
วารสารวิจัย มข. 11 (2) : เม.ย. - มิ.ย. 254988 การประเมนิความหลากหลายทางพนัธกุรรมและตรวจสอบดเีอน็เอ
บงชีส้ำหรบัสตัวปาวงศสตัวกบีของไทย

⌫
⌫⌫

        
     

บทคดัยอ

มนตชยั ดวงจนิดา (Monchai Duangjinda)1*
วทิยา ฉนิชยิานนท (Wittaya Chinchiyanon)2

สนัน่ เหลยีงไพบลูย (Sanan Lengpaiboon)2

พชิญรตัน แสนไชยสรุยิา (Pitcharat Sanchaisuriya)1

เทวนิทร วงษพระลบั (Tevin Wongpralab)1

สภุร กตเวทนิ (Suporn Katavetin)1

สจ ีกณัหาเรยีง (Sajee Kanhareang)1

ยพุนิ ผาสขุ (Yupin Phasuk)1

Abstract

ผลการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมสัตวปาไทยวงศสัตวกีบ ซึ่งไดแก กวางปา (Cervus unicolor), เนื้อทราย
(Cervus porcinus), ละองละมั่ง (Cervus eldi) และเกง (Muntiacus muntjak) จำนวนทั้งหมด 81 ตัวอยาง ดวยไมโครแซทเทิลไลท
ไพรเมอรจำนวน 13 โลไซ พบไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอร 10 โลไซ คอื SSM26, BM203, PM4440, TGLA431, AGLA293,
BM1706, TGLA337, BL41, BR4502 และ HUJII77 เทานั้นที่มีความจำเพาะสำหรับพันธุกรรมสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย
พบการเพิม่จำนวนของชิน้สวนดเีอน็เอหลายรปูแบบ ระหวาง 1-5 อลัลลี การจำแนกกลมุดวยระยะหางทางพนัธกุรรม (Nei's genetic distance)
และแผนภาพตนไมพันธุกรรม พบวาสัตวกีบทั้ง 4 กลุมมีพันธุกรรมที่จำแนกจากกันไดชัดเจน โดยทุกกลุมมีระยะหางทางพันธุกรรม
มากกวา 0.8 ผลการวิจัยครั้งนี้พบวาเนื้อทรายกับละองละมั่งมีความใกลชิดกัน และกวางปาไทยมีพันธุกรรมที่แตกตางจากสัตวกีบอื่นๆ
อยางชดัเจน

The results for genetic diversity analysis in Thai Cervidae family (N=81), which were Sambar deer (Cervus
unicolor), Hog deer (Cervus porcinus), Brow-antlered deer (Cervus eldi), Barking deer (Muntiacus muntjak), using 13 loci of
microsatellites found that only 10 loci of SSM26, BM203, PM4440, TGLA431, AGLA293, BM1706, TGLA337,
BL41, BR4502 and HUJII77 were specific for detecting genetic diversity in Cervidae family. The DNA fragment length
showed 1-5 alleles per locus.  Construction of dendrogram from Nei's genetic distance found that all Cervidae could be classified
separately with distance above 0.8. The result showed that Hog deer was related to Brow-antlered deer. In addition, the genetic
of Thai Sambar deer was noticeably different from other Cervidae.

คำสำคญั:  ไมโครแซทเทลิไลท  กวาง  เนือ้ทราย  ละองละมัง่  เกง
Keywords:  microsatellite, Sambar deer, Eld's deer, Brow-antlered deer, Barking deer
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บทนำ
ประเทศไทยแมวาจะมีสัตวปาอยูมากมาย

หลายชนดิ แตสวนใหญกำลงัตกอยใูนภาวะเสีย่งตอการ
สูญพันธุ เนื่องจากสัตวปาไทยมีจำนวนลดลงอยาง
ตอเนื่องทุกป จวบจนปจจุบันสัตวปาหลายชนิดได
สูญพันธุไป หรือใกลสูญพันธุอีกหลายชนิด สัตวปาใน
วงศสตัวกบีมกีารลดจำนวนอยางตอเนือ่ง และบางชนดิ
กส็ญูพนัธไุป เชน สมนั เปนตน แมวาจะมกีารนำเขาสตัวกบี
บางชนดิเพือ่เปนการทดแทน แตกลับจะทำใหพนัธกุรรม
ดัง้เดมิสญูเสยีไป ดงันัน้จงึควรมกีารวจิยัคนหาดเีอน็เอ
บงชี ้(DNA marker) เพือ่ตรวจสอบความเปนพนัธกุรรม
ดั้งเดิมของสัตวปาไทย ซึ่งสามารถใชเปนขอมูลยืนยัน
ในการขึน้ทะเบยีนพนัธสุตัวของประเทศไทย นอกเหนอืจาก
ขอมูลทางรูปรางและสมรรถภาพทั่วไป

สตัวปาวงศสตัวกบีหลายชนดิไดถกูจดัใหเปน
สัตวปาสงวน เพราะเปนสัตวที่หายากและใกลสูญพันธุ
หรอือาจสญูหายไปแลว เชน ละองละมัง่ (Brow-ant-
lered Deer หรอื Eld's Deer) เกงหมอหรอืเกงดำ หรอื
เกงดง (Fea's Barking Deer หรอื Fea's Rib-faced
Deer) และเนือ้ทราย สาเหตสุำคญัทีท่ำใหประชากรของ
สัตวปาวงศสัตวกีบในธรรมชาติลดนอยลงจนใกล
สูญพันธุ และสูญพันธุไปแลวบางชนิดนั้นก็มาจากการ
ถกูลา (หนงัและเขาของสตัววงศนีส้วยงามและมรีาคาสงู
เปนที่ตองการของนักสะสมซากสัตวปา) และปาที่อยู
อาศยัถกูทำลาย (บญุสง, 2535)

