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บทคัดยอ 

นกกระเรียนพันธุไทย (Grus antigone sharpii) ไดสูญพันธุไปจากธรรมชาติของประเทศไทย โดยมี

สาเหตุหลักมาจากการสูญเสียแหลงที่อยูอาศัยบริเวณพื้นที่ชุมน้ํา ตอมาไดมีการขอรับบริจาคนกกระเรียนพันธุ

ไทยจากประเทศกัมพูชามาเพาะเลี้ยงและขยายพันธุในสภาพกรงเลี้ยง ซึ่งการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุไมได

ตองการเพิ่มจํานวนและอัตราความอยูรอดของประชากรในสภาพกรงเลี้ยงเทานั้น แตยังตองคํานึงถึงความ

หลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร ดังนั้นผูวิจัยจึงใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ 

ตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุไทยจากสวนสัตวเปดเขาเขียว (n = 11) โดย

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากโคนขน มาเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวย polymorphic primer ที่

ออกแบบมาจากจีโนมของ whooping crane G. Americana จํานวน 10 คูและ blue crane 

Anthropoides paradise จํานวน 4 คู ผลการศึกษาพบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ที่

โลคัส Gram8 ซึ่งเปนผลมาจาก null allele และพบการปรากฏของ linkage disequilibrium ที่โลคัส 

Gpa12, Gpa34 และ Gpa35 จากการวิเคราะหคาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเครื่องหมายไมโครแซท

เทลไลทจํานวน 10 โลไซ พบวาจํานวนอัลลีลตอโลคัสมีคาเฉลี่ยเทากับ 4.2 คา expected และ observed 

heterozygosity มีคาเฉลี่ยเทากับ 0.59 และ 0.61 ตามลําดับ คา inbreeding coefficient มีคาเทากับ -

0.03 จากผลที่ไดแสดงวานกกระเรียนพันธุไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง และเกิด 

inbreeding นอย ดังนั้นจึงเหมาะที่จะใชเปนพอแมพันธุในการเพิ่มจํานวนประชากรในกรงเลี้ยงตอไปใน

อนาคตได เพ่ือเปนตัวแทนประชากรที่จะนํากลับไปปลอยคืนสูพื้นที่ชุมน้ําในธรรมชาติของประเทศไทยตอไป  

คําสําคัญ: ความหลากหลายทางพันธุกรรม นกกระเรียนพันธุไทย โพลีมอรฟซึม ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ 

 เฮทเทอโรไซโกซิตี 
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Abstract 

Grus antigone sharpii is the only crane species that was reported in Thailand, though 

it has become extinct in the wild due to the depletions of its natural habitats and food 

sources. The Thai government with the Cambodian collaboration has tried to repopulate G. 

a. sharpii using wild Cambodian specimens as an initial breeding stock. Captive breeding can

increase the population size and survivorship of the G. a. sharpii in Thailand, but the genetic

diversity of the crane are also of immense importance as well, since the fixation of

unfavorable alleles may drive the reemerging population to become extinct again. In this

study, 14 polymorphic microsatellite primers isolated from a related species of G. a. sharpii,

the whooping crane G. americana and the blue crane Anthropoides paradisea, were used to

genotype and investigate genetic diversity of G. a. sharpii individuals collected from Khao

Kheow open zoo (n = 11). Our results showed that deviations from Hardy-Weinberg

equilibrium was only observed at locus Gram8, resulting from the presence of null allele.

Three loci (Gpa12, Gpa34 and Gpa35) were in linkage disequilibrium. The averages of

expected and observed heterozygosities were 0.59 and 0.61, respectively, indicating high

genetic diversity in terms of heterozygosity and low inbreeding (FIS = -0.03). 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.

Keywords: genetic diversity, eastern sarus crane, polymorphism, microsatellite DNA,  

  heterozygosity 



จ 

สารบัญ 

        หนา 

กิตติกรรมประกาศ ข 

บทคัดยอภาษาไทย ค 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ  ง 

สารบัญ  จ 

สารบัญรูปภาพ  ฉ 

สารบัญตาราง  ช 

บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 1 

วัตถุประสงคของโครงการ  5 

วิธีการดําเนินงาน  6 

ผลการทดลอง  8 

วิจารณผลการทดลอง  18 

สรุปผลการศึกษา  19 

เอกสารอางอิง  20 



ฉ 

สารบัญรูปภาพ 

 หนา 

ภาพที่ 1 ผล electropherogram ทีแ่สดงรูปแบบอัลลีลแบบ homozygous allele 

ที่มีขนาดเทากับ 246.5 คูเบส................................................................................................... 9 

ภาพที่ 2 ผล electropherogram ทีแ่สดงรูปแบบอัลลีลแบบ heterozygous allele 

ที่มีขนาดเทากับ 234.2 และ 238.3 คูเบส................................................................................     9 



ช 

สารบัญตาราง 

  หนา 

ตารางที่ 1 ขนาดของอัลลีลที่ไดในแตละตัวอยางจากการวิเคราะหผล genotyping 

   บริเวณโลคสั Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20 และ Gram22.................   10 

ตารางที่ 2 ขนาดของอัลลีลที่ไดในแตละตัวอยางจากการวิเคราะหผล genotyping 

   บริเวณโลคัส Gram24, Gram25, Gram30, Gram31, Gram32a และ Gram41...........   11 

ตารางที่ 3 ขนาดของอัลลีลที่ไดในแตละตัวอยางจากการวิเคราะหผล genotyping 

   บริเวณโลคัส Gram42, Gram45, Gpa12, Gpa33, Gpa34 และ Gpa35......................   12 

ตารางที่ 4 ลําดับนิวคลีโอไทดที่ซ้ํากัน จํานวนชุดซ้ําของนิวคลีโอไทดที่มากที่สุด 

   ขนาดของอัลลีลและรูปแบบไพรเมอรของทั้ง 14 โลไซ....................................................   14 

ตารางที่ 5 คาพารามิเตอรตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมของประชากร 

   นกกระเรียนพันธุไทยในพ้ืนที่ของสวนสัตวเปดเขาเขียว ดวย  

 polymorphic loci จํานวน 10 โลไซ............................................................................   17 



