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การระบเุพศในนกแก้วบางชนิด 
Sex identification of some parrots 
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บทคดัย่อ 

การเพาะขยายพันธุ์ในนกที่มีลักษณะ
ภายนอกเหมือนกันทัง้ ในเพศผู้  และเพศเมีย 
(sexually monomorphic) นัน้ การใชล้กัษณะทาง
สณัฐานวทิยาเพยีงอย่างเดยีวมคีวามเสีย่งสงูต่อการ
ระบุเพศผดิพลาด ดงันัน้จึงต้องใช้เทคนิคในระดบั
โมเลกุล โดยอาศยัหลกัการที่มคีวามแตกต่างของ
ความยาวบรเิวณ intron ของยนี chromo-helicase-
DNA binding (CHD) ระหว่างโครโมโซม Z (CHD-
Z) กบัโครโมโซม W (CHD-W) มาใชใ้นการระบุเพศ 
การศึกษาในครัง้นี้ เก็บตัวอย่ าง เลือดนก sun 
conure (Aratinga solstitialis), monk parakeet 
(Myiopsitta monachus) และ crimson-bellied 
conure (Pyrrhura perlata) ดว้ยกระดาษสกดัดเีอน็
เอส าเร็จรูป (FTA® card) และเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรมในส่วน intron ของยนี CHD ด้วยไพร
เมอร ์2550F/2718R สามารถตรวจสอบผลผลติพซีี
อารด์ว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ พบว่า

 

นกเพศเมยีมแีถบดเีอน็เอ 2 แถบ ที่มชีิ้นดเีอน็เอ
ขนาด 500 คู่เบส (CHD-W) และขนาดใหญ่
ประมาณ 650-700 คู่เบส (CHD-Z) และนกเพศผูม้ี
แถบดเีอน็เอเพยีง 1 แถบ ประมาณ 650-700 คู่เบส 
(CHD-Z) อาจกล่าวไดว้่าเทคนิคนี้สามารถบ่งชีเ้พศ
ในวงศน์กแกว้ทีน่ิยมน ามาเพาะเลีย้งได ้ซึง่การบ่งชี้
เพศมคีวามจ าเป็นในการเพาะขยายพนัธุ์เนื่องจาก
เพศผู้  และเพศเมียของนกวงศ์นี้มีลักษณะไม่
แตกต่างกนั 
 

ABSTRACT 
Sex identification of sexually mono 

morphic avian species for captive breeding by 
morphological traits alone has a high risk of 
misidentification. Therefore, sex identification 
using molecular techniques is recommended, 
using intron length polymorphism of chromo-
helicase-DNA binding (CHD) gene located on 
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the Z (CHD-Z) and W (CHD-W) homologous 
chromosomes. In this study, using FTA® card, 
genomic DNA was collected from blood samples 
of sun conure (Aratinga solstitialis), monk parakeet 
(Myiopsitta monachus) and crimson-bellied 
conure (Pyrrhura perlata). The 2550F/2718R 
primer pair was used to amplify the intronic 
region of the CHD gene and the resulting PCR 
products were analyzed by agarose gel 
electrophoresis. Samples from the females 
produced two bands, which are 500 bp (CHD-
W) and 650-700 bp (CHD-Z), whereas samples 
from the males produced only a single band at 
around 650-700 bp (CHD-Z). Thus, this technique 
can be used for sex identification of parrots, which 
is required for successful captive breeding 
programms, as they do not exhibit sexual 
dimorphism. 
 
ค าส าคญั: การระบุเพศ, ยนี chromo-helicase-
DNA binding (CHD), นกแกว้ 
Keywords: sex identification; chromo-helicase-
DNA binding (CHD) gene, parrot 
 

บทน า 
การระบุเพศในนกเป็นประโยชน์ในการ

ติดตามการเปลี่ยนแปลงประชากรนก อัตราส่วน
ของเพศ พฤตกิรรมการผสมพนัธุ ์นิเวศวทิยา การ
อนุรักษ์ และวิวฒันาการ รวมทัง้ความถูกต้อง
แม่นย าในการจบัคู่เพื่อเพาะขยายพนัธุ์เพื่อการค้า 
ซึง่การระบุเพศของนกเป็นไปไดย้ากในขณะทีย่งัไม่
แสดงลกัษณะเฉพาะของเพศ นอกจากนี้ยงัพบว่า
ประมาณ 50% ของนกทัง้หมดมลีกัษณะภายนอก
เหมือนกันทัง้ ในเพศผู้และเพศเมีย  (sexually 
monomorphic) ท าใหไ้ม่สามารถระบุเพศโดยดูจาก