กวางจดัเปนสตัวเลีย้งลกูดวยน้ำนม กบีค ูเคีย้ว
เอื้อง จัดอยูในวงศ Cervidae กวางในวงศนี้ที่พบใน
ประเทศไทยม ี4 ชนดิ คอื  สมนั (Cervus schomburhki
Blyth)  ละองละมัง่ (Cervus eldi McClelland) เนือ้ทราย
(Cervus porcinus Zimmermann) และกวางปา (Cervus
unicolor Kerr) นอกจากนีย้งัพบกวางในสกลุอืน่อกี เชน
เกงหรือฟาน (Barking Deer) ซึ่งมีชื่อวิทยาศาสตร
วา Muntiacus muntjak Zimmermann และเกงหมอ
(Muntiacus feae Thomus and Doria)

การประยุกต ใชประโยชน จาก เทคนิค
Microsatellite Markers เพื่อเปนดีเอ็นเอบงชี้ ในการ
บงชี้ หรือเครื่องหมายของลักษณะใดลักษณะหนึ่ง
(Molecular Markers หรอื DNA Markers) Microsatellite
DNA มีคุณสมบัติที่ดีในดานเปนตัวบงชี้ (markers)
เพราะมีการกระจายและความหลากหลายสูง (Highly
Polymorphism) (Crooijmans et al., 1996) รวมทัง้
สามารถตรวจสอบไดงายดวยเทคนคิ PCR (Polymerase
Chain Reaction) ดวยคุณสมบัติดังกลาวนี้ปจจุบันจึง
นยิมใช Microsatellite DNA เปน DNA Markers ที่
สำคัญในการตรวจสอบวินิจฉัยความแตกตางของยีน
ระหวางสายพนัธ ุหรอืหาความสมัพนัธของลกัษณะทีม่ี
ความสำคญัในสิง่มชีวีติแตละชนดิ

Microsatellite DNA สวนใหญนำมาประยกุตใช
สำหรบัการสรางแผนทียี่น (Gene Mapping) โดยเฉพาะ
กับลักษณะที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ เชน ในไก
(Cheng et al., 1995) และในโค (Arranz et al.,
1998) และมกีารวจิยัหาลกัษณะเฉพาะตวัทางพนัธกุรรม
และความสัมพันธของไกประจำทองถิ่น (Local
Chicken) ในไกแอฟรกิา เอเชยี และอเมรกิาใต ดวยการ
ใช Microsatellite DNA จำนวน 22 โลไซ และหาความ
สมัพนัธทางพนัธกุรรมในรปูแบบของ Phylogenetic tree
(Wimmers et al., 2000) นอกจากนี ้Microsatellite
DNA ยงัสามารถนำมาใชในการวเิคราะหความหลากหลาย
ทางพนัธกุรรมไดสำหรบัการใช microsatellite ในสตัว
ตระกลูกวาง (Cervidae) พบรายงานใน Flagstad et al.
(2000) และใน Coulson et al. (1998)

วตัถปุระสงคของการศกึษา
1. คนหาดีเอ็นเอบงชี้ (DNA marker)

สำหรับสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย คือ กวางปา
เนือ้ทราย ละองละมัง่ และเกง

2. ต ร ว จ สอบค ว ามหล า กหล า ยท า ง
พันธุกรรมเพื่อประเมินลำดับความใกลชิดกันของ
สายวิวัฒนาการของสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย
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อปุกรณและวธิกีารศกึษา
ตัวอยางและการเก็บตัวอยางเลือด
เกบ็ตวัอยางเลอืด จำนวน 81 ตวัอยาง จาก

กวางปาคละเพศจำนวน 32 ตัว เนื้อทรายคละเพศ
จำนวน13 ตวั ละองละมัง่คละเพศจำนวน 14 ตวั และ
เกงคละเพศจำนวน 22 ตวั  จากสถานเีพาะเลีย้งสตัวปา
เขาคอ อำเภอเขาคอ จงัหวดัเพชรบรูณ โดยเกบ็ตวัอยาง
เลอืดจากเสนเลอืดดำทีค่อ (jugular vein) ดวยกระบอก
ฉีดยาขนาด 10 ml. เข็มฉีดยาขนาดเบอร 18 เก็บ
ตัวอยางเลือดจำนวน 8-10 มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด  10 ml. ทีใ่ส0.5M EDTA เพือ่ปองกนั
การแขง็ตวั   ของเลอืด จากนัน้นำตวัอยางเลอืดแชเยน็
ทนัท ีกอนทีจ่ะนำไปสกดัดเีอน็เอในขัน้ตอนตอไป ในหอง
ปฏบิตักิารพนัธศุาสตรและเทคโนโลยชีวีภาพภาควชิาสตัว
ศาสตร คณะเกษตรศาสตร  มหาวทิยาลยัขอนแกน

การสกัดดีเอ็นเอ นำตัวอยางเลือดของสัตว
แตละตวัมาปนแยกสวนเมด็เลอืดขาว และเมด็เลอืดแดง
ดวยเครือ่งปนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 3,000 รอบ/นาที
ประมาณ 20 นาที จากนั้นนำสวนของเม็ดเลือดขาว
(buffy coat) ไปแยกสกดัดเีอน็เอดวยชดุน้ำยาสำเรจ็รปู
PURE-GENETM (Gentra Inc., MA) ตรวจสอบ
คณุภาพดเีอน็เอดวย 0.8 % agarose gel electrophoresis
จากนั้นตรวจสอบความเขมขนดีเอ็นเอของแตละ
ตัวอยางดวยเครื่อง spectrophotometer ปรับความ
เขมขนสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดใหมีความเขมขน
100 ng/µl เก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียส
กอนที่จะนำไปวิเคราะหในขั้นตอนตอไป

