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การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่า  ด  าเนินการที่เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูววั จงัหวดั
หนองคาย เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าดงใหญ่ จงัหวดับุรีรัมย ์เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูหลวง จงัหวดัเลย และเขตรักษา
พนัธ์ุสัตวป่์าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ ระหว่างเดือนกนัยายน 2552 ถึงเดือนสิงหาคม 2553 เพื่อใหท้ราบถึงความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่า ตลอดจนเพื่อศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลาย และความสัมพนัธ์เชิง
วิวฒันาการของประชากรกบัพื้นท่ีแห่งอื่น ดว้ยวิธีการเกบ็ตวัอยา่งมูลชา้ง แลว้ใชเ้ทคนิค PCR และการหาล าดบั
เบสในส่วน Cytochrome b จนถึงส่วนตน้ของ control region ภายในไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ น ามาจ าแนกความ
แตกต่างทางพนัธุกรรม (haplotype) ผลการศึกษาจากการเกบ็ตวัอยา่งมูลจากเขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูววั เขตรักษา
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เบส 9 ต าแหน่ง บนความยาว 250 bp สามารถจ าแนกความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธ์ุ
สัตวป่์าภูววั ได ้2 haplotypes (HapA และ HapB) เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูเขียว จ าแนกได ้2 haplotypes (HapA 
และ HapC) เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูหลวง จ าแนกได ้2 haplotypes (HapA และ HapB) และเขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์า
ดงใหญ่ จ าแนกได ้HapA เพียง haplotype เดียว ส่วนผลจากการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมจาก
ล าดบัเบสตั้งแต่ส่วนปลาย Cytochrome b ถึงส่วนตน้ของ control region พบความแตกต่างของล าดบัเบส 27 
ต าแหน่ง บนความยาว 601 bp สามารถจ าแนกความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่า ในเขตรักษาพนัธ์ุสัตว์
ป่าภูววั ได ้3 haplotypes (HapAH  HapBQ และ HapNewB) เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูเขียว จ าแนกได ้3 haplotypes 
(HapAH HapNewA1 และ HapBH) เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูหลวง จ าแนกได ้3 haplotypes (HapAH  HapAB และ 
HapBO) และเขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าดงใหญ่ จ าแนกได ้2 haplotypes (HapAH และ HapAD) รวมความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของชา้งป่าจากการศึกษาจ านวน 8 haplotypes สามารถแบ่งกลุ่มประชากรชา้งป่าออก เป็น 2 กลุ่ม 
คือ Clade A และ Clade B โดยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบ Clade A มากกว่า Clade B พบว่า ชา้งในกลุ่ม 
HapAB HapAD HapAH และ HapNewA1 มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกนัมากกว่าชา้งในกลุ่มอื่นๆ ส่วนชา้ง ในกลุ่ม 
HapNewB มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกนักบัชา้งในกลุ่ม HapBO โดยพบว่า HapAD เป็นบรรพบุรุษของ haplotypes 
อื่น  
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                The study of genetic diversity of wild asian elephant in was conducted at Phuwua Wildlife Sanctuary 
(PW), Nong Khai Province, Dongyai Wildlife Sanctuary (DY), Buri Rum Province, Phuluang Wildlife 
Sanctuary (PL), Loei Province and Phukiew Widlife Sanctuary (PK), Chaiyaphum Province during September 
2009 until August 2010. The objectives were to investigate the genetic diversity and also to study of 
evolutionary relativity between population clusters with other areas especially in the northeastern part of 
Thailand. PCR technique and base sequences from Cytochrome b to the heading of control region in 
Mitocondrial DNA was used. The results reflected from 39, 57, 10 and 8 fecal samples from PW, PK, PL and 
DY wildlife sanctuaries respectively showed 2 halplotypes (HapA and HapB) in PW, 2 haplotypes in PK 
(HapA and HapC), 2 haplotypes in PL (HapA and HapB) and only one haplotype in DY (HapA). Besides, 
genetic analysis of the tip of Cytochrome b to the basis of control region found the differences of 27 base levels 
on the width 601 bp can be categorized into 3 haplotypes (HapAH, HapBQ and HapNewB) for PW, 3 
haplotypes (HapAH, HapNewA1 and HapBH) for PK, 3 haplotypes (HapAH, HapAB and HapBO) for PL and 
only 2 haplotypes (HapAH and HapAD) for DY. According to the study, it can be concluded that there are 8 
haplotypes of wild elephant genetic diversity and 2 population clusters; Clade A and Clade B. In Northeast part 
of Thailand, Clade A was found more than Clade B. The elephant in group HapAB, HapAD, HapAH and 
HapNewA1 have shared things in common than any other group. Distinctively, elephant in group HapNewB 
has closed relation with elephant group HapBO. HapAD was regarded as the ancestor of other haplotypes. 
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mtDNA = mitochondrial deoxyribonucleic acid 
mRNA = messenger ribonucleic acid 
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rRNA  = ribosomal ribonucleic acid 
tRNA = transfer ribonucleic acid 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของช้างป่า  (Elephas maximus Linnaeus, 1758) 
 ในเขตรักษาพนัธ์ุสัตว์ป่าภูววั จงัหวดัหนองคาย 

 

Genetic Diversity of Wild Asian Elephant (Elephas maximus Linnaeus, 1758) 
in Phu Wua Wildlife Sanctuary, Nong Khai Province  

 

ค าน า 
 

ในอดีตชา้งเป็นสตัวป่์าท่ีมีอยูจ่  านวนมาก ในทุกแหล่งการแพร่กระจาย แต่การพฒันาความ
เจริญกา้วหนา้ของมนุษยม์าตามล าดบั ทั้งการสร้างท่ีอยูอ่าศยั พ้ืนท่ีเพ่ือการเกษตรกรรม ถนน
หนทาง ท าใหพ้ื้นท่ีอาศยัของชา้งตามธรรมชาติลดลง (Taylor, 2008) ถกูตดัขาดออกจากกนัเป็น
หยอ่มเลก็หยอ่มนอ้ย และเส่ือมสภาพ ชา้งเป็นสตัวบ์กท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดตอ้งการพ้ืนท่ีอาศยัมาก จึง
เป็นสตัวท่ี์ไดรั้บผลกระทบจากกิจกรรมของมนุษยม์ากเช่นกนั จนปัจจุบนัประชากรมีจ  านวนลดลง
ในทุกแหล่งการแพร่กระจาย (Leimgruber et al., 2003) ในประเทศไทยเคยมีช่ือว่ามีประชากรชา้ง
อยูน่บัลา้นตวัในบางพ้ืนท่ี แต่ปัจจุบนัมีชา้งป่าอาศยัในธรรมชาติของประเทศไทยรวมทัว่ประเทศ
เพียงประมาณ 1,500 ตวัเท่านั้น (กฤษฎา, 2545) และส านกันโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติ
และส่ิงแวดลอ้ม (2008) ไดจ้ดัชา้งป่าเป็นสตัวท่ี์มีสถานภาพใกลสู้ญพนัธุ ์(Endangered species) 
นบัตั้งแต่ปี พ.ศ. 2528 เป็นตน้มา ปัจจุบนั IUCN (2009) ไดจ้ดัชา้งป่าเป็นสตัวท่ี์มีสถานภาพใกล ้
สูญพนัธุเ์ช่นกนัและทั้งน้ีชา้งป่ายงัถกูจดัอยูใ่นบญัชีท่ี 1 (appendix I) ของอนุสญัญาไซเตส (CITES) 
ดว้ย   

 
ชา้งป่าในประเทศไทยปัจจุบนัอาศยัอยูต่ามผนืป่าอนุรักษต่์างๆท่ีกระจายอยูทุ่กภูมิภาคทัว่

ประเทศ มีประชากรในแต่ละพ้ืนท่ีระหว่าง 5 – 300 ตวั (กองทุนสตัวป่์าโลก, 2543) อีกทั้งประชากร
ท่ีหลงเหลืออยูม่ีลกัษณะกระจาย ถกูแยกขาดออกจากกนัตามลกัษณะของผนืป่าท่ีถกูแบ่งตดัขาด
ออกจากกนัเป็นผนืเลก็ผนืนอ้ย การแลกเปล่ียนพนัธุกรรมจึงเกิดข้ึนไดย้าก การผสมในเลือดใกลชิ้ด
ของชา้งจึงมีโอกาสเกิดข้ึนสูงท าใหล้กัษณะประชากรดอ้ยลงเร่ือยๆ  

 
ในกรณีของชา้งเล้ียง นิกร และคณะ (2544) รายงานว่าชา้งเล้ียงชา้งเพศผู ้1 เชือก ถกูใชใ้น

การผสมกบัเพศเมียหลายเชือกเน่ืองจากการลดลงของชา้งพ่อพนัธุท่ี์มีลกัษณะสวยงาม และค่านิยม
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ในการใหช้า้งเพศเมียผสมพนัธุก์บัชา้งพ่อพนัธุท่ี์มีประวติัใหล้กู ท าใหม้ีการผสมเลือดชิด 
(inbreeding) สูงข้ึน  ดงันั้นปัญหาท่ีชา้งป่าประสบอยูน่อกเหนือจากการลดจ านวนลงของประชากร 
แลว้ ปัญหาท่ีส าคญัอีกประการหน่ึงคือการสูญเสียความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่า ดว้ย
ขอ้จ  ากดัทางพ้ืนท่ีไม่เอ้ือต่อการแลกเปล่ียนพนัธุกรรมระหว่างประชากร ดงันั้นการศึกษาเพื่อให้
ทราบถึงลกัษณะทางพนัธุกรรม ทั้งในดา้นความหลากหลายทางพนัธุกรรม และความสมัพนัธก์บั
กลุ่มประชากรอ่ืนจึงมีความส าคญั นอกเหนือไปจากการศึกษาโครงสร้าง จ  านวนของประชากร และ
ถ่ินท่ีอาศยั ทั้งน้ีเพ่ือเป็นพ้ืนฐานส าหรับการจดัการชา้งป่าในพ้ืนท่ีอนุรักษข์องประเทศไทยต่อไป 

 
การศึกษาพนัธุกรรมของชา้งป่าปัจจุบนั มีผูด้  าเนินการในพ้ืนท่ีอนุรักษส่์วนต่างๆของ

ประเทศ เช่น อุทยานแห่งชาติแก่งกระจาน และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว (สุธาทิพย ์และคณะ, 
2552) แต่อยา่งไรก็ตามความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั 
จงัหวดัหนองคาย ยงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อนอีกทั้งในอดีตประชากรชา้งป่าในพ้ืนท่ีน้ีมีการเดินทาง
ไปมาระหว่างประเทศไทยและประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว แต่ปัจจุบนัถกูตดั
ขาดออกจากกลุ่มประชากรอ่ืนอยา่งส้ินเชิงโดยยงัคงมีประชากรอยูป่ระมาณ 30-50 ตวั เท่านั้น (แผน
แม่บทการอนุรักษช์า้งแห่งชาติ ปี 2546-2555, ม.ป.ป.) ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีสามารถเป็นขอ้มลู
พ้ืนฐานทางพนัธุกรรม ส าหรับใชใ้นการวางแผนการจดัการประชากรชา้งไทยทั้งในพ้ืนท่ีน้ี และ
พ้ืนท่ีแห่งอ่ืนของประเทศไทย ตลอดจนประชากรชา้งป่าในแหล่งการแพร่กระจายอ่ืนๆ ต่อไปใน
อนาคต 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่า ในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั 
จงัหวดัหนองคาย 

 
2.  เพ่ือใหท้ราบถึงความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของชา้งป่าท่ีปรากฏทั้งในพ้ืนท่ีน้ี และพ้ืนท่ี

แห่งอ่ืนทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
 

สมมตฐิานการศึกษา 
 

1.  ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่า ในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั มีความ
แตกต่างจากพ้ืนท่ีอนุรักษแ์ห่งอ่ืนของประเทศ เน่ืองจากในอดีตมีการแลกเปล่ียนพนัธุกรรมระหว่าง
ประเทศไทยกบัประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว 
 

2.  ลกัษณะทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั มีความสมัพนัธก์บัพ้ืนท่ี
อนุรักษแ์ห่งอ่ืนในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
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การตรวจเอกสาร 
 

1. ช้าง (Elephant) 

 
ชา้งเป็นสตัวเ์ล้ียงลกูดว้ยนมท่ีมีขนาดใหญ่ มีวิวฒันาการเม่ือประมาณ 50-60 ลา้นปี มี 

บรรพบุรุษหนา้ตาคลา้ยหม ูวิวฒันาการเป็นชา้งโบราณหลายร้อยชนิด กระจายตวัไปแทบทุกทวีป
ทัว่โลก ยกเวน้แอนตาร์กติกาและออสเตรเลีย แต่ชา้งโบราณเหล่าน้ีไดสู้ญพนัธุไ์ปจากโลกนานมาก
แลว้ ปัจจุบนัคงเหลือเพียงชา้งเอเชียและชา้งแอฟริกา (ปรามินทร์, 2546; สุวฒัน์, 2550; ศรัณย,์ 
2550) 
 
 อนุกรมวิธาน 
 

การจดัหมวดหมู่อนุกรมวิธานของชา้ง  ตาม Lekagul and McNeely (1988) จาก Kingdom 
ดงัน้ี 
Kingdom  Animalia                     
          Phylum  Chordata                
                    Subphylum  Vertebrata                    
                              Class  Mammalia         
                Order  Proboscidea        
              Family Elephantidae       
                        Genus  Elephas       
                      Species  Elephas maximus Linnaeus, 1758   
 

ชา้งเอเชียมีวิวฒันาการมาจาก Primelephas ซ่ึงเป็นชา้งในแอฟริกา (Spinage, 1997) 
ปัจจุบนัชา้งเอเชียมีอยู ่3 ชนิดยอ่ย คือ 
 

 

1. ชนิดยอ่ยศรีลงักา  (Elephas maximus maximus) เป็นชา้งท่ีมีอยูใ่นป่าธรรมชาติเฉพาะใน
เกาะซีลอนหรือเกาะลงักา  หรือประเทศศรีลงักาในปัจจุบนั  เป็นชา้งเอเชียท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดและมี
สีของผวิหนงัเขม้ท่ีสุด   
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2. ชนิดยอ่ยอินเดีย  (Elephas maximus indicus)  เป็นชา้งท่ีมีอยูใ่นป่าธรรมชาติ  บนผนื 
แผน่ดินใหญ่ของทวีปเอเชีย  ไดแ้ก่  เนปาล  ภูฐาน  อินเดีย  พม่า  ไทย  ลาว  เวียดนาม  กมัพชูา  
แควน้ยนูานในประเทศจีน  และมาเลเซีย  ในประเทศไทยนั้นมีชา้งเอเชียชนิดพนัธุย์อ่ยอินเดีย
กระจดักระจายอยูใ่นป่าตามธรรมชาติทัว่ทุกภาคของประเทศ  ชา้งชนิดน้ีมีขนาดตวัเลก็กว่าและสี
ตามจุดต่างๆ จางกว่าชนิดพนัธุย์อ่ยศรีลงักา   
 

3. ชนิดยอ่ยสุมาตรา  (Elephas maximus sumatranus)  พบเฉพาะบนเกาะสุมาตรา  ประเทศ
อินโดนีเซีย  เป็นชนิดพนัธุท่ี์มีขนาดตวัเลก็ท่ีสุด  และสีผวิหนงัจางมากท่ีสุด  (รองลาภ, 2536; 
กฤษฎา, 2545; Fernando et al., 2003) 
 

ทั้งน้ี  Fernando et al, (2003) ไดศ้ึกษาในระดบัชนิดยอ่ย (subspecies) ของชา้งเอเชีย  โดย
ท าการเปรียบเทียบดีเอน็เอของชา้งบอร์เนียวกบัชา้งเอเชียจาก 10 ประเทศ  จ านวน 337 ตวัอยา่ง 
ไดแ้ก่ ศรีลงักา (n=81) อินเดีย (n=81) ภูฐาน (n=13) บงัคลาเทศ (n=30) ไทย (n=8) ลาว (n=20) 
เวียดนาม (n=5) กมัพชูา (n=30) มาเลเซีย (n=9) อินโดนีเซีย (n=40) และมาเลเซีย บนเกาะบอร์เนียว 
(n=20)  ศึกษาในส่วนของ d-loop  และ microsatellite  พบว่าชา้งท่ีบอร์เนียว  ประเทศมาเลเซีย  
น่าจะเป็นชนิดยอ่ยท่ี 4 ของชา้งเอเชีย คือ  Elephas maximus borneensis   

 
ชา้งแอฟริกา  (African elephant)  มีการกระจายตวัในทวีปแอฟริกาตอนใตข้องทะเลทราย

ซาฮารา เช่น  เคนยา  แท นซาเนีย  อกูนัดา   แอฟริกาใต ้ เป็นตน้  ถ่ินท่ีอยูอ่าศยัส่วนใหญ่เป็น
ทะเลทราย  ชา้งจึงมีความทนทานต่ออากาศร้อนและแหง้แลง้ไดดี้  และชอบออกหากินทั้งเวลา
กลางวนัและกลางคืน  มี  2  ชนิดพนัธุย์อ่ย  คือ   

 
1. ชนิดพนัธุย์อ่ยชา้งทุ่งแอฟริกา  (Savanah elephant, Loxodonta africana africana)      

เป็นชา้งทุ่งขนาดใหญ่  สูงกว่า  3  เมตร  ข้ึนไป  มีถ่ินท่ีอยูอ่าศยัในทุ่งหญา้และทะเลทรายทางทิศ

ตะวนัออกและทิศใตข้องทวีปแอฟริกา (อารีย,์ 2538; Roca et al.,  2001, 2005)   

 
2. ชนิดพนัธุย์อ่ยชา้งป่าแอฟริกา  (Forest elephant,  Loxodonta africana cyclotis)          

เป็นชา้งป่าขนาดเลก็  มีความสูงราว  2 เมตร อาศยัอยูใ่นป่าทางทิศตะวนัตกของทวีปแอฟริกา      

(อารีย,์ 2538; Roca et al.,  2001, 2005)   
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 การแพร่กระจาย 
 

