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บทคัดย่อ 

 

 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่บ้านพื้นเมืองไทยโดยใช้ลักษณะภายนอกเป็น
เกณฑ์อาจเกิดการผันแปรเนื่องจากสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป จึงมีการน าเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้
ประกอบกับการศึกษาทางสัณฐานวิทยาเพื่อความถูกต้อง และแม่นย ามากขึ้น วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้จึง
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่บ้านพื้นเมืองไทยจ านวน 4 สายพันธุ์ คือ ไก่ประดู่หางด า
เชียงใหม่ (PD) ไก่ชีท่าพระ (CT) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) และไก่แดงสุราษฎร์ (DS)  สายพันธุ์ละ 
15 ตัวอย่าง จ านวนรวม 60 ตัวอย่าง  โดยใช้เครื่องหมาย RAPD น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากขนมาเพิ่มปริมาณ
ด้วยไพรเมอร์ 4 ชนิด (OPA01, OPA11, OPA16 และ OPA18) หลังจากนั้นน าข้อมูลจากแถบดีเอ็นเอมา
วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป NTSYSpc รุ่น 2.01e พบว่ามีค่า
สัมประสิทธิ์ความเหมือนระหว่างประชากรของไก่พื้นเมืองไทยอยู่ระหว่าง 0.6597 ถึง 0.7802 แสดงให้เห็น
ว่าไก่พื้นเมืองทั้ง 4 สายพันธุ์มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรม และจากแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
สามารถแบ่งกลุ่มของไก่พื้นเมืองออกเป็น 4 กลุ่ม คือ DS, CT, PD และ LK 

นอกจากนี้ยังน าข้อมูลจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองไทยทั้ง 4 สาย
พันธุ์ดังกล่าวมาโคลนชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่สนใจ หาล าดับนิวคลีโอไทด์ และท าการวิเคราะห์ พบว่าน ามา
ออกแบบไพรเมอร์ครอบคลุมชิ้นดีเอ็นเอได้ คือ primerTS ซึ่งมีขนาด 1000 คู่เบส และพบต าแหน่งที่ท าให้
เกิดความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ของไก่พื้นเมืองไทยทั้ง 4 สายพันธุ์ ทั้งหมด 12 ต าแหน่ง ผลการศึกษา
ดังกล่าวสามารถน าไปพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลประจ าสายพันธ์ุต่อไปได้ 
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Abstract 
 

 Genetic diversity of Thai native chickens (TNCs) using morphological classification 
has variation according to the changing environment. Genetic marker have been used to 
study morphological assembly to ensure the accuracy. The purpose of this study is to 
analyze genetic diversity of four species of TNCs: Pradu-Hangdam Chiangmai (PD), Chee 
Thapra (CT), Lueng-Hangkao Kabinburi (LK) and Dang Surat (DS). Each of the 15 samples 
included 60 samples were investigated using Random amplified polymorphic DNA (RAPD) 
marker. The genomic DNA was extracted from feather chickens. Four RAPD primers (OPA-
01, OPA11, OPA16 and OPA18) that were selected form OPA primers set (OPA01-OPA20) 
were used to amplify genomic DNA. Data analysis of genetic similarity and phylogenic 
dendrogram were analyed with NTSYSpc version 2.01e program. The results indicated that 
the similarity coefficient between populations was in the range of 0.6597-0.7802 showing 
that the 4 strains were closely related. The dendrogram results could be separated into 4 
clusters; DS, CT, PD and LK.  
 In addition, the DNA fragment was selected from genetic diversity of four species of 
TNCs using RAPD marker which we are interested, were cloned and analyzed of DNA 
sequence. It was found that DNA sequence was used for primer design as PrimerTS to 
amplify PCR products that is 1000 base pair product size. The DNA sequences were provided 
sufficient polymorphisms as 12 position to distinguish of the four species of TNCs.  
The results of this study could be facilitate further developments in genetic marker of 
species of the TNCs. 
 