1 

การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุไทย 

(Grus antigone sharpii) ในพื้นที่สวนสัตวเปดเขาเขียวดวยวิธีไมโครแซทเทลไลท 

Genetic diversity analysis of captive eastern sarus crane 

(Grus antigone sharpii) in Khao Khew Open Zoo using microsatellite markers 

อัมพร วิเวกแวว, ณัฐพจน วาฤทธิ์ และ รังสินี สันคม 

Amporn Wiwegweaw, Natapot Warrit and Rangsinee Sankhom 

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 

Department of Biology, Faculty of Science, Chulalongkorn University 

Phyathai Road, Pathumwan, Bangkok, 10330 

บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 นกกระเรียน (crane) เปนนกน้ําที่มีรูปรางสวยงาม สูงโปรง มีคอและขายาว จัดอยูในวงศ Gruidae 

พบได 15 ชนิดทั่วโลก กระจายตัวอยูในเขตเอเชียตะวันออก ออสเตรเลีย อเมริกาเหนือและแอฟริกา (Meine 

& Archibald, 1996) ในประเทศไทยพบนกกระเรียนเพียงชนิดเดียว คือ Grus antigone ซึ่งแบงไดเปน 4 

ชนิดพันธุยอย คือ นกกระเรียนอินเดีย (Indian sarus crane: Grus antigone antigone), นกกระเรียน

ออสเตรเลีย (Australian sarus crane: Grus antigone gillae), นกกระเรียนเกาะลูซอน (Philippine sarus 

crane: Grus antigone luzonica) และนกกระเรียนพันธุไทย (eastern sarus crane: Grus antigone 

sharpii) ซึ่งเปนชนิดพันธุยอยที่เคยพบในประเทศไทยในอดีต นกกระเรียนพันธุไทยมีแหลงที่อยูอาศัยบริเวณ

พื้นที่ชุมน้ําและท่ีราบลุม แหลงอาหารจะมีทั้งพืชและสัตว พืชที่เปนอาหารสวนใหญจะเปนพวกเมล็ดพืช เมื่อมี

การบุกรุกแหลงเพาะปลูกทางการเกษตรไปเปนแหลงที่อยูอาศัยของมนุษยและมีการเปลี่ยนแปลงพืชที่ใช

เพาะปลูกทางการเกษตร ทําใหแหลงที่อยูอาศัยและแหลงอาหารของนกกระเรียนพันธุไทยลดลง สงผลใหนก

กระเรียนพันธุไทยสูญพันธุไปจากธรรมชาติของประเทศไทยในอดีต (Sanguansombat, 2005) จากเหตุการณ

ดังกลาว ตอมา ประเทศไทยไดตระหนักถึงความสําคัญของนกกระเรียนพันธุไทยและไดมีความพยายามของ

หนวยงานหรือองคการสวนสัตวตางๆ ในการคืนชีวิตใหกับนกกระเรียนพันธุไทยไดกลับมาอาศัยอยูในถิ่น

ธรรมชาติเดิมในประเทศไทย โดยสวนสัตวนครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา เปนแหลงเพาะพันธุนกกระเรียน

พันธุไทยแหงแรกของประเทศไทย โดยไดขอรับบริจาคนกกระเรียนที่มีถิ่นกําเนิดในประเทศกัมพูชา มาศึกษา
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วิธีการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุในสภาพกรงเลี้ยง (Meine & Archibald, 1996) ตอมาสวนสัตวเปดเขาเขียว

และสถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ําบางพระ จังหวัดชลบุรี สามารถเพาะเลี้ยงและขยายพันธุนกกระเรียนพันธุไทย

ในสภาพกรงเลี้ยงไดเชนกัน ซึ่งการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุนกกระเรียนไมไดตองการเพียงแตเพิ่มปริมาณ

ประชากรในกรงเลี้ยงเพื่อนําไปปลอยคืนสูธรรมชาติเทานั้น แตยังตองคํานึงถึงความหลากหลายทางพันธุกรรม

ภายในประชากรในสภาพกรงเลี้ยงดวย เพื่อความอยูรอดของนกในสภาพแวดลอมธรรมชาติที่อาจมีการ

เปลี่ยนแปลงอยางฉับพลันหรือมีการแพรระบาดของเชื้อโรค การมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ต่ํา (เชน 

เกิดการผสมพันธุกันภายในเครือญาต)ิ จะทําใหนกกระเรียนพันธุไทยมีสุขภาพที่ไมแข็งแรง เจ็บปวย ติดเชื้อโรค

ไดงาย และไมสามารถทนทานตอการคัดเลือกโดยธรรมชาติได จนสุดทายแลวประชากรของนกกระเรียนก็

อาจจะสูญพันธุไปจากธรรมชาติอีกครั้ง ดังนั้นการประเมินคาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรนก

เรียนพันธุไทยในสภาพกรงเลี้ยงกอนทําการปลอยคืนสูธรรมชาติจึงถือเปนขั้นตอนสําคัญในการคืนชีวิตใหกับ

นกกระเรียนพันธุไทยอยางยั่งยืน ทั้งนี้หากประชากรนกสามารถดํารงชีวิตอยูในธรรมชาติไดสําเร็จ สถานภาพ

ทางการอนุรักษของนกกระเรียนพันธุไทยอาจยกระดับจากสถานภาพสูญพันธุแลวจากธรรมชาติ (extinct in 

the wild) ของประเทศไทยเปนสถานภาพของสิ่งมีชีวิตที่มีความเสี่ยงตอการสูญพันธุ (critically endangered 

species) นอกจากนี้ยังเปนการบงบอกความอุดมสมบูรณของแหลงพื้นที่ชุมน้ําและความเหมาะสมที่จะใชพื้นที่

เหลานั้นเปนแหลงที่อยูอาศัยของนก (ภูวดล โกมณเฑียร, 2555) ทั้งยังเปนการเชื่อมเสนทางการอยูอาศัยของ

นกกระเรียนพันธุไทยในเขตภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใตไดอีกดวย (นุชจรี พืชคูณ, 2556) 

การพิจารณาคาความหลากหลายทางพันธุกรรมสามารถดูไดจากคา heterozygosity ซึ่งจะบอก

สัดสวนของอัลลีลแบบ heterozygous ของประชากร (Nei & Roychoudhury, 1974) ความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุไทยในสภาพกรงเลี้ยงจะมีคาสูงถาหากมีการคัดเลือกพันธุของ

ประชากรตั้งตนที่ดี เพราะฉะนั้นการคัดเลือกพันธุนกกระเรียนพันธุไทยใหมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง

จึงเปนขั้นตอนที่สําคัญกอนการปลอยนกกระเรียนสูธรรมชาติ (นุชจรี พืชคูณ, 2556) ในการศึกษาครั้งนี้ไดนํา

ไมโครแซทเทลไลทไพรเมอรที่แสดงลักษณะ polymorphism (polymorphic primer) ที่เคยใชศึกษาใน 

whooping crane จํานวน 10 คู (Jones et al., 2010a, b) และจาก blue crane (Meares et al., 2008) 

จํานวน 4 คู มาเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอและวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ประชากรนกกระเรียนพันธุไทยในพื้นท่ีสวนสัตวเปดเขาเขียว 
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เอกสารที่เกี่ยวของ 

 นกกระเรียน (crane) เปนนกน้ําขนาดใหญ รูปรางสูงโปรง คอและขายาว มีลักษณะคลายกับนก

กระสา (stork) และ นกยาง (heron) ความแตกตางที่ใชแยกนกทั้งสามชนิดนี้ คือ นกกระเรียนมีขนาดใหญ

ที่สุด ขณะบินจะเหยียดคอตรง นกกระสามีขนาดที่เล็กกวานกกระเรียน ขณะบินจะเหยียดคอตรงเชนกัน สวน

นกยางขณะบินคอจะไมเหยียดตรงแตจะหดคอเขาหาอก นกกระเรียนจัดอยูในวงศ Gruidae พบได 15 ชนิด

ทั่วโลก มีกระจายตัวอยูในเขตเอเชียตะวันออก ออสเตรเลีย อเมริกาเหนือและแอฟริกา (Meine & Archibald, 

1996)ในประเทศไทยพบนกกระเรียนเพียงชนิดเดียว คือ Grus antigone ซึ่งแบงไดเปน 4 ชนิดยอย คือนก

กระเรียนอินเดีย (Indian sarus crane: Grus antigone antigone) มีขนาดใหญที่สุดในกลุมนกกระเรียน มี

ปลอกคอสีขาวคั่นอยูระหวางคอตอนบนและคอตอนลาง และขนตามลําตัวมีสีเทา นกกระเรียนพันธุไทย 

(Eastern sarus crane: Grus antigone sharpii) เปนชนิดยอยที่เคยพบในประเทศไทย (Tanee et al., 

2009) มีขนาดใหญรองลงมา ไมมีปลอกคอสีขาวอยูบริเวณคอ และมีขนตามลําตัวสีเทาเขมกวานกกระเรียน

อินเดีย ปจจุบันกระจายตัวอยูในประเทศจีน พมา กัมพูชา และเวียดนาม นกกระเรียนออสเตรเลีย 

(Australian sarus crane: Grus antigone gillae) มีหนังเปลือยสีแดงอยูบริเวณคอแตจะไมแผขยายเทากับ

ชนิดยอยอื่นๆ (Archibald et al., 2003) และนกกระเรียนเกาะลูซอน (Philippine sarus crane: Grus 

antigone luzonica) นกกระเรียนชนิดยอยนี้พบไดที่ประเทศฟลิปปนสเทานั้นซึ่งขณะนี้ไดสูญพันธุแลว 

(Meine & Archibald, 1996)  

 ลักษณะทางสัณฐานของนกกระเรียนเพศผูและเพศเมียนั้นไมมีความแตกตางกัน แตสามารถแยกเพศ

ไดจากการดูขนาดตัว โดยนกกระเรียนเพศผูจะมีขนาดตัวใหญกวาเพศเมียอยางชัดเจน (นุชจรี พืชคูณ, 2556) 

นกกระเรียนพันธุไทยมีแหลงที่อยูอาศัยบริเวณพ้ืนที่ชุมน้ําและที่ราบลุม แหลงอาหารของนกกระเรียนพันธุไทย

จะมีท้ังพืชและสัตว พืชที่เปนอาหารสวนใหญจะเปนพวกเมล็ดพืช เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงพืชที่ใชเพาะปลูกทาง

การเกษตรและเปลี่ยนแปลงแหลงเพาะปลูกทางการเกษตรไปเปนแหลงที่อยูอาศัยของมนุษย ทําใหแหลง

อาหารของนกกระเรียนลดลง สาเหตุหลักที่ทําใหจํานวนของนกกระเรียนพันธุไทยลดลง คือการที่มนุษยเขา

รุกรานแหลงพื้นที่ชุมน้ําซึ่งเปนแหลงที่อยูอาศัยหลักของนกกระเรียน (ภูวดล โกมณเฑียร, 2555; Wood & 

Krajewski, 1996) จนในปจจุบัน กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปาและพันธุพืช และองคการสวนสัตวในพระบรม

ราชูปถัมภไดจัดใหนกกระเรียนพันธุไทยอยูในบัญชีรายชื่อ 1 ใน 15 ชนิดสัตวปาสงวนของประเทศไทย ตาม

พระราชบัญญัติสงวนและคุมครองสัตวปา พ.ศ. 2535 และสํานักงานโครงการพัฒนาแหงสหประชาชาติ 

(UNDP) จัดนกกระเรียนพันธุไทยใหอยูในสถานภาพสูญพันธุแลวจากธรรมชาติของประเทศไทย 

(Sanguansombat, 2005) การคืนชีวิตของนกกระเรียนพันธุไทยใหกลับมาอาศัยอยูในถิ่นธรรมชาติเดิมของ
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ประเทศไทยไดนั้น ไมเพียงแตจะเปนการยกระดับสถานภาพทางการอนุรักษเทานั้น แตยังเปนการบงบอก

ความอุดมสมบูรณของแหลงพื้นที่ชุมน้ําและความเหมาะสมที่จะใชพื้นที่เหลานั้นเปนแหลงที่อยูอาศัยของนก

กระเรียนพันธุไทย (ภูวดล โกมณเฑียร, 2555) ทั้งยังเปนการเชื่อมเสนทางการอยูอาศัยของนกกระเรียนในเขต

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใตไดอีกดวย (นุชจรี พืชคูณ, 2556)  

 สวนสัตวนครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา เปนแหลงเพาะพันธุนกกระเรียนพันธุไทยแหงแรกของ

ประเทศไทย โดยไดขอรับบริจาคนกกระเรียนพันธุไทยที่มีถิ่นกําเนิดในประเทศกัมพูชา มาศึกษาวิธีการ

