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บทคดัย่อ 

นกสกุลหวัโตเล็ก (Charadrius spp.) เป็น
นกชายเลนที่อพยพเขา้มาประเทศไทยในช่วงนอก
ฤดูผสมพันธุ์ ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่นกเพศผู้และเพศ
เมยีมลีกัษณะสณัฐานวทิยาที่คล้ายกนั ยากต่อการ
ระบุเพศ ในการวิจัยคร ัง้นี้มีวตัถุประสงค์เพื่อระบุ
เพศนก และศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ในระดบัโมเลกุล โดยเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอส่วนอิน
ทรอนของยีน  chromo-helicase-DNA binding 
(CHD) ทัง้บนโครโมโซม W และ Z ของนก 3 ชนิด 
คอื นกหวัโตทรายเล็ก (Charadrius mongolus) 

 

จ านวน 87 ตวั หวัโตทรายใหญ่ (C. leschenaultii) 
จ านวน 27 ตวั และหวัโตขาด า (C. alexandrinus) 
จ านวน 3 ตวั พบว่าขนาดชิ้นดเีอ็นเอระหว่างแอล
ลีล  CHD-W และ CHD-Z ที่ เพิ่มด้วยไพรเมอร ์
2550F/2718R มขีนาดชิ้นดเีอ็นเอแตกต่างกนั 200 
คูเ่บส โดยนกเพศผูแ้สดงแถบดเีอ็นเอเพียง 1 แถบ 
ขนาด 650 คูเ่บส (CHD-Z) ส าหรบัเพศเมยีที่มชีนิด
ของโครโมโซมเพศต่างกนั (heterogametic sex) มี
แถบดีเอ็นเอเพิ่มอีก 1 แถบ มีขนาดความยาว
ประมาณ 450 คู่เบส (CHD-W ) เมื่อน าชิ้นดเีอ็นเอ
ของแอลลีล CHD-Z มาท าให้บรสิุทธิแ์ละวเิคราะห์
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ล าดบันิวคลีโอไทด์ และเปรยีบเทียบขอ้มูลล าดบันิ
วคลโีอไทดโ์ดยใชโ้ปรแกรม ClustalX และ PHYLIP 
พบว่าล าดับนิ วคลีโอไทด์จากแอลลีล  CHD-Z 
สมัพนัธ์กบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา และสามารถ
ใชใ้นการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมได้ 
โดยผลจากการระบุเพศในระดับโมเลกุล  และ
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมมี
ความส าคญัต่อการจัดการและการอนุรกัษ์นกชาย
เลนต่อไป 
 
ค าส าคญั: การระบุเพศในนก; ยีน chromo-
helicase-DNA binding (CHD); สกลุหวัโตเลก็ 
 
ABSTRACT 

Charadrius spp. are migratory 
shorebirds in Thailand during the non-breeding 
season in which adult plumages are not clearly 
sexually dimorphic. In this work, a molecular 
approach was used to determine the gender 
and genetic diversity. Amplification of intron 
length polymorphisms in chromo-helicase-DNA-
binding (CHD) genes on both Z and W 
chromosomes of three Charadrius spp. 
included 87 lesser sand plover (Charadrius 
mongolus), 27 greater sand plover (C. 
leschenaultii) and 3 kentish plover (C. 
alexandrinus). The resulting PCR products from 
2550F/2718R primer showed fragments on a 
conventional agarose gel electrophoresis with 
size differences ranging from 200 bp between 
the two respective ZW allele. Males were 
identified by the presence of a single band 
about 650 bp (CHD-Z). Heterogametic females 
were identified by the presence of a second 

additional fragment length of approximately 450 
bp (CHD-W). The CHD-Z fragments were 
purified and analysed by sequencing. The 
multiple sequence comparison was 
accomplished using ClustalX and PHYLIP 
software. These data demonstrated that the 
CHD-Z sequence correlated with morphology 
and can be used for genetic diversity study, of 
which the results are important for shorebird 
conservation. 
 
Keywords: sex identification, chromo-helicase-
DNA binding (CHD) gene, Charadrius spp. 
 