ชา้งเอเชีย  (Asiatic elephant)  หรือท่ีเรียกว่าชา้งอินเดีย  (Indian elephant)   มีแหล่งการ
แพร่กระจายปัจจุบนัตั้งแต่ประเทศแถบทวีปเอเชียตอนใต ้เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และหมู่เกาะท่ีอยู่
ใกลเ้คียง  เช่น  อินเดีย  เนปาล  พม่า  ไทย  หมู่เกาะนิโคบาร์ เกาะสุมาตรา เป็นตน้  ชา้งป่าชอบอาศยั
อยูใ่นป่าดงดิบ  ท่ีมีอากาศร่มเยน็ ไม่ชอบอากาศร้อนจดั  (อุมาพร, 2550)  โดยมีจ  านวนประชากร
ชา้งเอเชียทั้งหมดทุกแหล่งการแพร่กระจาย ระหว่าง 41,430 ถึง 52,250 ตวั อาศยัอยูใ่นพ้ืนท่ี
คุม้ครองซ่ึงมีเน้ือท่ีรวมกนัทั้งหมด 486,800 ตารางกิโลเมตร (Sukumar, 2003) 
 

ประเทศไทยเป็นศนูยก์ลางของประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใตซ่ึ้งแวดลอ้มดว้ย
ประเทศต่างๆ ท่ีมีประชากรชา้งอนัประกอบไปดว้ย พม่า ลาว กมัพชูา และมาเลเซีย ซ่ึงเป็นแหล่ง
พนัธุกรรมส าคญัของชา้งเอเชีย โดยทั้ง 5 ประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใตน้ี้มี ประชากร
ชา้งรวมกนัประมาณ 22,017 ตวั เป็นชา้งป่าประมาณ 11,117 ตวั และชา้งเล้ียงอีกประมาณ 10,900 
เชือก ดงัรายละเอียดตามตารางท่ี 1 เม่ือน าประชากรชา้งป่าและชา้งเล้ียงของประเทศไทยมารวมกนั
จะไดป้ระชากรชา้งคิดเป็นร้อยละ 25 ของประชากรชา้งทั้งหมดของประเทศแถบ 
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และเมื่อพิจารณาเฉพาะชา้งป่าพบว่า พบว่าคิดเป็นร้อยละ 21 ของประชากร
ชา้งป่าทั้งหมดในภูมิภาคน้ี (กองทุนสตัวป่์าโลก, 2543) 
 
ตารางที ่1  จ านวนประชากรชา้งในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใตใ้นปี พ.ศ.2543  
 

ประเทศ จ านวนช้างเล้ียง (เชือก) จ านวนช้างป่า (ตัว) 

  ไทย  
พม่า  
ลาว  
กมัพูชา  
มาเลเซีย  

2,705  
6,000 – 7,000 (6,500)  
1,100 – 1,350 (1,225)  

300 – 600 (450)  
20  

2,384  
4,000 – 6,000 (5,000)  

983  
500 – 1,000 (750)  

1,700 – 2,300 (2,000)  

รวม  10,900  11,117  
 

หมายเหตุ  ในวงเลบ็เป็นค่าเฉล่ีย  
 
ที่มา: กองทุนสตัวป่์าโลก ส านกังานประเทศไทย (2543) 
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กองทุนสตัวป่์าโลก (2543) รายงานจ านวนชา้งป่าในประเทศไทยว่ามีอยูร่วม 2,384 ตวั 
กระจายอยูใ่นเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าจ  านวน 28 แห่ง รวม 1,276 ตวั ในอุทยานแห่งชาติ จ  านวน 35 
แห่ง รวม 1,083 ตวั เขตหา้มล่าสตัวป่์า จ  านวน 1 แห่ง มีประชากร 20 ตวั และในเขตป่าเตรียมท่ีจะ
ประกาศเป็นเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 1 แห่ง จ  านวน 5 ตวั พ้ืนท่ีมีจ  านวนชา้งป่ามากท่ีสุดอยูใ่นบริเวณ
ป่าอนุรักษท์างภาคตะวนัตกของประเทศ ส่วนพ้ืนท่ีท่ีถกูระบุว่ามีจ  านวนชา้งป่านอ้ยท่ีสุดเพียง   
2  ตวั คือ เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดอยผาชา้ง จงัหวดัน่าน และอุทยานแห่งชาติเขาแหลม จงัหวดั
กาญจนบุรี 

 
ส านกัอนุรักษส์ตัวป่์า (ม.ป.ป) รายงานว่ามีกลุ่มป่าของประเทศไทยท่ีมีความส าคญัต่อการ

อนุรักษช์า้งป่า   ไดแ้ก่ 
 
1. กลุ่มป่าทางภาคเหนือตอนบนและตอนล่าง ประกอบดว้ยพ้ืนท่ีอนุรักษ ์9 แห่ง รวมพ้ืนท่ี 

9,153 กม2 มีจ  านวนชา้งป่า ประมาณ 300 ตวั 
 
2. กลุ่มป่าตะวนัตก ทั้งตอนบน และตอนล่าง มีจ  านวนพ้ืนท่ีอนุรักษ ์14 แห่ง รวมพ้ืนท่ี 

21,693 กม2 มีจ  านวนชา้งป่า ประมาณ 1,400 – 1,600 ตวั 
 
3. กลุ่มป่าภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ มีจ  านวนพ้ืนท่ีอนุรักษ ์13 แห่ง รวมพ้ืนท่ี 6,181 กม2 มี

จ  านวนชา้งป่า ประมาณ 300 - 400 ตวั 
 
4. กลุ่มป่ารอยต่อ 5 จงัหวดั หรือกลุ่มป่าภาคตะวนัออก มีจ  านวนพ้ืนท่ีอนุรักษ ์6 แห่ง รวม

พ้ืนท่ี 2,355 กม2 มีจ  านวนชา้งป่า ประมาณ 300 - 400 ตวั 
 
5. กลุ่มป่าภาคใตมี้จ  านวนพ้ืนท่ีอนุรักษ ์22 แห่ง รวมพ้ืนท่ี 9,375 กม2 มีจ  านวนชา้งป่า 

ประมาณ 200 - 350 ตวั 
 

ชีววิทยาบางประการ  
 

 ชา้งเป็นสตัวบ์กท่ีมีขนาด ใหญ่ท่ีสุด  เป็นสตัวเ์ล้ียงลกูดว้ยน ้ านม แข็งแรง  มีก  าลงัมาก  
อาศยัอยูร่วมกนัเป็นฝงู  กินพืชเป็นอาหาร  (สุทธิลกัษณ์, 2537)  
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ชา้งป่าตวัโตเต็มวยัมีความสูงจากพ้ืนถึงไหล่เฉล่ียประมาณ 200–270 เซนติเมตร น ้ าหนกัตวั
ประมาณ 3,500-4,000 กิโลกรัม มีจุดสูงสุดอยูท่ี่กลางหลงั หวักวา้งมี 2 ลอน มีใบหูเลก็ โดยขอบใบ
หูสูงไม่เกินระดบัหวั จะงอยท่ีปลายงวงมี 1 จะงอย มีงาเฉพาะเพศผู ้เรียก ชา้งพลาย ชา้งเพศผูท่ี้มไีม่
มีงาเรียกว่า ชา้งสีดอ ส่วนชา้งเพศเมียอาจมีงาเลก็ๆ หรือขนาย เรียก ชา้งพงั มีความยาวงวงเฉล่ีย 1.2-
1.6 เมตร  หางยาวประมาณ 100 - 150 เซนติเมตร เลบ็เทา้หนา้ 5 เลบ็ เทา้หลงั 4 หรือ 5 เลบ็ อาศยัอยู่
รวมกนัเป็นฝงู มีจ  านวนสมาชิกในฝงูปกติประมาณ 10 ตวั  บางฝงูอาจมีสมาชิกหลายสิบตวั ในฝงู
ชา้งป่ามีชา้งเพศเมีย เป็นผูน้  า เรียก แมแ่ปรก ส่วนเพศผูท่ี้โตเต็มวยัไม่เขา้รวมอยูใ่นฝงู ยกเวน้ในช่วง
ฤดูผสมพนัธุ ์ชา้งป่าเพศเมียท่ีไดรั้บการผสมพนัธุต์ั้งทอ้งประมาณ 19 - 22 เดือน (Lekagul and 
McNeely, 1988) ตกลกูคร้ังละหน่ึงตวั ลกูชา้งป่าแรกเกิดหนกัประมาณ 90 - 100 กิโลกรัม สูง
ประมาณ 90 เซนติเมตร อาศยัอยูก่บัแม่ และหยา่นมเมื่ออายปุระมาณ 3 ปี ชา้งกินพืชอาหารได้
หลากหลายชนิดทั้งพืชท่ีเป็นไมต้น้ ไมพุ่้ม ไมเ้ถา และหญา้ รองลาภ (2546) รายงานจ านวนชนิด 
พืชอาหารของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าหว้ยขาแขง้ ว่ามีไม่ต ่ากว่า 235 ชนิด กินอาหารวนัละ
ประมาณ 100 กิโลกรัม น ้ าหนกัสด และกินน ้ าวนัละประมาณ 200 ลิตร 
 

นิเวศวิทยาและการเลือกใชพ้ื้นท่ีอาศยั 
 
ชา้งป่าชอบอาศยัในป่าผสมผลดัใบ แต่มกัพบไดใ้นป่าทึบ และพบไดบ่้อยในบริเวณแหล่ง

น ้ า แหล่งโป่ง (Parr, 2003) ทั้งน้ีศุภกิจ (2546) ศึกษาการประยกุตใ์ชร้ะบบสารสนเทศทางภูมิศาสตร์ 
เพื่อวิเคราะห์การแพร่กระจายของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว จงัหวดัชยัภูม ิโดยการ
ประยกุตใ์ชข้อ้มลูจากการส ารวจระยะไกลและใชร้ะบบสารสนเทศทางภูมิศาสตร์รวมกบัการส ารวจ
ทางภาคสนามโดยใชปั้จจยัในการวิเคราะห์ทั้งส้ิน 7 ปัจจยั ไดแ้ก่ ชนิดป่า แหล่งน ้ า แหล่งโป่ง 
หน่วยพิทกัษป่์า ถนน ความสูง และความลาดชนั พบว่า ในช่วงหนา้แลง้มีปัจจยั 3 ประการ ท่ีมีผล
ต่อการกระจายของชา้งป่า คือ แหล่งโป่ง แหล่งน ้ า และความลาดชนั ส่วนในช่วงหนา้ฝนพบว่า มี
ปัจจยั 4 ประการท่ีมีผลต่อการกระจายของชา้งป่า คือ แหล่งโป่ง แหล่งน ้ า ความลาดชนัและหน่วย
พิทกัษป่์า เมื่อพิจารณาปัจจยั ท่ีมีความส าคญัต่อการกระจายของชา้งป่าตลอดทั้งปีพบว่า มีอยู ่4 
ปัจจยั ไดแ้ก่ แหล่งโป่ง ความลาดชนัของพ้ืนท่ี แหล่งน ้ าและถนนท่ีมีผลต่อการกระจายและการ
เลือกใชพ้ื้นท่ีของชา้งป่า ขอ้มลูจากการศึกษาท่ีไดน้ าไปสู่การจดัการพ้ืนท่ีใหเ้ป็นไปอยา่งเหมาะสม 
เพื่อรองรับการเขา้มาใชป้ระโยชน์ของชา้งป่าในแต่ละช่วงเวลาและลดผลกระทบอนัเน่ืองมาจาก
อิทธิพลของกิจกรรมต่างๆ ท่ีเกิดข้ึนโดยมนุษย ์เพื่อเป้าหมายในการอนุรักษช์า้งป่าใหเ้ป็นไปอยา่ง
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เหมาะสม ซ่ึงเป็นแนวทางในการจดัการพ้ืนท่ีในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิโดยรวม
ในอีกทางหน่ึงดว้ย รองลาภ  (2546)  ศึกษานิเวศวิทยาของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 
หว้ยขาแขง้ จงัหวดัอุทยัธานี และจงัหวดัตาก พบว่า ชา้งป่าใชป้ระโยชน์จากพ้ืนท่ีอยูอ่าศยัในป่า
หลายประเภท การเลือกพ้ืนท่ีอยูอ่าศยั และกินพืชอาหารของชา้งป่ามีความสมัพนัธก์บัการ
เปล่ียนแปลงของพืชอาหาร พนัธุพ์ืชคลุมดิน และแหล่งน ้ าตามฤดูกาล มีจ  านวนประชากรชา้งป่าใน
พ้ืนท่ีประมาณ 300 ตวั ขนาดของโขลงชา้งโดยเฉล่ีย 5.4 ตวั มีอตัราส่วนระหว่างเพศของชา้งตวัเต็ม
วยัเป็นเพศผู ้1 ตวั เพศเมีย 6.25 ตวั พบชา้งป่าถกูล่าโดยมนุษยใ์นปี พ.ศ. 2535 จ  านวน 1 ตวั และใน
ปี พ.ศ. 2536 จ  านวน 2 ตวั และพบชา้งป่าถกูล่าระหว่างปี 2540 – 2546 รวม 10 ตวั ตายโดยไม่ทราบ
สาเหตุ 4 ตวั การเขา้กินหรือท าลายพืชผลการเกษตรของราษฎรโดยรอบเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 
หว้ยขาแขง้พบปรากฏเป็นคร้ังคราว แต่ไม่รุนแรง 
 
2. การเกบ็ตวัอย่างโดยไม่รุกรานสัตว์ป่า (Non-Invasive Sampling) 
 
 การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของสตัวป่์า มีความส าคญัต่อการอนุรักษแ์ละระบบ
นิเวศของสตัวป่์า การวิจยัการอนุรักษส์ตัวป่์าแบบดั้งเดิมมกัถกูกล่าวหาว่ามีวิธีการท่ีส่งผลกระทบ
ทางลบต่อสตัวป่์า โดยเฉพาะอยา่งยิง่สตัวป่์าท่ีใกลสู้ญพนัธุ ์เช่น การเก็บเน้ือเยือ่จากสตัวป่์าโดยตรง 
อาจส่งผลใหส้ตัวป่์ามีพฤติกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงวิธีการเก็บตวัอยา่งโดยไม่รุกรานสตัวป่์า เป็น
วิธีการเก็บตวัอยา่งจากสตัวป่์าชนิดไม่รบกวนสตัว ์จึงมีความส าคญัและเหมาะสมในการศึกษา
เก่ียวกบัการอนุรักษส์ตัวป่์า ทั้งน้ีการใชพ้นัธุศาสตร์ในการอนุรักษส์ตัวป่์ามีความส าคญัโดยเฉพาะ
การเก็บตวัอยา่งเพื่อใหไ้ดม้าซ่ึงสารพนัธุกรรมโดยไม่เป็นการรุกรานสตัวป่์า ซ่ึงผูว้ิจยัสามารถไดรั้บ
การพนัธุกรรมจากการเก็บตวัอยา่งผม ขน มลูหรืออุจจาระ น ้ าลาย กระดูก เช่น จากซากสตัว ์จาก
การส ารอกของนกผูล่้า เยือ่เปลือกไข่ ปัสสาวะ หนงังู โดยแหล่งท่ีมาของดีเอน็เอท่ีใชก้นัมากท่ีสุด
จากวิธีการเก็บตวัอยา่งโดยไม่รุกรานสตัวป่์า คือ การเก็บตวัอยา่งมลู และผม โดยเฉพาะในมลูมี
จ  านวนของเซลลเ์ยือ่บุล  าไสซ่ึ้งมีดีเอน็เอของส่ิงมีชีวิตในปริมาณมาก (Waits and Paetkau, 2005)  
ซ่ึงวิธีการน้ีไดท้ดสอบส าเร็จแลว้ในสตัวห์ลายชนิด เช่น นก (Broderick et al., 2003; Idaghdour et 
al., 2003) สิงโตภูเขา (Ernest et al., 2000) แมวป่า (Palomares et al., 2002) หมาป่า (Paxinos et al. 
1997)  หม ี(Taberlet  et al., 1997; Wasser  et al., 1997) ลิง (Lathuilliere  et al., 2001) ชิมแพนซี 
(Bradley  et al., 2000; Morin  et al., 2001), กอริลล่า (Bradley  et al., 2000; Jensen-Seaman and 
Kidd, 2001)  และชา้ง (Fernando and Lande, 2000; Okello  et al., 2005; Ahlering et al., 2011) ทั้ง
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ในสตัวส์ะเทินน ้ าสะเทินบก (Dallas et al., 2003) แมก้ระทัง่ในสตัวน์ ้ า เช่น ปลาโลมา (Michelle et 
al., 2007) 
 
 ขอ้ดีของการเก็บตวัอยา่งโดยไม่รุกรานสตัวป่์า 
 

 สามารถกล่าวไดว้่าเป็นไปตามหลกัจรรยาบรรณของนกัวิจยั ซ่ึงเป็นการเก็บตวัอยา่งโดยไม่
รบกวนสตัวป่์า จึงไม่ท าใหพ้ฤติกรรมของสตัวป่์าเปล่ียนแปลงไป ตวัอยา่งท่ีได ้สามารถระบุตวัของ
ตวัอยา่ง (Taberlet and Luikart, 1999) ใชศ้ึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสตัวป่์า การพบ
เสน้ขนในกองมลูของสตัวผ์ูล่้า เช่น เสือ หมาใน น ามาใชต้รวจสอบชนิดของสตัวท่ี์เป็นเหยือ่ของ
สตัวผ์ูล่้า ทั้งไดรั้บดีเอน็เอของเหยือ่ สามารถวิเคราะห์อาหารของผูล่้า และความชุกชุมของชนิด
เหยือ่ นอกจากน้ี ในมลูสามารถตรวจระดบัฮอร์โมนของสตัวป่์าได ้ทั้งยงัสามารถใชเ้พ่ือการ
ประเมินขนาดประชากรนอ้ยสุด และการประเมินสดัส่วนระหว่างเพศในประชากร (Alcaide et al., 
2010) 
 