Keywords : Thai native chicken genetic diversity RAPD marker genetic marker  
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของงานวิจัย 
 ไก่พื้นเมืองหรือไก่บ้าน (Gallus gallus domesticus) มีต้นก าเนิดมาจากไก่ป่าสีแดง 

สายพันธุต์่างๆ (Gallus gallus) อาศัยอยู่ในเขตร้อนแถบทวีปเอเชีย โดยเฉพาะประเทศในแถบเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ไทย พม่า ลาว กัมพูชา เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย และจีนตอนใต้ 

ซึ่งมนุษย์ได้น าไก่พื้นเมืองมาเป็นสัตว์เลี้ยงเมื่อหลายพันปีก่อน วิวัฒนาการของไก่เป็นไปตามวิถีชีวิต

ของมนุษย์ และการคัดเลือกตามธรรมชาติ เมื่อเกิดโรคภัยจากธรรมชาติ หรือมีโรคระบาดที่รุนแรง

ไก่พื้นเมืองตายลง ท าให้ไก่พื้นเมืองจ านวนที่เหลือรอดนี้จะขยายพันธุ์ และเพิ่มจ านวนต่อไปเป็น 

ไก่พื ้นเมืองสืบทอดมาให้เราได้ใช้ประโยชน ์จนถึงปัจจุบัน (กลุ่มวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพ 

ส านักพัฒนาพันธุ์สัตว์ กรมปศุสัตว์, 2558) 

 วิวัฒนาการของไก่พื้นเมืองมีการเปลี่ยนแปลง และปรับปรุงพันธุ์โดยอาศัยธรรมชาติเป็นหลัก

มีเพียงบางส่วนเท่านั้นที่เกิดจากการกระท าของมนุษย์ ท าให้เกิดไก่พื้นเมืองหลากหลายสายพันธุ ์

ตามหมู ่บ้านชนบททั่วทุกภาคของประเทศทั่วโลก โดยไก่พื้นเมืองในชนบทของประเทศไทยอาจ

แบ่งออกเป็น 5 สายพันธ์ุ ได้แก่ ไก่อูหรือไก่ชน ไก่ด า ไก่แจ้ ไก่ตะเภา และไก่เบตง (ปราโมทย,์ 2551) 

ในการศึกษาครั้งนี้มุ่งศึกษาเฉพาะไก่ชน เพราะมีการเลี้ยงไก่ชนกระจายอยู่ทั่วไปตามหมู่บ้าน

เกษตรกรในทุกภูมิภาคของประเทศไทยนับเป็นสัตว์เศรษฐกิจระดับหมู่บ้าน และเป็นแหล่งอาหาร

โปรตีนที่ดีของเกษตรกรไทย ปัจจุบันนักวิชาการ เกษตรกร และผู ้ที่เกี่ยวข้องด้านการเลี้ยงสัตว์ของ

ประเทศเริ่มตระหนักถึงความส าคัญของไก่พื้นเมืองมากขึ้น โดยเฉพาะไก่ชนทั้งในด้านการอนุรักษ์ 

ด้านสุขภาพอนามัย และด้านเศรษฐกิจ และได้มีการศึกษาการจัดจ าแนกสายพันธุ ์ไก่พื้นเมืองจาก

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) เป็นเกณฑ์ โดยเฉพาะสีขนที่แตกต่างกันในการจ าแนก

สายพันธุ ์ไก่ ซึ่งในประเทศไทยได้มีการจัดจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไก่พื้นเมืองไว้  12  

สายพันธ์ุ ได้แก่ ไก่เหลืองหางขาว ไก่พระนเรศวร ไก่ประดู่เลาหางขาว ไก่เข ียวหางด า ไก่ประดู่หางด า  

ไก่เขียวเลาหางขาว ไก่เทาหางขาว ไก่ทองแดงหางด า ไก่นกแดง ไก่นกกด ไก่ลายหางขาว และไก่ชี 

จากสายพันธุ์ต่างๆที่กล่าวมาข้างต้น กรมปศุสัตว์ได้มีส ารวจในเชิงปริมาณ และคัดเลือกสายพันธุ์ให้

เป็นไก่สายพันธุแ์ท ้พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มได ้4 กลุ่ม คือ ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ ไก่เหลืองหางขาว

