่อ ดังนี้ 

1. ใช้กรรไกรที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วตัดบริเวณโคนขนของนกกระเรียนพันธุ์ไทยให้ได้ความ
ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร และตัดโคนขนนั้นให้ละเอียดมากที่สุด และใส่ลงในหลอดไมโคร                
เซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 ml จากนั้นเติม FATG1 buffer ปริมาตร 200 µl 
ลงไปเพ่ือท าให้เซลล์แตกและได้นิวเคลียสออกมา ท าลายเยื่อหุ้มนิวเคลียสให้ดีเอ็นเอละลายอยู่ใน
สารละลาย  

2. เติมเอนไซม์ Proteinase K (11 mg/ml) ปริมาตร 9 µl ตามลงไป น าไปวอร์ เท็ก 
(vortex) และ บ่ม (incubate) ที่ 60ºC เป็นเวลาประมาณ 4 ชั่วโมง เพ่ือย่อยสลายโปรตีนที่อยู่ภายใน
เนื้อเยื่อ 

3. เติม FATG2 buffer ปริมาตร 200 µl ลงใน sample mixture จากนั้นน าไป vortex 
และ incubate ต่อที่ 70ºC เป็นเวลา 15 นาท ี

4. เติม 100% ethanol ปริมาตร 200 µl ลงใน sample mixture จากนั้นน าไป vortex 
และน าไปปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือให้เนื้อเยื่อที่ไม่ผ่านการย่อย
สลายตกตะกอนลงมาอยู่ที่ก้นหลอด 

5. ประกอบ FATG mini column ให้เข้ากับ collection tube จากนั้นใช้ไมโครปิเปตต์ 
(micropipette) ดูดสารละลายส่วนใสที่ได้จากการ centrifuge ปริมาตร 560 µl ใส่ลงใน FATG 
mini column และน า  column ไป centrifuge ที่  14,000 rpm เป็น เวลา 1 นาที  หลั งจาก 
centrifuge เสร็จ ดีเอ็นเอท่ีต้องการจะติดอยู่กับแผ่น membrane ที่อยู่ภายใน FATG mini column 
เทสารละลายที่อยู่ภายใน collection tube ทิ้ง 

6. เติม W1 buffer ปริมาตร 500 µl ลงใน FATG mini column จากนั้นน าไป centrifuge 
ที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ขั้นตอนนี้จะท าให้ดีเอ็นเอที่ต้องการที่ติดอยู่บริเวณ membrane มี
ความบริสุทธิ์มากข้ึน หลังจาก centrifuge เสร็จ เทสารละลายที่อยู่ภายใน collection tube ทิ้ง  

7. เ ติ ม  Wash buffer ปริ ม าตร  750 µl ลง ใน  FATG mini column จากนั้ นน า ไป 
centrifuge ที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ขั้นตอนนี้จะท าให้ดีเอ็นเอที่ต้องการที่ติดอยู่บริเวณ 
membrane มีความบริสุทธิ์มากยิ่งขึ้น หลังจาก centrifuge เสร็จ เทสารละลายที่อยู่ภายใน 
collection tube ทิ้ง และ น า FATG mini column อันเดิมไป centrifuge ต่อที่ 14,000 rpm เป็น
เวลา 3 นาที เพื่อให้ของเหลวที่ยังอาจหลงเหลืออยู่ตกลงมาใน collection tube ทั้งหมด  
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8. น า FATG mini column ไปประกอบให้เข้ากับ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
เติม elution buffer ปริมาตร 55 µl ลงไป ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที จากนั้นน าไป centrifuge ที่ 
14,000 rpm เป็น เวลา 2 นาที  เ พ่ือชะดี เ อ็นเอที่ ติดอยู่บริ เวณ membrane ให้ตกลงมายัง 
microcentrifuge tube  

9. เก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC  
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ภาคผนวก ค. 
การตรวจสอบขนาดของแถบไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite band) ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis 
 โดยปกติแล้วการตรวจสอบขนาดของแถบไมโครแซทเทลไลท์จะใช้การตรวจสอบด้วย 
polyacrylamide gel แต่เนื่องด้วยวิธีดังกล่าวมีความซับซ้อน อีกทั้งผง polyacrylamide ยังมีความ
เป็นพิษต่อร่างกาย เพราะเป็นสารตั้งต้นที่ก่อให้เกิดมะเร็งในมนุษย์ได้ เพ่ือให้เกิดความปลอดภัยผู้วิจัย
จึงเลือกใช้ผง agarose NuSieve แทน เนื่องจากมีคุณสมบัติพิเศษกว่าผง agarose ทั่วไป นั่นคือ เมื่อ
เตรียม 3% agarose NuSieve จะท าให้สามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดต่ ากว่า 500 bp ได้  
คุณสมบัติดังกล่าวเทียบเท่ากับการเตรียม 8% polyacrylamide gel ซึ่งเป็นความเข้มข้นของเจลที่
นิยมน ามาใช้ในการตรวจสอบขนาดของ microsatellite bands 
 ขั้นตอนที่ผู้วิจัยเตรียม 3% agarose NuSieve ส าหรับใช้ในการตรวจสอบขนาดของ 
microsatellite bands มีดังนี ้

1. ชั่งผง agarose NuSieve ให้ได้น้ าหนัก 3 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ แล้วเท 0.5X TBE 
buffer ปริมาตร 100 ml ลงไป 

