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ผลและวิจารณ 
 
 การหาลําดับเบสไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอทั้งหมดของชางไทย ดวยตัวอยางเลือดของชาง
หมายเลข 96 โดยใช Primers ทั้งหมด 20 คู ขนาดของ PCR product ที่ไดจาก Primers แตละคูและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการจบัตัวกัน (annealing temperature) ของ Primers แตละคูแสดงในตารางที่ 
1 ซ่ึงขนาดของ PCR product บางคูดังแสดงในภาพที่ 4  และ 5 มาทาํการวิเคราะหลําดับเบสดวย
โปรแกรม Multipipmaker (ภาพที่ 6) พบวามีความยาวทั้งสิ้น 16847 bp ซ่ึงไดรายงานไวใน 
GenBank โดยมี accession number EF588275 เมื่อนําลําดบัเบสทั้งหมดที่ไดมาวเิคราะหหา
ระยะหางทางพันธุกรรม (Genetic distance) ของชางไทย (No.96) เปรียบเทียบกับลําดับเบสของชาง
เอเชีย ชางแอฟริกาและชางแมมมอทที่มรีายงานใน GenBank โดยใชพยูนเปนสัตวนอกกลุม 
(outgroup) ทําการวิเคราะหแบบ Pairwise distance ดวยโปรแกรม MEGA version 3.1 ผลการ
วิเคราะหแสดงไวในตารางที่ 4 และเมือ่ลําดับเบสไปวิเคราะหหาความสัมพันธทางพันธุกรรมตาม
แผนภาพตนไม (Phylogenetic tree) แบบ Bootstrap (ภาพที่ 7) เพื่อหาความสัมพันธของสาย
วิวัฒนาการพนัธุกรรม พบวาชางไทยซึ่งเปนชางเอเชยีมีความใกลชิดกับชางแมมมอทมากกวาชาง
แอฟริกา  
 
 สวนการหาลําดับเบสเพื่อจัดกลุม (haplotype) ของชาง 11 เชือกจากศนูยอนุรักษชางไทย 
โดยวเิคราะหสวนของ 5’ cytochrome b 250 bp (จากความยาว 324 bp ทําการตัดลําดับเบสสวนตน
และทายที่อานไดไมชัดเจนออก) พบความแตกตางของลาํดับเบส 9 ตําแหนง ซ่ึงสามารถแบงชางได 
3 haplotypes (A, B, C) (ตารางที่ 5) และเมื่อวเิคราะหลําดับเบสสวน 3’ cytochrome b ถึง left 
domain ของ control region 927 bp (จากความยาว 1078 bp ทําการตดัลําดับเบสสวนตนและทายที่
อานไดไมชัดเจนออก) จะพบความแตกตางของลําดับเบส 30 ตําแหนง และสามารถจัดชางได 6 
haplotypes (ตารางที่ 6) 
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ภาพที่ 4  แสดง PCR product จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีการ PCR 
  ชองที่ 1 แสดง PCR product ของ primer คู 1A Fw กับ 2A Re 
  ชองที่ 2 เปนชองของตัวควบคุมที่ไมเติม Template ของ primer คู 1A Fw กับ 2A Re 
  ชองที่ 3 แสดง PCR product ของ primer คู 2A Fw กับ 3A Re 
  ชองที่ 4 เปนชองของตัวควบคุมที่ไมเติม Template ของ primer คู 2A Fw กับ 3A Re 
  ชองที่ 5 แสดงตําแหนงของ Marker 
 
 
 
 
 
 

1165 bp 
 

1000 bp 

1067 bp 
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(ก)                       1                               2                                 3                                 4 
 

 
 
(ข)                                                             1         2         3 

 
 
ภาพที่ 5  (ก) แสดง PCR product จากการทํา PCR   
  ชองที่ 1 แสดง PCR product ของ primer คู Mito-CB3 กบั 22A Re 
  ชองที่ 2 แสดง PCR product ของ primer คู 22B Fw กับ 23A Re 
  ชองที่ 3 แสดง PCR product ของ primer คู 23A Fw กับ 1A Re 
  ชองที่ 4 แสดงตําแหนงของ Marker 
  (ข) PCR product ภายหลังการทํา Gel purification 
  ชองที่ 1 แสดง PCR product ของ primer คู Mito-CB3 กบั 22A Re 
  ชองที่ 2 แสดง PCR product ของ primer คู 22B Fw กับ 23A Re จาก band บน 
  ชองที่ 3 แสดง PCR product ของ primer คู 23A Fw กับ 1A Re จาก band บน 