การตรวจสอบแถบดเีอน็เอสตัวปาวงศสตัวกบี
เลอืกใชไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอรทีจ่ำเพาะกบัดเีอน็เอ
กวางจำนวน 8 โลไซ (CSSM26, BM203, PM4440,
TGLA431, AGLA293, BM2320, BM1706,
TGLA337) นอกจากนี้ยังเลือกใชไมโครแซทเทิลไลท
ไพรเมอรที่จำเพาะกับโครโมโซมสัตวกีบจำพวกโค อีก
5 โลไซ (MB101, MB079, BL41, BR4502,
HUJII77) รวมทั้งหมดจำนวน 13 โลไซ ทำการเพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอดวยปฏกิริยิาลกูโซ (Polymerase Chain

Reaction, PCR) ดวยสวนผสม   ทัง้หมดจำนวน 10
ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ (DNA
template) ความเขมขน 50 ng/µl จำนวน 1
ไมโครลติร, 1X PCR บฟัเฟอร จำนวน 1 ไมโครลติร
(10X PCR buffer), แมกนเีซยีมคลอไรท ความเขมขน
50 mM จำนวน 0.8 ไมโครลติร, dNTP ความเขมขน
10mM/µl จำนวน 1 ไมโครลติร และไพรเมอรในสวน
ของ forward และ reverse ความเขมขน 5µM/µl
ชนดิละ 1 ไมโครลติร, เอนไซม Taq DNA Polymerase
ความเขมขน 5U/µ l จำนวน 0.1 ไมโครลิตร
(Promega, San Diego, CA)  น้ำกลั่น (sterilized
distilled water) จำนวน 4.1 ไมโครลติร

การทำปฏิกิริยาลูกโซจะใชเครื่องเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ PCR (GeneAmp PCR
System 9600, Perkin-Elmer Applied Biosystems,
CA) กอนการทำงานของปฏิกิริยาลูกโซ กำหนด
อณุหภมู ิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี เพือ่เตรยีม
ดีเอ็นเอตนแบบใหแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวอยาง
สมบรูณ จากนัน้เริม่ปฏกิริยิาลกูโซ จำนวน 35 รอบ ตาม
วงรอบที่อุณหภูมิตางๆ กันคืออุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซยีส นาน 30 วนิาท ี (ดเีอน็เอเสยีสภาพแยกเปน
ดเีอน็เอสายเดีย่ว) จากนัน้ลดอณุหภมูลิงในชวง 48-56
องศาเซลเซยีส (ชวงอณุหภมูทิีเ่หมาะสมขึน้กบัไพรเมอร
แตละชนิด) เพื่อใหเสนดีเอ็นเอตนแบบจับตัวอยาง
เหมาะสมกบัไพรเมอร ใชเวลานาน 45 วนิาท ีและเพิม่
อณุหภมูขิึน้ทีร่ะดบั 72   องศาเซลเซยีส นาน 45 วนิาที
ขัน้ตอนนีเ้พือ่ใหมกีารเพิม่จำนวนเบสจากการจบัตวักนั
อยางเหมาะสมของไพรเมอรและดีเอ็นเอตนแบบ เมื่อ
ปฏกิริยิาลกูโซทำงานครบ 35 รอบ กอนสิน้สดุปฏกิริยิา
ใหคงอณุหภมูทิี ่72 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาทจีำนวน
1 รอบ ซึง่ถอืไดวาขัน้ตอนการทำปฏกิริยิาลกูโซเสรจ็สิน้
อยางสมบูรณ

จากนั้นนำผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซ
(PCR product) ไปวิเคราะหผลการเพิ่มจำนวน ตาม
ขั้นตอน คือ ผสม loading dye (98% deionized
formamide 10mM EDTA (pH 8.0) 0.025%
xylene cyanol FF 0.025% bromophenol blue) จำนวน
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1 ไมโครลิตรกับ PCR product นำ PCR product
เขาเครือ่ง PCR ใหอณุหภมู ิ  94 องศาเซลเซยีส นาน
5 นาที เพื่อให PCR product  มีสภาพเปนดีเอ็นเอ
สายเดีย่วกอนนำไปวเิคราะหการเพิม่ปรมิาณของไมโคร -
แซทเทิลไลทดีเอ็นเอ ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ ดวยเครื่อง
อเิลก็โทรโฟรซีสิ (vertical electrophoresis)(Mini Protein
II, Bio-Rad     Laboratories, Richmond, CA)  ดวย
12 % polyacrylamide gel (Sigma, Inc., CA) ผานสาร
ละลายตวักลาง 1 M TBE buffer (0.089 M Tris base,
0.089 M boric acid, 0.002 M EDTA, pH 8.0)
เปนเวลา 50 นาท ีทีก่ระแสไฟฟา 80 โวลท ความจไุฟฟา
300 มลิลแิอมแปร เมือ่ครบกำหนดเวลายอมแผนเจล
polyacrylamide ดวย ethydium bromide (10 mg/ml)
นาน 10 นาท ีจากนัน้ตรวจดแูถบดเีอน็เอผานใตเครือ่ง
UV trans-illuminator  เปรยีบเทยีบชิน้ดเีอน็เอทีไ่ดจาก
การสังเคราะหกับแถบดีเอ็นเอ  มาตรฐาน (DNA
marker) GeneRulerTM 100 bp DNA ladder
(Fermentas)