 ขอ้เสียของการเก็บตวัอยา่งโดยไม่รุกรานสตัวป่์า 
 

 ตวัอยา่งท่ีไดม้าจะเขา้สู่ขั้นตอนการวิเคราะห์ขอ้มลูในหอ้งปฏิบติัการ มีการเพ่ิมปริมาณดี
เอน็เอดว้ยวิธีการ PCR ซ่ึงเป็นกระบวนการพ้ืนฐานท่ีหอ้งปฏิบติัการทัว่โลกใชเ้พ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอน็
เอใหม้ีจ  านวนมากในเวลาอนัรวดเร็ว แต่ประสิทธิภาพของผลผลิต PCR บ่อยคร้ังข้ึนอยูก่บั
ประสิทธิภาพในการสกดัดีเอน็เอ กล่าวคือ ถา้ดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งท่ีไดย้งัมี
การปนเป้ือนจากขยะในแหล่งตวัอยา่ง อาจมีผลในการขดัขวางการเกิดการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอใน
ขั้นตอนการท า PCR ท าใหผ้ลผลิตท่ีไดม้ีประสิทธิภาพต ่า หรืออาจไม่ไดผ้ลผลิตเลย (Roques et al., 
2011) และการเก็บตวัอยา่งมลูในสตัวแ์ต่ละชนิดมีความยากง่ายต่างกนั โดยเฉพาะสตัวน์ ้ ามกัมีความ
ล าบากในการเก็บตวัอยา่งมลู จึงตอ้งมีการพฒันาวิธีการเก็บตวัอยา่งมลูใหมี้ความจ าเพาะกบัสตัวน์ ้ า
มากข้ึน (Green et al. 2007) 
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3. เขตรักษาพนัธ์ุสัตว์ป่าภูววั 
 
 ขอ้มลูทัว่ไป 
 
 ปี พ.ศ. 2517 กรมป่าไมไ้ดท้  าการส ารวจพ้ืนท่ีภูววั และเสนอพ้ืนท่ีป่าภูววั ใหเ้ป็นเขตรักษา
พนัธุส์ตัวป่์าภูววั ประกาศในราชกิจจานุเบกษา เล่ม 92 ตอนท่ี 87 ลงวนัท่ี 2 พฤษภาคม 2518 มีเน้ือ
ท่ีประมาณ 186 ตารางกิโลเมตร หรือ 116,562 ไร่ อยูใ่นต าบลหนองเด่ิน ต าบลบุ่งคลา้ ต  าบลโคก
กวา้ง อ  าเภอบุ่งคลา้ ต าบลบา้นตอ้ง ต าบลโสกก่าม อ  าเภอเซกา ต าบลชยัพร อ  าเภอบึงกาฬ และต าบล
ท่าดอกค า อ  าเภอบึงโขงหลง จงัหวดัหนองคาย และในปี 2533 ไดผ้นวกพ้ืนท่ีหน่วยพิทกัษป่์าถ  ้าฝุ่ น 
รวมมีเน้ือท่ีทั้งส้ิน 124,662 ไร่ 
 
 สภาพภูมิประเทศ 
 
 เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั อยูท่างดา้นทิศตะวนัออกเฉียงเหนือสุดของภาค เกือบติด
พรมแดนประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว อาณาเขต 2 ดา้น ขนานไปกบัแม่น ้ าโขง
ห่างจากชายแดนประมาณ 2 กิโลเมตร และห่างจากตวัจงัหวดัหนองคาย ประมาณ 185 กิโลเมตร 
ความสูงจากระดบัน ้ าทะเลอยูร่ะหว่าง 160 - 448 เมตร โดยบนหลงัภูววัเป็นหนา้ผาสูงชนัทางดา้น
ทิศตะวนัออก และลาดไปทางตะวนัตก จุดสูงสุดสูงจากระดบัน ้ าทะเล 448 เมตร หินบนภูววัเป็น 
หินทราย ส่วนตอนล่างรอบๆ ภูววั เป็นป่าดิบแลง้ ผสมป่าเบญจพรรณ 
 
 สภาพภูมิอากาศ 
 
 แบ่งออกเป็น 3 ฤดู 

1. ฤดูฝน เดือนมิถุนายน ถึงเดือนตุลาคม ฝนตกทุกปี ปริมาณน ้ าฝนเฉล่ียต่อปี ประมาณ  
1,000-1,700 ลกูบาศกเ์มตร อุณหภูมิเฉล่ีย 25 องศาเซลเซียส 

 
2. ฤดูหนาว เดือนพฤศจิกายน ถึงเดือนกุมภาพนัธุ ์อากาศหนาวเยน็ อุณหภูมิเฉล่ีย 20  

องศาเซลเซียส 
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 3. ฤดูร้อน เดือนมีนาคม ถึงเดือนพฤษภาคม อากาศแหง้แลง้ เกิดไฟป่าประจ า อุณหภูมิเฉล่ีย 
30 องศาเซลเซียส 
 
 ทรัพยากรป่าไม ้
 

ป่าส่วนใหญ่เป็นป่าดิบแลง้ ป่าทุ่งหญา้ ป่าเบญจพรรณ ป่าเต็งรัง และป่าไผ ่กระจดักระจาย
ทัว่ไป พนัธุไ์มส้ าคญัท่ีพบ คือ ไมย้าง ตะเคียนทอง ตะเคียนหิน พะยงู มะค่าโมง กะบาก ไมก่้อ  
ไมพ้ื้นล่างเป็นไมจ้  าพวกหวาย ปาลม์ และไมไ้ผ ่
  

ทรัพยากรสตัวป่์า 
 

จากการส ารวจ เมื่อตน้ปี พ.ศ. 2546 พบว่ามีสตัวป่์าหลายชนิดท่ียงัหลงเหลืออยู ่ไดแ้ก่  
ชา้งป่า ประมาณ 31 ตวั กระจงหนู หมปู่า อีเห็น ลิง เกง้ นกชนิดต่างๆ คา้งคาว ไก่ป่า และไก่ฟ้า  
เป็นตน้ ส าหรับสตัวท่ี์มีลกัษณะเด่นในพ้ืนท่ีไดแ้ก่ ชา้ง สตัวท่ี์มีจ  านวนมาก ไดแ้ก่ นก แต่เน่ืองจาก
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั มีพ้ืนท่ีป่าดงดิบ ประมาณ 40 ตารางกิโลเมตร ซ่ึงเป็นพ้ืนท่ีขนาดเลก็  
สตัวป่์าส่วนใหญ่จึงไม่สามารถเพ่ิมขยายพนัธุ ์(ส านกัอนุรักษส์ตัวป่์า, ม.ป.ป.) 

 

4. พนัธุศาสตร์ในการอนุรักษ์สัตว์ป่า (wildlife conservation genetics) 
 
 จากอตัราการเพ่ิมข้ึนของประชากรโลกในปัจจุบนั ท าใหต้อ้งมีการผลิตอาหาร และปัจจยั
ต่างๆ รวมถึงการสร้างถนนในการเดินทาง ขนส่ง ตลอดจนเป็นท่ีอยูอ่าศยั ท่ีดินจึงเป็นส่ิงจ  าเป็น ซ่ึง
การขยายพ้ืนท่ีดินเพ่ือการผลิตของมนุษยน์ั้นคือ การบุกรุกพ้ืนท่ีอาศยัหรือถ่ินก าเนิดเดิมของพืชและ
สตัวป่์า ซ่ึงเป็นทั้งท่ีอยูอ่าศยัและแหล่งอาหารของสตัวป่์า เม่ือแหล่งอาศยัและแหล่งอาหารลดลง จึง
ส่งผลใหจ้  านวนประชากรและชนิดสตัวป่์าลดลงอยา่งรวดเร็ว เกิดเป็นปรากฏการณ์คอขวด 
(bottleneck) ข้ึนในพ้ืนท่ีป่าบางแห่ง ส่งผลใหค้วามหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) 
ในธรรมชาติลดลง ซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลกระทบใหเ้กิดการสูญพนัธุต์ามมา (Zhang et al., 
2002) จึงจ าเป็นตอ้งมีการอนุรักษส์ตัวป่์าไว ้หน่ึงในหลายวิธีการอนุรักษส์ตัวป่์า คือ การคน้ควา้ วิจยั
ทางวิชาการ ซ่ึงในปัจจุบนันั้นความรู้ทางดา้นพนัธุศาสตร์มีบทบาทในการเป็นปัจจยัส าคญัปัจจยั
หน่ึงในการอนุรักษท์างชีวภาพ (Frankham, 2005) 
  

http://www.dnp.go.th/MFCD10/part/local/phuvo.htm
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พนัธุศาสตร์ในการอนุรักษ ์ เป็นการประยกุตใ์ชข้อ้มลูทางพนัธุกรรมในการจดัการเพื่อการ
ด ารงอยูข่องส่ิงมีชีวิตชนิดใดชนิดหน่ึง  ซ่ึงขอ้มลูทางพนัธุกรรมเป็นขอ้มลูท่ีส าคญั และใชเ้ป็น
ขอ้มลูประกอบในการศึกษาประชากรสตัวป่์า ทั้งในดา้นนิเวศวิทยา  พฤติกรรม ความสมัพนัธท์าง
เครือญาติ และความสมัพนัธด์า้นภูมิประเทศ ซ่ึงขอ้มลูทางดา้นพนัธุกรรมเหล่าน้ีมีการน าไปใช้
ประโยชน์ในหลายดา้น เช่น เพ่ือคดัเลือกสตัวส์ าหรับน าไปใชใ้นการปรับปรุงพนัธุ ์ การผสมขา้ม
สายพนัธุส์ตัว ์ รวมไปถึงการถ่ายทอดยนี ชนิดนั้นๆจากรุ่นหน่ึงไปยงัอีกรุ่นหน่ึง และในการอนุรักษ์
สตัวป่์านั้นงานในดา้นต่างๆเหล่าน้ีถกูน ามาใชผ้สมผสานกนัเพ่ือเพ่ิมจ านวนประชากรสตัวป่์า   
ความหลากหลายทางพนัธุกรรม และลดการเกิดภาวะเลือดชิดในหมู่ประชากรสตัวป่์า 
 

การใชข้อ้มลูทางพนัธุกรรมเพื่อศึกษาถึงล าดบัของการวิวฒันาการ ซ่ึงไดรั้บการถ่ายทอด
พนัธุกรรมจากรุ่นหน่ึงไปสู่อีกรุ่นหน่ึง และความหลากหลายทางพนัธุกรรม เช่น ขอ้มลูความ
หลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) จากไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ (mitochondrial DNA)  
โดยใชเ้ป็นขอ้มลูในการศึกษาการถ่ายทอดพนัธุกรรมจากแม่ไปสู่ลกู (maternal inheritance) (Albert 
et al., 1983) จึงใชเ้ป็นขอ้มลูในการศึกษาตน้ก  าเนิดในสายแม่ (maternal linage)ได ้
 
5. ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ (Mitochondrial DNA) 

 
 ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ (mitochondrial DNA; mtDNA)  พบไดใ้นเซลลย์คูาริโอต  
(Eukaryotic cell)  ทุกเซลล ์ เป็นดีเอน็เอท่ีพบอยูน่อกนิวเคลียส  อยูภ่ายในไมโตคอนเดรียซ่ึงอยูใ่น
ส่วนไซโทพลาสซึมของเซลล ์ เป็นดีเอน็เอเกลียวคู่อยูใ่นสภาพวงกลมปลายปิด  (closed circular 
DNA)  ดีเอน็เอมีความยาว  5  ไมโครเมตร  มีน ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ  10-12  เมกะดาลตนั   
(นิภาพร, 2539)  ไมโตคอนเดรียแต่ละอนัมีดีเอน็เอประมาณ  2-10  ชุด  หรือประมาณ  1,000-
10,000  ชุดต่อเซลล ์ โดยขนาดจีโนมของไมโตคอนเดรียในคนและสตัวส่์วนมากจะมีขนาด  16  kb  
(Cooper, 2000)  การถ่ายทอดของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอสู่รุ่นลกูหลานจะเป็นการถ่ายทอดทาง
สายแม่เท่านั้น  (maternal inheritance)  และสารพนัธุกรรมของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอจะไม่มีการ
รวมหรือเกาะติดกบัโปรตีนใดๆ  แต่จะลอยอยูใ่นส่วน  matrix  ของไมโตคอนเดรีย  ในขบวนการ
ถ่ายแบบของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนใน  matrix  นั้นไม่มี  repairing system  ท าใหเ้กิด
ความผดิพลาดในการถ่ายแบบสารพนัธุกรรมของยนีไมโตคอนเดรียในอตัราท่ีสูงกว่าในยนี
นิวเคลียสซ่ึงมี  repairing system  ท่ีดีมาก  (พชัรีย,์ 2549) 
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พชัรีย ์ (2549) และ Brown et al. (1979) ไดก้ล่าวไวว้่า ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ คือ
เคร่ืองมือท่ีมีประโยชน์ท่ีใชใ้นการศึกษาวิวฒันาการ เน่ืองจากมีคุณสมบติัเฉพาะตวั ดงัน้ี   
 

1. ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอของมนุษยร์วมถึงสตัวท์ัว่ไปมีการถ่ายทอดพนัธุกรรมจากแม่สู่

ลกูเท่านั้น (maternal inheritance) เน่ืองจากในเซลลสื์บพนัธุเ์พศชายเม่ือปฏิสนธิกบัเซลลไ์ข่นั้นจะ

เขา้ไปปฏิสนธิเฉพาะในส่วนหวัและท้ิงส่วนหางท่ีมีไมโตคอนเดรียไว ้ลกูจึงไม่ไดรั้บ 

ไมโตคอนเดรียดีเอน็เอจากพ่อ  ดงันั้นลกูจึงควรมีล  าดบัของเบสในไมโตคอนเดรียเหมือนกบัของ

แม่ทุกประการ ยกเวน้ว่าเซลลสื์บพนัธุข์องแม่มีการกลายพนัธุเ์กิดข้ึน 

 

2. ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ มีอตัราการกลายพนัธุสู์งมากกว่าอตัราการกลายพนัธุข์องดีเอน็ 
เอในนิวเคลียส ประมาณ 5 - 10 เท่า ในระยะเวลาท่ีเท่ากนั จึงเป็นเคร่ืองมือวดัการเปล่ียนแปลง 
ทางวิวฒันาการท่ีมีความไว และความละเอียดท่ีสูงกว่าดีเอน็เอในนิวเคลียสดว้ย control region บน 
ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอเป็นส่วนท่ีมีความผนัแปรมากท่ีสุด เน่ืองจากมีอตัราการกลายพนัธุสู์งกว่า
ในบริเวณอ่ืนๆ ของจีโนม จึงนิยมน ามาศึกษาล าดบัเบสเพื่อตรวจสอบความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของจีโนมในการศึกษาวิวฒันาการ และอตัราการกลายพนัธุท่ี์วดัไดจ้ากโอกาสท่ีเบส ณ 
ต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึงจะถกูแทนท่ีดว้ยเบสท่ีต่างไปจากต าแหน่งเดิมต่อช่วงเวลาหน่ึงลา้นปี หรือ
บางคร้ังก็ใชต่้อช่วงเวลาหน่ึงรุ่นอาย ุเช่น เท่ากบั 20 ปีโดยประมาณในกรณีมนุษย ์โดยจากการ
ประมาณ พบว่าอตัราการกลายพนัธุข์องไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอในส่วน control region  อยูท่ี่ 0.025 
- 0.26 ต่อต าแหน่งเบสต่อลา้นปี ซ่ึงเท่ากบั 5 x10-7 ถึง 5 x 10-6 ต่อต าแหน่งเบสต่อรุ่นอาย ุส าหรับ
ส่วนของดีเอน็เอใน hypervariable region 1 (HVS-1) ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของ control region ประมาณ
ไวท่ี้ 3.6 x 10-6 ต่อต าแหน่งเบสต่อรุ่น และส าหรับไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอส่วนอ่ืนๆ ท่ีมิไดอ้ยูใ่น 
control region ประมาณอตัราการกลายพนัธุอ์ยูท่ี่ 3.4 x 10-7 ต่อต าแหน่งเบสต่อรุ่นอาย ุ
 

3. ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ พบไดใ้นเซลลท่ี์มีชีวิตทุกๆ เซลลข์องร่างกาย มีความทนทาน

ต่อสภาพความเป็นกรด และมีจ  านวน copies ต่อเซลลอ์ยูใ่นหลกัพนั จึงสามารถตรวจพบและสกดั 

ดีเอน็เอไดง่้ายกว่าดีเอน็เอจากนิวเคลียส 

 

 ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอประกอบดว้ยยนีหลายต าแหน่ง  สามารถถอดรหสัใหย้นีทั้งหมด 
37 ยนี มียนีท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมการสร้างโปรตีน  13  ชนิด   ribosomal RNAs (rRNAs)  2  ชนิด  
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transfer RNAs (tRNAs)  22  ชนิด  และส่วนของ  control region ซ่ึงบริเวณ  displacement  loop  
(D-loop)  และ  Cytochrome b เป็นส่วนท่ีพบว่ามีความแตกต่างของล าดบัเบสมากกว่าส่วนอ่ืนของ
ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ และใชศึ้กษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวติหลายชนิด (พชัรีย,์ 2549, Yang 
et al.,  1996, Noro et al., 1998, Shenglin, 2007)  

 
ตารางที่ 2 แสดงยนีและโปรตีน 13 ชนิดของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ 
 

Gene  Product 
ND1 NADH dehydrogenase subunit 1 
ND2 NADH dehydrogenase subunit 2 

COX1 Cytochrome c oxidase subunit I 
COX2 Cytochrome c oxidase subunit II 
ATP8 ATP synthase F0 subunit 8 
ATP6 ATP synthase F0 subunit 6 
COX3 cytochrome c oxidase subunit III 
ND3 NADH dehydrogenase subunit 3 

ND4L NADH dehydrogenase subunit 4L 
ND4 NADH dehydrogenase subunit 4 
ND5 NADH dehydrogenase subunit 5 
ND6 NADH dehydrogenase subunit 6 
Cyt b Cytochrome b 

 
ที่มา: อุมาพร (2550) 
 
