
KHON KAEN AGR. J. 40 SUPPLMENT : 25-30 (2012). 25KHON KAEN AGR. J. 40 SUPPLMENT : 25-30 (2012).แก่นเกษตร 40  ฉบับพิเศษ : 25-30 (2555).

Phylogenetic tree ของเมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนโคพื้นเมืองไทยกับ 
โคนมโฮลสไตนฟรีเช่ียน 

 
A phylogenetic tree of methanogens in the rumen of Thai-native cattle  

and Holstein cattle 
 

ฉัตรชัย แกวพิลา1, Takumi Shinkai2, Makoto Otsuka3, Makoto Mitsumori2,  
Akio Takenaka3 และ กฤตพล สมมาตย1* 

Chatchai Kaewpila1, Takumi Shinkai2, Makoto Otsuka3, Makoto Mitsumori2, Akio Takenaka3 
and Kritapon Sommart1* 

 

 
บทคัดยอ: วัตถุประสงคในการศึกษาในคร้ังนี้ เพื่อศึกษาความหลากหลายของประชากรเมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนโคพื้น
เมืองไทยท่ีปลอยแทะเล็มพืชอาหารตามธรรมชาติกับโคนมโฮลสไตนฟรีเชี่ยนท่ีไดรับหญาแหงรวมกับอาหารขน โดยการสราง 
Phylogenetic tree จากหองสมุดยีน mcrA พบวา ท้ัง 456 clone ท่ีไดรับมีความยาวในชวง 464-491 คูเบส ซึ่งกระจายตัวภายใต 5 
คลัสเตอร โดยเรียงจากมากไปหานอย ไดแก Methanobacteriales (64.04%), Uncultured-mcrA (27.19%), Methanomicrobiales 
(7.02%), Methanosarcinales (1.10%) และ Methanococcales and Methanosphaera (0.66%) ซึ่ง clone สวนมากของโคท้ังสอง
ชนิดเปน Methanobrevibacter spp. นอกจากนี้ยังพบวา โคพื้นเมืองไทยมี clone ท่ีอยูภายใตคลัสเตอร Uncultured-mcrA สูงถึงรอย
ละ 39.47  
คําสําคัญ: แกสมีเทน, เมทาโนเจน, Phylogenetic tree, โคพื้นเมืองไทย, โคนมโฮลสไตนฟรีเชี่ยน 
 
Abstract: The objective of this study was to study the diversity of methanogens in the rumen of  Thai-native cattle grazing 
natural forage and Holstein cattle fed hay with concentrate. A phylogenetic tree was constructed by using cloned-mcrA gene 
libraries of rumen methanogens. The results found that, 456 cloned-mcrA gens ranged from 464-491 bp and contributed into 5 
clusters namely: Methanobacteriales (64.04%), Uncultured-mcrA (27.19%), Methanomicrobiales (7.02%), Methanosarcinales 
(1.10%), and Methanococcales and Methanosphaera (0.66%); the most of cloned-mcrA gen relate to Methanobrevibacter spp. 
In addition, 39.47% of Thai-native’s clone related to Uncultured-mcrA cluster.  
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โคพื้นเมืองไทยและโคบราหมันมีการผลิต
แกสมีเทนอยูในชวง 44-229 L/h/d หรือ 3.6-12.2 
%GEI (Chaokaur, 2011) กระบวนการสังเคราะหแกส
มีเทน (methanogenesis) ในกระเพาะรูเมนตองใช
เอนไซม methyl-coenzyme M reductase A (mcrA) ท่ี
ผลิตโดย  Archaea หรือ ท่ีเรียกว า  เมทาโนเจน 
(Methanogen) (Friedrich, 2005) ดังนั้นยีน mcrA จึงถูก
ใชเปน marker ในการศึกษาเมทาโนเจนในกระเพาะรู
เมนไดเปนอยางดี (Luton et al., 2002) งานศึกษาท่ีผาน
มาพบวา เมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนของสัตวเค้ียว
เอื้องมีสัดสวนของ Methanobrevibacter spp. มากท่ีสุด 
(Friedrich, 2005; Wright et al., 2008) แตอยางไรก็ตาม 
ความหลาก หลา ยของประ ชากร เมท าโนเ จน ใ น
กระเพาะรูเมนของสัตวเค้ียวเอื้องจะข้ึนอยูกับชนิดของ
สั ต ว แ ล ะ ส ภ า พ แ ว ดล อ ม ด า น อ า ห า ร เ ป น ห ลั ก 
(Friedrich, 2005) ซึ่งในโคพื้นเมืองไทยยังมีรายงาน
การศึกษาอยูอยางจํากัด ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงคเพื่อ วิเคราะห Phylogenetic tree ของเมทา
โนเจนในกระเพาะรูเมนโคพื้นเมืองไทยท่ีปลอยแทะ
เล็มพืชอาหารสัตวตามธรรมชาติ ซึ่งเปนวิธีการเลี้ยงท่ี
นิยมมากในประเทศไทย และโคนมโฮลสไตนฟรีเช่ียน
ท่ีไดรับอาหารและการจัดการท่ีแตกตางออกไปจากโค
พื้นเมืองไทย 
 