1078 bp 

883 bp 1051 bp 
 

1000 bp 
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ภาพที่ 6  แสดงผลจากการ Alignment ของลําดับเบสจาก primers ทั้ง 20 คู (Fw2 และ Re2 เปนการ
  ทําซ้ํา) 
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ตารางที่ 4  Pairwise distance : 1, 2 ชางเอเชีย (accession number NC_005129 and   
     DQ316068), 3 ชางไทยหมายเลข 96, 4 ชางแอฟริกา (accession number   
     NC_000934), 5 ชางแมมมอท (accession number DQ188829) และ 6, 7 พยนู  
     (accession number AJ421723 and AY075116) 
 

    1 2 3 4 5 6 7   
  1          
  2 0.000         
  3 0.000 0.000        
  4 0.053 0.053 0.053       
  5 0.046 0.046 0.046 0.052      
  6 0.297 0.297 0.297 0.300 0.299     
  7 0.297 0.297 0.297 0.300 0.297 0.010     
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ภาพที่ 7  แสดง Phylognetic tree ของลําดับเบสไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอของชางหมายเลข 96  
    เปรียบเทียบกับลําดับเบสของชางเอเชีย (accession number NC_005129 และ            
    DQ316068), ชางแอฟริกา (accession number NC_000934) และชางแมมมอท (accession     
    number DQ188829) ที่มีรายงานใน GenBank โดยใชพยูน (accession  number AJ421723 
    และ AY075116) เปนสัตวนอกกลุม (outgroup)  
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ภาพที่ 8  แสดงการเปรียบเทยีบลําดับเบสของชางทั้ง 11 เชือก ในสวน 5’end cytochrome b เพื่อทํา
   การจัดกลุม (haplotype) โดยเทียบกับ haplotype A-H ของ ปรีดา และคณะ (2546) 
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ภาพที่ 9  แสดงการเปรียบเทยีบลําดับเบสของชางทั้ง 11 เชือก ในสวน 3’end cytochrome b ถึง left 
   domain ของ control region เพื่อทําการจัดกลุม (haplotype) โดยเปรยีบเทียบกับที่มี     
   รายงานใน GenBank (accession number NC_005129) 
 
 
 
 
 
 



 29

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 30

 
 
 
 
 

 
  
ภาพที่ 10  แสดงเครือขายของกลุม (haplotypes) ชางไทยทั้ง 11 เชือก ในสวน 3’end cytochrome b 
     ถึง left domain ของ control region 
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 เทคนิค PCR และการหาลําดบั nucleotide เปนเทคนิคที่รวดเรว็ในการตรวจวเิคราะห 
ดีเอ็นเอเปาหมาย จากการหาลําดับเบสทั้งหมดของไมโตคอนเดรียลดเีอ็นเอในชางไทย พบวามี
ความยาวทั้งสิ้น 16847 bp จากการใช primers ทั้งหมด 20 คู ซ่ึง primer บางคูนั้นไมมีความจําเพาะ
(non specific primer) ทําใหได PCR product ในขนาดทีไ่มตองการ (non-specific band) เพิ่มเขามา
ดวย โดยเฉพาะในบริเวณปลาย left domain ของ control region ซ่ึงเปนบริเวณที่มีลําดับเบสที่ซํ้ากัน
เปนชุดๆ (repeatitive sequence) ทําใหตองมีการตัดเจลบริเวณที่ตองการมาทําใหบริสุทธิ์ นอกจากนี้
ในบริเวณดังกลาวลักษณะของ chromatogram มีบางชวงที่มีการซอนทับกันของ peak ดวย และเมือ่
ทําการหาลําดบัเบสโดยใช primer D-loop Fw (5' CAC CAT CAA CAC CCA AAG CT 3') และ  
D-loop Re (5' CCT GAA GAA AGA ACC AGA TGC 3') (Lenstra, ติอตอสวนตวั) พบวาลําดบั
เบสที่ไดจะแตกตางจากลําดบัเบสที่ไดจาก primer คู Mito-CB3 กับ 22A Re ซ่ึงเมื่อนําลําดับเบสจาก
คู D-loop Fw และ D-loop Re ไปเปรียบเทียบกับรายงานของ Greenwood and Pääbo (1999) พบวา
ลําดับเบสมีลักษณะใกลเคยีงกันจงึสันนษิฐานไดวา primer คู D-loop Fw และ D-loop Re ไมมี
ความจําเพาะกบัลําดับเบสไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ ทาํใหสามารถจับกับลําดับเบสของนิวเคลีย-      
ดีเอ็นเอไดดวย เพราะการสกัดดีเอ็นเอครั้งนี้ไมไดแยกสกัดเฉพาะไมโตคอนเดรยีลดีเอ็นเอหรือ
ลําดับเบสในบริเวณ tRNA-Pro ถึง left domain ของ control region ของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ
อาจเขามาแทรก (insert) อยูในลําดับเบสของนิวเคลียดีเอ็นเอ (nuclear mitochondrial DNA 
sequences, numt) ซ่ึง nmut นี้มักนํามาใชประโยชนในการทําเปน phylogenetic marker (Thomas et 
al., 1996) และใชเปน outgroups ของการศึกษาความสัมพันธทางพันธกุรรมของไมโตคอนเดรียล- 
ดีเอ็นเอ (Zischler et al., 1995a) 
 