ลกัษณะภายนอกได ้แมไ้ดพ้ยายามหาความสมัพนัธ์
ของลักษณะและพฤติกรรมระหว่างเพศ เช่น นก
เพศผู้จะมีสสีนัที่เข้มและสดใสกว่าเพศเมีย และมี
ขนาดที่ใหญ่กว่านกเพศเมีย การศึกษาเกี่ยวกับ
ฮอร์โมน การตรวจโครโมโซมเพศ การผ่าหรอืส่อง
กลอ้งเพื่อตรวจดูอวยัวะเพศภายใน ซึ่งนอกจากท า
ให้นกบาดเจ็บแล้ว ยังมีปจัจยัที่ท าให้การแปลผล
คลาดเคลื่อนได้ เช่น อายุ ฤดูกาลผสมพันธุ์ และ
ขนาดของล าตัว เป็นต้น รวมทัง้มีผลท าให้นก
บาดเจบ็ได้ (Bermúdez-Humarán et al., 2002) 
ดงันัน้จงึไดม้กีารพฒันาการระบุเพศดว้ยเทคนิคทาง
โมเลกุลขึน้ (Cerit and Avanus, 2007) โดยเทคนิค
ทีน่ิยมน ามาใชใ้นการระบุเพศนกนัน้เกดิขึน้หลงัการ
คน้พบยนี chromo-helicase-DNA binding (CHD) 
บนโครโมโซม W (Griffiths and Tiwari, 1995) และ
โครโมโซม Z (Griffiths and Korn, 1997) เนื่องจาก
นกมลีกัษณะของโครโมโซมเพศแตกต่างจากสตัว์
เลี้ยงลูกด้วยนม โดยนกเพศเมยีมโีครโมโซมเพศที่
แตกต่างกนั (heterogametic sex: ZW) ในขณะที่
น ก เ พ ศ ผู้ มี โ ค ร โ ม โ ซ ม เ พ ศ ที่ เ ห มื อ น กั น 
(homogametic sex: ZZ) ร่วมกบัหลกัการทีม่คีวาม
แตกต่างของความยาวบรเิวณ intron ของยนี CHD 
ระหว่างโครโมโซม Z (CHD-Z) กบัโครโมโซม W 
(CHD-W) (Griffiths and Tiwari, 1995; Ellegren, 
1996; Griffiths and Korn, 1997) จงึน ามาใชใ้นการ
ระบุเพศนกไดเ้ป็นอย่างด ียกเวน้นกทีบ่นิไม่ได ้

วงศน์กแกว้ (Family Psittacidae: parrots 
และ parakeets) เช่น เลฟิเบริด์ (lovebird) หงสห์ยก 
(budgerigar) คอนวัร ์(conure) และมาคอว ์(macaw) 
เป็นตน้ เป็นกลุ่มนกทีไ่ดร้บัความนิยมน ามาเลีย้งใน
ปจัจุบนั เน่ืองจากความสามารถในการเลียนแบบ
เสยีง และสสีนัทีส่วยงามของขน ท าใหน้กในวงศน์ี้มี
ราคาสูง และเป็นที่สนใจในการเพาะขยายพนัธุ ์ซึ่ง
นอกจากปจัจยัดา้นสถานทีแ่ละอาหารส าหรบัคู่นกที่
พรอ้มผสมพนัธุแ์ลว้ ปจัจยัทีส่ าคญัอกีประการหน่ึงที่



 สพุตัรา โพธ์ิเอ่ียม และคณะ           Thai J. Genet. 2012, 5(2) : 194-202    196 

จะท าใหม้กีารเพิม่จ านวนลูกนกไดต้ามระยะเวลาที่
ก าหนด และลดต้นทุน คอืการระบุเพศนกเพื่อการ
จบัคู่ระหว่างเพศผูแ้ละเพศเมยีอย่างถูกต้องแม่นย า 
แต่เนื่องจากนกวงศ์นี้มีลกัษณะเหมือนกนัทัง้สอง
เพศไม่สามารถระบุเพศผู้และเพศเมีย ด้วยการ
สังเกตจากลักษณะภายนอกเพียงอย่าง เดียว 
ตัวอย่างการระบุเพศในนกวงศ์นี้ด้วยเทคนิคทาง
โมเลกุล เช่น Miyaki et al. (1998) ทีส่ามารถบ่งชี้
เพศในนกแก้ว นกเงือก (toucan) และนกคูรัสโซ 
(curassow) ดว้ยไพรเมอร์ P2/P8 ได ้โดยนกแกว้
และนกเงอืกสามารถตรวจสอบผลผลติพซีอีาร์ด้วย
เทคนิคอะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิแบบมาตรฐาน 
แต่ส าหรบันกคูรสัโซต้องตรวจสอบผลผลติพซีอีาร์
ด้วยเจลพอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide gel) 
และในนกมาคอว ์(Ara sp.) ดว้ยไพรเมอร ์P2/P3 
และเทคนิค restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) โดยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ
ชนิด DdeI, XhoI และ HaeIII (Bermúdez-
Humarán et al., 2002)  