เพาะเลี้ยงและขยายพันธุในสภาพกรงเลี้ยง (Meine & Archibald, 1996) ตอมาสวนสัตวเปดเขาเขียวและ

สถานีวิจัยเพาะเลี้ยงนกน้ําบางพระ จังหวัดชลบุรี สามารถเพาะเลี้ยงและขยายพันธุนกกระเรียนพันธุไทยใน

สภาพกรงเลี้ยงไดเชนกัน การเพาะเลี้ยงและขยายพันธุนกกระเรียนพันธุไทยไมไดตองการเพิ่มปริมาณ

ประชากรในกรงเลี้ยงเพื่อนําไปปลอยสูถิ่นอาศัยเดิมไดเทานั้น แตยังตองคํานึงถึงความหลากหลายทาง

พันธุกรรมภายในประชากรในสภาพกรงเลี้ยงดวย เพื่อความอยูรอดของนกกระเรียนในสภาพแวดลอม

ธรรมชาติที่อาจมีการเปลี่ยนแปลงอยางฉับพลัน นกกระเรียนเปนสัตวหายาก มีพฤติกรรมการจับคูยากและเมื่อ

จับคูผสมพันธุแลวจะผสมพันธุแบบคูเดียวตลอดชีวิต เปนเหตุใหยากตอการเพิ่มปริมาณประชากร ทั้งยังมี

ประชากรในธรรมชาตินอยจึงเพ่ิมโอกาสที่จะเกิดการผสมพันธุกันภายในเครือญาติ ทําใหความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุไทยต่ําลง (ธวัดชัย ธานี, 2552) ผลเสียของการมีความหลากหลายทาง

พันธุกรรมที่ต่ําจะทําใหนกกระเรียนมีสุขภาพที่ไมแข็งแรง เจ็บปวย ติดเชื้อโรคไดงาย และไมสามารถทนทาน

ตอการคัดเลือกโดยธรรมชาติ จนสุดทายแลวประชากรนกกระเรียนพันธุไทยก็อาจจะสูญพันธุไปจากธรรมชาติ

อีกครั้ง การพิจารณาคาความหลากหลายทางพันธุกรรมดูไดจากคา heterozygosity ซึ่งจะบอกสัดสวนของอัล

ลีลแบบ heterozygous ของประชากร (Nei & Roychoudhury, 1974) ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ประชากรนกกระเรียนพันธุไทยในสภาพกรงเลี้ยงจะมีคาสูงถาหากมีการคัดเลือกพันธุของประชากรตั้งตนที่ดี 

เพราะฉะนั้นการคัดเลือกพันธุนกกระเรียนใหมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงจึงเปนขั้นตอนที่สําคัญกอน

การปลอยนกกระเรียนพันธุไทยสูธรรมชาติ (นุชจรี พืชคูณ, 2556) 

 วิธีไมโครแซทเทลไลทเปนวิธีที่ศึกษาในระดับนิวเคลียรดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกตางทาง

พันธุกรรม (polymorphism) ไดดี โดยมีลําดับเบสซ้ํากัน 2–6 เบสเปนชุดๆ กระจายอยูทั่วจีโนม เชน (AT)n, 

(CAG)n หรือ (GAAA)n จํานวนเบสซ้ําของสิ่งมีชีวิตที่แตกตางกันนั้นทําใหเกิดความหลากหลายของอัลลีลใน

ประชากรและสามารถจําแนกความแตกตางระหวางอัลลีลแบบ homozygous และ heterozygous ได ซึ่ง

การหาคาความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรนกกระเรียนพันธุไทยในสภาพกรงเลี้ยงของประเทศไทย

ดวยวิธีไมโครแซทเทลไลทนั้นยังไมเคยมีการรายงานมากอน จึงนํามาสูวัตถุประสงคของโครงการคือ การ

วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม (heterozygosity) ของประชากรนกกระเรียนพันธุไทยในพื้นที่สวน
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สัตวเปดเขาเขียวดวยวิธีไมโครแซทเทลไลท โดยจะนํา polymorphic primer ที่ไดคัดเลือกไวแลวจาก

การศึกษากอนหนา (อัมพร วิเวกแววและคณะ, 2560) ดวยวิธี cross–species amplification มาใชวิเคราะห

คา heterozygosity ของประชากรนกกระเรียนพันธุไทย โดยผลการศึกษาที่ไดจะทําใหทราบถึงโครงสรางทาง

พันธุกรรมของนกกระเรียนในสภาพกรงเลี้ยงในพื้นที่สวนสัตวเปดเขาเขียว ซึ่งขอมูลที่ไดสามารถใชเปน

แนวทางในการเพาะเลี้ยงขยายพันธุและอนุรักษนกกระเรียนพันธุไทยในสภาพกรงเลี้ยงกอนปลอยสูธรรมชาติ 

อีกทั้งยังเปนประโยชนตอโครงการปลอยนกกระเรียนพันธุไทยคืนถิ่นใหไดนกกระเรียนไทยที่มีความ

หลากหลายทางพันธุกรรมสูง และสามารถปรับตัวในสิ่งแวดลอมท่ีเปลี่ยนไปได  

วัตถุประสงคของโครงการ 

เพื่อตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุไทยในสภาพกรงเลี้ยงในพื้นที่สวน

สัตวเปดเขาเขียวดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ 
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วิธีการดําเนินงาน 

2. วิธีการดําเนินงาน

2.1 สถานที่ศึกษา

ในการศึกษาครั้งนี้ไมไดเก็บตัวอยางขนนกกระเรียนพันธุไทยใหม แตใชตัวอยางเดิมที่ไดเก็บจาก

การศึกษากอนหนา (อัมพร วิเวกแววและคณะ, 2560) จากสวนสัตวเปดเขาเขียว ตําบลบางพระ อําเภอศรี

ราชา จังหวัดชลบุรี จํานวน 11 ตัวอยาง ไดแก รุนพอแมพันธุตั้งตน 9 ตัว และ รุนลูก 2 ตัว (ตัวอยางหมายเลข 

8-16, 34 และ 36 ตามลําดับ) มาสกัดดีเอ็นเอ

2.2 การเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction: PCR) 

นํา total DNA ที่สกัดไดจากโคนขนของนกกระเรียนพันธุไทยมาเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็น

เอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) โดยใชไพรเมอรที่แสดง 

polymorphism (polymorphic primer) ที่ไดมาจากการคัดเลือกเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ

ดวยวิธี cross–species amplification จากการศึกษากอนหนาจํานวน 14 คู (อัมพร วิเวกแววและคณะ, 

2560) ไดแก polymorphic primer ที่ออกแบบมาจาก genomic library ของ whooping crane จํานวน 

10 คู ไดแก Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20, Gram22, Gram30, Gram32a, Gram42 และ 

Gram45 (Jones et al., 2010) และ polymorphic primer ที่ออกแบบมาจาก genomic library ของ 

blue crane จํานวน 4 คู ไดแก Gpa12, Gpa33, Gpa34 และ Gpa35  

โดยในขั้นแรกทําการติดสีเรืองแสงใหกับ polymorphic primer ตางๆ โดยสีเรืองแสงที่ใชในการวิจัย

ครั้งนี้คือ 6–FAM ซึ่งจะติดอยูที่ปลาย 5’ ของ reverse primer จากนั้นนํา reverse primer ที่ติดสีเรืองแสง

ดวย 6–FAM แทน reverse primer ธรรมดาในการเพ่ิมปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซ

พอลีเมอเรส (อัมพร วิเวกแววและคณะ, 2560) จากนั้นสง PCR product ที่ติดสีเรืองแสงไปวิเคราะหหาขนาด

ของอัลลีลที่แนชัด (genotyping) ดวยวิธี GeneScan ที่บริษัท Macrogen ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี โดย

ทางบริษัทจะสงผลที่ไดในรูปของ electropherogram ที่จะแสดง peak ของอัลลีลแบบ homozygous หรือ 

heterozygous พรอมบอกคาขนาดของอัลลีลที่แนชัดของแตละตัวอยางใหทราบอีกดวย ทําใหสามารถนําคา

เหลานี้ไปใชคํานวณหาคาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรตอไปได  
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2.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑไมโครแซทเทลไลท (microsatellite products) 

การเตรียมตัวอยางที่ใชสําหรับการหาลําดับนิวคลีโอไทดนั้นมีขั้นตอนและ temperature profile ใน

การทํา PCR เหมือนกับการเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ (อัมพร วิเวกแววและคณะ, 2560) แตเพิ่ม

ปริมาตรสุดทายจาก 10 µl เปน 30 µl จากนั้นสงตัวอยางไปวิเคราะหผลที่บริษัท Bioneer ประเทศ

สาธารณรัฐเกาหลี โดยจะไดขอมูลเปนไฟล .abI กลับมา นําขอมูลเหลานี้มาตรวจดูลําดับการซ้ําและชุดการซ้ํา

ของนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม MEGA เวอรชัน่ 5.2. (Tamura et al., 2013) 

2.4 การวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรม 

นําขนาดอัลลีลที่ไดของแตละตัวอยางในแตละโลคัส มาวิเคราะหหาคาความหลากหลายทางพันธุกรรม

ดวยโปรแกรมตางๆ 3 โปรแกรม ไดแก  

2.4.1 โปรแกรม Genepop เวอรชั่น 4.3 (Raymond and Rousset, 1995; Raymond and 

Rousset, 2003) ใชวิเคราะหคาตางๆ ดังนี้  

– คาจํานวนของอัลลีลตอโลคัส (NA)

– คาการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy–Weinberg (HWE p–value)

– คา expected heterozygosity (HE)

– คา observed heterozygosity (HO)

– คา inbreeding coefficient (FIS) ซึ่งเปนคาที่แสดงการเกิดการผสมพันธุในเครือญาติของ

ประชากร

2.4.2 โปรแกรม ML-NullFreq (Kalinowski and Taper, 2006) ใชหาคา null allele 

frequency (NAF) ซึ่งเปนคาที่บงบอกวาโลคัสใดมีโอกาสเกิดความผิดพลาดในการเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทล

ไลทดีเอ็นเอในขั้นตอน PCR ได  

2.4.3. โปรแกรม FSTAT เวอรชั่น 2.9.3 (Goudet, 2001) ใชในการวิเคราะหคา linkage 

disequilibrium (LD) ที่เกิดจากการแยกกันอยางไมเปนอิสระของอัลลีลที่อยูตางโลไซกัน (non-random 

association)  
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ผลการทดลอง 

3.1 ผลการทํา genotyping ดวยวิธี GeneScan 

ผลที่ไดจากการทํา genotyping ดวยวิธี GeneScan จะแสดงในรูปแบบของ electropherogram 

(ภาพที่ 1 และ 2) ซึ่งนอกจากจะบอกขนาดอัลลีลที่แนชัดแลว ยังบงบอกรูปแบบของอัลลีลไดอีกวาเปนอัล-  

ลีลแบบ homozygous หรือ heterozygous อีกทั้งยังสามารถยืนยันสถานะของไพรเมอรที่ไดวาเปน 

monomorphic primer หรือ polymorphic primer อีกดวย ซึ่งผลของ genotyping สามารถนําไป

เปรียบเทียบกับผลที่ไดจาก gel electrophoresis (อัมพร วิเวกแววและคณะ, 2560) ไดวามีรูปแบบอัลลีล

และสถานะของไพรเมอรตรงกันหรือไม โดยตารางที่ 1-3 แสดงขนาดและรูปแบบของอัลลีลที่ไดของแตละ

ตัวอยางในแตละโลคัส ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับผลจาก gel electrophoresis ที่ศึกษากอนหนา กลาวคือ ไพร

เมอรทั้ง 14 คู ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ ไดแก Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20, Gram22, 

Gram30, Gram32a, Gram42, Gram45, Gpa12, Gpa33, Gpa34 และ Gpa35 เปน polymorphic 

primer (มีขนาดอัลลีลตั้งแต 2 ขนาดขึ้นไป) ที่มีการปรากฏรูปแบบอัลลีลทั้งแบบ homozygous และ 

heterozygous ในขณะที่ไพรเมอรจํานวน 4 คู ไดแก Gram24, Gram25, Gram31 และ Gram41 เปน 

monomorphic primer ซึ่งทุกตัวอยางแสดงอัลลีลแบบ homozygous ที่มีขนาดอัลลีลเพียง 1 ขนาดเทานั้น 

(ตารางที่ 1-3) 
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ภาพที่ 1 ผล electropherogram ที่แสดงรูปแบบอัลลีลแบบ homozygous allele ที่มีขนาดเทากับ 246.5 