วิธีการศึกษา 
 

งานศึกษานี้จัดทําข้ึนเม่ือ กันยายน พ.ศ.2553 
ถึง มีนาคม พ.ศ. 2554 โดยสุมเก็บตัวอยางของเหลวใน
กระเพาะรูเมนจากโคโตเต็มวัย จํานวน 2 สายพันธุ 
ไดแก โคนมโฮลสไตนฟรีเช่ียน จํานวน 2 ตัว (อายุ
เฉลี่ย 6 ป 7 เดือน) ท่ีไดรับฟางขาวแหงรวมกับอาหาร

ขนในสัดสวน 7:3 (Group 1) และจํานวน 3 ตัว (อายุ
เฉลี่ย 7 ป 2 เดือน) ท่ีไดรับหญา Timothy แหงรวมกับ
อาหารข้ันในสัดสวน 4:6 (Group 2) ซึ่งเลี้ยง ณ ฟารม
ทดลอง National Institute of Livestock and Grassland 
Science, National Agricultural and Food Research 
Organization, Tsukuba, Ibaraki, Japan และโคพื้นเมือง
ไทยท่ีปลอยแทะเล็มพืชอาหารตามธรรมชาติ (Group 
3) จํานวน 3 ตัว (อายุเฉลี่ยประมาณ 1 ป 10 เดือน)ท่ี
เลี้ ยง ณ ฟารมโคเนื้อ  ภาควิชาสัตวศาสตร  คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน จังหวัดขอนแกน 
โคแตละตัวถูกเก็บตัวอยางของเหลวจากกระเพาะรูเมน
ดวย stomach tube ผานทางปากกอนใหอาหารเชาตัว
ละ 500 ml แลวกรองผานผาขาวบางพับ 4 ช้ัน สุมมา 1 
ml เพื่อสกัดเอา total DNA ดวย FastDNA kit (Q-BIO 
gene, Quebac, Canada) ตามวิธีการท่ีอธิบายไวใน 
Denman and McSweeney (2 0 0 6 )  ตัว อ ย า ง
ประกอบดวย total DNA ท่ีไดจากกระเพาะรูเมนของ
โคแตละตัวของ Group 3 (Lib#3, Lib#4 และ Lib#5), 
โคแตละตัวของ Group 1 นํามารวมกันเปน 1 ตัวอยาง 
(Lib#1) และโคแตละตัวของ Group 2 นํามารวมกัน
เปน 1 ตัวอยาง (Lib#2) นําไปสรางหองสมุดยีนตาม
ข้ันตอนดังนี้ คือ เพิ่มจํานวนยีน mcrA โดยใชไพรเมอร
ตาม Luton et al. (2002) แลวจึงนํา PCR product มา
แยกเอาเฉพาะยีน mcrA ท่ีมีความยาวประมาณ 470 bp 
กอนนํามาทํา ligation เขาไปใน vector และ transform 
เขาไปใน Escherichia coli ตามลําดับ โดยใชอุปกรณ
และวิธีการใน TA Cloning® Kit (with pCR®2.1 vector) 
with One Shot® INVaF´ Chemically Competent E. 
coli (Invitrogen™; www.invitrogen.com) แลวนํา 
Escherichia coli ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ (LB Broth 
Base; Difco™) แลวสุม active colony จาก  Lib#1, 
Lib#2, Lib#3, Lib#4 และ Lib#5 ละ 98 colony รวม 
490 colony มาเปน template เพื่อสราง 490 PCR 