การสกัดดีเอ็นเอในการระบุเพศของนก
สามารถสกัดได้จากตัวอย่างจากเลือด (Ellegren, 
1996; Wang et al., 2007) ขน (Jensen et al., 
2003; Sacchi et al., 2004; Costantini et al., 
2008) เนื้อเยื่อ (Kahn et al., 1998; Fridolfsson 
and Ellegren, 1999; Wang et al., 2007) และเสน้
เลอืดบรเิวณเปลอืกไข่ (Jensen et al., 2003) โดย
เลือดเป็นแหล่งตัวอย่างที่เหมะสม และสะดวกใน
การน ามาใช้ในการสกดัดีเอ็นเอ แต่โดยส่วนใหญ่
แลว้ตอ้งใชเ้ลอืดในปรมิาณมากพอส าหรบัการสกดัดี
เอ็นเอ ซึ่งท าให้นกได้รับบาดเจ็บ และเกิดภาวะ
เครียดได้ กระดาษสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (FTA® 
card) เป็นกระดาษทีม่สีารเคมทีีส่ามารถย่อยเซลล ์
และตรึงดีเอ็นเอไว้บนเสน้ของใยกระดาษ ซึ่งนิยม
น ามา ใช้ ใน งานนิ ติวิทย าศาสตร์ของม นุษย์ 
(Hedman et al., 2008) โดยในการศกึษาครัง้นี้มี

วตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาการระบุเพศในวงศน์กแกว้ที่
นิยมน ามาเลี้ยงด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร ์
2550F/2718R โดยเกบ็ตวัอย่างเลือดด้วย FTA® 
card 
 

อปุกรณ์และวิธีการ 
การเกบ็ตวัอย่างเลือดนก 

เกบ็ตวัอย่างเลอืดจากนก ในวงศน์กแกว้ที่
นิยมเลีย้งในประเทศไทยจ านวน 3 ชนิด คอื sun 
conure (Aratinga solstitialis) จ านวน 52 ตวั, 
monk parakeet (Myiopsitta monachus) จ านวน 
12 ตวั และ crimson-bellied conure (Pyrrhura 
perlata หรอื P. rhodogaster) จ านวน 6 ตวั รวม
ทัง้สิน้ 70 ตวั จากทบีฟีารม์ อ าเภอปากช่อง จงัหวดั
นครราชสมีา โดยใชอุ้ปกรณ์คลา้ยกระบอก ที่
สามารถครอบลงบนตวันก เพื่อป้องกนัการตปีีก
ขณะเจาะเลอืดบรเิวณปลายนิ้วเทา้ ดว้ยเขม็เบอร ์
26 จากนัน้ใช ้FTA® card (Whatman, USA) ซบัที่
หยดเลอืดเพื่อเกบ็ตวัอย่าง น ากระดาษทีม่ตีวัอย่าง
เลอืดใสใ่นหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร เปิดฝา
ทิง้ไวใ้หต้วัอย่างแหง้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง หลงัจากนัน้ปิด
ฝาหลอดทดลองใหส้นิท และเกบ็ไวใ้นถุงพลาสตกิที่
มสีารกนัความชืน้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จนกว่าจะน ามา
ทดลองในขัน้ตอนต่อไป 

 
การท าให้ดีเอน็เอบน FTA® card บริสุทธ์ิ 
 วิธีการทดลองดัดแปลงจากวิธีที่ระบุใน
เอกสารแนะน าของบริษัทผู้ผลิต  โดยการใช ้
poucher ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2 มิลลิเมตร 
เจาะลงบน FTA® card บริเวณที่มีตัวอย่างเลือด 
และใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 มลิลลิติร เติม 
FTA purification reagent (Whatman, USA) ปรมิาตร 
125 ไมโครลิตร น าไป vortex ก่อนบ่มที่อุณหภูมิ
ระหว่าง 60-80 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 10 
นาท ีดูดสารละลายทิง้ ท าซ ้าขัน้ตอนนี้ 2 ครัง้ และ
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เตมิ 0.1 mM TE buffer ปรมิาตร 125 ไมโครลติร 
บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 5 นาที ดูด
สารละลายทิง้ ท าซ ้าขัน้ตอนนี้อกี 1 ครัง้ และท าให้
แหง้ทีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 5 
นาท ีหรอืจนกว่าจะแหง้ 