กบินทร์บุร ี ไก่แดงสุราษฎร ์และไก่ช ีท่าพระ จากการศึกษาดังกล่าว  ใช้ระยะเวลานานในการคัดเลือก
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สายพันธุ์ และอาจเกิดความคลาดเคลื่อนได้ เนื่องจากการจ าแนกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยามีการ

ผันแปรไปตามสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป ท าให้เกิดความผิดพลาดในการแยกความ

แตกต่างของสายพันธุ ์ และการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมจากลักษณะภายนอกได้ 

นอกจากนั้นแล้วการเปรียบเทียบลักษณะภายนอก ยังไม่สามารถแยกความแตกต่างของไก่พื้นเมือง

บางชนิดที่มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมได้ (สสวท., 2011)  ดังนั้นจึงมีการน าเครื่องหมายโมเลกุลมา

ใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม เพื่อแยกความแตกต่างของสายพันธุ์ไก่พื ้นเมือง 

ที ่ม ีความใกล้ชิดทางพันธุกรรม เช่น Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD maker 

(Mohd Azmi et al., 2000), Amplified Fragment Length Polymorphism; AFLP marker 

(De Marchi et al., 2006) Single Nucleotide Polymorphism; SNP marker (Riztyan et 

al., 2014) และ Microsatellite หรือ Simple Sequence Repeat; SSR marke (Ceccobelli et 

al., 2015) จากการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลดังกล่าว เพื่อใช้ประกอบกับการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาให้มีความถูกต้อง และแม่นย ามากขึ้น 

งานวิจัยครั้งนี้ได้วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธ ุกรรมในไก่พื้นเม ืองด้วยเครื่องหมาย 

RAPD ซึ่งเป็นเครื่องหมายที่มีการสุ่มทั้งจีโนม และเป็นหนึ่งในเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular 

marker) ที่มีการพิสูจน์แล้วว่าสามารถใช้เป็นเครื ่องมือที ่มีประสิทธิภาพในการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรม การจ าแนกสายพันธุ์สามารถท าได้รวดเร็ว ใช้เครื่องมือ และวิธีการ

ไม่ยุ่งยากรวมทั้งค่าใช้จ่ายไม่แพงเมื่อเทียบกับวิธีอื่นๆ (จรัสศรี และวิจิตต์, 2558) แต่มีข้อจ ากัด คือ 

ให้ผลลัพธ์ไม่สม่ าเสมอ และยากที่จะตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดจากการปนเปื้อน ดังน้ันจึงมีการ

พัฒนาเครื่องหมาย RAPD  ให้มีล าดับเบสที่มีความจ าเพาะกับสายพันธุ ์มากขึ้นด้วยเครื่องหมาย

ทางโมเลกุล (เฉลิมชัย, 2546; ศุภมิตร, 2555) ให้ผลที่มีความแม่นย ามากกว่าผลของเครื่องหมาย 

RAPD ทั้งยังมีความคงที่สม่ าเสมอ และสามารถตรวจสอบได้เมื่อท าการทดลองซ้ า (วลัยลักษณ์, 2554) 

1.2 วัตถุประสงค ์ของงานวิจยั 

 1) เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธ ์ุ โดยเครื่องหมาย

โมเลกุล RAPD 

 2) เพื่อเป็นข้อมูลในการอนุรักษ์พันธุกรรม จัดจ าแนก และปรับปรุงไก่พื้นเมืองไทยสายพันธุ์

แท ้ให้ได้ใช้ประโยชน ์ต่อไปในอนาคต 

 3) เพื่อน าข้อมูลจากเครื่องหมาย RAPD ไปประยุกต์ใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลประจ าสาย

พันธุข์องไกพ่ืน้เมืองทั้ง 4 สายพันธ ์ุ  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0888754383711638
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1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

 ศึกษาความสัมพันธ์ของไก่พื้นเมืองไทยสายพันธุ์แท้ 4 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ ์ไก่ประดู ่

หางด าเชียงใหม่ ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี ไก่ชีท่าพระ และไก่แดงสุราษฎร์ สายพันธุ์ละ 15 