 การเปรียบเทยีบดูความสัมพนัธทางพันธุกรรมดวยแผนภูมิตนไม (Phylogenetic tree) 
พบวาชางไทยซึ่งเปนชางเอเชียมีความใกลชิดกับชางแมมมอทและชางแอฟริกาตามลาํดับ ซ่ึงใหผล
เชนเดยีวกับการรายงานของ Krause et al. (2006) และ Rogaev et al. (2006) ที่ศึกษาลําดับเบส 
ไมโตคอนเดรยีลดีเอ็นเอทั้งหมดของชางแมมมอท ซ่ึงการศึกษาลําดับเบสเพียงบางสวนของ 
cytochrome b (Yang et el., 1996) พบวาแมมมอทมีความใกลชิดกับชางเอเชียมากกวาชางแอฟรกิา 
แต Noro et al. (1997) ไดศกึษาในสวนของ cytochrome b ทั้งหมด (1137 bp) และ 12s ribosomal 
RNA (961 bp) กลับพบวาชางแมมมอทมีความสัมพันธใกลเคียงกับชางแอฟริกามากกวาชางเอเชยี   
 



 32

 
 
 นอกจากการศกึษาเพื่อดูความสัมพันธทางพันธุกรรมของชางแลว Fernando et al. 
(2003a)  ยังทําการศึกษาในระดบัชนิดยอย (subspecies)  โดยศึกษาสวนของ D-loop และ 
microsatellite พบวาชางที่บอรเนียว ประเทศอินโดนีเซยีนาจะเปนชนดิยอย (subspecies) ใหมของ
ชางเอเชียดวย ในการศึกษาของ Fleischer et al. (2001) ไดทําการแยกชางเอเชยีและชางแอฟริกา 
โดยไดศกึษาในสวนของ 3’ end cytochrome b, tRNA และ control region และยังไดจัดชางเอเชีย
ออกเปน 2 กลุมยอย (clade A and B) Fernando et al. (2000) ไดทาํการศึกษาในบริเวณ left domain 
ของ control region และจัดกลุมชางเอเชียไว 17 haplotypes (A-Q) และในป 2003 ไดรายงานเพิ่ม
เปน 25 haplotype เมื่อนําลําดับเบสในสวน 3’ cytochrome b ถึง left domain ของ control region 
ของชางทั้ง 11 เชือก ไปเปรียบเทียบกับรายงานของ Fernando et al. (2003) (เร่ิมศึกษาตั้งแตลําดับ
เบสที่ 15180 ของ accession number NC_005129) พบวาชางทั้ง 11 เชือกจัดอยูใน haplotype BV 
(No. 96, 98), BN (No. 97, 99, 103, 106), BH (No. 102), AE (No. 101, 104) และ AD (No. 100, 
105) โดยในกลุม AD การศึกษาครั้งนี้พบวาที่ลําดับเบส 14840 มีความแตกตางของลําดับเบส ทําให
สามารถแยกออกไดเปน 2 กลุม คือ AD1 (No.100) และ AD2 (No.105) เมื่อนําชางทัง้ 6 haplotypes 
มาสรางเปนเครือขาย (network) ของกลุมชางในภาพที่ 10 พบวาชางในกลุม AD1, AD2 และ AE มี
ความสัมพันธใกลเคียงกันมากกวาชางในกลุมอื่นๆ 
 
 ดังนั้นเมื่อทราบลําดับเบสทั้งหมดของชางไทยแลวในอนาคตจะสามารถทําการเปรียบเทียบ
ลําดับเบสของชางไทยในตําแหนงอืน่ๆ เพิ่มเติมจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ใช
ลําดับเบสบางสวนของยีน cytochrome b ไดซ่ึงอาจทําใหพบ haplotypes ของชางไทยเพิ่มมากขึน้
จากเดิม 8 haplotypes (ปรีดา และคณะ, 2546) ทั้งนี้การพบ haplotypes ของชางไทยเพิ่มขึ้นจะเปน
ประโยชนในการวางแผนการผสมพันธุชางไทยตอไปในอนาคต 
 
 
 
 
 

 