บทน า 
 การส ารวจประชากรนกชายเลนอพยพและ
การศกึษาเสน้ทางอพยพของนก เป็นการศกึษาการ
เปลีย่นแปลงทางดา้นจ านวนประชากร การกระจาย
ตัวของชนิดนกในแต่ละภาคพื้นทวีป ซึ่ ง เ ป็น
ประโยชน์ในการจดัการและอนุรกัษ์นก รวมทัง้เป็น
การประเมินและคาดคะเนการเปลี่ยนแปลงด้าน
สิง่แวดลอ้ม จากการส ารวจของสถานีวจิยัสตัว์ป่าบงึ
บอระ เพ็ด กลุ่ มงานวิจัยส ัตว์ป่า กรมอุทยาน
แห่งชาต ิสตัวป์า่และพนัธุ์พืช พบว่าในแต่ละปีมนีก
ชายเลนอพยพสกลุนกหวัโตเล็ก (Charadrius spp.) 
อพยพหนีความหนาวเย็นเข้ามาในประเทศไทย
จ านวนมากตลอดฤดหูนาวตัง้แต่เดอืนกนัยายนเป็น
ต้นไป และจะอพยพกลับในเดือนมีนาคม เพื่อ
แสวงหาพื้นที่ที่มสีภาพแวดล้อมเหมาะสมต่อการ
ด ารงชวีติ ซึ่งเป็นวฏัจกัรเช่นเดยีวกนัทุกปี (วลัยา 
และคณะ, 2549) 
 การเกบ็ขอ้มลูนกอพยพในแต่ละปี จะท าการ
เกบ็ขอ้มูลชีวสณัฐาน ไดแ้ก่ การจ าแนกชนิด เพศ 
วดัขนาดของอวยัวะต่างๆที่ส าคญัของนกแต่ละตัว 
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เช่น ความยาวปาก ความยาวหน้าแขง้ ความยาว
ปีก การผลัดขน อายุ  น ้ าหนัก และท าการติด
เครื่องหมายติดตามเพื่อง่ายต่อการติดตามนก
อพยพในแต่ละปี (ฑฐิิ และคณะ, 2553) การเก็บ
ข้อมูล เพศนกในภาคสนามไม่สามารถท าได ้
เนื่องจากนกสกุลนกหวัโตเล็กอพยพมาในประเทศ
ไทยอยู่ในช่วงนอกฤดูผสมพันธุ์ ซึ่งเป็นช่วงที่นก
เพศผูแ้ละเพศเมยีมลีกัษณะทางภายนอกเหมอืนกนั 
(monomorphic) ยากต่อการระบุเพศ ในการศึกษา
ครัง้นี้จงึสนใจใชเ้ทคนิคระดบัโมเลกลุในการระบุเพศ
นก โดยตรวจสอบยีน CHD (Chromo-helicase-
DNA binding protein) ที่อยู่บนโครโมโซมเพศนก 
(Ellegren and Sheldon, 1997; Griffiths et al., 
1997) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain 
reaction: PCR) พบวา่นกเพศผู ้ซึง่มโีครโมโซมเพศ
แบบโฮโมแกมที (homogamatic: ZZ) จะพบแอลลี
ลของยีน CHD-Z เพียงแบบเดียว ส่วนเพศเมียมี
โ ค ร โ ม โ ซ ม เ พ ศ แ บ บ เ ฮ เ ท อ โ ร แ ก มี ท 
(heterogamatic: ZW) จะพบแอลลีล CHD-Z  และ 
CHD-W จากโครโมโซม Z และ W โดยขนาดความ
ยาวของแอลลลี CHD-W จะมขีนาดแตกต่างกบัแอล
ลีล CHD-Z ท าให้สามารถระบุเพศนกได ้(Griffiths 
et al., 1998) การตรวจสอบนี้จะอาศัยความ
แตกต่างของขนาดอินทรอน (intron) ภายในยีน 
CHD ที่อยู่ระหว่างบริเวณ helicase และ DNA 
binding  ซึ่งพบไดใ้นนกทุกชนิด และพบว่ามไีพร
เมอร์ที่นิยมใชใ้นการตรวจสอบยีน CHD มจี านวน
หลายคู่ เช่น ไพรเมอร์ P2/P8 (Griffiths et al., 
1998) ไพรเมอร์ 1237L/1272H (Kahn et al., 
1998) และไพรเมอร์ 2550F/2718R (Fridolfsson 
and Ellegren, 1999) เป็นตน้ 
 จากการส ารวจพบว่านกสกุลนี้ อพยพมา
อาศยัอยู่บรเิวณอ่าวไทยตอนในและชายฝ ัง่ทะเลอนั
ดามนั (สมชาย และคณะ, 2553) จงึท าให้เกิด
สมมติฐานที่เป็นไปได้ว่านกชายเลนที่อพยพมาใน