product โดยใช M13 primer ใน TA Cloning® Kit 
ขางตน ตอมานําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
Nucleotide sequencer ดวยกระบวนการมาตรฐาน ซึ่ง
ยีน mcrA ท่ีทราบลําดับนิวคลีโอไทดจาก Lib#1 มี
จํานวน 94 clone จาก Lib#2 มีจํานวน 96 clones และ
จาก Lib#3, Lib#4 และ Lib#5 รวมกันมีจํานวน 266 
clone รวมท้ังหมด 456 clone (มีการสูญเสียจา ก
กระบวนการ Nucleotide sequencer) ถูกนํามาเรียบเรียง
ร ว มกั บ ยี น  mcrA ข อ ง เ ม ท า โ น เ จ น ท่ี ป ร า ก ฎใ น 
GenBank (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/) ดวยการ
สราง Phylogenetic tree โดยวิธีการ neighbor-joining 
algorithm ด ว ย  Kimura model โ ด ย โ ป ร แ ก ร ม 
CLUSTAL W (http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e. 
html) ซึ่งกําหนดคา bootstrap analysis ไวท่ี 1,000 ครั้ง 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ 
 

จากการทําหองสมุดยีน mcrA พบวา ยีนท่ี
ไดรับมีความยาวในชวง 464-491 bp ซึ่งสอดคลองกับ
รายงานของ Luton et al. (2002) แสดงใหเห็นวา ยีน 
mcrA ท่ีไดมีความสมบูรณ โดย Phylogenetic tree ของ
เมทาโนเจนท่ีไดจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงใน Figure 
1 (ดู Table 1 ประกอบ) พบวา clone กระจายอยูภายใต 
5 คลัสเตอรหลัก โดยคลัสเตอร Methanobacteriales มี
มากท่ีสุด ซึ่งมีสัดสวนเทากับ 64.0% ของท้ังหมด (292 
clone จาก 456 clone) ในลําดับตอมาคือ Uncultured-
mcrA เทากับ 27.19% ของท้ังหมด (124 clone จาก 456 
clone) และกระจายตัวอยูภายใตคลัสเตอรอื่น ๆ ไดแก 
Methanomicrobiales, Methanosarcinales แ ล ะ 
Methanococcales and Methanosphaera หากพิจารณา
ท่ีคลัสเตอร Methanobacteriales พบวา clone ท้ังหมด
เปน Methanobrevibacter spp. ซึ่ง Lib#1 และ Lib#2 
เปน clone จากโคนมโฮลสไตนฟรีเช่ียนมีสัดสวน
เทากับ 64.89 และ 91.67% ตามลําดับ และ Lib#3, 
Lib#4 และ Lib#5 มีผลในทิศทางเดียวกันคือ มีสัดสวน
เทากับ 53.76% (173 clone จาก 266 clone) และหาก

พิจาณาท่ี Methanosaeta spp. พบวา มีเฉพาะ clone 
ท่ีมาจาก Group 2 เทานั้น โดยมีสัดสวนเทากับ 5.21% 
(5 clone จาก 96 clone)  