 ต  าแหน่งต่างๆของยนีบนไมโตคอนเดรียลดีเอนเอแสดงไวต้ามรูปท่ี 1   โดยในส่วนของ 
control region หรือ displacement loop (D-loop) นั้น ไม่มีการถอดรหสั แต่มีหนา้ท่ีส าคญัในการ
เป็นจุดเร่ิมตน้ของขบวนการถ่ายแบบดีเอน็เอ (DNA replication) และเป็นจุดเร่ิมตน้ของ
ขบวนการสร้างอาร์เอน็เอจากแม่พิมพดี์เอน็เอ (transcription) โดยท่ีการมีเบสแตกต่างกนั ไม่ท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงใดท่ีผดิปกติเกิดข้ึน เน่ืองจากบริเวณน้ีเป็นส่วนท่ีไม่ไดท้ าหนา้ท่ีถอดรหสั  
(พชัรีย,์ 2549) 
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ภาพที ่1 ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอแสดงต าแหน่งของยนี 
 
ที่มา: อุมาพร (2550) 
 
6. ปฏิกริิยาลูกโซ่โพลเีมอเรส  (Polymerase Chain Reaction) 

 
ปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรส  หรือ PCR เป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณยนี (gene) หรือเพ่ิมขยาย

จ านวนสารพนัธุกรรม โดยปฏิกิริยาเกิดข้ึนไดใ้นหลอดทดลอง (in vitro) แบบซ ้าๆ กนัหลายรอบ 
โดยอาศยัเอนไซมโ์พลีเมอเรส (Taq DNA polymerase) โดยการเพ่ิมปริมาณของสารพนัธุกรรมนั้น
อาศยัหลกัการ DNA Replication ซ่ึงเทคนิคน้ีพฒันาข้ึนเม่ือปี พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis และคณะ
แห่งบริษทั Cetus Corporation 
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ขอ้ดีของเทคนิค PCR  
 
1.  สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอไดอ้ยา่งเฉพาะเจาะจง คือ มีความแม่นย  าและมีความไว 

(sensitivity) สูง 
2. ใชเ้วลาไม่นาน 
3.  ปริมาณดีเอน็เอท่ีไดเ้กิดข้ึนเป็นลา้นเท่า 
4.  มีความน่าเช่ือถือและเป็นท่ียอมรับทัว่โลก เช่น ทั้งในงานวิจยัทางชีวโมเลกุลและ 

พนัธุวิศวกรรม เช่น การเพ่ิมปริมาณยนี (gene cloning) การวิเคราะห์ล  าดบัเบสของยนี (gene 
sequencing)  

 
เทคนิค PCR สามารถสงัเคราะห์ดีเอน็เอไดค้ราวละ 2 สายพร้อมกนั โดยใชไ้พรเมอร์ 

(primer) 1 คู่ ปฏิกิริยา PCR มี 3 ขั้นตอน โดยมีการหมุนเวียนต่อเน่ืองกนัไป ภายใตส้ภาวะท่ี
เหมาะสมของแต่ละขั้นตอน ดงัน้ี  

 
ขั้นแรก  Denaturing เป็นขั้นตอนท่ีท าใหดี้เอน็เอสายคู่ (double stranded DNA) แยกเป็น

สายเด่ียว (single strand DNA) เพื่อท าหนา้ท่ีเป็นแม่พิมพ ์โดยเกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิสูง 92 – 95  oC  
ขั้นท่ีสอง  Annealing เป็นขั้นตอนท่ี primer เขา้ไปจบักบันิวคลีโอไทด ์ท่ีเป็นเบสคู่สมบน

สายดีเอน็เอแม่พิมพ ์โดยเกิดท่ีอุณหภูมิในช่วง 37-60 oC  
ขั้นท่ีสาม  Extension เป็นขั้นตอนในการเพ่ิมความยาวของสายดีเอน็เอ โดยอาศยั Taq DNA 

polymerase ท าหนา้ท่ีต่อนิวคลีโอไทด ์ท่ีปลาย 3’-OH ของ primer ในทิศทาง 5’ ไป 3’ เกิดข้ึนท่ี
อุณหภูมิ 72-75oC  

โดย 1 รอบ (one cycle) ของปฏิกิริยา PCR คือขั้นตอนท่ี 1-3 จะใหป้ริมาณดีเอน็เอเป็นสอง
เท่า ดงันั้นปริมาณดีเอน็เอจะเพ่ิมข้ึน 2n เท่า เมื่อปฏิกิริยาผา่นไป n รอบ   

 
สารเคมีท่ีตอ้งใชใ้นปฏิกิริยา PCR มีดงัต่อไปน้ี  

1.  Deoxynucleotides (dNTPs: dATP, dCTP,dTTP,dGTP) เป็นนิวคลีโอไทด ์มีความส าคญั
ในการสงัเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่  

2. Taq DNA polymerase เป็นเอนไซมท่ี์ช่วยเร่งปฏิกิริยาเช่ือมต่อนิวคลีโอไทดใ์หม่เขา้กบั
ไพรเมอร์  
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3. Primer (Oligonucleotide) เป็นดีเอน็เอเร่ิมตน้สายสั้นๆ ยาวประมาณ 15-25 bp ท่ีเป็น 
เบสคู่สมกบัดีเอน็เอท่ีเป็นตน้แบบ 

4. PCR buffer  เช่น MgCl2 เป็นสารละลายท่ีควบคุมสภาวะของการท าปฏิกิริยาให้
เหมาะสม 

5. DNA Template คือดีเอน็เอตน้แบบหรือยนีส่วนท่ีตอ้งการเพ่ิมปริมาณ  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2  การท า PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณ DNA ภายนอกเซลล ์โดยภาพซา้ยเป็นการเพ่ิมปริมาณ DNA        
       รอบท่ี 1 และภาพขวาเป็นการเพ่ิมปริมาณ DNA รอบท่ี 2 
 
ที่มา:  Institute for Innovative Learning  (2011) 
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7. การแยกขนาดดีเอน็เอโดยวธิีอเิลก็โทรโฟรีซิส (Electrophoresis of DNA)  
 
Electrophoresis เป็นวิธีแยกสารโดยอาศยัการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลท่ีมีประจุในสารละลาย

ภายใตส้นามไฟฟ้า มีตวักลางเพื่อเป็นท่ียดึเกาะของโมเลกุลสาร เช่น กระดาษกรอง แผน่
เซลลโูลสอะซีเตท เจลท่ีท าจากอะการ์ อะกาโรส หรือโพลีอะครีลาไมด ์เป็นตน้ การแยกสารอาศยั
ความแตกต่างของประจุไฟฟ้า ขนาด และรูปทรงของโมเลกุล สารท่ีมีประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปใน
ทิศทางตรงกนัขา้ม ซ่ึงโมเลกุลของดีเอน็เอประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก สารละลายของ 
ดีเอน็เอ (หรืออาร์เอน็เอ) จึงมีประจุเป็นลบท่ี pH เป็นกลาง เมื่ออยูใ่นสนามไฟฟ้าโมเลกุลของ 
ดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก เน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตเป็นส่วนประกอบของ 
นิวคลีโอไทดทุ์กชนิด ดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลเลก็มีหมู่ฟอสเฟตอยูน่อ้ยกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ 
ดงันั้นจึงพบว่าประจุต่อมวลโมเลกุลของดีเอน็เอทุกขนาดมีเท่ากนั ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของ
โมเลกุลดีเอน็เอจึงข้ึนอยูก่บัขนาดเป็นส่วนใหญ่ นอกจากประจุแลว้อตัราการเคล่ือนท่ียงัข้ึนอยูก่บั
ขนาดของโมเลกุลรูปแบบของดีเอน็เอ (Configuration)  แรงเคล่ือนไฟฟ้า (Voltage) เปอร์เซ็นตแ์ละ
ชนิดของเจล และบฟัเฟอร์ท่ีใชด้ว้ย 

 

อะกาโรสเจล (agarose gel) เป็นโพลีเมอร์ของ D-galactose สลบักบั 3,6-anhydrogalactose 
แยกไดจ้ากวุน้ (agar) ในการแยกโมเลกุลของดีเอน็เอโดยทัว่ไปใชอ้ะกาโรสเจลเป็นส่วนใหญ่ 
เพราะมีช่วงท่ีใชไ้ดม้ากกว่า การเตรียมท าไดง่้ายและไม่มีอนัตราย ซ่ึงการท าอิเลก็โทรโฟรีซิสมกัท า 
ในแนวราบ (horizontal gel) (สุรินทร์, 2545) 
 
8. การหาล าดับเบส (DNA sequencing) 
 
 เทคนิคในการหาล าดบัเบสของดีเอน็เอมี 2 วิธี วิธีแรก คือการหาล าดบัเบสโดยการติดฉลาก
ท่ีปลายดีเอน็เอ และใชส้ารเคมีท าลายนิวคลีโอไทด ์ในต าแหน่งท่ีมีความจ าเพาะต่อชนิดของเบส 
(sequencing of end-labelled DNA by base-specific chemical clevage) โดยอาศยัหลกัการใช้
สารเคมีปรับเปล่ียนเบสของดีเอน็เอ เช่นการเติม methyl group ในต าแหน่งท่ีจ  าเพาะต่อเบสบาง
ต าแหน่ง ซ่ึงเบสจะถกูปรับเปล่ียนหรือถกูท าลายไปจนเหลือเพียง deoxyribose ซ่ึงมกัถกูท าลาย
ต่อไปจนเกิดการขาดของสายดีเอน็เอ ในต าแหน่งของเบสดงักล่าว ทั้งน้ีเราสามารถติดตามดีเอน็เอ
ดว้ยการติดสารกมัมนัตรังสี เช่น ฟอสฟอรัส -32 (32P) ซ่ึงขนาดของดีเอน็เอสามารถแยกไดโ้ดยการ
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ใชไ้ฟฟ้ากระแสตรงใน polyacrylamide gel และล าดบัเบสสามารถอ่านไดจ้ากแถบท่ีปรากฏบน
แผน่ฟิลม์เอกซเรย ์ 
 
 วิธีท่ีสอง เป็นการหาล าดบัเบสของดีเอน็เอโดยใชเ้อนไซมเ์พื่อสร้างดีเอน็เอสายใหม่ จาก   
ดีเอน็เอตน้แบบ (DNA sequencing by enzymatic synthesis) อาศยัหลกัการสร้างดีเอน็เอสายใหม่
จากดีเอน็เอตน้แบบสายเด่ียวโดยการท างานของเอนไซม ์DNA polymerase และนิวคลีโอไทดท่ี์ติด
ฉลากดว้ยสารกมัมนัตรังสี ซ่ึงการส้ินสุดการสร้างดีเอน็เอสายใหม่จะเกิดข้ึนในต าแหน่งของ 
dideoxy nucleotide จึงเรียกวิธีการน้ีว่า dideoxy chain termination DNA sequencing หรือ Sanger 
method (กลัยาณี, 2551) 
 

ปัจจุบนัใชว้ิธี Automated DNA sequencing อาศยัหลกัการของ dideoxy chain termination 
ยกเวน้สีท่ีใชใ้นการติดฉลากจะใชส้ารเรืองแสงแทนการใชส้ารกมัมนัตรังสี โดยอาศยัอุปกรณ์
ติดตามการเรืองแสงท่ีแตกต่างกนั 4 ชนิด คือ A, G, T และ C โดยสีท่ีติดฉลากบนนิวคลีโอไทดแ์ต่
ละตวัจะมีการเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืนแตกต่างกนั โดยการติดฉลากสีในสายดีเอน็เอจะเกิดข้ึนใน
ขั้นตอนการสร้างสายดีเอน็เอ โดยจะติดฉลากท่ีปลาย 5’ ของไพรเมอร์ หรือท่ีปลาย 3’ ของ 
dideoxynucleotide triphosphate (จตุรงค,์ 2541) 
 
9.  การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของประชากร (Phylogenetic Analysis) 
 
  การศึกษาวิวฒันาการของส่ิงมีชีวิต  เพ่ือการจดัจ  าแนกกลุ่มของส่ิงมีชีวตินั้น  ในอดีตการจดั
จ าแนกกลุ่มเป็นการน าลกัษณะทางสณัฐานวิทยา (morphology) เป็นหลกั  ซ่ึงการเปรียบเทียบ
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของส่ิงมีชีวิตอาจไม่สามารถท่ีจดักลุ่มแยกจากกนัได ้แต่ต่อมา ขอ้มลู
ทางดา้นสรีรวิทยา (physiology) การวิเคราะห์ทางเคม ีและความรู้ทางชีวโมเลกุล (molecular 
biology) ไดม้ีบทบาทมากในการช่วยวิเคราะห์และสร้างความสมัพนัธท์างวิวฒันาการข้ึนใหม่  ทั้งน้ี
เน่ืองจากสารต่างๆ ท่ีมีอยูภ่ายในเซลลข์องส่ิงมีชีวิต  เช่น  ดีเอน็เอ  เป็นแหล่งขอ้มลูท่ีบอก
วิวฒันาการของส่ิงมีชีวิต  โดยล าดบัสายดีเอน็เอท่ีเหมือนกนัแบบมีจุดก าเนิดเดียวกนั (homology) 
จะแสดงถึงล าดบัสายท่ีสืบทอดมาจากบรรพบุรุษร่วมกนั  ถา้เหมือนกนัมาก  แสดงว่าส่ิงมีชีวิต
ดงักล่าวมีบรรพบุรุษร่วมท่ีใกลเ้คียงกนัมากกว่า   
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แผนภูมิเดนโดแกรมแสดงในรูปแผนภูมิการแตกก่ิงกา้น หรือแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม 
(phylogenetic tree หรือ phylogeny) ในแผนภูมินั้นประกอบดว้ยปม (node) และก่ิง (branch) แต่ละ
ปมบนแผนภูมติน้ไมแ้สดงถึงหน่วยทางอนุกรมวิธาน (taxonomic unit) หรือ แท็กซอน (taxon) 
พหูพจน์ใช ้แท็กซ่า (taxa) เพื่อหาความสมัพนัธข์องประชากรหรือในระดบัสปีชีส์หรือระดบัอ่ืน 
โดยใหส่ิ้งมีชีวิตท่ียงัมีอยูใ่นปัจจุบนั  อยูท่ี่ต  าแหน่งปมท่ีปลายสุดของแผนภูมิ (terminal node)  และ
ใหส่ิ้งมีชีวิตท่ีสูญพนัธุไ์ปแลว้ อยูท่ี่ต  าแหน่งปมท่ีอยูภ่ายในของแผนภูม ิ(internal node) หรือ
หมายถึงบรรพบุรุษร่วมของปมท่ีอยูถ่ดัข้ึนไป 

 
 การสร้างวงศว์านวิวฒันาการข้ึนใหม่นั้น  ตอ้งมีการเลือกล าดบัสายดีเอน็เอท่ีเป็นยนี
อนุรักษ ์(conserved gene) ในระดบัท่ีเหมาะสม  มีอตัราการสะสมการเปล่ียนแปลงของล าดบั 
สายดีเอน็เอในระดบัท่ีไม่มากหรือไม่นอ้ยเกินไปกบัระดบัของส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจศึกษา และตอ้งเป็น
ยนีท่ีมีอยูท่ัว่ไปในส่ิงมีชีวิตท่ีน ามาใชใ้นการสร้างวงศว์านวิวฒันาการข้ึนมาใหม่ ยนีดงักล่าวคือ  
ยนีท่ีถอดรหสัเพื่อใหอ้าร์เอน็เอชนิดท่ีเป็นองคป์ระกอบของไรโบโซม (ribosomal RNA gene; 
rRNA gene; rDNA) ซ่ึงมีอยูใ่นส่ิงมีชีวิตทุกชนิด (เจษฏา, 2545) 
 
 การแปลงขอ้มลูทางโมเลกุลเป็น tree มี 2 วิธี วิธีแรก โดยอาศยัลกัษณะท่ีแตกต่างกนั 
(character-based method) วิธีท่ีสอง โดยอาศยัระยะความห่างไกลกนั (distance-based method) 
(สุรินทร์, 2552) 
 

Character-based method 
 
 การสร้าง tree โดยอาศยั character-based ใชก้บัขอ้มลูล  าดบัเบส (หรือล าดบักรดอะมิโน) 
โดยเปรียบเทียบล าดบัเบสเป็นคู่ๆ นบัจ านวนการกลายพนัธุ ์(mutation) ท่ีเกิดข้ึน มี 2 วิธี คือ 
 

1. Maximum parsimony (MP) เร่ิมจากการหาล าดบัเบสท่ีเป็นบรรพบุรุษ ซ่ึงมีโอกาส 
เป็นไปไดห้ลายตวัอยา่ง ท าใหไ้ด ้tree หลายแบบ สร้าง tree โดยหาความเป็นไปไดท่ี้จะเกิดการ
เปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุดจากล าดบัเบสของบรรพบุรุษจนถึงปัจจุบนั การเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด ์มกั
ไม่ใชทุ้กต าแหน่ง แต่เลือกเฉพาะต าแหน่งท่ีพบการแทนท่ีเบสแบบเดียวกนันั้นอยา่งนอ้ย 2 ตวัอยา่ง 
หรือเกิดการแทนท่ีเบสท่ีต าแหน่งนั้นอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง ซ่ึงจดัว่าเป็น informative ถา้เกิดการแทนท่ี
เบสท่ีต าแหน่งใดเพียงคร้ังเดียวจดัว่าเป็น non-informative จึงไม่น ามาคิด เม่ือเลือกไดต้  าแหน่งท่ี
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เป็น informative แลว้ หาจ านวนการแทนท่ีเบสนอ้ยท่ีสุดท่ีต าแหน่งดงักล่าว รวมจ านวนการ
เปล่ียนแปลงทุกต าแหน่ง สร้าง tree ท่ีมีการเปล่ียนแปลงรวมนอ้ยท่ีสุด 
 

2.  Maximum likelihood (ML) ใชโ้มเดลของความน่าจะเป็นเพื่อเลือก tree ท่ีดีท่ีสุด  
มีความเป็นไปไดม้ากท่ีสุด สร้าง tree ทุกแบบแลว้เปรียบเทียบความน่าจะเป็น โดยพิจารณาจาก
ล าดบัเบสทั้งหมด ไม่ใช่เฉพาะท่ีเป็น informative เหมือนวิธี MP ค านวณความน่าจะเป็นของ 
ล  าดบัเบสของบรรพบุรุษทั้งหมดท่ีค่อยๆ เปล่ียนแปลงจากจุดต่างๆ จนถึงปัจจุบนั 
 