 
การเพ่ิมปริมาณสารพนัธกุรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร ์ 

เพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรม ในบรเิวณยนี 
CHD ดว้ย forward primer (2550F): 5´-GTTACT 
GATTCGTCTACGAGA-3´ และ reverse primer 
(2718R): 5´-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3´ 
(Fridolfsson and Ellegren, 1999) โดยปฏกิริยิาใน
ปรมิาตร 25 ไมโครลติร ประกอบ ดว้ย FTA® card 
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 2 มลิลเิมตร ทีผ่่านขัน้ตอน
การท าดเีอน็เอใหบ้รสิทุธิเ์เลว้จ านวน 1 แผ่น ไพร
เมอรอ์ย่างละ 0.8 pM, 200 µM dNTPs, Taq DNA 
polymerase (Biolabs) 0.2 U และ 1X PCR buffer 
น าใสเ่ครื่องเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมทีต่ัง้โปรแกรม 
ในขัน้ต่างๆ ดงันี้ รอบที ่ 1 ทีอุ่ณหภูม ิ 95 องศา
เซลเซยีส 5 นาท ีรอบที ่2-35 ทีอุ่ณหภูม ิ95 องศา
เซลเซยีส 45 วนิาท ี 50 องศาเซลเซยีส 45 วนิาท ี
และ 72 องศาเซลเซยีส 45 วนิาท ี และรอบสดุทา้ย 
ทีอุ่ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี(Wang et al., 
2007) ผลผลติพซีอีารถ์ูกแยกขนาดดว้ยเทคนิคอะ
กาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยใชเ้จลอะกาโรส
เขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซน็ต ์ในสารละลาย 1X TBE buffer 
เปรยีบเทยีบกบัดเีอน็เอมาตรฐานขนาด 50 คู่เบส 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
เมื่อน า FTA® card ทีม่ตีวัอย่างเลอืดจาก

นก A. solstitialis จ านวน 52 ตวั, M. monachus 
จ านวน 12 ตวั และ P. perlata จ านวน 6 ตวั รวม
ทัง้สิน้ 70 ตวั ไปเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมโดยใช้
ไพรเมอร ์ 2550F/2718R พบว่าตวัอย่างดเีอน็เอที่
อยู่บน FTA® card นัน้น าไปเพิม่ปรมิาณสาร

พนัธุกรรมไดใ้นบางตวัอย่างเท่านัน้ โดยมคี่าเฉลีย่
ประมาณ 50 เปอรเ์ซน็ต ์ และในตวัอย่างทีเ่พิม่
ปรมิาณสารพนัธุกรรมได ้ จะใหผ้ลผลติพซีอีารท์ีม่ ี
ลกัษณะแถบทีจ่างและไมช่ดัเจน ซึง่หมายถงึมดีเีอน็
เอเริม่ตน้ในปรมิาณทีน้่อย จงึดดัแปลงวธิกีารท าให้
ดเีอน็บน FTA® card บรสิทุธิ ์ โดยบ่มดว้ย FTA 
purification reagent ทีอุ่ณหภูมริะหว่าง 60-80 
องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 10 นาท ีแทนการบ่ม
ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เมื่อน าไปเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรม 
พบว่าทีอุ่ณหภูม ิ 80 องศาเซลเซยีส สามารถเพิม่
ปรมิาณสารพนัธุกรรมไดแ้ละใหแ้ถบทีช่ดัเจนดทีีส่ดุ 
และสามารถเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมไดส้ าเรจ็ ใน
ทุกตวัอย่าง อาจเนื่องจากสามารถก าจดัเศษเซลล ์
และไพรเมอรท์ีเ่ขา้ท าปฏกิริยิากบัดเีอน็เอไดม้ากขึน้ 

ผลจากการระบุเพศโดยใชไ้พรเมอร ์2550F/ 
2718R ในการเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรม ในสว่น 
intron ของยนี CHD และตรวจสอบขนาดชิน้ดเีอน็
เอของตวัอยา่งทีศ่กึษา เปรยีบเทยีบกบัขนาดของ
แถบดเีอน็เอมาตราฐาน พบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณ
สารพนัธุกรรมไดใ้นนกทัง้ 3 ชนิด โดยแต่ละชนิดให้
ความแตกต่างระหว่างขนาดชิน้ดเีอน็เออย่างชดัเจน 
โดยผลผลติพซีอีารท์ีไ่ดจ้าก intron ของโครโมโซม 
W มขีนาดชิน้ดเีอน็เอประมาณ 500 คู่เบส และของ
โครโมโซม Z มขีนาดชิน้ดเีอน็เอประมาณ 650-700 
คู่เบส ดงันัน้เมื่อพบผลผลติพซีอีาร ์ 2 แถบ ขนาด
ประมาณ 650-700 และ 500 คู่เบส จะระบุเป็นนก
เพศเมยี หากพบผลผลติพซีอีาร ์ ขนาดประมาณ 
650-700 คู่เบส เพยีงแถบเดยีวจะระบุเป็นนกเพศผู ้
(Figure 1) ซึง่จากการศกึษาตวัอย่างจ านวน 70 
ตวัอย่าง พบเพศเมยีจ านวน 28 ตวัอย่าง และเพศผู้
จ านวน 42 ตวัอย่าง โดย A. solstitialis, M. 
monachus และ P. perlata พบเพศเมยีจ านวน 19, 
7 และ 2 ตวัอย่าง และเพศผูจ้ านวน 33, 5 และ 4 
ตวัอย่าง ตามล าดบั เมื่อน าไปเทยีบขอ้มลูจากฟารม์
ในการจบัคูผ่สมก่อนการศกึษาการระบุเพศ ดว้ย
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เทคนิคทางโมเลกุล พบว่ามกีารจบัคู่ผดิประมาณ 
30 เปอรเ์ซน็ต ์