ในการศึกษาครั้งนี้โคพื้นเมืองไทยและโคนม
โฮลสไตนฟรีเช่ียนมีปจจัยดาน พันธุสัตว อาหาร การ
จัดการ และอาจรวมไปถึงชนิดของเมทาโนเจนท่ีปะปน
ในอาหารมีความแตกตางกัน สงผลให Phylogenetic 
tree ของเมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนมีสัดสวนของ
ของคลัสเตอรตาง ๆ ไมเทากัน สําหรับงานศึกษาท่ีผาน
มาของ กัลยา และคณะ (2555ก) พบวา โคขาวลําพูนท่ี
เลี้ยงดวยหญาอยางเดียวหรือเสริมดวยอาหารขนพบ 
Methanobrevibacter smithii มากกวาสายพันธุอื่น ๆ 
นอกจากนี้ กัลยา และคณะ (2555ข) ยังพบวา โคขุน
กบินทรบุรีเพศผูไมตอนขุนดวยหญาเสริมอาหารขน 
จะมีเมทาโนเจน Candidatus Methanoregula boonei, 
Halorubrum lacusprofundi, Ignicoccus hospitalis และ 
Methanosarcina barkeri มากกวาสายพันธุอื่น ๆ  

ในการศึกษาครั้งนี้ยังพบวา โคพื้นเมืองไทยมี
สัดสวนของ clone ท่ีอยูภายใตคลัสเตอร Uncultured-
mcrA ถึง 39.47% (105 clone จาก 266 clone) ในขณะท่ี
โคนมโฮลสไตนฟรี เ ช่ียน Lib#1 มีสัดสวนเทากับ 
19.15% (18 clone จาก 96 clone) และ Lib#2 มีสัดสวน
เทากับ 1.04% (1 clone จาก 94 clone) ตามลําดับ โดย 
clone ท่ีอยูภายใตคลัสเตอรนี้เปนเมทาโนเจนท่ียังไม
สามารถแยกเ ช้ือได  ช้ีให เ ห็นวา มีโอกาสสูง ท่ีจะ
สามารถแยกเช้ือเมทาโนเจนใหมในกระเพาะรูเมนของ
โคพื้นเมืองไทยไดในงานศึกษาในอนาคต  
 

สรุป 
 

เมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนของโคท่ีถูก
นํ า ม า ศึ ก ษ า มี สั ด ส ว น ป ร ะ ช า ก ร ข อ ง 
Methanobrevibacter spp. มากท่ีสุดคือรอยละ 64.04 
และเมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนของโคพื้นเมืองไทย
ท่ีปลอยแทะเล็มพืชอาหารตามธรรมชาติมีสัดสวนของ
เมทาโนเจนท่ียังไมสามารถแยกเช้ือได 39.47%  
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กระเพาะรูเมนของสัตวเค้ียวเอื้องจะข้ึนอยูกับชนิดของ
สั ต ว แ ล ะ ส ภ า พ แ ว ดล อ ม ด า น อ า ห า ร เ ป น ห ลั ก 
(Friedrich, 2005) ซึ่งในโคพื้นเมืองไทยยังมีรายงาน
การศึกษาอยูอยางจํากัด ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงคเพื่อ วิเคราะห Phylogenetic tree ของเมทา
โนเจนในกระเพาะรูเมนโคพื้นเมืองไทยท่ีปลอยแทะ
เล็มพืชอาหารสัตวตามธรรมชาติ ซึ่งเปนวิธีการเลี้ยงท่ี
นิยมมากในประเทศไทย และโคนมโฮลสไตนฟรีเช่ียน
ท่ีไดรับอาหารและการจัดการท่ีแตกตางออกไปจากโค
พื้นเมืองไทย 
 

วิธีการศึกษา 
 

งานศึกษานี้จัดทําข้ึนเม่ือ กันยายน พ.ศ.2553 
ถึง มีนาคม พ.ศ. 2554 โดยสุมเก็บตัวอยางของเหลวใน
กระเพาะรูเมนจากโคโตเต็มวัย จํานวน 2 สายพันธุ 
ไดแก โคนมโฮลสไตนฟรีเช่ียน จํานวน 2 ตัว (อายุ
เฉลี่ย 6 ป 7 เดือน) ท่ีไดรับฟางขาวแหงรวมกับอาหาร