Distance-based method 
 
 การสร้าง tree วิธีน้ีเร่ิมจากการเปล่ียนขอ้มลูทางโมเลกุลใหเ้ป็นค่า distance ก่อน โดย
ค านวณค่า distance ระหว่างแต่ละตวัอยา่งเป็นคู่ๆ น ามาท าเมทริกซ ์(matrix) แลว้จึงสร้าง tree ค่า 
distance ค  านวณมาจากรูปแบบของแถบดีเอน็เอหรือโปรตีนท่ีไดจ้ากการตรวจสอบดว้ยเคร่ืองหมาย
แบบต่างๆ ซ่ึงขอ้มลูล  าดบัเบสสามารถน ามาหาค่า distance ได ้การสร้าง tree ดว้ยวิธีน้ีมี 2 ระบบ คือ 
 

1.  Clustering based method โดยดูจาก distance matrix แลว้เร่ิมจบัคู่ตวัอยา่งหรือ taxon  
ท่ีเหมือนกนัมากท่ีสุดคือมีค่า distance นอ้ยท่ีสุดก่อน แลว้ด าเนินการต่อไปเร่ือยๆ นิยมใชม้ี 2 วิธี 
 

- วิธี UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic average) การสร้าง tree  
ใชก้ารสงัเกตจากเมทริกซ ์และจบัคู่ taxon หรือตวัอยา่งท่ีมีค่า distance นอ้ยท่ีสุดก่อน โดย node คือ 
จุดก่ึงกลางระหว่าง distance ของ 2 taxon ลดขนาดของเมทริกซล์ง โดยใหก้ลุ่มท่ีจดัแลว้เป็น taxon 
เดียวกนั ค  านวณ distance ระหว่าง taxon ใหม่กบั taxon ท่ีเหลือ สร้างเมทริกซใ์หม่ท่ีลดจ านวน 
taxon ลง จบัคู่กลุ่มใหม่ท่ีมีค่า distance นอ้ยท่ีสุด ท าซ ้าไปเร่ือยๆ taxon ตวัสุดทา้ยคือ outgroup 
สมมติฐานของ UPGMA คือ ทุก taxon มีการเปล่ียนแปลงดว้ยอตัราคงท่ี ซ่ึงไม่ถกูตอ้งเสมอไป  
จึงอาจมีความคลาดเคล่ือนได ้แต่มีขอ้ดี คือ ท าไดร้วดเร็ว 
 

- วิธี Neighbor joining (NJ) คลา้ยกบัวิธี UPGMA คือ ค่อยๆ ลดขนาดของเมทริกซล์ง  
แต่ไม่ไดคิ้ดว่าทุก taxon มีอตัราการวิวฒันาการท่ีคงท่ี ขอ้เสียของ NJ คือ สร้าง tree ไดเ้พียง 1 แบบ 
บางคร้ังอาจมี taxon ท่ีใกลก้นัมากกว่า 1 คู่ การเลือกเพียง 1 คู่ อาจดูผดิพลาดได ้วิธีแกไ้ขคือ  
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สร้าง tree ใหม่ โดยเร่ิมจบักลุ่มตั้งตน้ท่ีแตกต่างกนั แลว้ค่อยเลือก tree ท่ีเหมาะสมจากขอ้มลู
ประกอบอ่ืนอีกคร้ังหน่ึง 
 

2. Optimality based method การสร้าง tree โดยใชว้ิธีสุ่มจบัคู่ taxon แลว้สร้าง tree  
หลายๆ แบบ แลว้จึงเลือกแบบท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
 
 การทดสอบความเช่ือมัน่ของ tree ใชว้ิธีการสุ่มขอ้มลูซ ้า (resampling) จากขอ้มลูเร่ิมตน้
หลายๆ คร้ัง เช่น การท า bootstrap โดยการสุ่มตวัอยา่งจากขอ้มลูเดิม การสุ่มอาจมีการตดัขอ้มลู
บางส่วนออกและขอ้มลูท่ีเหลือบางส่วนอาจน ามาพิจารณามากกว่า 1 คร้ัง สร้าง tree ข้ึนใหม่ทุกคร้ัง
ท่ีมีการสุ่มเพ่ือดูความซ ้าและความแข็งแรงของ tree เปรียบเทียบกนั ท าใหมี้ความมัน่ใจมากข้ึน  
การท าการสุ่มซ ้า 100 คร้ัง ถึง 1,000 คร้ัง แลว้คิดเปอร์เซ็นต ์ตวัเลขแสดงผลท่ีไดจ้ากการท า 
bootstrap จะอยูบ่นก่ิงของ tree ก่ิงใดมีค่าสูง (เช่น 80-100%) แสดงว่าการจดักลุ่มของ taxon ท่ีอยู่
รวมกนัในกลุ่มนั้นมีความน่าเช่ือถือหรือความเป็นไปไดสู้ง ถา้ค่า bootstrap ของก่ิงใดมีค่าต ่า (เช่น 
ต ่ากว่า 50%) แสดงว่าการจดักลุ่มของ taxon ท่ีอยูร่วมกนัในกลุ่มนั้นอาจยงัไม่ถกูตอ้งหรือมีขอ้มลู 
ไม่เพียงพอ ควรศึกษาเพ่ิมเติม หรือหาขอ้มลูอ่ืนมาประกอบ (สุรินทร์, 2552)  
 
10. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของช้างไทย 
 

ปรีดา และคณะ (2546) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งไทยจ านวน 82 เชือก 
โดยการใชเ้ทคนิค PCR และหาล าดบัเบสในส่วนยนี cytochrome b ในmitochondrial DNA สามารถ
แบ่งชา้งไทยตามความแตกต่างทางพนัธุกรรมได ้8 haplotypes โดยพิจารณาจากความแตกต่างของ
ล าดบัเบส 12 ต าแหน่ง  ยงัพบว่า haplotypes A และ B เป็นรูปแบบท่ีพบในประชากรชา้งไทย
มากกว่ากลุ่มอ่ืน  ๆสมาชิกในแต่ละกลุ่มมีการกระจายตวัทัว่พ้ืนท่ีท่ีท าการเก็บตวัอยา่งเป็นผล
เน่ืองจากการเคล่ือนยา้ยชา้งโดยควาญชา้ง เพื่อการประกอบอาชีพ และจากตวัอยา่งชา้งป่าจ านวน  
2 ตวัพบล าดบัเบสมีการเรียงตวัแบบ haplotypes B แสดงใหเ้ห็นว่าชา้งป่า และชา้งเล้ียงมี
ความสมัพนัธก์นัในเครือญาติเป็นผลจากการท่ีมีการจบัชา้งป่ามาเล้ียงตั้งแต่อดีต เมื่อน าล  าดบัเบส
ของทั้ง 8 haplotypes มาแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนพบว่าล  าดบัของกรดอะมิโนมีล  าดบัเหมือนกนั 
100%  
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จากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในส่วนยนี Cytochrome b ของประชากร 
ชา้งป่า (Elephas maximus) ในอุทยานแห่งชาติแก่งกระจาน และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว ของ    
สุธาทิพย ์และคณะ (2552) โดยศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมบนสายไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ 
(mitochondrial DNA) บริเวณส่วนตน้ของยนี Cytochrome b ผลการเก็บตวัอยา่งมลู จาก 
อุทยานแห่งชาติแก่งกระจาน จ านวน 70 ตวัอยา่ง และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว จ  านวน  
49 ตวัอยา่ง พบว่า ส่วนตน้ของยนี Cytochrome b ขนาด 250 เบส สามารถแบ่งชา้งป่าไดเ้ป็น 3 กลุ่ม 
คือ HapA, HapB และ HapC โดยท่ีอุทยานแห่งชาติแก่งกระจาน พบทั้ง 3 กลุ่ม คือ HapA จ านวน  
6 ตวั HapB จ านวน 42 ตวั และ HapC จ านวน 22 ตวั ในขณะท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว  
พบเพียง 2 กลุ่ม คือ HapA จ านวน 41 ตวั และ HapC จ านวน 8 ตวั  

 
11. ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของช้าง 
 

Noro et al. (1998)  ท าการแยกกลุ่มชา้งเอเชีย  ชา้งแอฟริกา และ woolly mammoth โดยใช้
ความแตกต่างของล าดบัเบสในส่วน cytochrome b (1,137bp) 12S ribosomal RNA (961 bp)  จาก
การเปรียบเทียบล าดบัเบสกบั woolly mammoth (accession number S72502) พบว่าล  าดบัเบสท่ีไดม้ี
ความใกลเ้คียงกบัชา้งแอฟริกามากกว่าชา้งเอเชีย  ซ่ึงในก่อนหนา้นั้น Yang et al. (1996) ได้
ท าการศึกษาล าดบัเบสในบางส่วนของ cytochrome b พบว่าล  าดบัเบสของ woolly mammoth มี
ความใกลเ้คียงกบัชา้งเอเชียมากกว่าชา้งแอฟริกา ต่อมา Krause et al. (2006) และ Rogaev et al. 
(2006) ไดท้  าการศึกษาล าดบัเบสในไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอทั้งหมดของ woolly mammoth ทั้ง      
อุมาพร (2550) ไดท้ าการศึกษาล าดบัเบสในไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอทั้งหมดของชา้งไทยซ่ึงเป็นชา้ง
เอเชีย พบว่า woolly mammoth มีความใกลเ้คียงกบัชา้งเอเชียมากกว่าชา้งแอฟริกาเช่นกนั  Fleischer 
et al. (2001) ไดเ้ปรียบเทียบ ชา้งเอเชีย และชา้งแอฟริกาโดยใชย้นีในส่วน 3’end cytochrome b, 
tRNA และ control region (CR) ในส่วนดงักล่าวสามารถใชแ้ยกกลุ่มชา้งเอเชียจากชา้งแอฟริกาได ้
และสามารถท่ีจะแบ่งชา้งเอเชียออกเป็นกลุ่มยอ่ยได ้2 กลุ่ม คือ CladeA และ    Clade B  ซ่ึงปรีดา  
และคณะ (2546) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งดว้ยเทคนิค PCR และหาล าดบัเบส
ในส่วนของ 5’ end cytochrome b gene ใน mitochondrial DNA ผลการศึกษาสามารถท่ีจะแบ่ง 
ชา้งไทยออกเป็น 8 haplotypes จากความแตกต่างกนั 12 ต าแหน่ง บนความยาว 250 bp ของยนีท่ี
น ามาใชใ้นการเปรียบเทียบกบัรายงานของ Fleischer et al. (2001)   โดย  HapA, HapD, HapE, 
HapH  และ HapG มีความใกลเ้คียงกบั CladeA และ HapB, HapC และ HapF มีความใกลเ้คียงกบั 
Clade B ชา้งไทยท่ีท าการศึกษามีรูปแบบพนัธุกรรมทั้ง 2 แบบ  และยนีในสวน 5’end cytochrome b 
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บนไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอสามารถท่ีจะใชแ้ยกระหว่าง ชา้งเอเชีย และชา้งแอฟริกาได ้มีความ
แตกต่างมากกว่า 4.6%  เช่นเดียวกบัท่ีรายงานใน Fleischer et al., (2001) 
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. สอ้มพลาสติก 
2. สายวดัส าหรับใชว้ดัขนาดของมลู (butterfly, the Product Republic of China) 

3. หลอดเก็บมลูขนาด 50 มิลลิลิตร ท่ีมีน ้ ายารักษาสภาพ  DETs Buffer (20% DMSO,      

250 mM EDTA, 100 mM Tris pH 7.5, salt solution: NaCl) อยู ่15 มิลลิลิตร 

4. ถุงมือยางส าหรับเก็บตวัอยา่ง (Saf-Gard, Union Glove, Thailand)  

5. ชุดสกดัดีเอน็เอ (Nucleospin® Plant II (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,  

Germany) 

 6. ใบมีดโกน (Laser super stainless, Malhata Shaving Product Pvt. Ltd., India) 

7. เคร่ืองป่ันแยกตะกอน centrifuge, DENVILLE 260D (DENVILLE Scientific. Inc, 
USA) 

8. เคร่ืองปฏิกิริยา PCR, PTC-200 (Peltier Thermal Cycler machine, USA) 
9. เคร่ืองแหง้ตะกอน Dry bath incubation (Major Science Inc, Taiwan) 
10. เคร่ืองถ่ายภาพเจล Gel documentation (Alphadigidoc™, EEC) 
11. Gel electrophoresis Gelmate 200 (TOYOBO®, Japan)   
12. เคร่ืองก าเนิดแสง U.V. Electronic U.V. Transilluminator (Alphadigidoc™, EEC) 
13.โปรแกรมส าหรับถ่ายรูปแผน่เจล AlphaDigiDoc RT 
14. โปรแกรมวิเคราะห์ล  าดบัเบส BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1997) 
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วธิีการ 

 
1. การเกบ็ตวัอย่างมูล 

 
การเก็บตวัอยา่งมลูชา้ง  เลือกเก็บท่ีบริเวณโป่ง และบริเวณท่ีชา้งออกมาหากิน โดยเก็บ

ครอบคลุมกลุ่มประชากร เก็บตวัอยา่งมลู  (non-invasive sampling)  ท่ีมีลกัษณะใหม่เป็นมลูสด   

24-48 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นมลูท่ีมีคุณภาพ ส าหรับน ามาวิเคราะห์ หาความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

(Sripiboon et al., 2010) จากเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั จ  านวน 39 ตวัอยา่ง เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 

ภูเขียว จ  านวน 57 ตวัอยา่ง เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง จ านวน 10 ตวัอยา่ง และเขตรักษาพนัธุ์

สตัวป่์าดงใหญ่ จ  านวน 8 ตวัอยา่ง เก็บตวัอยา่งบริเวณผวินอกของมลูซ่ึงเป็นแหล่งของ 

ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ โดยใชส้อ้มพลาสติกขดูบริเวณผวินอกของมลูชา้ง เพียงกอ้นเดียวจากใน

กองมลู จากนั้นปาดมลูท่ีติดเน้ือเยือ่ลงหลอดเก็บมลูขนาด 50 มิลลิลิตร ท่ีมีน ้ ายารักษาสภาพมลู  

DETs Buffer (20% DMSO, 250 mM EDTA, 100 mM Tris pH 7.5, salt solution: NaCl) อยู ่ 

15 มิลลิลิตร (Frantzen et al., 1998) (ภาคผนวก ก) โดยอตัราส่วนน ้ ายารักษาสภาพมลู DETs Buffer 

ต่อตวัอยา่งมลู คือ 4:1 (Melanie et al., 2002) ติดฉลากวนัเดือนปีท่ีเก็บตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง 

และวดัขนาดมลู 3 กอ้น เลือกวดัขนาดใหญ่สุดและรองลงมา และบนัทึกพิกดั โดยเลือกเก็บตวัอยา่ง

มลูชา้งป่าจากกองมลูท่ีมีระยะห่างของแต่ละกองมลูมากกว่า 1 เมตร ทั้งน้ีเพ่ือเป็นการป้องกนัปัญหา

ท่ีเกิดจากการเก็บตวัอยา่งท่ีซ ้ากนัจนมากเกินไป ตวัอยา่งท่ีไดน้ ามาแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 oC รอการ

สกดัดีเอน็เอ  

 
2. การสกดัดีเอน็เอ 
 

สกดัดีเอน็เอจากมลูชา้ง เป็นวิธีการท่ีประยกุตจ์ากวิธีการตามชุดสกดัดีเอน็เอ  

(Nucleospin® Plant II MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Germany)  (สุธาทิพย ์และคณะ, 

2552)  โดย 
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2.1 น าตวัอยา่งมลูชา้ง 1.5 ml ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสท้ิง 
จากนั้นยอ่ยเซลลแ์ละโปรตีนดว้ย Lysis Buffer PL1 400 µl และ RNase 10 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนัดว้ย 
เคร่ือง vortex แลว้น าไปเขา้เคร่ืองอบท่ีอุณหภูมิ 65 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

2.2 แยกโปรตีนออกจากดีเอน็เอ โดยน า Nucleospin® Filter column (violet ring)  ใส่ใน 
micro centrifuge tube 1.5 ml หลอดใหม่ ดูดตวัอยา่งใส่ลงไปใน  Nucleospin® Filter column (violet 
ring)  ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นท้ิง Filter column ดูดส่วนใสใส่หลอด
ใหม่ท่ีมี  Binding Buffer PC 450 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนั  เพื่อตกตะกอน 

2.3 ใส่  Nucleospin® Plant II Filter column (green ring)  ลงไปใน Nucleospin® Collecting 
tube ดูดตวัอยา่งใส่ลงไปใน Filter column (green ring) ปริมาตรสูงสุด 700 µl ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  จากนั้นท้ิง flow-through  (ของเหลวท่ีไดจ้ากการกรอง)  

2.4 ลา้งตะกอนคร้ังแรกโดยเติม Wash Buffer PW1 400 µl ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นท้ิง flow-through   

2.5 ลา้งตะกอนคร้ังท่ีสองโดยเติม Wash Buffer PW2 700 µl  ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000   
รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นท้ิง flow-through  แลว้เติม Wash Buffer PW2 200 µl  ป่ันเหวี่ยง
ท่ี  13,000  รอบ/นาที เป็นเวลา  2 นาที จากนั้นท้ิง flow-through 

2.6 ใส่  Nucleospin® Plant II Filter column (green ring) ลงไปใน  micro centrifuge tube 
1.5 ml หลอดใหม่  ละลายดีเอน็เอดว้ย  Elution Buffer PE  45  µl  โดยใส่ลงตรงกลางของ  Filter 
column  เขา้เคร่ืองอบท่ีอุณหภูมิ  70 oC  เป็นเวลา 10 นาที ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000  รอบ/นาที  เป็นเวลา 
1 นาที ท้ิง Filter column  เก็บดีเอน็เอตน้แบบ (Template) ท่ีไดไ้วใ้นอุณหภูมิ -20 oC      