 

 
 

Figure 1 Sex identification of sun conure (A. 
solstitialis), monk parakeet (M. monachus) and 
crimson-bellied conure (P. perlata) with 2550F/ 
2718R primers for the CHD gene. The PCR 
products were separated on a 2% agarose gel. 
Neg = negative, F = female, M = male.  
 

ในการออกแบบไพรเมอรจ์ะใหจ้ าเพาะกบั
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ upstream และ 
downstream บรเิวณ intron ของยนี CHD ซึง่เป็น
บรเิวณที่อนุรกัษ์สูง (highly conserved region) 
เมื่อมีการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจะได้จ านวน
และความยาวของแถบดเีอน็เอทีแ่ตกต่างกนั ท าให้
สามารถระบุเพศนกได้ โดยเพศเมียจะพบแถบ
จ านวน 2 แถบ ที่มีขนาดชิ้นดเีอน็เอของบรเิวณ 
intron ที่แตกต่างกนัสองขนาดจาก CHD-Z และ 
CHD-W ในขณะที่เพศผู้พบเพียงแถบเดียวของ
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ intron ที่มาจาก CHD-Z 
และโดยส่วนใหญ่แลว้ intron บรเิวณ CHD-W จะมี
ความยาวมากกว่าบรเิวณ CHD-Z ขึน้กบัสปีชสีข์อง
นก และชนิดของไพรเมอร์ ซึ่งในการศึกษาครัง้นี้

พบว่า CHD-W (แถบล่าง) จะมขีนาดที่ส ัน้กว่า 
CHD-Z (แถบบน) รวมทัง้พบว่า CHD-Z ของ M. 
monachus มขีนาดชิน้ดเีอน็เอประมาณ 700 คู่เบส 
ซึง่มขีนาดยาวกว่า A. solstitialis และ P. perlata ที่
มขีนาดชิ้นดีเอน็เอประมาณ 650 คู่เบส โดยไพร
เมอร์ P2/P3 เป็นไพรเมอรค์ู่แรกทีน่ ามาใช้ในการ
ระบุเพศนก (Griffiths and Tiwari, 1995) แต่ไม่เป็น
ทีน่ิยมเนื่องจากเป็นการเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรม
ในส่วนของ exon ของยนี CHD ที่ขนาดของชิ้น    
ดเีอน็เอระหว่าง CHD-W และ CHD-Z แตกต่างกนั
ประมาณ 60-110 คู่เบส ขึน้อยู่กบัแต่ละสปีชสี ์และ
ได้มีการพัฒนา universal primer ที่สามารถ
น ามาใชใ้นการระบุเพศนก ไดแ้ก่ P2/P8 (Griffiths 
et al., 1998), 1237L/1272H (Kahn et al., 1998) 
และ 2550F/2718R (Fridolfsson and Ellegren, 
1999) ซึง่ไพรเมอร ์P2/P8 และ 1237L/1272H จะ
เพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมของยนี CHD บริเวณ 
intron เดยีวกนั และไพรเมอร์ 2550F/2718R จะ
เพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมของยนี CHD บริเวณ 
intron ทีต่่างไป ส าหรบั universal primer ทัง้ 3 คู่นี้
เหมาะกับการระบุเพศในนกแตกต่างกันไป เช่น 
ไพรเมอร์ P2/P8 ให้ผลแม่นย ากว่าไพรเมอร ์
2550F/2718R ในนก red-billed oxpecker 
(Buphagus  erythrorhynchus) (Dalton et al., 2010), 
eurasian blackbird (Turdus merula) (Dawson et 
al., 2001) รวมทัง้ในวงศ์นกเป็ดน ้า (Anatidae 
family) (Ong and Vellayan, 2008) Wang et al. 
(2007) ไดศ้กึษาการน าไพรเมอร์มาใช้ในการระบุ
เพศนกจ านวน 73 สปีชสี ์รวม 19 วงศ ์พบว่าไพร
เมอร์ 1237L/1272H สามารถระบุเพศนกได้ถึง 
78.75 เปอรเ์ซน็ต ์และไม่สามารถระบุเพศได ้21.25 
เปอร์เซ็นต์ โดยไม่สามารถระบุเพศในนกวงศ ์
Ciconiidae, Muscicapidae, Timaliidae และ
บางส่วนของ Psittacidae ซึ่งสามารถระบุเพศได้
ดว้ยไพรเมอร์ 2550F/2718R แต่ส าหรบัไพรเมอร ์
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2550F/2718R สามารถระบุเพศนกไดเ้พยีง 73.75 
เปอร์เซน็ต์ โดยไม่สามารถใชไ้พรเมอร์นี้ในนกวงศ ์
Accipitridae, Cracidae, Caprimulgidae, Muso-
phagidae, Pycnonotidae และบางส่วนของ 
Threskiornithidae, Anatidae, Phasianidae และ 
Psittacidae แต่อย่างไรกต็าม universal primer นี้
ไม่สามารถน ามาใชใ้นการระบุเพศนกบนิไม่ได ้เช่น 
นกกระจอกเทศ (ostrich: Struthio camelus) 
(Griffiths et al., 1998) ส าหรบัในวงศ ์Psittacidae 
ส าม า รถ ร ะบุ เ พศด้ ว ย ไพ ร เม อ ร์  P2/NP/MP 
(Thammakarn et al., 2007) อกีดว้ย  