การวิเคราะหผลทางสถิติ ขอมูลของแถบ
microsatellite DNA ทีไ่ดจากการวเิคราะหจะนำมาหา
ความถี่อัลลีล และระยะหางทางพันธุกรรม (genetic
distance) ตามวธิกีารของ Nei (1972) และสรางแผน
ภาพตนไม (dendrogram) ดวยวิธี UPGMA ดวย
โปรแกรมสำเร็จรูป NTSYS-computer package
version 2.01 (Hallis, 1984)

ผลการศกึษา
ผลการวเิคราะหไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอรที่

จำเพาะกบัลำดบัเบสบนสายดเีอน็เอกวางปา เนือ้ทราย
ละองละมัง่ และเกง จำนวน 13 โลไซ พบไพรเมอร 10
โลไซ มลีำดบัเบสทีจ่ำเพาะกบัลำดบัเบสบนสาย    ดเีอน็
เอของกลมุตวัอยาง โดยไพรเมอรทัง้ 10 โลไซตองการ
ชวงอณุหภมูใินการจบัตวักนัอยางเหมาะสม (annealing
temperature, Ta) ระหวางดเีอน็เอตนแบบกบัไพรเมอร
ที่แตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 1

สำหรบัไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอร 3 โลไซ
คอื BM2320, MB101, และ MB079 เปนไพรเมอร
ที่มีลำดับเบสไมจำเพาะกับลำดับเบสบนสายดีเอ็นเอ
ของสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย

จำนวนอัลลีล และความถี่อัลลีล
จากการตรวจสอบไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอร

10 โลไซ พบแถบดเีอน็เอทีเ่กดิจากการเพิม่ปรมิาณ ที่
ชดัเจน แถบดเีอน็เอทีพ่บมขีนาดตัง้แต 120-500 คเูบส
เกดิแถบดเีอน็เอระหวาง 1 ถงึ 5 อลัลลี  สำหรบัไพรเมอร
ที่ทำใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่มีความหลากหลาย ที่สุดคือ
ไพรเมอร HUJII77 จำนวน  5 อลัลลี ในกลมุตวัอยาง
เนือ้ทราย สำหรบัไพรเมอรแตละโลไซ จำนวนอลัลลี  และ
ชวงความถี่อัลลีลในกลุมตัวอยางแตละกลุมแสดงไวใน
ตารางที ่2

การตรวจสอบความแตกตางรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอ

ผลจากการวเิคราะหรปูแบบของแถบดเีอ็นเอ
ทีแ่ตกตางกนัในแตละไพรเมอร พบวามกีารเพิม่ปรมิาณ
ของแถบไมโครแซทเทิลไลทดีเอ็นเอที่มีหลากรูปแบบ
จำนวน 2-5 อลัลลี โดยไพรเมอรทีพ่บแถบดเีอ็นเอหลาก
รปูแบบทีส่ดุจำนวน 5 อลัลลี ไดแก ไพรเมอร BR4502
และ HUJII77  ดงัแสดงในตารางที ่3

ระยะหางทางพันธุกรรม
การวเิคราะหระยะหางทางพนัธกุรรมของสตัว

ปากบีไทย (กวางปา เนือ้ทราย ละองละมัง่ และเกง) ใน
การวจิยัครัง้นีใ้ชขอมลูความถีแ่ตละอัลลลีจาก 10 โลไซ
รวม 33 อลัลลี ในการวเิคราะหหาคา genetic distance
ระหวางกลุมตัวอยางแตละกลุม ทำการวิเคราะหแบบ
unbiased distance ตามวิธีของ Hallis ดวยโปรแกรม
สำเรจ็รปู NTSYS-PC v.2.01 ผลการวเิคราะหแสดง
ไวในตารางที ่4



วารสารวิจัย มข. 11 (2) : เม.ย. - มิ.ย. 254992 การประเมนิความหลากหลายทางพนัธกุรรมและตรวจสอบดเีอน็เอ
บงชีส้ำหรบัสตัวปาวงศสตัวกบีของไทย

ซึ่งพบวา กวางปาและเกงมีระยะหางทาง
พันธุกรรมมากที่สุดคือเทากับ 1.00 ที่นอยที่สุดไดแก
เนือ้ทรายกบัละองละมัง่ คอื 0.848 จากขอมลูระยะหาง
ทางพันธุกรรมดังกลาว เมื่อนำไปวิเคราะหหาความ
สมัพนัธทางพนัธกุรรมตามแผนภาพตนไม (phyloge-
netic tree) เพือ่หาความสมัพนัธสายววิฒันาการพนัธกุรรม
พบวาพันธุกรรมของสัตวปาวงศสัตวกีบในการวิจัย
ครั้งนี้ถูกจำแนกจากอยางคอนขางเดนชัด เนื่องจากคา
ระยะหางทางพนัธกุรรมในแตละคทูีเ่ปรยีบเทยีบมคีาสงู
มากกวา 0.8

รปูที ่1 แสดงใหเหน็วากวางมพีนัธกุรรมแตก
ตางจากกลุมอื่นๆมาก มีคาระยะหางทางพันธุกรรม
ระหวางกวางและเฉลี่ยสัตวกีบในกลุมอื่นเทากับ 0.97
(สงัเกตคา coefficient ณ จดุ ทีแ่ยกเสนกราฟออกเปน
กิง่ของกวางและกลมุอืน่)  และหากเทยีบสตัวกบีทัง้ 3
ในกลุมที่เหลือพบวา เกงจะมีพันธุกรรมแตกตางจาก
กลุมเนื้อทราย และละองละมั่งโดยมีระยะหางทาง
พนัธกุรรมเทากบั 0.865 (สงัเกตคา coefficient ณ จดุ
ทีแ่ยกเสนกราฟออกเปนกิง่ของเกงและกลมุเนือ้ทราย-
ละองละมั่ง)  แผนภาพที่ไดแสดงใหเห็นวาหากใช
กวางปาไทยเปนฐานแลว เกงจะมีความแตกตาง
จากกวางปามากทีส่ดุ ในขณะทีล่ะองละมัง่ และเนือ้ทราย
จะมคีวามแตกตางทางพนัธกุรรมจากกวางปารองลงมา
ตามลำดับ