ขนในสัดสวน 7:3 (Group 1) และจํานวน 3 ตัว (อายุ
เฉลี่ย 7 ป 2 เดือน) ท่ีไดรับหญา Timothy แหงรวมกับ
อาหารข้ันในสัดสวน 4:6 (Group 2) ซึ่งเลี้ยง ณ ฟารม
ทดลอง National Institute of Livestock and Grassland 
Science, National Agricultural and Food Research 
Organization, Tsukuba, Ibaraki, Japan และโคพื้นเมือง
ไทยท่ีปลอยแทะเล็มพืชอาหารตามธรรมชาติ (Group 
3) จํานวน 3 ตัว (อายุเฉลี่ยประมาณ 1 ป 10 เดือน)ท่ี
เลี้ ยง ณ ฟารมโคเนื้อ  ภาควิชาสัตวศาสตร  คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน จังหวัดขอนแกน 
โคแตละตัวถูกเก็บตัวอยางของเหลวจากกระเพาะรูเมน
ดวย stomach tube ผานทางปากกอนใหอาหารเชาตัว
ละ 500 ml แลวกรองผานผาขาวบางพับ 4 ช้ัน สุมมา 1 
ml เพื่อสกัดเอา total DNA ดวย FastDNA kit (Q-BIO 
gene, Quebac, Canada) ตามวิธีการท่ีอธิบายไวใน 
Denman and McSweeney (2 0 0 6 )  ตัว อ ย า ง
ประกอบดวย total DNA ท่ีไดจากกระเพาะรูเมนของ
โคแตละตัวของ Group 3 (Lib#3, Lib#4 และ Lib#5), 
โคแตละตัวของ Group 1 นํามารวมกันเปน 1 ตัวอยาง 
(Lib#1) และโคแตละตัวของ Group 2 นํามารวมกัน
เปน 1 ตัวอยาง (Lib#2) นําไปสรางหองสมุดยีนตาม
ข้ันตอนดังนี้ คือ เพิ่มจํานวนยีน mcrA โดยใชไพรเมอร
ตาม Luton et al. (2002) แลวจึงนํา PCR product มา
แยกเอาเฉพาะยีน mcrA ท่ีมีความยาวประมาณ 470 bp 
กอนนํามาทํา ligation เขาไปใน vector และ transform 
เขาไปใน Escherichia coli ตามลําดับ โดยใชอุปกรณ
และวิธีการใน TA Cloning® Kit (with pCR®2.1 vector) 
with One Shot® INVaF´ Chemically Competent E. 
coli (Invitrogen™; www.invitrogen.com) แลวนํา 
Escherichia coli ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ (LB Broth 
Base; Difco™) แลวสุม active colony จาก  Lib#1, 
Lib#2, Lib#3, Lib#4 และ Lib#5 ละ 98 colony รวม 
490 colony มาเปน template เพื่อสราง 490 PCR 

product โดยใช M13 primer ใน TA Cloning® Kit 
ขางตน ตอมานําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
Nucleotide sequencer ดวยกระบวนการมาตรฐาน ซึ่ง
ยีน mcrA ท่ีทราบลําดับนิวคลีโอไทดจาก Lib#1 มี
จํานวน 94 clone จาก Lib#2 มีจํานวน 96 clones และ
จาก Lib#3, Lib#4 และ Lib#5 รวมกันมีจํานวน 266 
clone รวมท้ังหมด 456 clone (มีการสูญเสียจา ก
กระบวนการ Nucleotide sequencer) ถูกนํามาเรียบเรียง
ร ว มกั บ ยี น  mcrA ข อ ง เ ม ท า โ น เ จ น ท่ี ป ร า ก ฎใ น 
GenBank (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/) ดวยการ
สราง Phylogenetic tree โดยวิธีการ neighbor-joining 
algorithm ด ว ย  Kimura model โ ด ย โ ป ร แ ก ร ม 
CLUSTAL W (http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e. 
html) ซึ่งกําหนดคา bootstrap analysis ไวท่ี 1,000 ครั้ง 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ 
 