อย่างไรกต็ามการระบุเพศนกดว้ยลกัษณะ
ภายนอกมีโอกาสผิดพลาดได้ การใช้เทคนิคทาง
โมเลกุลอาจมีข้อผิดพลาดได้เช่นเดียวกัน โดยใน
กรณีของไพรเมอร ์P2/P8 นัน้ แมว้่านิยมน ามาใชใ้น
การระบุ เพศนกในหลายสปีชีส์ แต่ต้องมีการ
เปลี่ยนแปลงสภาวะทีเ่หมาะสมในปฏกิริยิาพซีอีาร ์
โดยเฉพาะอุณหภูม ิannealing และความเขม้ข้น
ของ MgCl2 (Griffiths et al., 1998; Jensen et al., 
2003) รวมทัง้ในบางครัง้ไม่สามารถแสดงความ
แตกต่างของขนาดชิ้นดีเอน็เอ เมื่อตรวจสอบด้วย
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เนื่องจาก
ขนาดของชิน้ดเีอน็เอระหว่าง CHD-Z กบั CHD-W 
ไม่แตกต่างกนัมาก ท าใหแ้สดงผลผลติพซีอีารข์อง
เพศเมยีมแีถบดเีอน็เอเพยีงแถบเดยีว เกดิการระบุ
เพศผดิพลาดจากเพศเมยีเป็นเพศผูไ้ด ้(Fridolfsson 
and Ellegren, 1999) และเนื่องจากไพรเมอร ์
P2/P8 และ 1237L/1272H จะใหช้ิน้ดเีอน็เอบรเิวณ 
intron เดยีวกนั ดงันัน้การแปลผลมกัไม่แตกต่างกนั
ระหว่างสองไพรเมอรน์ี้ แม้ว่าขนาดของชิ้นดเีอน็เอ
ที่เพิม่ปริมาณด้วยไพรเมอร์ 1237L/1272H จะมี
ขนาดยาวมากกว่ากต็าม (Jensen et al., 2003) 
โดยทัว่ไปการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร ์
P2/P8 จะใหข้นาดของชิน้ดเีอน็เอระหว่าง CHD-Z 
กบั CHD-W แตกต่างกนัตัง้แต่ 10-80 คู่เบส ซึ่ง