สรปุผลการศกึษา
จากการวิ จั ยครั้ งนี้ พบว า เครื่ อ งหมาย

พันธุกรรมไมโครแซทเทิลไลทสามารถนำมาวิเคราะห
ความหลากหลายและรูปแบบดีเอ็นเอสัตวปาในวงศ
สตัวกบีของไทยได โดยไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอรทีม่ี
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหลากหลายรูปแบบที่สุด
(จำนวน 5 อลัลลี) ไดแก BR4502 และ HUJII77 และ
จากการประเมินความสัมพันธสายวิวัฒนาการทาง
พนัธกุรรม สามารถจำแนกพนัธกุรรมของสตัวปาทัง้ 4
ชนิดออกจากกันอยางชัดเจน โดยมีคาระยะหางทาง
พนัธกุรรมในแตละคทูีเ่ปรยีบเทยีบมคีาสงูมากกวา 0.8

และพบวากวางปาไทยมีพันธุกรรมแตกตางจากสัตวปา
ในวงศสัตวกีบอื่นๆมากที่สุด

สำหรับการนำเครื่องหมายพันธุกรรมทั้ง 10
โลไซมาใชบงชีก้ลมุสตัวปาวงศสตัวกบีของไทยนัน้ ยงัไม
สามารถใชบงชีไ้ดชดัเจน อยางไรกต็ามควรไดมกีารวจิยั
เกีย่วกบัเครือ่งหมายพนัธกุรรมทีน่ำมาใชเพือ่ตรวจสอบ
และบงชีค้วามเปนสตัวปาไทยวงศสตัวกบีเพิม่เตมิอยาง
ตอเนือ่งในอนาคตดวย จะทำใหไดประโยชนยิง่ขึน้

กิตติกรรมประกาศ
โครงการวิจัยครั้งนี้ ไดรับการสนับสนุน

งบประมาณเพื่อการวิจัยจากทุนอุดหนุนประเภททั่วไป
มหาวทิยาลยัขอนแกน ประจำปงบประมาณ 2546 และ
ขอขอบคุณ เจาหนาที่สถานีเพาะเลี้ยงสัตวปาเขาคอ
อำเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ ทุกทานที่ใหความ
ชวยเหลือในการเก็บตัวอยางเลือด
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Abstract

ผลการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมสัตวปาไทยวงศสัตวกีบ ซึ่งไดแก กวางปา (Cervus unicolor), เนื้อทราย
(Cervus porcinus), ละองละมั่ง (Cervus eldi) และเกง (Muntiacus muntjak) จำนวนทั้งหมด 81 ตัวอยาง ดวยไมโครแซทเทิลไลท
ไพรเมอรจำนวน 13 โลไซ พบไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอร 10 โลไซ คอื SSM26, BM203, PM4440, TGLA431, AGLA293,
BM1706, TGLA337, BL41, BR4502 และ HUJII77 เทานั้นที่มีความจำเพาะสำหรับพันธุกรรมสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย
พบการเพิม่จำนวนของชิน้สวนดเีอน็เอหลายรปูแบบ ระหวาง 1-5 อลัลลี การจำแนกกลมุดวยระยะหางทางพนัธกุรรม (Nei's genetic distance)
และแผนภาพตนไมพันธุกรรม พบวาสัตวกีบทั้ง 4 กลุมมีพันธุกรรมที่จำแนกจากกันไดชัดเจน โดยทุกกลุมมีระยะหางทางพันธุกรรม
มากกวา 0.8 ผลการวิจัยครั้งนี้พบวาเนื้อทรายกับละองละมั่งมีความใกลชิดกัน และกวางปาไทยมีพันธุกรรมที่แตกตางจากสัตวกีบอื่นๆ
อยางชดัเจน

The results for genetic diversity analysis in Thai Cervidae family (N=81), which were Sambar deer (Cervus
unicolor), Hog deer (Cervus porcinus), Brow-antlered deer (Cervus eldi), Barking deer (Muntiacus muntjak), using 13 loci of
microsatellites found that only 10 loci of SSM26, BM203, PM4440, TGLA431, AGLA293, BM1706, TGLA337,
BL41, BR4502 and HUJII77 were specific for detecting genetic diversity in Cervidae family. The DNA fragment length
showed 1-5 alleles per locus.  Construction of dendrogram from Nei's genetic distance found that all Cervidae could be classified
separately with distance above 0.8. The result showed that Hog deer was related to Brow-antlered deer. In addition, the genetic
of Thai Sambar deer was noticeably different from other Cervidae.