คูเบส 

ภาพที่ 2 ผล electropherogram ทีแ่สดงรูปแบบอัลลีลแบบ heterozygous allele ที่มีขนาดเทากับ 234.2 

และ 238.3 คูเบส 

หมายเหตุ  แกน X คือ ขนาดของอัลลีล (คูเบส) 

 แกน Y คือ ความสูงของ peak (RFU: Relative Fluorescent Units) 
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ตารางที ่1 ขนาดของอัลลีลที่ไดในแตละตัวอยางจากการวิเคราะหผล genotyping บริเวณโลคัส Gram6, Gram8, Gram11, Gram17, Gram20 และ Gram22 

Individual 

number 

ขนาดอลัลีล (คูเบส) 

Gram6 Gram8 Gram11 Gram17 Gram20 Gram22 

8 246 424, 428 258 373, 381 380, 392 161 

9 234, 238 416 246, 262 369, 373 384, 404 161 

10 234 420 246, 262 369, 373 380, 400 165 

11 238, 242 428, 432 250, 262 373, 377 376, 384 161, 169 

12 234, 242 428 250, 254 373, 377 384, 396 165, 169 

13 234, 238 428 254, 262 373, 377 376, 384 161, 169 

14 238, 242 416 246, 278 377 384, 404 161 

15 234, 246 420, 436 262 373, 377 384, 388 161 

16 234, 242 428, 432 250, 254 373, 377 376, 384 161, 169 

34 238 428 254, 262 373 384 161, 165 

36 234, 238 428 254, 262 373, 377 384 161 
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ตารางที ่2 ขนาดของอัลลีลที่ไดในแตละตัวอยางจากการวิเคราะหผล genotyping บริเวณโลคัส Gram24, Gram25, Gram30, Gram31, Gram32a และ Gram41 

Individual 

number 

ขนาดอัลลีล (คูเบส) 

Gram24 Gam25 Gram30 Gram31 Gram32a Gram41 

8 357 161 177, 185 258 242 264 

9 357 161 181, 185 258 238 264 

10 357 161 173, 177 258 238, 242 264 

11 357 161 169, 181 258 242 264 

12 357 161 181, 185 258 238, 242 264 

13 357 161 169, 181 258 238, 242 264 

14 357 161 169, 177 258 238 264 

15 357 161 181, 193 258 238, 242 264 

16 357 161 181, 185 258 242 264 

34 357 161 169, 185 258 238 264 

36 357 161 169, 185 258 238, 242 264 
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ตารางที ่3 ขนาดของอัลลีลที่ไดในแตละตัวอยางจากการวิเคราะหผล genotyping บริเวณโลคสั Gram42, Gram45, Gpa12, Gpa33, Gpa34 และ Gpa35 

Individual 

number 

ขนาดอัลลีล (คูเบส) 

Gram42 Gram45 Gpa12 Gpa33 Gpa34 Gpa35 

8 166 262 205 108, 112 238, 268 174, 176 

9 160 262 197, 205 100, 112 226, 244 170, 184 

10 166 262 209, 213 92, 112 238, 250 170, 172 

11 166 262 213 112, 116 225, 250 170 

12 166 262 205, 213 112 226, 238 168, 170 

13 166 262 205 112 226, 238 168, 170 

14 160, 166 262 197, 205 96, 108 232, 244 170 

15 160, 166 262 205 100, 108 238, 262 170 

16 166 262 205, 213 104, 112 226, 238 170, 172 

34 166 262 203, 213 104, 116 226, 238 – 

36 166 262 205, 213 104, 116 226, 244 168, 170 
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3.2 ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑไมโครแซทเทลไลท 

ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม MEGA เวอรชั่น 6.0 ใหผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ซ้ํากัน 

และจํานวนชุดซ้ําในตําแหนงไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ซ้ํากันของทั้ง 14 

polymorphic loci มีทั้งลําดับที่เหมือนและแตกตางกันในแตละโลคัส โดยมีลําดับการซ้ํากันตั้งแต 2 นิวคลีโอ

ไทด ไดแก (TG)n(TA)n และ (GT)n; 3 นิวคลีโอไทด ไดแก (GTT)n และ (CTT)n; 4 นิวคลีโอไทด ไดแก 

(AGAT)n, (AGGT)n, (CTTT)n, (GTTT)n, (AAGG)n, (AAAC)n, (ATTG)n, (GATA)n และ (TTTC)n; 6 นิวคลีโอ

ไทด ไดแก (TTTCTC)n และ มีลําดับการซ้ําของนิวคลีโอไทดเปนชุด ไดแก (TTTC)n(TC)n(TTTC)n โดยภายใน

ตําแหนงเดียวกันจะมีจํานวนชุดการซ้ําที่เหมือนหรือแตกตางกันออกไป ขึ้นอยูกับขนาดอัลลีลของแตละ

ตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 ลําดับนิวคลีโอไทดที่ซ้ํากัน จํานวนชุดซ้ําของนิวคลีโอไทดที่มากที่สุด ขนาดของอัลลีลและรูปแบบ

ไพรเมอรของทั้ง 14 โลไซ 

โลคัส จํานวนชุดซ้ําของนิวคลีโอไทด ขนาดอัลลีล (คูเบส) Type of primer 

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 

Gpa12 (GATA)11 197–217 Polymorphism 

Gpa33 (TTTC)14 92–116 Polymorphism 

Gpa34 (TTTCTC)16 225–280 Polymorphism 

Gpa35 (TG)12(TA)4 168-184 Polymorphism 
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3.3 ผลการวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรม 

ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยนํา polymorphic loci จาก whooping crane จํานวน 10 โลไซ และจาก 

blue crane จํานวน 4 โลไซ มาใชวิเคราะหหาคาพารามิเตอรตางๆ เพื่อประเมินความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุไทยในสภาพกรงเลี้ยงในสวนสัตวเปดเขาเขียว โดยคาพารามิเตอรตางๆ ที่ได มี

ดังนี้ (ตารางที่ 5) 

3.3.1 คา linkage disequilibrium (LD) 

จากผลการวิเคราะหดวยโปรแกรม FSTAT พบการปรากฏของ LD ในคูของโลไซ (pairwise 

comparison) จํานวน 4 คู (พิจารณาจากคา p-value < 0.01) ไดแก Gram6-Gpa35 (p = 0.003), 