แยกความแตกต่างของขนาดชิ้นดเีอ็นเอ ด้วยเจล 
พอลอิะครลิาไมด ์(Kahn et al., 1998) เช่น การระบุ
เพศในนก common swift (Apus apus), morepork 
(Ninox novaeseelandiae), tawny owl (Strix 
aluco) (Griffiths et al., 1998), curassow (Miyaki 
et al., 1998) และ auklet (Dawson et al., 2001) 
เป็นต้น หรือการน าผลผลิตพีซีอาร์มาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ เช่น นก short-toed eagle 
(Circaetus gallicus) ที่มลี าดบันิวคลีโอไทด์ของ 
CHD-W และ CHD-Z แตกต่างกนัเพยีง 9 คู่เบส 
(Sacchi et al., 2004) และ humboldt penguin 
(Spheniscus humboldti) ที ่CHD-W และ CHD-Z 
มชีิน้ดเีอน็เอขนาดความยาว 380 และ 370 คู่เบส 
ตามล าดบั ซึง่มขีนาดแตกต่างกนัเพยีง 10 คู่เบส 
(Costantini et al., 2008) ท าใหไ้ม่สามารถระบุเพศ
ไดอ้ย่างชดัเจน จ าเป็นตอ้งอาศยัเทคนิค RFLP โดย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ HaeIII และ Asp700 (Sacchi et 
al., 2004; Costantini et al., 2008) รวมทัง้ในนก 
takahe (Porphyrio mantelli) ทีม่ชีิน้ดเีอน็เอขนาด
ความยาว 390 คู่เบส ทัง้ในเพศผู้และเพศเมยี แต่
สามารถระบุเพศได้หลงัการใช้เอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
HaeIII (Eason et al., 2001) แต่ส าหรบัไพรเมอร ์
2550F/2718R นัน้จะให้ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ
แตกต่างกนัถึง 150-250 คู่เบส (Fridolfsson and 
Ellegren, 1999; Jensen et al., 2003) การศกึษา
ครัง้นี้จึงนับว่ามีความเหมาะสมที่ใช้ไพรเมอร ์
2550F/2718R มาระบุเพศในวงศน์กแกว้ เนื่องจาก
แสดงความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอน็เอระหว่าง 
CHD-Z กบั CHD-W ประมาณ 150-200 คู่เบส 
สามารถแยกความแตกต่างไดช้ดัเจนดว้ยเทคนิคอะ
กาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ 
 นอกจากนัน้แลว้ยงัพบว่า การใชไ้พรเมอร ์
P2/P8 ระบุเพศในนก whiskered auklet (Aethia 
pygmaea), least auklet (A. pusilla), crested 
auklet (A. cristatella) และ parakeet auklet 
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(Cyclorrhynchus psittacula) จะพบความหลากหลาย 
(polymorphism) ของขนาดชิน้ดเีอน็เอของ CHD-Z 
ในนกเพศผูไ้ด ้(Dawson et al., 2001) โดยรปูแบบ
การเกดิ polymorphism ของ CHD-Z นี้มผีลใหเ้พศ
ผูเ้หน็ลกัษณะแถบเป็นสองแถบ เช่นเดยีวกบัเพศ
เมยี ท าใหก้ารระบุเพศจากเพศผูเ้ป็นเพศเมยีได ้ ซึง่
สามารถพบในกรณีนี้ในนกมากกว่า 18 สปีชสี ์ เช่น 
นก upland sandpiper (Bartramia longicauda) 
CHD-Z มขีนาดความยาวของชิน้ดเีอน็เอถงึ 3 
รปูแบบ คอื 335, 331 และ 330 คู่เบส ทีเ่กดิจาก 
insertion-deletion ในขณะที ่CHD-W มขีนาดความ
ยาวของชิน้ดเีอน็เอ 370 คู่เบส (Casey et al., 
2009) ซึง่กรณีทีก่ล่าวมาจะท าใหก้ารระบุเพศคลาด 
เคลื่อนได ้
 ในการเพาะขยายพนัธุน์กนัน้หากการผลติ
ลกูนกไม่เป็นไปตามเป้าทีต่ัง้ไว ้จะกระทบถงึต้นทุน
และเวลาในการดูแลนก ดังนัน้การระบุเพศนกที่
ถูกต้องสามารถเพิม่จ านวนลูกนกไดใ้นระยะเวลาที่
ก าหนด อกีทัง้เป็นการลดต้นทุนในการผลติอกีดว้ย 
และเน่ืองจากมคีวามแตกต่างของราคาขายระหว่าง
นกเพศผูแ้ละเพศเมยี ดงันัน้การระบุเพศนกจะท าให้
เกดิผลก าไรเพิม่ขึน้ ซึง่การระบุเพศด้วยดเีอน็เอจะ
ให้ความถูกต้อง หากมีการเลือกไพรเมอร์ที่
เหมาะสม แ ต่อย่ าง ไ รก็ตามข้อ เสียของการ
ตรวจสอบด้วยดีเอ็นเอที่ส าคญั คอืการใช้ตัวอย่าง
จากเลอืด (Ellegren, 1996; Wang et al., 2007) 
เพื่อใช้ในการสกัดดีเอ็นเอท าให้นกได้รับการ
บาดเจ็บและเกิดภาวะเครียด แม้ว่ าจะมีการ
หลีกเลี่ยงการใช้ตวัอย่างจากเลอืดแล้วกต็าม เช่น 
การใชด้เีอน็เอทีส่กดัจากขนนก (Jensen et al., 
2003; Sacchi et al., 2004; Costantini et al., 
2008) เนื้อเยื่อ (Kahn et al., 1998; Fridolfsson 
and Ellegren, 1999; Wang et al., 2007) เสน้
เลอืดบรเิวณเปลอืกไข่ (Jensen et al., 2003) และ