จากการทําหองสมุดยีน mcrA พบวา ยีนท่ี
ไดรับมีความยาวในชวง 464-491 bp ซึ่งสอดคลองกับ
รายงานของ Luton et al. (2002) แสดงใหเห็นวา ยีน 
mcrA ท่ีไดมีความสมบูรณ โดย Phylogenetic tree ของ
เมทาโนเจนท่ีไดจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงใน Figure 
1 (ดู Table 1 ประกอบ) พบวา clone กระจายอยูภายใต 
5 คลัสเตอรหลัก โดยคลัสเตอร Methanobacteriales มี
มากท่ีสุด ซึ่งมีสัดสวนเทากับ 64.0% ของท้ังหมด (292 
clone จาก 456 clone) ในลําดับตอมาคือ Uncultured-
mcrA เทากับ 27.19% ของท้ังหมด (124 clone จาก 456 
clone) และกระจายตัวอยูภายใตคลัสเตอรอื่น ๆ ไดแก 
Methanomicrobiales, Methanosarcinales แ ล ะ 
Methanococcales and Methanosphaera หากพิจารณา
ท่ีคลัสเตอร Methanobacteriales พบวา clone ท้ังหมด
เปน Methanobrevibacter spp. ซึ่ง Lib#1 และ Lib#2 
เปน clone จากโคนมโฮลสไตนฟรีเช่ียนมีสัดสวน
เทากับ 64.89 และ 91.67% ตามลําดับ และ Lib#3, 
Lib#4 และ Lib#5 มีผลในทิศทางเดียวกันคือ มีสัดสวน
เทากับ 53.76% (173 clone จาก 266 clone) และหาก

พิจาณาท่ี Methanosaeta spp. พบวา มีเฉพาะ clone 
ท่ีมาจาก Group 2 เทานั้น โดยมีสัดสวนเทากับ 5.21% 
(5 clone จาก 96 clone)  

ในการศึกษาครั้งนี้โคพื้นเมืองไทยและโคนม
โฮลสไตนฟรีเช่ียนมีปจจัยดาน พันธุสัตว อาหาร การ
จัดการ และอาจรวมไปถึงชนิดของเมทาโนเจนท่ีปะปน
ในอาหารมีความแตกตางกัน สงผลให Phylogenetic 
tree ของเมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนมีสัดสวนของ
ของคลัสเตอรตาง ๆ ไมเทากัน สําหรับงานศึกษาท่ีผาน
มาของ กัลยา และคณะ (2555ก) พบวา โคขาวลําพูนท่ี
เลี้ยงดวยหญาอยางเดียวหรือเสริมดวยอาหารขนพบ 
Methanobrevibacter smithii มากกวาสายพันธุอื่น ๆ 
นอกจากนี้ กัลยา และคณะ (2555ข) ยังพบวา โคขุน
กบินทรบุรีเพศผูไมตอนขุนดวยหญาเสริมอาหารขน 
จะมีเมทาโนเจน Candidatus Methanoregula boonei, 
Halorubrum lacusprofundi, Ignicoccus hospitalis และ 
Methanosarcina barkeri มากกวาสายพันธุอื่น ๆ  

ในการศึกษาครั้งนี้ยังพบวา โคพื้นเมืองไทยมี
สัดสวนของ clone ท่ีอยูภายใตคลัสเตอร Uncultured-
mcrA ถึง 39.47% (105 clone จาก 266 clone) ในขณะท่ี
โคนมโฮลสไตนฟรี เ ช่ียน Lib#1 มีสัดสวนเทากับ 
19.15% (18 clone จาก 96 clone) และ Lib#2 มีสัดสวน
เทากับ 1.04% (1 clone จาก 94 clone) ตามลําดับ โดย 
clone ท่ีอยูภายใตคลัสเตอรนี้เปนเมทาโนเจนท่ียังไม
สามารถแยกเ ช้ือได  ช้ีให เ ห็นวา มีโอกาสสูง ท่ีจะ
สามารถแยกเช้ือเมทาโนเจนใหมในกระเพาะรูเมนของ
โคพื้นเมืองไทยไดในงานศึกษาในอนาคต  
 