ประเทศไทยทัง้ฝ ัง่อ่าวไทยตอนในและฝ ัง่อนัดามนัมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมในแต่ละพื้นที่
หรอืไม่ เนื่องจากประเทศไทยตัง้อยู่ในเสน้ทางการ
บินอพยพเอเชียตะวันออก-ออสเตรเลีย (East 
Asian-Australasian Flyway: EAAF) คล้ายกบัการ
อพยพของนกชายเลนในทวปีเอเชยี คอื อยู่ระหว่าง
ในแนวเหนือ-ใต้ เป็นส่วนใหญ่ และยงัพบว่านกใน
สกุ ล น ก หัว โ ต เ ล็ ก  เ ช่ น  หั ว โ ต ท ร า ย ใ ห ญ่ 
(Charadrius leschenaultii) หัวโตทรายเล็ก (C. 
mongolus) และหวัโตขาด า (C. alexandrinus) เป็น
นกทีม่ชีนิดย่อยทีม่ลีกัษณะสณัฐานใกล้เคยีงกนัมาก 
(Hirschfeld et al., 2000; Rheindt et al., 2011) ซึ่ง
อาจจะเกดิการระบุชนิดผดิพลาดได้ จึงสนใจศกึษา
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของนกสกุลนกหัว
โตเลก็ในระดบัโมเลกุล การศกึษาความหลากหลาย
ในระดบัโมเลกุลที่นิยมศึกษา คอืการเปรียบเทียบ
ล าดบันิวคลีโอไทด์ในนิวเคลียสและในไมโทคอนเด
รยีต าแหน่งต่างๆ ซึง่พบยนีหลายต าแหน่งที่นิยมใช้
ในการศึกษานกชายเลน เช่น ยีนในนิวเคลียส
บรเิวณต าแหน่ง recombination-activating gene 1 
(RAG-1) (Paton et al., 2006) ต าแหน่ง CHD 
(Chromo-helicase-DNA binding protein) (Kupper 
et al., 2009)  ดังนั ้นในการศึกษาครัง้นี้ มี
วตัถุประสงค์เพื่อระบุเพศในนกชายเลนอพยพสกุล
นกหัวโตเล็ก และศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมดว้ยเทคนิคระดบัโมเลกลุ 
  

วิธีการทดลอง 
การเกบ็ตวัอย่างเลือดนก          

ดกัจบันกชายเลนอพยพสกลุหวัโตเลก็ดว้ย
ท่อส่งตาข่าย (ฑฐิิ และคณะ, 2554) และระบุชนิด
ดว้ยลกัษณะทางสณัฐานรว่มกบัเจา้หน้าที่ของสถานี
วจิยัสตัวป์า่บงึบอระเพ็ด โดยดกัจบันกจาก 3 พื้นที ่
คือ บริเวณนาเกลือสมุทรมณีร ัตน์  จังหวัด
สมุทรสาคร บรเิวณแหลมผกัเบี้ย จังหวดัเพชรบุร ี
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และบรเิวณปากแม่น ้ากนัตงั จงัหวดัตรงั ช่วงเดอืน
กนัยายน ถึงเดอืนพฤศจิกายน พ.ศ.2555 และเกบ็
ตวัอย่างเลือดโดยเจาะที่บริเวณปลายนิ้วเท้าด้วย
เขม็เบอร์ 26 และใช ้ FTA®card (Whatman) ซบั
หยดเลือดแล้วเก็บไว้ในหลอดทดลองขนาด 1.5 
มลิลลิติร จากนัน้จดบนัทกึรหสัห่วงขานกและขอ้มูล
ชวีสณัฐาน หลังจากเกบ็ตวัอย่างเลือดแล้ว ท าการ
ปล่อยนกกลบัคนืสูธ่รรมชาตใินบรเิวณเดยีวกบัที่ดกั
จบั 
 
การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิคพีซีอาร ์
 น า FTA®card ที่มีตัวอย่างเลือดที่ผ่าน
ข ัน้ตอนการท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ  ์ซึ่งอ้างอิงตาม 
สพุตัรา และคณะ (2012) มาเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอใน
ส่วนของยีน CHD ที่ใช้ในการระบุเพศนก โดยใช้
ไพรเมอร์ 3 คู่ ไดแ้ก่ไพรเมอร์ P2/P8 (Griffiths et 
al., 1998) ไพรเมอร์ 1237L/1272H (Kahn et al., 
1998) และไพรเมอร์ 2550F/2718R (Fridolfsson 
and Ellegren, 1999) เพื่อหาไพรเมอร์คู่ที่เหมาะสม
ในการระบเุพศในสกุลนกหวัโตเล็ก ซึ่งต้องสามารถ
แยกความแตกต่างของเพศผู้และเพศเมียไดอ้ย่าง
ชดัเจน โดยการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอในปรมิาตร 25 
ไมโครลิตร ประกอบดว้ยไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 20 
พิโคโมลต่อไมโครลิตร ปรมิาตร 1 ไมโครลิตร 2x 

Taq master mix (Vivantis) ปริมาตร 12.5 
ไมโครลติร จากนัน้ปรบัปรมิาตรดว้ย nuclaese free 
water ปริมาตร 10.5 ไมโครลิตร ก่อนที่จะน าใส่
เครือ่งเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ (thermal cycler) โดยใช้
สภาวะในการท าพซีอีาร์ที่ดดัแปลงจากงานวจิยัของ 
Wang และคณะ (2007) ดงัรายละเอียดใน Table 1 
น าผลผลติพซีอีารม์าแยกขนาดดว้ยเทคนิคอะกาโรส
เจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยใชเ้จลอะกาโรสเขม้ขน้ 1.5 
เปอร์ เ ซ็นต์  ในสารล ะล าย  1XTBE buffer 
เปรยีบเทยีบกบัดเีอน็เอมาตรฐานขนาด 50 คูเ่บส 
 
การหาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมด้วยเทคนิค
ระดบัโมเลกลุ 
น าตัวอย่างนกสกุลหวัโตเล็กที่เก็บได้ทัง้  3 ชนิด 
และตัวอย่างนกหวัโตสเีทา (Pluvialis squatarola) 
ที่ใช้เป็นตัวอย่างนอกสกุล (outgroup) มาเพิ่ม
ปรมิาณดเีอ็นเอในต าแหน่ง CHD ดว้ยคู่ไพรเมอร ์
2550F/2718R จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์ไปท าให้
บริสุทธิโ์ดยใช้ชุด GF-1 PCR clean-up kit 
(Vivantis) ส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์(บรษิัท 
First Base)   น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ได้มา
เปรยีบเทียบในฐานขอ้มูลของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) วเิคราะห์แกไ้ข 

 
Table 1 PCR conditions for three universal primer sets amplified CHD gene   

Condition 
 Primers  

P2/P8 1237L/1272H 2550F/2718R 

Pre-denaturation 95 0C  3  min 95 0C  3   min 95 0C  3   min 

Denaturation 95 0C  45 sec 95 0C  45  sec 95 0C  45  sec 

Annealing 56 0C  45  sec 54 0C  45  sec 50 0C  45  sec 

Extension 72 0C  45  sec 72 0C  45  sec 72 0C  45  sec 

Final extension 72 0C  10  min 72 0C  10  min 72 0C  10  min 
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ล าดบันิวคลีโอไทด์ และจดัเรยีงล าดบันิวคลีโอไทด ์
โดยใช้โปรแกรม Bioedit และ ClustalX จากนัน้
น าไปวเิคราะห์หาความสมัพนัธ์ทางพันธุกรรมโดย
ใชช้ดุโปรแกรม PHYLYP 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
จากการเก็บตัวอย่างเลือดในนกสกุลหัวโตเล็กใน
ภาคสนามสามารถเกบ็ตวัอย่างไดจ้ านวน 3 ชนิด 
จ านวน 117 ตวั ไดแ้ก ่C. mongolus จ านวน 87 ตวั 
(สมทุรสาคร 49 ตวั, เพชรบรุ ี2 ตวั, ตรงั 36 ตวั) C. 
leschenaultii จ านวน 27 ตวั (เพชรบุร ี3 ตวั, ตรงั 
24 ตัว) และ C. alexandrinus จ านวน 3 ตัว 
(เพชรบุร ี1 ตวั, ตรงั 2 ตวั) รวมทัง้ตวัอย่างนกหวั
โตสเีทา (P. squatarola) จ านวน 1 ตวัอย่าง ที่ใช้
เป็นตวัอย่างนอกสกลุ ในชว่งแรกของการทดลองท า
การระบเุพศโดยการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอในต าแหน่ง
ยีน CHD ในตวัอย่างเพียง 4 ตวัอย่าง (ยกเวน้ C. 
alexandrinus ) ดว้ยไพรเมอร์ 3 คู่ ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ 
P2/P8, 1237L/1272H และ 2550F/2718R โดยมี
ล าดบันิวคลโีอไทด ์ดงั Table 2 เพื่อหาคู่ไพรเมอร์ที่
เหมาะสมในการระบุเพศนกในสกุลนี้  จากนัน้น า
ผลผลติพซีอีาร์ไปวเิคราะห์ดว้ยวธิีอิเล็กโทรโฟรซีิส 
พบว่านกทัง้ 3 ชนิด ให้ผลผลิตพีซีอาร์ในนกเพศผู้