คำสำคญั:  ไมโครแซทเทลิไลท  กวาง  เนือ้ทราย  ละองละมัง่  เกง
Keywords:  microsatellite, Sambar deer, Eld's deer, Brow-antlered deer, Barking deer
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บทนำ
ประเทศไทยแมวาจะมีสัตวปาอยูมากมาย

หลายชนดิ แตสวนใหญกำลงัตกอยใูนภาวะเสีย่งตอการ
สูญพันธุ เนื่องจากสัตวปาไทยมีจำนวนลดลงอยาง
ตอเนื่องทุกป จวบจนปจจุบันสัตวปาหลายชนิดได
สูญพันธุไป หรือใกลสูญพันธุอีกหลายชนิด สัตวปาใน
วงศสตัวกบีมกีารลดจำนวนอยางตอเนือ่ง และบางชนดิ
กส็ญูพนัธไุป เชน สมนั เปนตน แมวาจะมกีารนำเขาสตัวกบี
บางชนดิเพือ่เปนการทดแทน แตกลับจะทำใหพนัธกุรรม
ดัง้เดมิสญูเสยีไป ดงันัน้จงึควรมกีารวจิยัคนหาดเีอน็เอ
บงชี ้(DNA marker) เพือ่ตรวจสอบความเปนพนัธกุรรม
ดั้งเดิมของสัตวปาไทย ซึ่งสามารถใชเปนขอมูลยืนยัน
ในการขึน้ทะเบยีนพนัธสุตัวของประเทศไทย นอกเหนอืจาก
ขอมูลทางรูปรางและสมรรถภาพทั่วไป

สตัวปาวงศสตัวกบีหลายชนดิไดถกูจดัใหเปน
สัตวปาสงวน เพราะเปนสัตวที่หายากและใกลสูญพันธุ
หรอือาจสญูหายไปแลว เชน ละองละมัง่ (Brow-ant-
lered Deer หรอื Eld's Deer) เกงหมอหรอืเกงดำ หรอื
เกงดง (Fea's Barking Deer หรอื Fea's Rib-faced
Deer) และเนือ้ทราย สาเหตสุำคญัทีท่ำใหประชากรของ
สัตวปาวงศสัตวกีบในธรรมชาติลดนอยลงจนใกล
สูญพันธุ และสูญพันธุไปแลวบางชนิดนั้นก็มาจากการ
ถกูลา (หนงัและเขาของสตัววงศนีส้วยงามและมรีาคาสงู
เปนที่ตองการของนักสะสมซากสัตวปา) และปาที่อยู
อาศยัถกูทำลาย (บญุสง, 2535)

กวางจดัเปนสตัวเลีย้งลกูดวยน้ำนม กบีค ูเคีย้ว
เอื้อง จัดอยูในวงศ Cervidae กวางในวงศนี้ที่พบใน
ประเทศไทยม ี4 ชนดิ คอื  สมนั (Cervus schomburhki
Blyth)  ละองละมัง่ (Cervus eldi McClelland) เนือ้ทราย
(Cervus porcinus Zimmermann) และกวางปา (Cervus
unicolor Kerr) นอกจากนีย้งัพบกวางในสกลุอืน่อกี เชน
เกงหรือฟาน (Barking Deer) ซึ่งมีชื่อวิทยาศาสตร
วา Muntiacus muntjak Zimmermann และเกงหมอ
(Muntiacus feae Thomus and Doria)

การประยุกต ใชประโยชน จาก เทคนิค
Microsatellite Markers เพื่อเปนดีเอ็นเอบงชี้ ในการ
บงชี้ หรือเครื่องหมายของลักษณะใดลักษณะหนึ่ง
(Molecular Markers หรอื DNA Markers) Microsatellite
DNA มีคุณสมบัติที่ดีในดานเปนตัวบงชี้ (markers)
เพราะมีการกระจายและความหลากหลายสูง (Highly
Polymorphism) (Crooijmans et al., 1996) รวมทัง้
สามารถตรวจสอบไดงายดวยเทคนคิ PCR (Polymerase
Chain Reaction) ดวยคุณสมบัติดังกลาวนี้ปจจุบันจึง
นยิมใช Microsatellite DNA เปน DNA Markers ที่
สำคัญในการตรวจสอบวินิจฉัยความแตกตางของยีน
ระหวางสายพนัธ ุหรอืหาความสมัพนัธของลกัษณะทีม่ี
ความสำคญัในสิง่มชีวีติแตละชนดิ

Microsatellite DNA สวนใหญนำมาประยกุตใช
สำหรบัการสรางแผนทียี่น (Gene Mapping) โดยเฉพาะ
กับลักษณะที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ เชน ในไก
(Cheng et al., 1995) และในโค (Arranz et al.,
1998) และมกีารวจิยัหาลกัษณะเฉพาะตวัทางพนัธกุรรม
และความสัมพันธของไกประจำทองถิ่น (Local
Chicken) ในไกแอฟรกิา เอเชยี และอเมรกิาใต ดวยการ
ใช Microsatellite DNA จำนวน 22 โลไซ และหาความ
สมัพนัธทางพนัธกุรรมในรปูแบบของ Phylogenetic tree
(Wimmers et al., 2000) นอกจากนี ้Microsatellite
DNA ยงัสามารถนำมาใชในการวเิคราะหความหลากหลาย
ทางพนัธกุรรมไดสำหรบัการใช microsatellite ในสตัว
ตระกลูกวาง (Cervidae) พบรายงานใน Flagstad et al.
(2000) และใน Coulson et al. (1998)

วตัถปุระสงคของการศกึษา
1. คนหาดีเอ็นเอบงชี้ (DNA marker)

สำหรับสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย คือ กวางปา
เนือ้ทราย ละองละมัง่ และเกง

2. ต ร ว จ สอบค ว ามหล า กหล า ยท า ง
พันธุกรรมเพื่อประเมินลำดับความใกลชิดกันของ
สายวิวัฒนาการของสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย
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อปุกรณและวธิกีารศกึษา
ตัวอยางและการเก็บตัวอยางเลือด
เกบ็ตวัอยางเลอืด จำนวน 81 ตวัอยาง จาก