2. น าไปต้มในไมโครเวฟ พอ buffer เริ่มเดือดเล็กน้อยให้หยุดการท างานของไมโครเวฟแล้ว
น าขวดรูปชมพู่ออกมาสังเกต หากผง agarose NuSieve ยังไม่ละลายเข้ากับ buffer ให้ต้มต่อไป
จนกว่าจะละลายเป็นเนื้อเดียวกัน หากละลายเข้ากันแล้วให้น าออกมาพักไว้ที่อุณหภูมิของเป็นเวลา
ประมาณ 5 นาที หรือมีอุณหภูมิอุ่นพอที่จะสามารถน าขวดรูปชมพู่มาสัมผัสกับผิวหนังได้ 

3. ใส่ 10,000X SYBR® Safe DNA gel stain ลงไป 3 µl ใน 100 ml ซ่ึง SYBR® Safe เป็น
สีย้อมที่มีคุณสมบัติคล้ายกับ ethidium bromide ที่สามารถแทรกตัวจับกับคู่เบสที่อยู่ภายในสายของ      
ดีเอ็นเอได้ เมื่อกระตุ้นด้วยแสงอัลตราไวโอเลตจะปรากฏแถบดีเอ็นเอขึ้น 

4. เท gel ที่เตรียมไว้ใส่ลงใน plate ที่เสียบ comb เรียบร้อยแล้ว ให้ได้ความสูงประมาณ       
5 มิลลิเมตร รอจน gel แข็งตัว 

5. ดึง comb ออก เช็ดเศษ gel ที่เกาะอยู่บน plate ออกให้หมด น า plate ไปใส่ลงใน 
electrophoresis chamber แล้วเท 0.5X TBE buffer ให้ท่วม gel 

6. หยอด PCR products ปริมาตร 5 µl และหยอด 20 bp DNA ladder ปริมาตร 1 µl 
เพ่ือใช้เป็น DNA marker ในการบอกขนาดของ DNA ลงในหลุมเจล 

7. เริ่มการท างานของเครื่อง electrophoresis โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ 
เป็นเวลา 90–120 นาที 

8. น า gel ไปส่องภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง UV transilluminator จากนั้นถ่ายภาพ gel 
ด้วยกล้องดิจิตอล Fujifilm X–A1 
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ภาคผนวก ง. 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบเพศของนกกระเรียนด้วยชีววิทยาโมเลกุล (molecular 
sexing)  
 ในการระบุเพศของนกกระเรียนจากทั้งสองพ้ืนที่การศึกษานอกจากจะใช้ความช านาญของ
ผู้ดูแลนกในการจ าแนกเพศแล้ว ยังได้น าไพรเมอร์ที่มีประสิทธิภาพในการระบุเพศนกจากการศึกษา
ของ Insee (2013) มาใช้ยืนยันความถูกต้องด้วย เนื่องจากหากพิจารณาด้วยลักษณะสัณฐานภายนอก
ของนกกระเรียนแล้วอาจจะไม่สามารถแยกนกเพศผู้และเพศเมียออกจากกันได้ เพราะนกทั้งสองเพศ
มีลักษณะที่ใกล้เคียงกัน ในการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้ไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
PCR ในต าแหน่ง EE0.6 โดยใช้ชุดของไพรเมอร์ AWS05/NRD4 และ SINT-F/SINT-R และ ยีน CHD 
โดยใช้ชุดของไพรเมอร์ 2550F/2718R จากนั้นตั้งโปรแกรมของเครื่อง thermal cycle ให้มีสภาวะ 
PCR ตามงานของ  Insee (2013 )  และตรวจสอบขนาดของแบนด้ วย  0.8% agarose gel 
electrophoresis 
 ผลการตรวจสอบเพศของนกกระเรียนพบว่าไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุดสามารถใช้ในการระบุเพศของ
นกกระเรียนพันธุ์ไทยได้อย่างชัดเจนโดยสามารถทราบผลได้จากภาพเจล การตรวจสอบขนาดของ 
PCR product ของยีน CHD สามารถพิจารณาได้จากแบนขนาด 475 bp และ 635 bp โดยตัวอย่าง
นกเพศผู้จะปรากฏแบน 1 แบนที่ขนาด 635 bp แต่นกเพศเมียจะปรากฏแบน 2 แบนที่ขนาด 475 
bp และ 635 bp (ภาพที่ 47) ในขณะที่การตรวจสอบขนาดของ PCR product ในต าแหน่ง EE0.6 
สามารถพิจารณาได้จากแบนขนาด 150 bp และ 300 bp โดยตัวอย่างนกเพศผู้จะปรากฏแบน 1 
แบนที่ขนาด 150 bp แต่นกเพศเมียจะปรากฏแบน 2 แบนที่ขนาด 150 bp และ 300 bp (ภาพที่ 
48) 
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ภาพที่ 47 การตรวจสอบขนาดของ PCR product เพ่ือระบุเพศของนกกระเรียนด้วยไพรเมอร์ 
2550F/2718R เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในยีน CHD 

 
ภาพที่ 48 การตรวจสอบขนาดของ PCR product เพ่ือระบุเพศของนกกระเรียนโดยใช้ชุดไพรเมอร์ 
AWS05/NRD4 และ SINT-F/SINT-R เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในต าแหน่ง EE0.6 

♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ 

♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ 

♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♂ 

♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ 

600 bp 
400 bp 

300 bp 
200 bp 
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