ตัวอย่าง จ านวนรวม 60 ตัวอย่าง out group จ านวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ ไก่เนื้อ 2 ตัวอย่าง และ 

นกปรอทหัวโขน 1 ตัวอย่าง ด้วยเครื่องหมาย RAPD และวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของ

ไก ่พื ้นเม ืองไทยสายพันธุ ์แท ้ภายในสายพันธุ ์เด ียวกัน และระหว่างสายพันธุ์ ได้เป็นแผนภูมิ

ความสัมพันธ์ โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc และน าข้อมูลจากการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมมาพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลประจ าสายพันธุ ์ 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1) ทราบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองไทยในแต่ละสายพันธ์ุ 

 2) ทราบข้อมูลส าหรับน าไปประยุกต์ใช้ในการคัดสรรพ่อพันธุ ์แม่พันธุ ์ที่มีรูปร่างลักษณะ 
สวยงามเพื่อเป็นการอนุรักษ ์ และพัฒนาสายพันธ ์ุ 
 3) ทราบข้อมูลจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมือง และน าไปพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลประจ าสายพันธุ์ 
 
 
 

 
 
  
  
 
 
 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

 
 

บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
2.1 ไก่พื้นเมืองไทย 

ไก่พื ้นเมืองมีการเลี ้ยงในสังคมไทยมาเป็นเวลานาน เกษตรกรไทยในชนบทได้น า 

ไก่พื ้นเมืองมาเลี ้ยงเกือบทุกครัวเรือน  เพื ่อใช้เป็นอาหารเลี ้ยงชีว ิต  เพื ่อความสวยงาม  

เพื่อความสนุกสนาน และเกมกีฬา ซึ่งไก่พื้นเมืองส่วนใหญ่น ามาเล่นเกมกีฬาตั้งแต่สมัยกรุงศรี

อยุธยา โดยสมเด็จพระนเรศวรมหาราชทรงน าไก่เหลืองหางขาวจากพิษณุโลกไปชนกับไก่ของพระ

มหาอุปราชาและยังมีสายพันธุ ์ไก่ชนพระนเรศวร ไก่ประดู ่หางด า ไก่เขียวหางด า และสายพันธุ ์อื่นๆ

เกิดขึ ้นมากมายในยุคสมัยนั้น และยังคงอย ู่มาจนถึงปัจจุบันนี้ เพราะว่าชาวพิษณุโลกได ้มีการ

อน ุรักษ์ และพัฒนาสายพันธุ์ไก่เหลืองหางขาวมาโดยตลอด ท าให้ไก่เหลืองหางขาวเป็นที่รู ้จักใน

วงการไก่ชนเป็นอย่างดี  

 ไก ่ชนจึงม ีบทบาทส าค ัญต่อคนไทย เนื ่องจากมีค ุณสมบัต ิที ่ด ีหลายประการ  เช่น  

มีความสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมเป็นอย่างด ี แข็งแรง ทนทานต่อโรคระบาด ฟักไข ่ และ

เลี้ยงลูกเองได ้ตามธรรมชาติ และมีความสามารถในการต่อสู้ จึงเป็นเหตุผลให้ไก่พื้นเมืองสายพันธุ ์

ไก่ชนมีความโดดเด่นมากกกว่าสายพันธุ์อื ่นๆ ในการเลี้ยงไก่พื ้นเมืองในประเทศไทยทั้งเกษตร     

นักอนุรักษ์ หน่วยงานต่างๆทั้งภาครัฐ และเอกชน เช่น กรมปศุสัตว์ มหาวิทยาลัย และสถาบัน

เทคโนโลยีได้ให้ความสนใจในการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับไก่พื้นเมือง เพื่อพัฒนาปรับปรุงพันธุ์ และ

อนุรักษ์พันธุกรรมที่ดีของไก่พื้นเมืองไทยให้สามารถใช้ประโยชน์ได้สูงสุด และยังยืนต่อไป 