กวางปาคละเพศจำนวน 32 ตัว เนื้อทรายคละเพศ
จำนวน13 ตวั ละองละมัง่คละเพศจำนวน 14 ตวั และ
เกงคละเพศจำนวน 22 ตวั  จากสถานเีพาะเลีย้งสตัวปา
เขาคอ อำเภอเขาคอ จงัหวดัเพชรบรูณ โดยเกบ็ตวัอยาง
เลอืดจากเสนเลอืดดำทีค่อ (jugular vein) ดวยกระบอก
ฉีดยาขนาด 10 ml. เข็มฉีดยาขนาดเบอร 18 เก็บ
ตัวอยางเลือดจำนวน 8-10 มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด  10 ml. ทีใ่ส0.5M EDTA เพือ่ปองกนั
การแขง็ตวั   ของเลอืด จากนัน้นำตวัอยางเลอืดแชเยน็
ทนัท ีกอนทีจ่ะนำไปสกดัดเีอน็เอในขัน้ตอนตอไป ในหอง
ปฏบิตักิารพนัธศุาสตรและเทคโนโลยชีวีภาพภาควชิาสตัว
ศาสตร คณะเกษตรศาสตร  มหาวทิยาลยัขอนแกน

การสกัดดีเอ็นเอ นำตัวอยางเลือดของสัตว
แตละตวัมาปนแยกสวนเมด็เลอืดขาว และเมด็เลอืดแดง
ดวยเครือ่งปนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 3,000 รอบ/นาที
ประมาณ 20 นาที จากนั้นนำสวนของเม็ดเลือดขาว
(buffy coat) ไปแยกสกดัดเีอน็เอดวยชดุน้ำยาสำเรจ็รปู
PURE-GENETM (Gentra Inc., MA) ตรวจสอบ
คณุภาพดเีอน็เอดวย 0.8 % agarose gel electrophoresis
จากนั้นตรวจสอบความเขมขนดีเอ็นเอของแตละ
ตัวอยางดวยเครื่อง spectrophotometer ปรับความ
เขมขนสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดใหมีความเขมขน
100 ng/µl เก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียส
กอนที่จะนำไปวิเคราะหในขั้นตอนตอไป

การตรวจสอบแถบดเีอน็เอสตัวปาวงศสตัวกบี
เลอืกใชไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอรทีจ่ำเพาะกบัดเีอน็เอ
กวางจำนวน 8 โลไซ (CSSM26, BM203, PM4440,
TGLA431, AGLA293, BM2320, BM1706,
TGLA337) นอกจากนี้ยังเลือกใชไมโครแซทเทิลไลท
ไพรเมอรที่จำเพาะกับโครโมโซมสัตวกีบจำพวกโค อีก
5 โลไซ (MB101, MB079, BL41, BR4502,
HUJII77) รวมทั้งหมดจำนวน 13 โลไซ ทำการเพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอดวยปฏกิริยิาลกูโซ (Polymerase Chain

Reaction, PCR) ดวยสวนผสม   ทัง้หมดจำนวน 10
ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ (DNA
template) ความเขมขน 50 ng/µl จำนวน 1
ไมโครลติร, 1X PCR บฟัเฟอร จำนวน 1 ไมโครลติร
(10X PCR buffer), แมกนเีซยีมคลอไรท ความเขมขน
50 mM จำนวน 0.8 ไมโครลติร, dNTP ความเขมขน
10mM/µl จำนวน 1 ไมโครลติร และไพรเมอรในสวน
ของ forward และ reverse ความเขมขน 5µM/µl
ชนดิละ 1 ไมโครลติร, เอนไซม Taq DNA Polymerase
ความเขมขน 5U/µ l จำนวน 0.1 ไมโครลิตร
(Promega, San Diego, CA)  น้ำกลั่น (sterilized
distilled water) จำนวน 4.1 ไมโครลติร

การทำปฏิกิริยาลูกโซจะใชเครื่องเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ PCR (GeneAmp PCR
System 9600, Perkin-Elmer Applied Biosystems,
CA) กอนการทำงานของปฏิกิริยาลูกโซ กำหนด
อณุหภมู ิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี เพือ่เตรยีม
ดีเอ็นเอตนแบบใหแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวอยาง
สมบรูณ จากนัน้เริม่ปฏกิริยิาลกูโซ จำนวน 35 รอบ ตาม
วงรอบที่อุณหภูมิตางๆ กันคืออุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซยีส นาน 30 วนิาท ี (ดเีอน็เอเสยีสภาพแยกเปน
ดเีอน็เอสายเดีย่ว) จากนัน้ลดอณุหภมูลิงในชวง 48-56
องศาเซลเซยีส (ชวงอณุหภมูทิีเ่หมาะสมขึน้กบัไพรเมอร
แตละชนิด) เพื่อใหเสนดีเอ็นเอตนแบบจับตัวอยาง
เหมาะสมกบัไพรเมอร ใชเวลานาน 45 วนิาท ีและเพิม่
อณุหภมูขิึน้ทีร่ะดบั 72   องศาเซลเซยีส นาน 45 วนิาที
ขัน้ตอนนีเ้พือ่ใหมกีารเพิม่จำนวนเบสจากการจบัตวักนั
อยางเหมาะสมของไพรเมอรและดีเอ็นเอตนแบบ เมื่อ
ปฏกิริยิาลกูโซทำงานครบ 35 รอบ กอนสิน้สดุปฏกิริยิา
ใหคงอณุหภมูทิี ่72 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาทจีำนวน
1 รอบ ซึง่ถอืไดวาขัน้ตอนการทำปฏกิริยิาลกูโซเสรจ็สิน้
อยางสมบูรณ