เกดิชิ้นดเีอ็นเอ 1 แถบจากแอลลีล CHD-Z นกเพศ
เมยีเกดิชิน้ดเีอน็เอ 2 แถบ จากแอลลลี CHD-Z และ
แอลลีล CHD-W ดงัแสดงใน Figure 1 โดยไพร
เมอรท์ัง้ 3 คู ่สามารถใชใ้นการระบุเพศนกได ้ซึ่งให้
ขนาดผลผลิตพีซีอาร์ทัง้จากแอลลีล CHD-Z และ 
CHD-W ดงั Table 2 โดยผลผลิตพีซีอาร์ของแอล
ลลี CHD-Z และ CHD-W ในคูไ่พรเมอร์ P2/P8 และ 
1237L/1272H ใหค้วามแตกต่างของขนาดชิ้นดเีอ็น
เอเท่ากนั คอื 50 คูเ่บส และพบวา่แอลลีล CHD-Z มี
ขน าดสั ้น กว่ า แอลลีล  CHD-W สอดคล้องกับ 
Jensen et al. (2003) ที่ท าการระบุเพศนกทัง้หมด 
47 ชนิด พบวา่ไพรเมอรท์ัง้ 2 คู่นี้ ให้ความแตกต่าง
ของขนาดชิ้นดีเอ็นเอของแอลลีล CHD-Z และ 
CHD-W ทีเ่ท่ากนั จากการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอของ
ยนี CHD บรเิวณอนิทรอนเดยีวกนั ส่วนผลการระบุ
เพศด้วยไพรเมอร์ 2550F/2718R ผลผลิตพีซีอาร์
ของแอลลีล CHD-Z และแอลลีล CHD-W มขีนาด
ชิ้นดเีอ็นเอแตกต่างกนัประมาณ 200 คู่เบส ท าให้
สามารถแยกความแตกต่างของนกเพศผู้และเพศ
เมยีไดอ้ย่างชดัเจน โดยขนาดของชิ้นดเีอ็นของแอล
ลลี CHD-Z มขีนาดยาวกว่าแอลลีล CHD-W ดงันัน้
จงึเลอืกใชไ้พรเมอร ์2550F/2718R มาใชใ้นการระบุ
เพศนกต่อไป 

  
Table 2 Primer sequences and the product sizes of PCR 

Primer (Nucleotide sequence) 
Size of PCR products 

CHD-Z CHD-W 
P2 (5'TCTGCATCGCTAAATCCTTT3') 
P8 (5'CTCCCAAGGATGAGRAAYTG3') 

350 bp 400 bp 

1237L (5’GAGAAACTGTGCAAAACAG3’) 
1272H (5’TCCAGAATATCTTCTGCTCC3’) 
 

250 bp 300 bp 

2550F (5’GTTACTGATTCGTCTACGAGA3’) 
2718R (5’ATTGAAATGATCCAGTGCTTG3’) 

650 bp 450 bp 
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Figure 1 Comparison of PCR products in genus 
Charadrius from P2/P8 primers, 1237L/1272H 
primers and 2550F/2718R primers by 1.5% 
agarose gel electrophoresis. M = male and F = 
female. 
 