อุจจาระ (Robertson et al., 1999; Idaghdour, et 
al., 2003) ซึง่เป็นวธิทีีน่กไม่ไดร้บัการบาดเจบ็ 

ถึงแม้ว่าเลือดจะเป็นแหล่งตัวอย่างที่
เหมาะสม แต่ต้องใช้ในปรมิาณมากพอส าหรบัการ
สกัดดีเอ็น เอ  ซึ่ งมีปริมาตรประมาณ 80-100 
ไมโครลติร (Harvey et al., 2006; Wang et al., 
2007) ส่วนใหญ่ต้องเจาะจากบรเิวณปีกท าให้นก
ไดร้บับาดเจบ็ และเกดิภาวะเครยีดได ้ในการศกึษา
ครัง้นี้ไดล้ดภาวะเครยีดจากลกัษณะการจบั โดยการ
ใชอุ้ปกรณ์คลา้ยกระบอก ทีส่ามารถครอบลงบนตวั
นก เพื่อป้องกนัการตีปีกในขณะเจาะเลอืดดว้ยเขม็
ขนาดเล็กบริเวณปลายนิ้วเท้า ในการสกดัดเีอ็นเอ
โดยวิธีมาตรฐาน คือการใช้ lysis buffer และ 
phenol/chloroform ทีต่้องใชเ้วลาในการสกดั แมว้่า
มกีารน า Chelex มาใชใ้นการสกดั รวมทัง้ชุดสกดั  
ดเีอน็เอส าเรจ็รูปที่มคีวามสะดวก และรวดเรว็มาก
ยิง่ขึน้ แต่ยงัคงมคี่าใชจ้่ายสงู การน า FTA® card มา
ใชเ้กบ็ตวัอย่างเลอืด เพื่อลดปรมิาตรของเลอืด โดย
ใช้เพยีงประมาณ 1-2 หยด จากการเจาะด้วยเขม็
เบอร์ 26 หรือเมื่อหยดเลอืดลงบนกระดาษแล้วมี
ขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลางไม่น้อยกว่า 2 มลิลเิมตร 
สามารถ น ามาประยุกต์ใช้ในการระบุเพศในวงศ์
นกแก้วได้ ซึ่งสะดวกและง่ายกว่าการเจาะเลอืดใส่
หลอดทดลอง ดงันัน้จงึสามารถเกบ็ตวัอย่างไดค้ราว
ละจ านวนมาก และการใช ้FTA® card ระบุเพศนก
จะใช้เวลารวดเร็วเนื่องจากสามารถเพิ่มปริมาณ     
ดีเอ็นเอโดยตรงจากกระดาษ โดยไม่ต้องผ่าน
ขัน้ตอนการสกดัดีเอ็นเอแบบมาตรฐานที่ใช้ระยะ
เวลานาน มเีพยีงขัน้ตอนการลา้งทีท่ าใหด้เีอน็เอบน 
FTA® card บริสุทธิ เ์ท่ านั ้น  แ ต่มี คุณภาพและ
ปรมิาณของดเีอน็เอเพยีงพอในการเพิม่ปรมิาณสาร
พนัธุกรรมด้วยเทคนิคพซีอีาร ์นอกจากนัน้การเกบ็
รัก ษ า แ ล ะ ก า ร ข นส่ ง จ า กภ าคสน าม ไปยั ง
หอ้งปฎบิตักิารกเ็ป็นไปอย่างสะดวก ประหยดัพืน้ที่
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และรวดเร็ว และสามารถจัดส่งทางไปรษณีย์ได ้
(Gutiérrez-Corchero et al., 2002) และสามารถ
เก็บตัวอย่างได้ที่อุณหภูมิห้อง โดยวิธีการของ
งานวิจัยนี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับนกชนิด
ต่างๆ ทัง้เพื่อการระบุเพศ การเพาะขยายพนัธุเ์พื่อ
การอนุรกัษ์ ศกึษาการเปลี่ยนแปลงของประชากร
นก รวมทัง้การศกึษาววิฒันาการ หรอืการน าวธิกีาร
ไปประยุกตใ์ชก้บัการเกบ็ตวัอย่างจากแหล่งอื่น เช่น 
ขน หรอืเส้นเลือดที่เปลือกไข่ เพื่อลดภาวะเครียด
และอนัตรายของนกต่อไป 
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