สรุป 
 

เมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนของโคท่ีถูก
นํ า ม า ศึ ก ษ า มี สั ด ส ว น ป ร ะ ช า ก ร ข อ ง 
Methanobrevibacter spp. มากท่ีสุดคือรอยละ 64.04 
และเมทาโนเจนในกระเพาะรูเมนของโคพื้นเมืองไทย
ท่ีปลอยแทะเล็มพืชอาหารตามธรรมชาติมีสัดสวนของ
เมทาโนเจนท่ียังไมสามารถแยกเช้ือได 39.47%  
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Table 1. The cloned methyl coenzyme M reductase A (mcrA) gene libraries of methanogen in the rumen samples of 
Thai-native cattle and Holstein cattle1/. 

Items 
Cloned-mcrA libraries 

Group 1 
(Lib#1) 

Group 2 
(Lib#2) 

Group 3 
(Lib#3, 4, 5) 

Total amount of cloned-mcrA sequence 94 96 266 
Clones relate to cluster of   

 
Methanococcales and Methanosphaera (0.66% of total clone)   

 
 Methanosphaera stadtmanae - 2 - 

 
Un-relative - - 1 

Methanobacteriales (64.04% of total clone)    
 

Methanobrevibacter millerae 37 36 114 

 Methanobrevibacter ruminantium M1 9 47 3 

 
Methanobrevibacter woesei - 2 - 

 Un-relative 15 3 26 
Uncultured-mcrA (27.19% of total clone)   

 
 

Bovine Rumen Clone CLI12 16 - 57 

 
Bovine Rumen Clone CLI34 2 - 35 

 
Bovine Rumen Clone CLI52 - - 9 

 
Wallaby Foregut Clone TWM-NOV.04  - 1 - 

 
Un-relative - - 4 

Methanosarcinales (1.10% of total clone)    
 

Methanosaeta concilii - 2 - 

 Un-relative - 3 - 
Methanomicrobiales (7.02% of total clone)   

 
 Methanomicrobium mobile 15 - 17 

1/Group 1, Group 2, and Group 3 were Holstein cattle which fed rice straw plus with concentrate (7:3), Holstein cattle fed timothy grass 
hay with concentrate (4:6), and Thai-native cattle grazing natural forage, respectively. 
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 Methanosphaera stadtmanae - 2 - 

 
Un-relative - - 1 

Methanobacteriales (64.04% of total clone)    
 

Methanobrevibacter millerae 37 36 114 

 Methanobrevibacter ruminantium M1 9 47 3 

 
Methanobrevibacter woesei - 2 - 

 Un-relative 15 3 26 
Uncultured-mcrA (27.19% of total clone)   

 
 

Bovine Rumen Clone CLI12 16 - 57 

 
Bovine Rumen Clone CLI34 2 - 35 

 
Bovine Rumen Clone CLI52 - - 9 

 
Wallaby Foregut Clone TWM-NOV.04  - 1 - 

 
Un-relative - - 4 

Methanosarcinales (1.10% of total clone)    
 

Methanosaeta concilii - 2 - 

 Un-relative - 3 - 
Methanomicrobiales (7.02% of total clone)   