 จากการศึกษาของกรมปศุสัตว์ โดยกองบ ารุงพันธุ ์สัตว์ได้เริ่มโครงการศึกษา และวิจัย 

ไก่พื้นเมืองในปี พ.ศ.2533 ได้รวบรวมไก่พื้นเมืองจากหมู่บ้านในชนบทของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ภาคกลาง และภาคใต้ เป็นสายพันธุ์ที่มีเลือดไก่ชนเป็นส่วนใหญ่ ไม ่จ ากัดเฉพาะไก่ที่ชนเก่งเท่านั้น

เพียงแต่คัดเลือกพ่อพันธุ ์ และแม่พันธุ ์ที่มีขนาดใหญ่ สามารถจำแนกได้เป็นสายพันธุ ์ไก่เหลือง 

หางขาว ประดู ่หางด า เขียวไข่กา เหลืองเลา ประดู ่เลา ประดู ่แดง และคละสี ซึ่งสายพันธุ์เหล่านี้ 

มีกระจายอยู่ในหมู่บ้านต่างๆทั่วประเทศ ส าหรับไก่พื้นเมืองทางภาคใต้ที่ประชาชนนิยมเลี้ยงกัน

แพร่หลาย ได้แก่ ไก่พันธ์ุเบตง สามารถเลี้ยงได้ดีในภาคใต้ที่มีความชื้นสูง (สวัสดิ์ และวนิดา, 2542) 

ในการศึกษาวิจัยของไก่พื้นเมืองในด้านต่างๆ จะต้องตระหนักถึงความส าคัญของความหลากหลาย

ทางชีวภาพให้ด ารงอยู่ เพื่อประโยชน์ของมนุษย์ทั้งในปัจจุบัน และอนาคต 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 2.1.1 ความส าคัญในการเลีย้งไก่พื้นเมือง 
 ไก่พื้นเมืองเป็นสัตว์ เลี้ยงที่มีความส าคัญอย่างหนึ่ง เนื่องจากประชาชนนิยม

รับประทานกันอย่างแพร่หลาย และยังมีความส าคัญทางเศรษฐกิจ จากข้อมูลของส านักงานเศรษฐกิจ

การเกษตรกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ พบว่าประเทศไทยมีเกษตรกรผู้ เลี้ยงไก่พื้นเมืองกว่า 2.36 

ล้านครัวเรือน และมีไก่พื้นเมืองไม่น้อยกว่า 72.5 ล้านตัว ซึ่งมีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้น และราคาซื้อขาย

ของไก่พื้นเมืองจะสูงกว่าไก่เนื้อ หากระบบการผลิตมีมาตรฐานจะท าให้มีโอกาสในการเข้าสู่ตลาด  

และมีช่องทางจ าหน่ายทั้งใน และต่างประเทศเพิ่มมากขึ้น (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2560) และ

ยังมีการน าไก่พื้นเมืองไปเลี้ยงเพื่อการกีฬา เช่น ไก่ชน เนื่องจากพฤติกรรมค่อนข้างก้าวร้าว และยัง

เป็นสัตว์พื้นเมืองพันธุ์ที่ยังหลงเหลืออยู่เป็นจ านวนมากตามหมู่บ้านของเกษตรกรไทย เมื่อเทียบกับ

สัตว์เลี้ยงชนิดอื่น ๆ ไก่พื้นเมืองยังเป็นสัตว์เลี้ยงที่เลี้ยงได้ง่าย ใช้วัตถุดิบจากธรรมชาติเป็นหลักในการ

เลี้ยง หรือเลี้ยงแบบปล่อยให้ไก่พื้นเมืองหากินเองตามธรรมชาติ  นอกจากนั้นยังมีความต้านทาน 

ต่อโรคและความร้อนอีกด้วย  

 ปัจจุบันนักวิจัยได้เห็นถึงความส าคัญของไก่พื้นเมืองกันมากขึ้น และได้มีการวิจัย  

และพัฒนาเทคโนโลยีต่างๆ ขึ้นมา เพื่อที่จะรักษาความหลากหลายทางพันธุกรรม อนุรักษ์พันธุ์ 

ไก่พื้นเมือง อนุรักษ์ลักษณะที่ดีต่างๆของไก่พื้นเมืองเอาไว้ เนื่องจากไก่พันธุ์ต่างกันก็มีความสมบูรณ์