ผลจากการระบุเพศโดยใช้ไพรเมอร ์
2550F/2718R ในการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอในส่วน
อนิทรอนของยนี CHD พบวา่สามารถเพิ่มปรมิาณดี
เอ็นเอได้ในนกทัง้ 3 ชนิด โดยแต่ละชนิดให้ความ
แตกต่างระหวา่งขนาดชิ้นดเีอ็นเออย่างชดัเจน โดย
ผลผลติพซีอีารท์ีไ่ดจ้ากแอลลีลของโครโมโซม W มี
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 450 คู่เบส และของ
โครโมโซม Z มขีนาดชิ้นดเีอ็นเอประมาณ 650 คู่
เบส ดงันัน้เมื่อพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 แถบ ขนาด
ประมาณ 650 คูเ่บส และ 450 คู่เบส จะระบุเป็นนก
เพศเมยี หากพบผลผลติพซีอีารข์นาดประมาณ 650 
คูเ่บส เพยีงแถบเดยีวจะระบุเป็นนกเพศผู ้ดงัแสดง
ใน Figure 2 ซึ่งจากการศกึษาตวัอย่างจ านวน 117 
ตวั พบเพศเมยีจ านวน 50 ตวั และเพศผูจ้ านวน 67 
ตวั แบ่งเป็น C. mongolus พบเพศผู ้ 54 ตวั และ
เพศเมยี 33 ตวั C. leschenaultii พบเพศผู ้11 ตวั 
และเพศเมยี 16 ตวั และ C. alexandrinus  แบง่เป็น
เพศผู ้2 ตวั และเพศเมยี 1 ตวั ส าหรบันกหวัโตสี
เทา (P. squatarola) พบว่าเป็นเพศผู ้น ามาเป็น
ตวัอย่างนอกสกลุ 

 
 

Figure 2 Sex identification in genus Charadrius 
with 2550F/2718R primers for CHD gene. The 
PCR products were separated on a 1.5% 
agarose gel. M = male and F = female. 
 

การใชไ้พรเมอร์ต่างๆ ในการเพิ่มจ านวน
ยนี CHD จะใหผ้ลผลติพซีอีาร์ที่มขีนาดแตกต่างกนั
นัน้ขึ้นอยู่กบัการออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ
ต าแหน่งบนยีน CHD และความจ าเพาะของไพร
เมอร์ในแต่ละชนิด (Figure 3) ดงันัน้การเลือกใช้
ไพรเมอรจ์งึเป็นสิง่ส าคญัในการระบุเพศนก อีกหนึ่ง
ปจัจยัทีส่ าคญัคอืความแตกต่างขนาดอินทรอนของ
แอลลีล CHD-Z และ CHD-W จ าเป็นต้องมคีวาม
แตกต่างกนัชดัเจน เพื่อระบุเพศนกไดอ้ย่างถูกต้อง 
(Wang et al., 2007) การใชไ้พรเมอร์หลายชุดเพื่อ
ป้องกนัขอ้ผดิพลาดที่เกดิขึ้นในการระบุเพศนกตรง
กบัค าแนะน าของ Casey et al. (2009) ซึ่งพบ
ปญัหาจากการระบุเพศนก Bartramia longicauda 
พบวา่แอลลลี CHD-Z เกดิลกัษณะ polymorphisms 
ท าใหผ้ลการวเิคราะห์ผลผลติพซีอีาร์ผดิพลาด ปกติ
นกเพศผู้จะเกดิชิ้นดเีอ็นเอ 1 แถบ แต่ให้ผลชิ้นดี
เอ็นเอ 2 แถบ ซึ่งให้ผลเป็นเพศเมยี การเกดิชิ้นดี
เอน็เอขนาดต่างกนัมสีาเหตุมาจากการเกดิ deletion 
ของแอลลีล CHD-Z บนโครโมโซมใดโครโมโซม
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หนึ่งที่มเีบสบางต าแหน่งเกิดการหายไป ท าให้ผล
การ ระบุ เพศผิดพลาดขึ้น  ดังนั ้นจ า เ ป็นต้อ ง
แกป้ญัหาโดยใชไ้พรเมอรห์ลายชดุในการระบเุพศ  
 

 
Figure 3 The region in CHD gene showing the 
binding sites for the three primer pairs used 
(modified from Kahn et al., 1998). 
 