 
 Methanomicrobium mobile 15 - 17 

1/Group 1, Group 2, and Group 3 were Holstein cattle which fed rice straw plus with concentrate (7:3), Holstein cattle fed timothy grass 
hay with concentrate (4:6), and Thai-native cattle grazing natural forage, respectively. 
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Figure 1. Phylogenetic tree indicating the relationship among 456 methyl coenzyme M reductase A (mcrA) gene 
sequences of cloned rumen samples libraries which are indicated in boldface text (Lib#1 = Holstein cattle fed rice 
straw with concentrate (7:3) included 94 cloned mcrA sequences, Lib#2 = Holstein cattle fed timothy grass hay with 
concentrate (4:6) included 96 cloned mcrA sequences, and Lib#3 + Lib#4 + Lib#5 = Thai-native cattle grazing natural 
forage included 266 (from 83 + 87 + 96, respectively) cloned mcrA sequences), with known methanogen sequences in 
GenBank. Methanopyrus kandleri was selected as outgroup (bootstrap values <800 not shown). The scale bar 
indicates 0.10 inferred nucleotide substitutions per position. 
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บทคัดยอ: วัตถุประสงคเพื่อประเมินผลกระทบของอายุของแมแพะตออัตราการเจริญเติบโตของแมแพะอัตราการผสมติดและตั้ง
ทองระหวางแมแพะโตเต็มวัยกับแมแพะรุน รวมท้ังศึกษาสรีรวิทยาของรกแพะ โดยใชแมแพะ 16 ตัว แบงเปนแพะโตเต็มวัย อายุ 
24 เดือน น้ําหนักเฉล่ีย 29.75±1.65 กิโลกรัมจํานวน 8 ตัวและแพะรุน (adolescent)อายุ 7 เดือนน้ําหนักเฉล่ีย 17.83±0.39 กิโลกรัม 
จํานวน 8 ตัวใชการผสมพันธุโดยวิธีธรรมชาติกับแพะเพศผูท่ีมีความสมบูรณพันธุตรวจสอบการผสมติดและการตั้งทองโดย
เคร่ืองอัลตราซาวนด บันทึกน้ําหนักของแมแพะสุมตัวอยางเลือดในวันท่ี 0-140 ของการตั้งทอง เพื่อวิเคราะหระดับฮอรโมนโป
รเจสเทอโรนและคอรติซอล สุมตัวอยางรกในวันท่ี 65 และ 130 ของการตั้งทอง โดยทําการผาตดัมดลูก ผลการศึกษาพบวาแพะท้ัง 
16 ตัว มีอัตราการผสมติดและตั้งทอง 100% อัตราการเจริญเติบโตเฉล่ียตอวันของแมแพะโตเต็มวัยและแพะรุน 63 วันแรกของการ
ตั้งทอง เทากับ 0.11±0.03 และ 0.05±0.02กิโลกรัม/วัน ความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเทอโรน ณ วันท่ี 0, 28, 56, 84, 112, และ 
140 ในแพะโตเต็มวัยท่ีตั้งทองสูงกวาแพะรุน(P<0.05) สงผลตออัตราการแทงลูกในแพะโตเต็มวัย (25%) ท่ีต่ํากวา (P<0.05) แพะ
รุน (75%) สวนความเขมขนของฮอรโมนคอรติซอลในแพะท้ังสองประเภท ไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) ตามลําดับ 
การแบงชนิดลักษณะ placentome (A, B, C และ D) พบวา แบบ C และ D มีสัดสวนสูงข้ึนตามจํานวนวันของการตั้งทองท่ีมากข้ึน
ดังนั้นการศึกษาในคร้ังนี้ไดขอมูลพื้นฐานทางชีววิทยาการตั้งทองและการคลอดลูก เพื่อใชประโยชนเปนแนวทางสําหรับการ
จัดการการตัง้ทองและการคลอดในแพะตอไป 
คําสําคัญ: การตั้งทอง, อายุของแม, แพะ 
 
Abstract: A research was conducted to determine the effect of maternal age on conception rate, pregnancy, development of 
placenta and fetus.  Adult (n=8; 18 months of age; 29.75±1.65 kg body weight) and adolescent female goats (n=8; 7months of 
age; 17.83±0.39 kg body weight). Animals were naturally mated by the mature fertile buck.  Conception and pregnancy were 
examined using ultrasonography.  Body weight and gestation were also recorded.  Blood samples were taken during day 0-140 
of gestation for progesterone (P4) and cortisol concentration assays.  Placentomal tissues were randomly collected on day 65  
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