พันธ์ุที่ตา่งกันเพราะมีการด ารงชีพต่างกัน ดังนั้นความสมบูรณข์องพันธ์ุที่ดีก็จะแตกต่างกันไป 

2.1.2 ลักษณะและการจ าแนกไก่พื้นเมือง 

 ไก่พื้นเมือง หรือไก่บ้านในปัจจุบัน รวมทั้งไก่ที่เลี้ยงเป็นไก่การค้า ไก่เนื้อ ไก่ไข่ มีการ

ปรับปรุงพันธุ์มาจากไก่ป่าสีแดง (Red jungle fowl) ทั้งสิ้น โดยอนุกรมวิธานของไก่  (ประภากร, 

2560) แสดงดังนี ้

 Class : Aves  

 Order : Galliformese  

 Family : Phasianidae  

 Genus : Gallus  

 Species : gallus  

 Gallus gallus ; Red Jungle Fowl  

 Gallus gallus domesticus ; ไก่พื้นเมือง (Domestic fowl)     

           ไก่เน้ือ (Broiler) ไก่ไข่ (Layer) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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และสามารถพบไก่ป่าสีแดงในประเทศไทย อินเดีย พม ่า อินโดนีเซีย ซึ่งมี 2 ชนิดย่อย คือ สายพันธุ์ 

ไก่ป่าตุ้มหูขาว พบในภาคอีสานและภาคตะวันออก และไก่ป่าตุ้มหูแดง พบในเขตภาคเหนือ (Riztyan 

et al., 2014; สัตว์เศรษฐกิจ, 2541; เกรียงไกร และคณะ, 2543) และจากหลักฐานทางโบราณคดี

เชื่อว่ามนุษย์น าไก่มาเลี้ยงครั้งแรกในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  และแถบชายฝั่งทะเลเมดิเตอร์ 

เรเนียน (Riztyan et al., 2014; Ceccobelli et al., 2015) 

 สายพันธุ์ไก่พื้นเมืองไทย ได้แก่ พันธุ์ไก่อู ไก่ตะเภา ไก่แจ้(ไทย) ไก่กลายพันธุ์ และ 

ไก่ด า จากการส ารวจพบว่าไก่ชนมีการผสมพันธุ์ และคัดเลือกพันธุ์อย่างเข้มงวดคาดว่ามีอยู่ประมาณ 

91 เปอร์เซ็นต์ ของไก่พื้นเมืองทั้งหมดที่เหลืออีกประมาณ 9 เปอร์เซ็นต์ เป็นไก่แจ้ ส่วนไก่ตะเภา และ

ไก่กลายพันธุ์  พบว่ามีน้อยมาก (บัญญัติ, 2525) และจากการศึกษาของกรมปศุสัตว์ได้จัดท า

โครงการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพด้านปศุสัตว์  (กองบ ารุงพันธุ์สัตว์ กรมปศุสัตว์, 2546)    

มีการรวบรวมลักษณะมาตรฐานไก่พื้นเมืองไทยเพียงส่วนหนึ่งได้  12 สายพันธุ์ แสดงดังรูปที่ 2.1  

โดยมีการจ าแนกจากสีของไก่พื้นเมือง และลักษณะทั่วๆไปของไก่ เช่น เพศผู้มีลักษณะรูปทรงสูง 

คล่องแคล่ว ว่องไว มีหงอนเป็นหงอนถั่ว สีหน้าแดงถึงแดงอมด า สีตาเหลืองอมน้ าตาลถึงน้ าตาลอมด า 

สีปากสีขนล าตัวสีขนหางเป็นสีด า สีขนคอ-หลังสีแดงประดู่ สีผิวหนังเหลืองอ่อน และสีแข้งเขียวอม

ด าถึงด า ส่วนในเพศเมีย หงอนเป็นหงอนถั่ว สีใบหน้าแดงถึงด า สีตาเหลืองอมน้ าตาลถึงด า สีปาก 

สีขนคอสีขนล าตัวสีหางเป็นสีด า สีผิวหนังเหลืองอ่อน สีแข้งเขียวอมด าถึงด า จะเห็นได้ว่าไก่พื้น