Gram11-Gpa12 (p = 0.000), Gram30-Gpa12 (p = 0.010) และ Gpa12-Gpa34 (p = 0.002) ซึ่งผลที่ได

ยังไมสามารถระบุไดแนชัดวาที่โลคัสใดเปนตําแหนงที่มีการปรากฏ LD ที่แทจริง ดังนั้นในขั้นตอนตอไป ผูวิจัย

จึงตัดโลคัส Gpa12, Gpa34 และ Gpa35 (เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ออกแบบมาจากจีโนมของ blue 

crane) ออก แลวทําการวิเคราะหผลใหม ผลการวิเคราะหไมพบการปรากฏคา p-value < 0.01 ในทุกคูโลไซ

ที่ทําการเปรียบเทียบ จากผลที่ไดแสดงวาโลคัส Gpa12, Gpa34 และ Gpa35 เปนตําแหนงที่มีการปรากฏ LD 

ที่แทจริง หรืออาจกลาวไดวาทั้ง 3 โลไซไมสามารถนําไปใชในการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม

ตอไปไดนั่นเอง 

3.3.2 คาการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg (HWE p-value) และ null allele 

frequency (NAF)  

จากการวิเคราะหดวยโปรแกรม Genepop พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ที่

บริเวณโลคัส Gram8 (HO = 0.36, HE = 0.74; ตารางที่ 5) เพียงโลคัสเดียวเทานั้น นอกจากนี้ยังพบการ

ปรากฏของ null allele หรือ NAF (0.196) ที่โลคัสนี้อีกดวย ดังนั้นเพื่อไมใหเกิดความผิดพลาดในการแปรผล 

ผูวิจัยจําเปนตองตัดโลคัส Gram8 ออกจากการวิเคราะหผลในขั้นตอๆ ไป  

3.3.3 ผลการวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจํานวน 10 โลไซ 

ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยไดนํา polymorphic loci จํานวน 10 โลไซเทานั้น ไดแก Gram6, Gram11, 

Gram17, Gram20, Gram22, Gram30, Gram32a, Gram42, Gram45 และ Gpa33 ที่ไมมีการปรากฏคา 

LD และคา NAF มาเปนเครื่องหมายทางพันธุกรรมเพื่อใชวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ประชากรนกกระเรียนพันธุไทยในพื้นที่สวนสัตวเปดเขาเขียว จํานวน 11 ตัว ผลการวิเคราะหพบวาจํานวนอัล

ลีลตอโลคัส (NA) มีคาเฉลี่ยเทากับ 4.2 โดยจํานวนอัลลีลตอโลคัสที่นอยที่สุดมีคาเทากับ 1 (Gram45) และ

จํานวนอัลลีลตอโลคัสที่สูงที่สุดมีคาเทากับ 8 (Gram20) คา expected heterozygosity (HE) มีคาเฉลี่ย
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เทากับ 0.59 โดยมีคาต่ําสุดเทากับ 0.00 (Gram45) และคาสูงสุดเทากับ 0.80 (Gram11 และ Gram30) คา 

observed heterozygosity (HO) มีคาเฉลี่ยเทากับ 0.61 โดยมีคาต่ําสุดเทากับ 0.00 (Gram45) และคาสูงสุด

เทากับ 1.00 (Gram30) (ตารางที่ 5) จากคา heterozygosity (HE และ HO) ที่ไดจะเห็นไดวานกกระเรียน

พันธุไทยในสวนสัตวเปดเขาเขียวมีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง (คาเฉลี่ย HE และ HO > 0.5) 

นอกจากนี้ยังพบวาคา FIS มีคาเฉลี่ยเทากับ -0.030 ซี่งคาที่ไดมีคาเปนลบและมีคาใกลเคียงศูนย แสดงวานก 

กระเรียนพันธุไทยในสวนสัตวเปดเขาเขียวมีการเกิด inbreeding นอยมาก โดยผลที่ไดใหการแปรผลที่ตรงขาม

กับการวิเคราะหเมื่อรวมโลคัส Gram8 เขาไป (FIS = 0.029) (ตารางที่ 5) ดังนั้นหากนําโลคัสที่แสดง null 

allele ไปใชเปนเครื่องหมายทางพันธุกรรมจะทาใหการแปรผลของขอมูลไดคาที่แตกตางจากความเปนจริง  
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ตารางที่ 5 คาพารามิเตอรตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุไทยใน

พื้นที่ของสวนสัตวเปดเขาเขียว ดวย polymorphic loci จํานวน 10 โลไซ 

สวนสัตวเปดเขาเขียว 

Locus N NA HE HO FIS 
HWE 

p-value
NAF 

Gram6 11 4 0.75 0.73 0.030 0.675 0.025 

Gram8 11 6 0.74 0.36 0.506 0.005* 0.196 

Gram11 11 6 0.80 0.82 -0.017 0.227 0.022 

Gram17 11 4 0.63 0.82 -0.304 0.428 0.000 

Gram20 11 8 0.74 0.82 -0.111 0.500 0.000 

Gram22 11 3 0.56 0.45 0.187 0.293 0.047 

Gram30 11 6 0.80 1.00 -0.243 0.715 0.000 

Gram32a 11 2 0.53 0.45 0.138 1.000 0.030 

Gram42 11 2 0.32 0.18 0.429 0.279 0.112 

Gram45 11 1 0.00 0.00 NA NA 0.000 

Gpa33 11 6 0.79 0.82 -0.040 0.720 0.000 

Average 11 4.4 0.61 0.59 0.029

Average† 11 4.2 0.59 0.61 -0.030

หมายเหตุ: 

NA :  จํานวนของอัลลีลตอโลคัส 

HE :  คา expected heterozygosity 

HO :  คา observed heterozygosity 

FIS :  คา inbreeding coefficient  

HWE p-value :  คาความนาจะเปนที่จะเขาสูสมดุลของ Hardy-Weinberg เมื่อ p > 0.05 

NAF :  คา null allele frequency 

* :  พบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg อยางมีนัยสาคัญ

ตัวหนา :  โลคัสที่พบ NAF 

† :  การวิเคราะหผลโดยไมรวมโลคัส Gram8 
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วิจารณผลการศึกษา 

4.1 การทํา genotyping ดวยวิธี GeneScan 

จากผลการคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอทั้งจากวิธี gel electrophoresis และ 

genotyping จะเห็นไดวา แมวาปจจุบัน จะยังไมมีเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอที่เปน species-

specific marker กับจีโนมของนกกระเรียนพันธุไทย แตการนําไพรเมอรที่ออกแบบมาจากจีโนมของนก