      
3. การเพิม่ปริมาณช้ินดีเอน็เอด้วยวธิี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

การท า Polymerase Chain Reaction (PCR) ในการศึกษาน้ีใช ้primers 2 คู่ ดงัตารางท่ี 5 
ทั้งน้ีต  าแหน่งท่ีตอ้งการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอแสดงในภาพท่ี 3 โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ย mixture 
กบัดีเอน็เอในอตัราส่วน mixture: DNA, 9: 1 สารละลายในการท า PCR Mixture 4 ตวัอยา่ง ส าหรับ 
primer คู่ท่ี 1 CB0fw-CB2re ดดัแปลงจาก (Kocher et al., 1989) ดงัตารางท่ี 3       
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ตารางที่ 3  ส่วนผสมของ PCR reaction mixture ส าหรับ primer คู่ท่ี 1 CB0fw-CB2re ท่ีจดัเตรียม 
                  ในการศึกษา 
 

No. Mixture Volume (µl) 
1 deionized water 67.5  
2 10x PCR buffer (NH4)2SO4 10  
3 25 mM MgCl2 8  
4 10 mM dNTP 2  
5 20 µM Primer Forward CB0 1  
6 20 µM Primer Reward CB2 1  
7 Taq DNA Polymerase (Fermentas®, USA) 0.5  

 Total Volume 90  
                                       

PCR product ทั้งหมด 20 µl มี Mixture 18 µl และ DNA Template 2 µl ใชเ้คร่ืองเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เออตัโนมติั PTC-200 (Peltier Thermal Cycler machine, USA) ขั้นตอนในปฏิกิริยา 
ประกอบดว้ย predenature ท่ี 95 oC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเขา้สู่รอบของการเพ่ิมช้ินส่วนของ 
ดีเอน็เอ จ  านวน 40 รอบ เร่ิมจาก denature ท่ี 94 oC เป็นเวลา 30 วินาที annealing 53 oC เป็นเวลา  
30 วินาที extension   72 oC 30 วินาที และเมื่อครบจ านวนรอบ อุณหภูมิจะเขา้สู่ขั้นตอนของ  
final extension ท่ี 72 oC เป็นเวลา 5 นาที และ final incubation ท่ี 4°C ตลอดไป 
 

ส าหรับ primer คู่ท่ี 2 MDL5fw-MDL3re (Fernando et al., 2003a) การท า PCR Mixture  
1 ตวัอยา่ง 20 µl   ดงัตารางท่ี 4   
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ตารางที่ 4 ส่วนผสมของ PCR reaction mixture ส าหรับ primer คู่ท่ี 2 MDL5fw-MDL3re ท่ี 
                 จดัเตรียมในการศึกษา 

 
No. Mixture Volume (µl) 
1 deionized water7.2 µl 7.2 

2 2x High-Fidelity PCR Master Mix (PhusionTM Flash, Finland) 10 
3 5 µM Primer Forward MDL5 0.4 
4 5 µM Primer Reward MDL3 0.4 

 Total Volume 18 
 

PCR product  ทั้งหมด  20 µl  มี  Mixture  18 µl และ DNA Template (dilute 1:10) 2 µl ใช้
เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เออตัโนมติั PTC-200 (Peltier Thermal Cycler machine, USA) ขั้นตอนใน
ปฏิกิริยา ประกอบดว้ย predenature ท่ี 98 oC เป็นเวลา 10 วนิาที จากนั้นเขา้สู่รอบของการเพ่ิม
ช้ินส่วนของดีเอน็เอ จ  านวน 30 รอบ เร่ิมจาก denature ท่ี 98 oC เป็นเวลา 1 วินาที annealing 63 oC 
เป็นเวลา 5 วินาที extension   72 oC 15 วินาที และเมื่อครบจ านวนรอบ อุณหภูมิจะเขา้สู่ขั้นตอนของ 
final extension ท่ี 72 oC เป็นเวลา 1 นาที และ final incubation ท่ี 4°C ตลอดไป   
 
ตารางที ่5 แสดง Primers 2 คู่ ท่ีใชใ้นการท า PCR และช่วงอุณหภูมิการจบัตวัท่ีเหมาะสม (Ta) 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

Pair  Primer Sequence 5'-3' bp Ta (°C) 

1 
CB0 fw CAT GAC TAA TGA TAT GAA AAA CC 

450 53 
CB2 re CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A 

2 
MDL5fw TTA CAT GAA TTG GCA GCC AAC CAG 

630 63 
MDL3re CCC ACA ATT AAT GGG CCC GGA GCG 
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ภาพที ่3  แสดงต าแหน่งท่ีตอ้งการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ (สีแดง) 
 
ที่มา: อุมาพร (2550) 
 
4. การตรวจสอบแถบดีเอน็เอด้วย Electrophoresis  
 

PCR products ท่ีไดท้  าการตรวจสอบดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ก)
ผสม loading dye 2 µl  กบั  PCR products 5 µl  โดยใชก้ระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัยค์งท่ี   
100  โวลต ์ 30  นาที ยอ้มดว้ย ethidium bromide  5  นาที ลา้งดว้ยน ้ าไหลผา่น  5  นาที  แลว้ถ่ายรูป
ภายใตแ้สง UV อ่านผลภายใตเ้คร่ือง Gel documentation หรือ เคร่ือง U.V. transilluminator โดยใช ้
100 bp ladder เป็น marker 
 

CB0,CB2 

tRNA-Thr 

tRNA-Pro 
tRNA-Phe tRNA-Glu 

Cyt b D-loop 

MDL5fw, MDL3re 

 

ND
6 
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5. การหาล าดับเบส (DNA Sequencing) 
 

PCR product ท่ีได ้น าส่งหาล าดบัเบสดว้ยเคร่ือง Automated DNA sequencing รุ่น A-373 
automated sequencer (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) และใชไ้พรเมอร์คู่เดียวกนักบัท่ี
ใชใ้นปฏิกิริยา PCR ท่ีบริษทั First Base Laboratories, Malaysia  
 
6. การเปรียบเทียบล าดับเบส (Alignment) 
 
 น าล  าดบัเบสท่ีไดข้นาดความยาวประมาณ 450 bp ส าหรับ Cytochrome b และ 630 bp 
ส าหรับ control region จากนั้นน าล  าดบัเบสท่ีไดม้าท าการตดัล  าดบัเบสท่ีอ่านไม่ไดอ้อกก่อน แลว้น า 
มาท าการเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสใน Genbank (http://ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อตรวจสอบว่าล  าดบั
เบสท่ีไดม้านั้น เป็นชา้งเอเชียจริง และใชโ้ปรแกรม Bioedit (Hall, 1999) ในการตรวจสอบ 
เปรียบเทียบล าดบัเบส เพื่อหาความแตกต่างและจดักลุ่ม (haplotype) ของตวัอยา่งมลูชา้ง โดยท าการ
วิเคราะห์ในส่วนตน้ของ Cytochrome b  และ ส่วนปลาย Cytochrome b ถึงส่วนตน้ของ control 
region ซ่ึงในส่วนตน้ของ Cytochrome b    
 
7. การวเิคราะห์หาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
 
 ล าดบัเบสทั้งหมดจะถกูน ามาวิเคราะห์หาความสมัพนัธท์างสายวิวฒันาการทางพนัธุกรรม 
ดว้ยการสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม (phylogenetic tree) เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของตวัอยา่ง
ชา้งเอเชีย ชา้งแอฟริกาและชา้งแมมมอทท่ีมีรายงานใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
โดยใชพ้ะยนูเป็นสตัวน์อกกลุ่ม (outgroup) ดว้ยโปรแกรม MEGA version 4.1 โดยใชว้ิธี Neighbor-
joining (NJ) และท าการการทดสอบความน่าเช่ือถือของ tree ดว้ย Bootstrap 1,000 รอบ จากนั้นใช้
โปรแกรม DnaSP 5.10 ในการหาค่า Haplotype diversity และ Nucleotide diversity 
 
 

http://ncbi.nlm.nih.gov/
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Haplotype diversity (h) คือ ความน่าจะเป็นท่ีตวัอยา่งของ haplotype ใดๆ มีความ 
แตกต่างกนั ในกลุ่มประชากร (Nei, 1987) ค  านวณไดจ้ากสูตร 
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เมื่อ  n คือ จ  านวนตวัอยา่ง 
 k คือ จ  านวน haplotype 
 pi คือ ความถ่ีของแต่ละ haplotype 
 
Nucleotide diversity (π) คือ ค่าเฉล่ียความแตกต่างของนิวคลิโอไทล ์เป็นค่าท่ีสามารถบอก

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรไดดี้ (Tajima, 1989) ค  านวณไดจ้ากสูตร 
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เมื่อ  n คือ จ  านวนตวัอยา่ง 
 k คือ จ  านวน haplotype 
 pi คือ ความถ่ี haplotype i 

pj คือ ความถ่ี haplotype j 
dii คือ ค่าท่ีค  านวณไดจ้ากความแตกต่างระหว่าง haplotype i และ haplotype j 

 
สร้างเครือข่ายพนัธุกรรม (network) จากการประเมินความสมัพนัธข์องตวัอยา่ง และความ

แตกต่างของล าดบันิวคลิโอไทลใ์น haplotype ดว้ยโปรแกรม TCS1.21 (Clement et al., 2000) น า
ผลท่ีไดม้าเพื่อพิจารณาจดัความแตกต่างทางพนัธุกรรม พร้อมทั้งเปรียบเทียบความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ และพ้ืนท่ี
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียวท่ีด าเนินการศึกษาโดยสุธาทิพย ์และคณะ (ติดต่อส่วนตวั) 

 



 

 

34 
 

ผลและวจิารณ์ 
 

การหาล าดบัเบสเพื่อจดักลุ่ม (haplotype) ของตวัอยา่งมลูชา้ง 114 ตวัอยา่ง จาก 4 พ้ืนท่ี คือ
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั จ  านวน 39 ตวัอยา่ง เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว จ  านวน 57 ตวัอยา่ง  
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง จ านวน 10 ตวัอยา่ง และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ จ  านวน  
8 ตวัอยา่ง โดยวิเคราะห์ส่วนของ Cytochrome b 450 bp  ท่ีเหลือ 250 bp หลงัจากท าการตดัล  าดบั
เบสส่วนตน้และทา้ยท่ีออกเพื่อใหไ้ดข้นาดของล าดบันิวคลิโอไทลเ์ท่ากบัของปรีดา และคณะ 
(2546) ใช ้primer คู่ท่ี 1 CB0fw-CB2re ขนาดของ PCR product แสดงในภาพท่ี 4 พบความแตกต่าง
ของล าดบัเบส 9 ต าแหน่ง สามารถแบ่งชา้งได ้3 haplotypes (HapA, HapB และ HapC) (ตารางท่ี 6)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่4  แสดง PCR product จากการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอน็เอดว้ยวิธีการ PCR  
               ช่องท่ี 1 แสดงต าแหน่ง Marker                                                                                              
               ช่องท่ี 2-11 แสดง PCR product ของ Primer CB0 กบั CB2   
                     ช่องท่ี 12 แสดงตวัควบคุมท่ีไม่เติม Template 
 
 
 
 
 
 

   1       2      3      4       5        6       7       8          9      10     11    12 

450bp 500bp 
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ตารางที ่6  แสดงต าแหน่งท่ีมีความแตกต่างกนัของล าดบัเบสของตวัอยา่งมลูชา้งทั้ง 4 พ้ืนท่ี บริเวณ  
Cytochrome b (250 bp) โดยตวัเลขต าแหน่งดา้นบนใชเ้ทียบกบัล าดบัเบสของชา้งเอเชีย
ท่ีรายงานใน GenBank (accession number NC_005129) ซ่ึง (.) หมายถึงล าดบัเบสท่ี 

    เหมือนกบัเบสดา้นบน 
 

Haplotype 

Numerical position of nucleotide sequence 

Number (n) 

1 
4 
3 
4 
2 

1 
4 
3 
9 
3 

1 
4 
4 
1 
4 

1 
4 
4 
1 
7 

1 
4 
4 
6 
8 

1 
4 
4 
8 
9 

1 
4 
4 
9 
6 

1 
4 
5 
0 
2 

1 
4 
5 
1 
3 

A T A T C C T C T T 81 
B . G C T T C T C C 25 
C C G C T C C T C C 8 
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และวิเคราะห์ส่วนปลาย Cytochrome b ถึงส่วนตน้ของ control region  650 bp (601 bp เมื่อ
ท าการตดัล  าดบัเบสส่วนตน้และทา้ยท่ีอ่านไดไ้ม่ชดัเจนออก) ใช ้primer คู่ท่ี 2 MDL5fw-MDL3re 
ขนาดของ PCR product แสดงในภาพท่ี 5 พบความแตกต่างของล าดบัเบส 27 ต าแหน่ง และ
สามารถจดัชา้งได ้8 haplotypes คือ HapAH HapAB HapAD HapBQ HapBH HapBO HapNewA1 
และ HapNewB (ตารางท่ี 7)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  แสดง PCR product จากการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอน็เอดว้ยวิธีการ PCR  
               ช่องท่ี 1 แสดงต าแหน่ง Marker                                                                                              
               ช่องท่ี 2-11 แสดง PCR product ของ Primer MDL5fw กบั MDL3re   
                     ช่องท่ี 12 แสดงตวัควบคุมท่ีไม่เติม Template 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

630bp 
500bp 

1       2      3     4      5      6     7      8      9     10   11    12 

1000b

p 
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    37 

ตารางที่ 7  แสดงต าแหน่งท่ีมีความแตกต่างกนัของล าดบัเบสของตวัอยา่งมลูชา้ง 4 พ้ืนท่ี บริเวณ ส่วนปลาย cytochrome b ถึงส่วนตน้ของ control region      
                  (601 bp) โดยตวัเลขต าแหน่งดา้นบนจะเทียบกบัล าดบัเบสของชา้งเอเชียท่ีรายงานใน GenBank (accession number NC_005129) ซ่ึง (.) หมายถึง 
                  ล  าดบัเบสท่ีเหมือนกบัเบสดา้นบน 

 

Numerical position of nucleotide sequence 

Hap. 

1 
5 
1 
8 
0 

1 
5 
1 
9 
0 

1 
5 
1 
9 
7 

1 
5 
2 
5 
1 

1 
5 
3 
2 
0 

1 
5 
3 
3 
3 

1 
5 
3 
9 
6 

1 
5 
4 
2 
7 

1 
5 
5 
1 
8 

1 
5 
5 
6 
5 

1 
5 
5 
7 
2 

1 
5 
5 
7 
3 

1 
5 
5 
7 
4 

1 
5 
5 
8 
4 

1 
5 
5 
8 
5 

1 
5 
5 
9 
5 

1 
5 
5 
9 
6 

1 
5 
6 
0 
4 

1 
5 
6 
1 
2 

1 
5 
6 
1 
8 

1 
5 
6 
2 
2 

1 
5 
6 
3 
4 

1 
5 
6 
8 
2 

1 
5 
6 
8 
7 

1 
5 
7 
0 
9 

1 
5 
7 
1 
8 

1 
5 
7 
4 
5 

No. 

AH C T C C G A A C T T T A G C A T G C T C T G A G T T T 74 

AB . . . . . . . . C . . . . . . . . . C . . . . . . . . 5 

AD . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

NewA1 . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . 1 

BQ T C . T . G G T . C . . A . . C C T . T . . . . C . C 1 

BH T C T T . G G T . C . . A T G C T T . T C A . . C . C 8 

BO T C . T . G G T . C . . . T G C T T . T C A . A C . . 4 

NewB T C . T A G G T . C C . . T . C C T C T C A G A C C . 20 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของช้างป่า จากการศึกษาส่วนต้น Cytochrome b   
 
 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภวูวั  
 

เม่ือน าล  าดบัเบสจากตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์
ในส่วนตน้ Cytochrome b ไปเปรียบเทียบใน Genbank พบ 2 Haplotype ท่ีเหมือนกนักบัท่ี ปรีดา 
และคณะ (2546) ไดร้ายงานไว ้คือ HapA (n=18) HapB (n=21) ดงัตารางท่ี 8 และสอดคลอ้งกบัท่ี   
อุมาพร (2550) ไดศ้ึกษาจากเลือดชา้ง 11 เชือก แลว้พบว่าสามารถจดัชา้งได ้3 haplotypes (HapA 
HapB และ HapC) โดยส่วนมากเป็น HapA และ HapB ทั้งน้ี ปรีดา และคณะ (2546) ไดร้ายงานไว้
อีกว่า HapA และ HapB พบในประชากรชา้งไทยมากกว่ากลุ่มอ่ืนๆ 

 
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภวูวั เปรียบเทียบกบั

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในพ้ืนท่ีอ่ืน 
 
ตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียวพบ 2 haplotype คือ HapA (n=49) และ 

HapC (n=8) ตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวงพบ 2 haplotype คือ HapA (n=6) 
และ HapB (n=4) และตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่พบ 1 haplotype คือ HapA 
(n=8) ดงัตารางท่ี 8 รวมจากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในตวัอยา่งมลูชา้ง จาก 4 
พ้ืนท่ี รวมทั้งหมด 114 ตวัอยา่ง ผลการศึกษาท่ีไดพ้บ HapA 81 ตวัอยา่ง HapB 25 ตวัอยา่ง และ 
HapC 8 ตวัอยา่ง ตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัท่ี ปรีดา และคณะ (2546) ไดร้ายงานไวจ้ากการศึกษา
ในเลือดชา้งเล้ียงพบว่า HapA และ HapB เป็นรูปแบบท่ีพบในประชากรชา้งไทยมากกว่ากลุ่มอ่ืน  ๆ
นัน่แสดงว่าชา้งป่า และชา้งเล้ียงมีความสมัพนัธก์นัในเครือญาติ เช่นเดียวกบัท่ี อุมาพร (2550) ได้
ศึกษาจากเลือดชา้ง 11 เชือก แลว้พบว่าสามารถจดัชา้งได ้3 haplotype (HapA HapB และ HapC) 
โดยส่วนมากเป็น HapA และ HapB ส่วน HapC พบไดน้อ้ยท่ีสุด ซ่ึงจากการศึกษาน้ีพบ HapC 
เฉพาะในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียวและพบในจ านวนนอ้ย (n=8) 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของช้างป่า จากการศึกษาส่วนปลาย Cytochrome b ถึงส่วนต้น 
control region   
 