จากนั้นนำผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซ
(PCR product) ไปวิเคราะหผลการเพิ่มจำนวน ตาม
ขั้นตอน คือ ผสม loading dye (98% deionized
formamide 10mM EDTA (pH 8.0) 0.025%
xylene cyanol FF 0.025% bromophenol blue) จำนวน
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1 ไมโครลิตรกับ PCR product นำ PCR product
เขาเครือ่ง PCR ใหอณุหภมู ิ  94 องศาเซลเซยีส นาน
5 นาที เพื่อให PCR product  มีสภาพเปนดีเอ็นเอ
สายเดีย่วกอนนำไปวเิคราะหการเพิม่ปรมิาณของไมโคร -
แซทเทิลไลทดีเอ็นเอ ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ ดวยเครื่อง
อเิลก็โทรโฟรซีสิ (vertical electrophoresis)(Mini Protein
II, Bio-Rad     Laboratories, Richmond, CA)  ดวย
12 % polyacrylamide gel (Sigma, Inc., CA) ผานสาร
ละลายตวักลาง 1 M TBE buffer (0.089 M Tris base,
0.089 M boric acid, 0.002 M EDTA, pH 8.0)
เปนเวลา 50 นาท ีทีก่ระแสไฟฟา 80 โวลท ความจไุฟฟา
300 มลิลแิอมแปร เมือ่ครบกำหนดเวลายอมแผนเจล
polyacrylamide ดวย ethydium bromide (10 mg/ml)
นาน 10 นาท ีจากนัน้ตรวจดแูถบดเีอน็เอผานใตเครือ่ง
UV trans-illuminator  เปรยีบเทยีบชิน้ดเีอน็เอทีไ่ดจาก
การสังเคราะหกับแถบดีเอ็นเอ  มาตรฐาน (DNA
marker) GeneRulerTM 100 bp DNA ladder
(Fermentas)

การวิเคราะหผลทางสถิติ ขอมูลของแถบ
microsatellite DNA ทีไ่ดจากการวเิคราะหจะนำมาหา
ความถี่อัลลีล และระยะหางทางพันธุกรรม (genetic
distance) ตามวธิกีารของ Nei (1972) และสรางแผน
ภาพตนไม (dendrogram) ดวยวิธี UPGMA ดวย
โปรแกรมสำเร็จรูป NTSYS-computer package
version 2.01 (Hallis, 1984)

ผลการศกึษา
ผลการวเิคราะหไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอรที่

จำเพาะกบัลำดบัเบสบนสายดเีอน็เอกวางปา เนือ้ทราย
ละองละมัง่ และเกง จำนวน 13 โลไซ พบไพรเมอร 10
โลไซ มลีำดบัเบสทีจ่ำเพาะกบัลำดบัเบสบนสาย    ดเีอน็
เอของกลมุตวัอยาง โดยไพรเมอรทัง้ 10 โลไซตองการ
ชวงอณุหภมูใินการจบัตวักนัอยางเหมาะสม (annealing
temperature, Ta) ระหวางดเีอน็เอตนแบบกบัไพรเมอร
ที่แตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 1

สำหรบัไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอร 3 โลไซ
คอื BM2320, MB101, และ MB079 เปนไพรเมอร
ที่มีลำดับเบสไมจำเพาะกับลำดับเบสบนสายดีเอ็นเอ
ของสัตวปาในวงศสัตวกีบของไทย

จำนวนอัลลีล และความถี่อัลลีล
จากการตรวจสอบไมโครแซทเทลิไลทไพรเมอร

10 โลไซ พบแถบดเีอน็เอทีเ่กดิจากการเพิม่ปรมิาณ ที่
ชดัเจน แถบดเีอน็เอทีพ่บมขีนาดตัง้แต 120-500 คเูบส
เกดิแถบดเีอน็เอระหวาง 1 ถงึ 5 อลัลลี  สำหรบัไพรเมอร
ที่ทำใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่มีความหลากหลาย ที่สุดคือ
ไพรเมอร HUJII77 จำนวน  5 อลัลลี ในกลมุตวัอยาง
เนือ้ทราย สำหรบัไพรเมอรแตละโลไซ จำนวนอลัลลี  และ
ชวงความถี่อัลลีลในกลุมตัวอยางแตละกลุมแสดงไวใน
ตารางที ่2

การตรวจสอบความแตกตางรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอ

ผลจากการวเิคราะหรปูแบบของแถบดเีอ็นเอ
ทีแ่ตกตางกนัในแตละไพรเมอร พบวามกีารเพิม่ปรมิาณ
ของแถบไมโครแซทเทิลไลทดีเอ็นเอที่มีหลากรูปแบบ
จำนวน 2-5 อลัลลี โดยไพรเมอรทีพ่บแถบดเีอ็นเอหลาก
รปูแบบทีส่ดุจำนวน 5 อลัลลี ไดแก ไพรเมอร BR4502
และ HUJII77  ดงัแสดงในตารางที ่3

ระยะหางทางพันธุกรรม
การวเิคราะหระยะหางทางพนัธกุรรมของสตัว

ปากบีไทย (กวางปา เนือ้ทราย ละองละมัง่ และเกง) ใน
การวจิยัครัง้นีใ้ชขอมลูความถีแ่ตละอัลลลีจาก 10 โลไซ
รวม 33 อลัลลี ในการวเิคราะหหาคา genetic distance
ระหวางกลุมตัวอยางแตละกลุม ทำการวิเคราะหแบบ
unbiased distance ตามวิธีของ Hallis ดวยโปรแกรม
สำเรจ็รปู NTSYS-PC v.2.01 ผลการวเิคราะหแสดง
ไวในตารางที ่4