กระเรียนชนิดอื่นที่มีความใกลชิดทางวิวัฒนากับนกกระเรียนกระเรียนพันธุไทย เชน จาก whooping crane 

(นกในสกุลเดียวกัน) และจาก blue crane (นกตางสกุลกัน) มาเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยวิธี 

cross-species amplification นั้น ก็สามารถนํามาเพิ่มปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอและหาคาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุไทยไดอยางดี แตอยางไรก็ตามจํานวนของ monomorphic 

primer และ polymorphic primer ที่ไดนั้นอาจจะเหมือนหรือแตกตางจากการศึกษากอนหนาก็ได ที่ผานมา

การศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของนกกระเรียนหลายชนิดนิยมนําไพรเมอรที่ไดจากวิธี cross-species 

amplification มาใชเพื่อเพิ่มความสะดวกและความรวดเร็วในการศึกษา เชน การศึกษาใน sandhill crane 

(Henkel et al., 2012; Jones et al., 2005) ใน grey crowned crane และ wattled crane (Meares et 

al., 2009) และใน red-crowned crane (Zou et al., 2010) เปนตน 

4.2 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑไมโครแซทเทลไลท 

ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดของนกกระเรียนพันธุไทยในทุกโลไซพบวามีรูปแบบการซ้ําของลําดับนิ

วคลีโอไทดที่เหมือนและแตกตางกับการศึกษาใน whooping crane (Jones et al., 2010a) และ blue 

crane (Meares et al., 2008) โดยโลไซที่แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางจากการศึกษาใน whooping 

crane มี 9 โลไซ ไดแก Gram8, Gram20, Gram22, Gram24, Gram31, Gram32a, Gram41, Gram42 

และ Gram45 และใน blue crane มี 2 โลไซ ไดแก Gpa33 และ Gpa35 ซึ่งอาจเปนไปไดวาลําดับนิวคลีโอ

ไทดในตําแหนงไมโครแซทเทลไลทของนกแตละชนิดมีความแตกตางกัน 

4.3 การวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรม 

ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยพบการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ที่บริเวณโลคัส Gram8 

ซึ่งเปนโลคัสเดียวกันที่เกิดการเบี่ยงเบนออกจากสมดุล Hardy-Weinberg ใน whooping crane และ 

Florida sandhill crane ดวย (Jones et al., 2010a) และตรวจพบคา NAF ที่โลคัส Gram8 อีกดวย รวมทั้ง

ตรวจพบการปรากฏของ LD ที่โลคัส Gpa12, Gpa33 และ Gpa34 จากขอมูลดังกลาว ผูวิจัยจึงไมสามารถนํา 

4 polymorphic loci เหลานี้มาใชวิเคราะหคาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุ

ไทยในพื้นที่สวนสัตว เปดเขาเขียวได เพราะจะทําใหการวิ เคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม 
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(heterozygosity) มีความคลาดเคลื่อนกับคาที่ควรจะเปนจริง (เชน ไดคา heterozygosity ต่ํากวาความเปน

จริง หรือเกิดการเพิ่มขึ้นของ homozygous allele มากเกินไป (homozygote excess)) นอกจากนี้ยังพบวา

โลคัสทีต่รวจพบ LD นั้นเปนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ออกแบบมาจากจีโนมของ blue crane ทั้งหมด 

ซึ่งเปนนกกระเรียนตางสกุลกับนกกระเรียนพันธุไทย  

จากการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรนกกระเรียนพันธุไทยในพื้นที่สวนสัตว

เปดเขาเขียวดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจํานวน 10 โลไซ พบวาจํานวนอัลลีลตอโลคัสมีคาคอนขางสูง 

(คาเฉลี่ย = 4.2) และประชากรนกกระเรียนที่ศึกษามีแนวโนมอยูในสมดุลของ Hardy–Weinberg (คา HWE 

p-value ของทุกโลไซมีคามากกวา 0.05) ซึ่งทําใหคาดเดาไดวาคา HO และ HE ของประชากรนี้ตองมีคาที่

ใกลเคียงกัน ซึ่งตรงกับผลการศึกษาที่ไดคา HO = 0.61 และ HE = 0.59 จากคา HO และ HE ที่ไดแสดงวา

ประชากรนกกระเรียนจากสวนสัตวเปดเขาเขียวมีความหลากหลายทางพันธุกรรม (heterozygosity) คอนขาง

สูง เมื่อเปรียบเทียบกับคา HO ที่ไดจากการศึกษาในนกกระเรียนชนิดอื่นๆ เชน จาก whooping crane (HO:

0.04–0.79, คาเฉลี่ย = 0.46) (Jones et al., 2010a), sandhill crane (HO: 0.22–0.98, คาเฉลี่ย = 0.55)

(Henkel et al., 2012) และ red-crowned crane (HO: 0.21–0.59, คาเฉลี่ย = 0.47 island population;

HO: 0.54–0.96, คาเฉลี่ย = 0.70 mainland population) (Hasegawa et al., 2000) แตมีคาต่ํากวา

เล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับ blue crane (HO: 0.50–0.95, คาเฉลี่ย = 0.76) (Meares et al., 2008) และ

Siberian crane (HO: 0.53–0.93, คาเฉลี่ย = 0.74) (Mudrik et al., 2014)

สรุปผลการศึกษา 

จากผลการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของนกกระเรียนพันธุไทย แสดงใหเห็นวานกจาก

จากสวนสัตวเปดเขาเขียวมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงเนื่องจากคา heterozygosity ที่วิเคราะหไดมีคา

มากกวา 0.5 มีการเกิด inbreeding ตา เพราะคา FIS จากการวิเคราะหใหคานอยกวาศูนย จากผลที่ได

สามารถสรุปไดวานกกระเรียนพอแมพันธุตั้งตนจากสวนสัตวเปดเขาเขียวมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง

และเหมาะสมที่จะใชเปนพอแมพันธุในการเพ่ิมจํานวนประชากรในกรงเลี้ยงตอไปในอนาคตได เพื่อเปนตัวแทน

ประชากรที่จะนํากลับไปปลอยคืนสูพื้นที่ชุมน้ําในธรรมชาติของประเทศไทยตอไป  
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