 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภวูวั  
 

ตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ในส่วนปลาย 
Cytochrome b ถึงส่วนตน้ control region  ไปเปรียบเทียบใน Genbank ท่ี Fernando et al, (2000, 
2003a) ไดร้ายงานไวพ้บ 3 haplotype โดยท่ี HapAH (n=18) HapBQ (n=1) เป็น haplotype ท่ี
เหมือนกนักบัท่ี Fernando et al, (2000, 2003a) ไดร้ายงานไว ้และ HapNewB (n=20) ดงัตารางท่ี 8
เป็น haplotype ท่ีพบใหม่ในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววัเท่านั้น ซ่ึงไม่มีรายงานไวใ้น GenBank และ
จากการศึกษาถึงก าเนิดของชา้งเอเชียโดย Vidya et al. (2009) ไดร้ายงานว่าในประเทศสาธารณรัฐ
ประชาธิปไตยประชาชนลาวพบ HapAB (n=2) HapAD (n=4) HapAE (n=7) และ HapBQ (n=1) 
พบไดน้อ้ยท่ีสุด จาก 14 ตวัอยา่ง ซ่ึงสอดคลอ้งกนักบัผลการศึกษาน้ีคือในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั
พบ HapBQ เพียง 1 ตวัอยา่ง จากทั้งหมด 39 ตวัอยา่ง นัน่เป็นไปไดว้่าชา้งป่าจากเขตรักษาพนัธุส์ตัว์
ป่าภูววัไดม้ีความสมัพนัธก์บัประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว จากการเคล่ือนยา้ยไป
มาระหว่างประเทศไทยกบัประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว แต่ท่ีพบไดจ้  านวนนอ้ย
อาจเป็นผลมาจากภยัธรรมชาติ โรคระบาด พ้ืนท่ีตดัขาด หรือภยัคุกคามจากมนุษยท่ี์มีการล่าเพ่ือ
การคา้ ท าใหช้า้ง HapBQ มีจ  านวนประชากรท่ีมีการปรับตวัใหอ้ยูร่อดนอ้ยลง และอีกกรณีเน่ืองจาก
การเก็บตวัอยา่งทั้งในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั และประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชน
ลาวยงัไม่มีความครอบคลุมพ้ืนท่ี จึงท าใหพ้บ HapBQ น้ีในจ านวนนอ้ย  
 

จากการพบ HapNewB ซ่ึงเป็น haplotype ใหมซ่ึ่งไม่มีรายงานไวใ้น GenBank ท่ีพบ 
รองลงมา n=20 และพบเฉพาะในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววันัน่เป็นไปไดว้่าชา้งป่าในพ้ืนท่ีน้ีมี
พนัธุกรรมทางสายแม่มาจากพ้ืนท่ีโดยรอบ หรือจากประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชน
ลาว เน่ืองจากในอดีต 10-20 ปี ท่ีผา่นมาชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววัไดมี้การเคล่ือนยา้ย
ไปมาระหว่างประเทศไทยกบัประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว เพราะในช่วงเวลา
นั้นยงัไม่มีส่ิงก่อสร้างท่ีเป็นการขวางกั้นการเคล่ือนยา้ยของชา้ง และไม่มีการเคล่ือนยา้ยพนัธุกรรมน้ี
ไปยงัพ้ืนท่ีอ่ืนในประเทศไทย นัน่เป็นเพราะว่าปัจจุบนัพ้ืนท่ีป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววัถกูตดั
ขาดจากพ้ืนท่ีป่าอ่ืน  
 



 

 

40 
 

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภวูวั เปรียบเทียบกบั
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในพ้ืนท่ีอ่ืน 

 
ตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียวพบ 3 haplotype คือ HapAH (n=44) 

HapNewA1 (n=1) และ HapBH (n=8) ตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวงพบ  
3 haplotype คือ HapAH (n=5) HapAB (n=1) และ HapBO (n=4) และตวัอยา่งชา้งในพ้ืนท่ี 
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่พบ 2 haplotype คือ HapAH (n=7) และ HapAD (n=1) ดงัตารางท่ี 8 
รวมจากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในตวัอยา่งมลูชา้ง จาก 4 พ้ืนท่ี รวมทั้งหมด  
114 ตวัอยา่ง ผลการศึกษาท่ีไดพ้บ 8 haplotype คือ HapAH 74 ตวัอยา่ง HapAB 5 ตวัอยา่ง HapAD 
1 ตวัอยา่ง HapNewA1 1 ตวัอยา่ง HapBQ 1 ตวัอยา่ง HapBO 4 ตวัอยา่ง HapBH 8 ตวัอยา่ง และ 
HapNewB 20 ตวัอยา่ง ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบัผลการศึกษาในส่วนตน้ Cytochrome b ซ่ึงจดั
ชา้งได ้3 haplotype พบว่า ผลการศึกษาในส่วนปลาย Cytochrome b ถึงตน้ control region จดัชา้งได ้
8 haplotype มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมมากกว่า ซ่ึงสอดคลอ้งกบัท่ี Brown et al. (1979) ได้
ศึกษาและพบว่า อตัราการกลายพนัธุข์อง control region มีค่ามากกว่าส่วนอ่ืนในไมโตคอนเดรียล   
ดีเอน็เอ 

 
เมื่อพิจารณาในแต่ละ haplotype พบว่า HapAH เป็น haplotype ท่ีพบมากท่ีสุด (n=74) และ

พบทั้ง 4 พ้ืนท่ีการศึกษา ทั้งพบในจ านวนมากในทุกพ้ืนท่ีการศึกษา ท าใหท้ราบว่าชา้งใน 
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั เคยมีการแลกเปล่ียนพนัธุกรรมจากป่าโดยรอบ และเป็นไปไดว้่า HapAH 
เป็นพนัธุกรรมท่ีมีมานานในพ้ืนท่ี  
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ตารางที่ 8  แสดง Haplotypes และจ านวนตวัอยา่งท่ีพบในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั เขตรักษาพนัธุ ์
    สตัวป่์าสตัวป่์าภูเขียว เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ 

 
Haplotypes Wildlife Sanctuary   

Cyt-B D-loop 
Phuwua Phukhieo Phuluang Dongyai 

Total  
(n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%) 

A  AH 18 46.15 44 77.19 5 50 7 87.5 74 
A  AB 0 0 4 7.02 1 10 0 0 5 
A  AD 0 0 0 0 0 0 1 12.5 1 
A  NewA1 0 0 1 1.75 0 0 0 0 1 
B  BQ 1 2.56 0 0 0 0 0 0 1 
B  BO 0 0 0 0 4 40 0 0 4 
C  BH 0 0 8 14.04 0 0 0 0 8 
B  NewB 20 51.28 0 0 0 0 0 0 20 

  Total (n) 39 100 57 100 10 100 8 100 114 
 
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
 
 ชนิดและจ านวนของ haplotype ในแต่ละพ้ืนท่ี น ามาค านวณหาค่า Haplotype diversity (h) 
และล าดบัเบสท่ีไดจ้ากตวัอยา่งในทุกพ้ืนท่ีทั้งหมด 114 ตวัอยา่ง น ามาค านวณหาค่า Nucleotide 
diversity (π) ดงัตารางท่ี 9 โดยเมื่อพิจารณาในค่า Haplotype diversity (h) ตวัอยา่งในพ้ืนท่ี 
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวงมีค่ามากท่ีสุด h=0.644 เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววัมีค่ารองลงมา 
h=0.537 ในขณะท่ีทั้งสองพ้ืนท่ีน้ีพบ 3 haplotype เท่ากนั นัน่เป็นเพราะว่าความถ่ีของแต่ละ 
haplotype ของตวัอยา่งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววัมีความต่างกนัมาก จึงท าใหค่้า Haplotype 
diversity ท่ีไดม้ีค่านอ้ยกว่า เมื่อพิจารณาจ านวน haplotype ในแต่ละพ้ืนท่ีพบว่า เขตรักษาพนัธุ ์
สตัวป่์าภูเขียวมีจ  านวนมากท่ีสุด คือ 4 haplotype แต่กลบัมีค่า Haplotype diversity (h=0.386) นอ้ย
กว่าเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั นัน่เป็นเพราะความถ่ีของแต่ละ haplotype ของตวัอยา่งในพ้ืนท่ีเขต
รักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียวนั้นมีความต่างกนัมากเช่นกนั และตวัอยา่งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 
ภูววั มีค่า Haplotype diversity นอ้ยท่ีสุด h=0.250  
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 จากผลการค านวณหาค่า Nucleotide diversity (π) กลบัพบว่า ตวัอยา่งในพ้ืนท่ีเขต 
รักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั มีค่า Nucleotide diversity (π=0.0181) มากกว่าตวัอยา่งในพ้ืนท่ีเขต 
รักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง (π=0.0158) นัน่หมายความว่า ตวัอยา่งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั 
มีความหลากหลายของล าดบัเบสมากกว่า หรือกล่าวไดว้่ามีความหลากหลายทางพนัธุกรรมมากกว่า
ในทุกพ้ืนท่ี ซ่ึงจะเห็นไดว้่าชา้งป่าในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววัมีการถ่ายเทยนีมาจากพ้ืนท่ีอ่ืน
โดยรอบ ท าใหมี้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมมาก ในขณะท่ีขนาดของพ้ืนท่ีมีขนาดเลก็  
(186 ตารางกิโลเมตร) ไม่เหมาะสมกบัจ านวนประชากรชา้งท่ีมีอยูใ่นปัจจุบนั   
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     43 

ตารางที่ 9  แสดงค่าความถ่ีของ Haplotype และค่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งมลูของชา้งป่าในพ้ืนท่ีศึกษา  
 
Wildlife  Haplotype frequency Sample Nucleotide  Haplotype  

Sanctuary AH AB AD NewA1 BQ BH BO NewB size  diversity(π)  diversity(h) 
Phuwua 0.462    0.036   0.512 39 0.0181 0.537 
Phukhieo 0.772 0.070  0.018  0.140   57 0.0083 0.386 
Phuluang 0.500 0.100     0.400  10 0.0158 0.644 
Dongyai 0.875   0.125           8 0.0004 0.250 
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เมื่อน าล  าดบัเบสท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ส่วนปลาย Cytochrome b ถึงส่วนตน้ของ control 
region เน่ืองจากพบความหลากหลายทางพนัธุกรรมมากกว่าไปวิเคราะห์หาความสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมตามแผนภาพตน้ไม ้(Phylogenetic tree) โดยใชว้ิธี Neighbor-joining (NJ) และท าการ
การทดสอบความน่าเช่ือถือของ tree ดว้ย Bootstrap 1,000 รอบ เพื่อหาความสมัพนัธข์องสาย
วิวฒันาการพนัธุกรรม เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของชา้งเอเชีย (ตวัอยา่งมลูท่ีศึกษา) เปรียบเทียบกบั
ล าดบัเบสของชา้งแมมมอท (accession number DQ188829) และชา้งแอฟริกา (accession number  
NC_000934) ท่ีมีรายงานใน GenBank โดยใชพ้ะยนู (accession number AJ421723 และAY075116) 
เป็นสตัวน์อกกลุ่ม (outgroup) ท าการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA version 4.1 ดงัภาพท่ี 6 พบว่า
ชา้งไทยซ่ึงเป็นชา้งเอเชีย (HapAH HapAB HapAD HapNewA1 HapBQ HapBH HapBO และ 
HapNewB) มีความใกลชิ้ดกบัชา้งแมมมอทมากกว่าชา้งแอฟริกา เป็นไปตามการศึกษาของ อุมาพร 
(2550) Yang et al. (1996) Krause et al. (2006) และ Rogaev et al. (2006) ทั้งน้ีจากแผนภูมิตน้ไม้
สามารถบอกไดว้่า HapNewB ท่ีพบในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววันั้นมีวิวฒันาการต่อจาก HapBH 
(พบในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว) และมีวิวฒันาการร่วมกนักบั HapBO (พบในเขตรักษาพนัธุ์
สตัวป่์าภูหลวง) นัน่อาจเป็นไปไดอี้กว่า HapNewB มีความผนัแปรมาจากประชากรชา้งในผนืป่า 
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียวและเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง และเมื่อท าการวิเคราะห์ความ
เหมือนกนัระหว่าง Haplotype พบว่า Haplotype  NewA1 ซ่ึงพบในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว
เช่นเดียวกบั สุธาทิพย ์และคณะ (ติดต่อส่วนตวั) มีความเหมือนกนักบั AH มากท่ีสุด คือ 0.998 และ 
NewB มีความเหมือนกนักบั BO มากท่ีสุด คือ 0.99 (ตารางท่ี 10) 

 
 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

45 
 

 BO .

 NEW B

 BH .

 BQ .

 NEW A1

 AH .

 AD .

 AB .

 Mammoth DQ188829

 African elephant NC 000934

 Dugong AJ421723

 Dugong AY075116

  
ภาพที่ 6  Phylognetic tree ของล าดบัเบสส่วนปลาย cytochrome b ถึงส่วนตน้ ของ control region   
               (601 bp) โดยใชว้ิธี Neighbor-joining (NJ)  

 
การทดสอบความน่าเช่ือถือของ tree ดว้ย Bootstrap 1,000 รอบ เปรียบเทียบกบัล าดบัเบส

ของชา้ง  แมมมอท (accession number DQ188829) และชา้งแอฟริกา (accession number  
NC_000934) ท่ีมีรายงานใน GenBank โดยใชพ้ะยนู (accession number AJ421723 และ  
AY075116) เป็นสตัวน์อกกลุ่ม (outgroup) โดยเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั พบ HapAH  HapBQ 
และ HapNewB เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว พบ HapAH HapAB HapBH  HapNewA1  
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง พบ HapAH HapAB และ HapBO เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่  
พบ HapAH และ HapAD 
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ตารางที่ 10  Sequence identity matrix วิเคราะห์ส่วนปลาย cytochrome b ถึงส่วนตน้ของ control   
region (601 bp) ของ Haplotypes ท่ีพบใน เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั เขตรักษาพนัธุ์
สตัวป่์าสตัวป่์าภูเขียว เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ 

       
  AH  AD AB  NewA1 BQ  BO  BH  NewB 

AH  ID 0.998 0.996 0.998 0.976 0.971 0.968 0.965 
AD   ID 0.998 0.996 0.975 0.97 0.966 0.963 
AB    ID 0.995 0.973 0.968 0.965 0.965 

NewA1    ID 0.975 0.97 0.966 0.963 
BQ      ID 0.986 0.99 0.98 
BO       ID 0.993 0.99 
BH        ID 0.983 

NewB        ID 
 

โดยเม่ือน าผลท่ีไดท้ั้ง 2 ส่วน มาวิเคราะห์ร่วมกนั (ตารางท่ี 11) สามารถจดัชา้งไดเ้ป็น  
2 กลุ่ม โดย HapA HapAH, HapAB HapAD และ HapNewA1 มีความใกลเ้คียง Clade A และ HapB 
HapC HapBQ HapBH HapBO และ HapNewB มีความใกลเ้คียง CladeB (ภาพท่ี 7) 
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ตารางที่ 11  แสดงต าแหน่งท่ีมีความแตกต่างกนัของล าดบัเบสของตวัอยา่งมลูชา้ง 4 พ้ืนท่ี บริเวณส่วนปลาย cytochrome b ถึงส่วนตน้ของ control region      
                  (601 bp) และบริเวณ cytochrome b (250 bp) โดยตวัเลขต าแหน่งดา้นบนจะเทียบกบัล าดบัเบสของชา้งเอเชียท่ีรายงานใน GenBank (accession  
                  number NC_005129) ซ่ึง (.) หมายถึงล าดบัเบสท่ีเหมือนกบัเบสดา้นบน 
 

Numerical position of nucleotide sequence 
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1 
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2 

1 
5 
6 
1 
8 
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5 
6 
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2 

1 
5 
6 
3 
4 

1 
5 
6 
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2 

1 
5 
6 
8 
7 

1 
5 
7 
0 
9 

1 
5 
7 
1 
8 

1 
5 
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5 

No. CB0-CB2 

AH C T C C G A A C T T T A G C A T G C T C T G A G T T T 74 A 

AB . . . . . . . . C . . . . . . . . . C . . . . . . . . 5 A 

AD . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 A 

NewA1 . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . 1 A 

BQ T C . T . G G T . C . . A . . C C T . T . . . . C . C 1 B 

BH T C T T . G G T . C . . A T G C T T . T C A . . C . C 8 C 

BO T C . T . G G T . C . . . T G C T T . T C A . A C . . 4 B 

NewB T C . T A G G T . C C . . T . C C T C T C A G A C C . 20 B 
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ภาพที ่7   เครือข่ายของกลุ่ม (haplotypes) ตวัอยา่งมลูชา้ง 4 พ้ืนท่ี ในส่วนปลาย cytochrome b 

 ถึงส่วนตน้ของ control region  
 
โดยเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั พบ HapAH HapBQ   HapNewB เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 

ภูเขียว พบ HapAH HapBH HapNewA1 เขตรักษาพนัธุ ์สตัวป่์าภูหลวง พบ HapAH HapAB 
HapBO เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ พบ HapAH และ HapAD 
 

จากการน าตวัอยา่งชา้งทั้ง 8 haplotypes มาสร้างเป็นเครือข่าย (network) ของกลุ่มชา้ง 
ดงัแสดงในภาพท่ี 7 พบว่า ชา้งในกลุ่ม HapAB HapAD HapAH และ HapNewA1 มีความสมัพนัธ์
ใกลเ้คียงกนัมากกว่าชา้งในกลุ่มอ่ืนๆ และชา้งในกลุ่ม HapNewB มีความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกนักบั
ชา้งในกลุ่ม HapBO โดยมีความแตกต่างกนัของล าดบัเบส 5 ต าแหน่ง ซ่ึง HapBO พบเฉพาะใน 
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง เป็นไปไดว้่าชา้งในกลุ่ม HapNewB ไดแ้ยกกลุ่มออกมาโดยการ
เคล่ือนยา้ยจากเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง ไปเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั เน่ืองจากเมื่อดูจากแผนท่ี 
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวงและเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั มีแนวเขาท่ีเช่ือมต่อกนัชา้งสามารถ
เคล่ือนยา้ยได ้ซ่ึงจากการวิเคราะห์ใหผ้ลว่า HapAD เป็นบรรพบุรุษของ haplotypes อ่ืนในผล
การศึกษา   