จากงานวจิยัของ Lee et al. (2010) พบ
ความแปรปรวนของยีน CHD ในนกแต่ละชนิด โดย
ท าการศึกษานก 3 ชนิด (Alcippe morrisonia, 
Aegithalos concinnus และ A. nipalensis) ในงาน
ครัง้นี้จงึศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดย
ท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแอลลีล 
CHD-Z  และสรา้ง Phylogenetic tree จากการชุด
โปรแกรม PHYLYP โดยใช้วิธี Neighbor Joining 
และใช้ Bootstrap จ านวน 100 ซ ้ า พบว่า 
Phylogenetic tree มีความสมัพันธ์กบัลักษณะ
สณัฐานของนก กล่าวคือ C. mongolus และ C. 
leachenaultii  มคีวามใกล้ชดิกนัในระดบัพนัธุกรรม
และมีลักษณะสัณฐานที่ใกล้เคียงกันมาก ซึ่งจะ
แตกต่างกันเพียงลักษณะของปาก โดย  C. 
leachenaultii มีปากยาวกว่าและปลายปากแหลม
กว่า C. mongolus (Hirschfeld et al., 2000) ส่วน 
C. alexandrinus มคีวามแตกต่างจาก C. mongolus 
และ C.leachenaultii  อย่ างชัดเจนทั ้ง ในระดับ
พันธุกรรมและลักษณะสัณฐาน (Figure 4) 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมจาก
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแอลลีล CHD-Z ยังไม่
สามารถศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมใน

แต่ละพื้นทีไ่ด ้หรอืยงัไมส่ามารถศกึษาในระดบัชนิด
ย่อยได ้เนื่องจากแอลลีล CHD-Z มลี าดบันิวคลีโอ
ไทด์ที่มีขนาดสัน้  จ าเป็นต้องศึกษาโดยใช้ยีน
ต าแห น่งอื่นๆ ที่มีขนาดยาวมากขึ้น  เพื่ อ
เปรยีบเทียบหาความแตกต่างไดม้ากยิ่งขึ้น (Paton 
et al., 2006) รวมทัง้การวิเคราะห์มากกว่า 1 
ต าแหน่ง ดงัเช่น Kupper et al. (2009) ท าการ
วเิคราะห์ยีนที่อยู่ในไมโทคอนเดรยี 2 ต าแหน่ง คอื
ยีน NADH dehydrogenase subunit 3 (ND3) ที่มี
ขนาดประมาณ 400 คูเ่บส และยีน ATPase subunit 
6/8 (ATPase 6/8 ) ที่มขีนาดประมาณ 1200 คู่เบส 
พบว่าสามารถแยกชนิดย่อยของ C. alexandrinus 
ได้ 2 ชนิดย่อย  คือ  C.a nivosus  และ  C.a 
alexandrinus  อีกทัง้จ าเป็นต้องศกึษาตัวอย่างใน
แต่ละพื้นที่ในจ านวนที่มากขึ้น เพื่อศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมไดอ้ย่างถูกต้องแม่นย า
มากยิง่ขึน้  

 

 
Figure 4 Phylogenetic tree of genus Charadrius 
including C. mongolus, C. leschenaultia and C. 
alexandrinus (P = Phetchaburi, S = Samut 
sakorn, T= Trang ). 
 
สรปุผลการทดลอง 
 การระบุเพศในนกสกุลนกหวัโตเล็กจากการ
ตรวจสอบยีน CHD ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พร
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เมอ ร์  3 คู่  ( P2/P8, 1237L/1272H แล ะ 
2550F/2718R) สามารถระบุเพศนกไดท้ัง้ 3 ชนิด 
คอื หวัโตทรายเลก็ (C. mongolus) หวัโตทรายใหญ่ 
(C. leschenaultii) แ ล ะหัว โตข าด า  (C. 
alexandrinus) โ ด ย ไ พ ร เ ม อ ร์  2550F/2718R 
เหมาะสมในการระบุเพศในสกุลนกหวัโตเล็กมาก
ทีส่ดุ เนื่องจากสามารถแยกความแตกต่างขนาดชิ้น
ดีเอ็นเอระหว่าง CHD-Z และ CHD-W ได้อย่าง
ชดัเจน และพบวา่ C. mongolus  มคีวามใกล้ชดิกบั 
C. leschenaultii ทัง้ระดบัพันธุกรรมและลักษณะ
สณัฐาน โดยรายงานนี้เป็นฐานขอ้มูลระดบัโมเลกุล
ในการศกึษานกชายเลนอพยพในประเทศไทยฉบบั
แรก ซึ่งสามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่อยอดในด้าน
ฐานขอ้มลูระดบัโมเลกลุและขอ้มลูประชากรนก เพื่อ
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของประชากร อัตราส่วน
ระหวา่งเพศ  และเพื่อการอนุรกัษ์นกชายเลนต่อไป 
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