BH 
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BO 
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AB 
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B 

AD NewA
11 
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เมื่อท าการเปรียบเทียบล าดบัเบสท่ีไดจ้ากการใช ้primer คู่ท่ี 2 ส่วนปลาย cytochrome b ถึง
ส่วนตน้ของ control region (601 bp) กบัการรายงานของ Fickel et al. (2007) ท่ีไดศ้ึกษาความ
หลากหลายของชา้งเล้ียงในประเทศไทย จากตวัอยา่งเลือด จ  านวน 78 ตวัอยา่ง ใน 8 แหล่ง 
ท าการศึกษาในส่วนของ control region พบว่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมเมื่อจ  าแนกจากความ
แตกต่างของคู่ล  าดบัเบส สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 20 haplotypes โดยมีล  าดบัเบสบางส่วนท่ี
เหมือนกนัคือ HapAH เหมือนกบั HT02, HapAB เหมือนกบั HT04, HapAD เหมือนกบั HT03, 
HapBQ เหมือนกบั HT07, HapBH เหมือนกบั HT05 และ HapNewB เหมือนกบั HT06  
 

จากผลการศึกษาท่ีได ้พบ HapNewB เฉพาะในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั ซ่ึงมีล  าดบั
เบสเหมือนกบัท่ีพบในชา้งเล้ียงจากแคมป์ชา้งกาญจนบุรี มีช่ือว่า HapNewB2 (ขอ้มลูส่วนตวั) นัน่
เป็นไปไดว้่ามีการเคล่ือนยา้ยชา้งจากป่าภูววัหรือจากประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชน
ลาวโดยควาญชา้งจากการท่ีมีการจบัชา้งป่ามาเล้ียงในอดีต เพ่ือการประกอบอาชีพ   
 

ในการศึกษาตวัอยา่งมลูชา้งป่าจาก 4 พ้ืนท่ี พบว่า เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั พบ CladeB 
มากกว่า CladeA เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว พบ CladeA มากกว่า CladeB เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 
ภูหลวง พบ CladeA มากกว่า CladeB และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ พบเฉพาะ CladeA  
(ตารางท่ี 8  ตารางท่ี 9 และภาพท่ี 8) เช่นเดียวกบัท่ี Fleischer et al, (2001) และ Fernando et al, 
(2003) ท่ีไดร้ายงานไวว้่า CladeA และ CladeB  พบไดใ้นทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของไทย 
และ พบ CladeA มากข้ึนทางภาคตะวนัออกไปจนถึงกมัพชูา ในการศึกษาเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์า 
ภูววั เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง มีพ้ืนท่ีอยูท่างภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือและพบทั้ง CladeA และ CladeB ส่วนเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ อยูใ่น
พ้ืนท่ีจงัหวดับุรีรัมยเ์ป็นพ้ืนท่ีท่ีใกลก้บัประเทศกมัพชูาจึงเป็นไปไดท่ี้ตวัอยา่งจากพ้ืนท่ีน้ี พบเฉพาะ 
CladeA ส่วน CladeB พบมากข้ึนทางภาคใตข้องไทย จากผลการศึกษาของ สุธาทิพย ์และคณะ 
(2553) ท่ีรายงานว่าอุทยานแห่งชาติแก่งกระจาน และอุทยานแห่งชาติใตร่้มเยน็ พบ CladeB มากกว่า 
CladeA และจะพบเฉพาะ CladeB ในประเทศมาเลเซียและอินโดนีเซีย (Fleischer et al, 2001; 
Fernando et al, 2003) 
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ภาพที ่8  การแบ่งกลุ่ม Clade ของตวัอยา่งมลูชา้ง 4 พ้ืนท่ี โดย สีเหลือง สีครีม สีสม้ คือ   
               CladeA สีน ้ าเงิน สีฟ้า คือ CladeB 
    
ที่มา: นิวติั  (2546) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

 1. ตวัอยา่งมลูชา้งในพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั จากการศึกษาส่วนตน้ Cytochrome b 
จดัชา้งได ้HapA และ HapB และจากการศึกษาส่วนปลาย Cytochrome b ถึงส่วนตน้ control region 
จดัชา้งได ้HapAH HapBQ และ HapNewB  
 

2. ล  าดบัเบสเพื่อจดักลุ่ม (haplotype) ของตวัอยา่งมลูชา้ง 114 ตวัอยา่ง จาก 4 พ้ืนท่ี คือ 
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั จ  านวน 39 ตวัอยา่ง เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว จ  านวน 57 ตวัอยา่ง  
เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง จ านวน 10 ตวัอยา่ง และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ จ  านวน  
8 ตวัอยา่ง primer คู่ท่ี 1 CB0fw-CB2re วิเคราะห์ส่วนของ Cytochrome b สามารถจดัชา้งทั้งหมดได ้
3 haplotypes (HapA, HapB, HapC) พบความแตกต่างของล าดบัเบส 9 ต าแหน่ง เฉพาะในเขต 
รักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั จดัชา้งได ้2 haplotypes (HapA และ HapB) เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว  
จดัชา้งได ้2 haplotypes (HapA และ HapC) เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง จดัชา้งได ้2 haplotypes 
(HapA และ HapB) และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ จดัชา้งได ้HapA เพียง haplotype เดียว  

 
3. จากการใช ้primer คู่ท่ี 2 MDL5fw-MDL3re วิเคราะห์ส่วนปลาย Cytochrome b ถึงส่วน

ตน้ของ control region สามารถจดัชา้งทั้งหมดได ้8 haplotypes พบความแตกต่างของล าดบัเบส  
27 ต าแหน่ง ในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั จดัชา้งได ้3 haplotypes (HapAH, HapBQ และ 
HapNewB) เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว จดัชา้งได ้3 haplotypes (HapAH, HapNewA1 และ 
HapBH) เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง จดัชา้งได ้3 haplotypes (HapAH, HapAB และ HapBO) 
และเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ จดัชา้งได ้2 haplotypes (HapAH และ HapAD)  

 
4. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั มีค่า Haplotype 

diversity (h) เท่ากบั 0.537 ซ่ึงมีค่านอ้ยกว่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขต 
รักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง (h =0.644) แต่มากกว่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งป่าในเขต
รักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว (h =0.386) และตวัอยา่งมลูชา้งในเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ (h =0.250)  

 
5. แบ่งลกัษณะทางพนัธุกรรมออกเป็น 2 กลุ่ม คือ Clade A และ Clade B 
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. จากผลการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม อาจไม่ครอบคลุมจ านวนทั้งหมด  
ของพ้ืนท่ีแต่ละแห่ง จึงควรมีการศึกษาต่อไป 

 
2. จดัท าเป็นฐานขอ้มลูหลากหลายทางพนัธุกรรม ส าหรับพ้ืนท่ีอนุรักษท่ี์ยงัมีชา้งป่าอาศยั

อยู ่โดยเก็บขอ้มลูท่ีไดไ้วท่ี้กรมอุทยานแห่งชาติ สตัวป่์าและพนัธุพ์ืช เพื่อเป็นขอ้มลูในการจดัการ
ประชากรและน ามาประกอบการพิจารณาจดัการพ้ืนท่ีต่อไป  

 
3. ควรมีการพฒันาความรู้ เก่ียวกบัการควบคุม และเคล่ือนยา้ยชา้งป่า ในกรณีท่ีตอ้งการ

ปรับปรุงพนัธุกรรม หรือกรณีเกิดปัญหาประชากรลน้เกินจนเกิดความขดัแยง้ 
 
4. ในกรณีท่ีมีการน าชา้งเล้ียงไปปล่อยป่า หรือการเคล่ือนยา้ยชา้งป่าไปป่าแห่งอ่ืน ควรมี

การตรวจลกัษณะทางพนัธุกรรม เพื่อเป็นขอ้มลูในการติดตามความหลากหลายทางพนัธุกรรมต่อไป 
 
5. สร้างแนวเช่ือมต่อพ้ืนท่ีเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั   กบัพ้ืนท่ีอนุรักษใ์นประเทศลาว  

ซ่ึงอยูฝ่ั่งตรงขา้ม เพ่ือคงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของชา้งในบริเวณน้ีไว ้
 
6. ควรจดัการใหเ้ขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวงเป็นพ้ืนท่ีส าหรับรักษาชา้งป่าในระยะยาว 

โดยการสร้างเสน้ทางเช่ือมต่อกบัป่าอนุรักษท่ี์อยูข่า้งเคียง ไดแ้ก่ เขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูเขียว 
อุทยานแห่งชาติน ้ าหนาว อุทยานแห่งชาติภูกระดึง เป็นตน้ 

 
7. สร้างแนวเช่ือมต่อพ้ืนท่ีอนุรักษเ์ขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่กบัป่าอนุรักษท่ี์อยูข่า้งเคียง 

ประกอบดว้ย อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ อุทยานแห่งชาติทบัลาน อุทยานแห่งชาติปางสีดา และ
อุทยานแห่งชาติตาพระยา   
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ตารางผนวกที ่ก1 แสดงส่วนประกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการศึกษา 

 
 Contains Volume 

1. สารเคมใีนการท าน า้ยารักษาสภาพ
มูล  DETs Buffer (Frantzen et al., 
1998)   
 

- DMSO 
- EDTA  
- Tris pH 7.5  
- อ่ิมตวัดว้ยsalt solution: NaCl 
- เติมน ้ ากลัน่ใหค้รบ 1000 ml 
 

200 ml 
500 ml 
100 ml 

2. สารเคมใีนการท า Agarose gel 
Electrophoresis 

 
2.1 50X TA buffer 
 
 

 
 
 

2.2 1.5% agarose 
 
 

2.3 Loading dye 
 

 
 
 
- Tris base 
- Glacial acetic acid  
- ปรับ pH เป็น 8.0 ดว้ย NaOH 
- เติมน ้ ากลัน่ใหค้รบ 500 ml, 
autoclave 
 
- Agarose  
- 1X TA  
 
- 25% Bromphenol blue 
- 30% glycerol 
 

 
 
 

121g 
28.55 ml 

 
 
 
 

1.5g 
100 ml 
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ภาคผนวก ข 
สญัลกัษณ์ท่ีใชแ้ทนล าดบัเบสและกรดอะมิโน 
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ตารางผนวกที ่ข1 แสดงสญัลกัษณ์ท่ีใชแ้ทนล าดบัเบส 
 

สัญลกัษณ์  เบส 

A  Adenine (A) 

C  Cytocine (C) 

G  Guanine (G) 

T  Thymine (T) 

M  A หรือ C 

R  A หรือ G 

W  A หรือ T 

S  C หรือ G 

Y  C หรือ T 

K  G หรือ T 

V  A หรือ C หรือ G 

H  A หรือ C หรือ T 

D  A หรือ G หรือ T 

B  C หรือ G หรือ T 

X/N  A หรือ C หรือ G หรือ T 

*  ไม่ใช่ A, C, G, T 
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โปรแกรมท่ีใชใ้นการศึกษา 
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ภาพผนวกที่ ค1 โปรแกรมส าหรับถ่ายรูปแผน่เจล AlphaDigiDoc RT 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ค2 โปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ล  าดบัเบส BioEdit Sequence Alignment Editor 
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ภาพผนวกที่ ค3 โปรแกรมส าหรับสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม (phylogenetic tree)  

              MEGA version 4.1 
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ภาพผนวกที่ ค4 โปรแกรมส าหรับสร้างเครือข่ายพนัธุกรรม (network) TCS version 1.21 
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ภาคผนวก ง 
ขอ้มลูตวัอยา่งมลูชา้ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

72 
 

ตารางผนวกที่ ง1  ข้้อมลูตวัอยา่งมลูชา้งเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูววั 
 

ล าดับ ช่ือตวัอย่าง 
พกิดัทางภูมศิาสตร์ ขนาดกองมูล (cm) Haplotypes 

X Y F1 F2 F3 CR CB0-CB2 

1 EPWA001   40.0 44.7 39.5 AH A 
2 EPWA002   36.0 31.8 33.0 AH A 
3 EPWA003   0.0 0.0 0.0 AH A 
4 EPWA004   39.6 38.1 38.5 New B B 
5 EPWA005   39.2 41.0 42.0 New B B 
6 EPWA006   31.0 38.0 32.6 AH A 
7 EPWA007   53.2 51.2 0.0 New B B 
8 EPWA008   42.3 43.3 41.8 New B B 
9 EPWA009   43.0 0.0 0.0 New B B 
10 EPWB001 0392240 2005404 45.5 0.0 0.0 New B B 
11 EPWB002 0392240 2005404 44.1 39.3 36.1 AH A 
12 EPWB003 0392240 2005404 37.0 0.0 0.0 AH A 
13 EPWB004 0392240 2005404 49.0 40.6 42.5 New B B 
14 EPWB005 0392240 2005404 32.0 30.6 29.5 AH A 
15 EPWB006 0392240 2005404 34.3 34.0 34.3 AH A 
16 EPWB007 0392240 2005404 36.1 38.5 34.8 New B B 
17 EPWB008 0392240 2005404 45.2 49.4 46.1 AH A 
18 EPWB009 0392240 2005404 48.6 44.8 45.2 New B B 
19 EPWB010 0392240 2005404 34.0 30.3 0.0 New B B 
20 EPWB011 0392240 2005404 38.0 0.0 0.0 New B B 
21 EPWB012 0392240 2005404 32.4 34.7 35.9 AH A 
22 EPWB013 0392240 2005404 33.5 31.8 32.1 AH A 
23 EPWB014 0392240 2005404 36.1 41.0 38.7 New B B 
24 EPWB015 0392240 2005404 36.4 38.8 36.0 New B B 
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 ตารางผนวกที่ ง1  (ต่อ) 
 

ล าดับ ช่ือตวัอย่าง 
พกิดัทางภูมศิาสตร์ ขนาดกองมูล (cm) Haplotypes 

X Y F1 F2 F3 CR CB0-CB2 

25 EPWB016 0392240 2005404 40.7 35.9 35.8 New B B 
26 EPWB017 0392240 2005404 36.5 36.3 36.9 New B B 
27 EPWB018 0392240 2005404 44.6 47.0 44.5 New B B 
28 EPWB019 0392240 2005404 35.0 33.4 35.5 AH A 
29 EPWC001 0397545 2005499 44.5 46.7 49.0 New B B 
30 EPWC002 0392269 2005325 46.0 51.0 47.0 AH A 
31 EPWC003 0392353 2005175 39.0 43.0 34.0 AH A 
32 EPWC004 0392281 2005114    AH A 
33 EPWC006 0392325 2005124    New B B 
34 EPWD001      New B B 
35 EPWD002      BQ B 
36 EPWD003      AH A 
37 EPWD004      New B B 
38 EPWD005      AH A 
39 EPWD006      AH A 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 



 

 

74 
 

ตารางผนวกที่ ง2  ข้้อมลูตวัอยา่งมลูชา้งเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าภูหลวง 
 

ล าดับ ช่ือตวัอย่าง 
พกิดัทางภูมศิาสตร์ ขนาดกองมูล (cm) Haplotypes 

X Y F1 F2 F3 CR CB0-CB2 

1 EPLA001 0766713 1918191 56.0 60.0 51.0 BO B 
2 EPLA002 0766530 1917614 44.0     AH A 
3 EPLA003 0766536 1917594 61.0 59.0 64.5 BO B 
4 EPLA004 0766809 1917593 63.0 72.0 56.0 BO B 
5 EPLA005 0775298 1897988 36.5 37.0 38.5 AH A 
6 EPLA006 0775301 1897986 35.0 36.0 35.5 AH A 
7 EPLA007 0775301 1897986 21.0 19.5 19.0 AH A 
8 EPLA008 0775355 1900231 41.0 39.0 40.0   
9 EPLA009 0775377 1900229 46.5 50.5 44.0 AH A 
10 EPLA010 0775883 1900899 54.0 61.0 57.0 AB A 
11 EPLA011 0766892 1918711 58.5   BO B 

 

ตารางผนวกที่ ง3  ข้้อมลูตวัอยา่งมลูชา้งเขตรักษาพนัธุส์ตัวป่์าดงใหญ่ 

 

ล าดับ ช่ือตวัอย่าง 
พกิดัทางภูมศิาสตร์ ขนาดกองมูล (cm) Haplotypes 

X Y F1 F2 F3 CR CB0-CB2 

1 EDYA001 0238634 1571383 44.0 43.0 42.0 AH A 
2 EDYA002 0238675 1571333 48.0 49.0  AD A 
3 EDYA003 0238675 1571333 33.0 32.0  AH A 
4 EDYA004 0238689 1571330 45.0   AH A 
5 EDYA005 0238629 1571274 48.0   AH A 
6 EDYA006 0238615 1571325 37.0   AH A 
7 EDYA007 0238659 1571352 31.0   AH A 
8 EDYA008 0238677 1571396 54.0   AH A 
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ประวตักิารศึกษา และการท างาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวสุนนัทา  ทองไชย 
วนั เดือน ปี ที่เกดิ 27 เมษายน 2528 
สถานที่เกดิ  อ าเภอปะทิว จงัหวดัชุมพร 
ประวตักิารศึกษา วิทยาศาสตรบณัฑิต (ชีววิทยา) มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งหน้าที่การงานปัจจุบัน - 
สถานที่ท างานปัจจุบัน - 
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวชิาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ ทุนวิจยัระดบับณัฑิตศึกษา เพื่อการตีพิมพใ์น

วารสารวิชาการ ปีงบประมาณ 2552 
 
 