เมืองไทยไม่ได้มีการจ าแนกสายพันธุ์อย่างชัดเจนทั้งไงแง่ของลักษณะที่ปรากฏ (Phenotype) และ 

ในระดับพันธุกรรม (Genotype) โดยเฉพาะชื่อพันธุ์ที่เรียกในปัจจุบันสายพันธุ์ไก่พื้นเมืองเกิดจาก 

ผู้เลี้ยงไก่ในชนบทมีการผสมพันธุ์ คัดเลือกสายพันธุ์ และตั้งชื่อต่างๆกันไปตามสีของไก่พื้นเมืองเป็น

ส่วนใหญ่ (เกรียงไกร และคณะ, 2543) แต่เมื่อส ารวจในเชิงปริมาณ พบว่าที่มีจ านวนเป็นกลุ่มมีอยู่ 4 

กลุ่ม คือ เหลืองหางขาว ประดู่หางด า แดง และชี กลุ่มเหล่านี้ยังไม่สามารถระบุได้แน่นอนว่าเป็นพันธุ์ 

(breed) หรือสายพันธุ์ (strains) หรือตระกูล (family name) เพราะว่ายังไม่ได้รับการจ าแนกอย่างมี

หลักวิชาการที่ชัดเจนเพียงพอ ดังนั้นกลุ่มนักวิชาการจากกรมปศุสัตว์โดยการสนับสนุนจากส านักงาน

กองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ร่วมกับกรมปศุสัตว์ จึงด าเนินการรวบรวมไก่พื้นเมืองในกลุ่ม 

ที่ส าคัญๆ เหล่านี้ เพื่อสร้างเป็นฝูงพื้นฐานขึ้น 4 ฝูง โดยมีข้อสันนิษฐานเบื้องต้นว่าเป็นตัวแทนของ 

ไก่พื้นเมือง 4 พันธุ์ และคาดหวังว่าจะได้หลักฐานและข้อมูลเพียงพอที่จะจดทะเบียนในฐานะที่เป็น

พันธุ์ (breed) จึงเป็นที่มาของการสร้างไก่พื้นเมืองสายพันธุ์แท้จ านวน 4 สาย คือ ไก่ประดู่หางด า

เชียงใหม่ ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี ไก่แดงสุราษฎร์ และไก่ชีท่าพระ (อุดมศรี และคณะ, 2550; 

อ านวย, 2555) ซึ่งมีลักษณะประจ าพันธุ์ดังต่อไปน้ี  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 2.1.2.1 ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (Pradu-Hangdam Chiangmai) โดยมีลักษณะ
ภายนอกดังนี้ เพศผู้มีสร้อยคอ-หลังสีแดงประดู่  ขนหางขนล าตัวแข้งปากสีด า ใบหน้าสีแดง  
ตาสีเหลืองอมน้ าตาล ผิวหนังสีขาวอมเหลือง หงอนถั่ว ส่ ว น เพศ เ มี ย มี ลั ก ษณ ะ เหมือนเพศผู้ 
ยกเว้นที่ไม่มีขนสร้อยคอ-หลัง และใบหน้าสีแดงอมด า และลักษณะทางเศรษฐกิจ เมื่อเลี้ยงในระบบ
ฟาร์ม อายุ 12 สัปดาห์ น้ าหนักตัวเพศผู้ 1,394±120 กรัม เพศเม ีย 1,104±100กรัม อายุเมื่อให้
ไข่ฟองแรก 188±17 วัน ผลผลิตไข่ 147±34 ฟอง/แม ่/ป ี อัตราการตาย (Mortality) 1.5 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเลี้ยงในหมู่บ้าน อายุเมื่อให้ไข่ฟองแรก225±23 วัน ให้ไข่ 42±16 ฟอง/แม ่/ปี  
ให้ลูกไก่  29±14 ตัว/แม ่/ปี ซึ่งข้อดีของไก่พันธุ์แท้ (Pure breed) ขนลำตัว ปาก แข้ง สีดำ  
เมื่อเลี้ยงในระบบฟาร์มมีน้ าหนักตัวสูงกว่าไก่พื้นเมืองทั่วไป 33-36 เปอร์เซ็นต์ ให้ไข่มากกว่าไก่
พื้นเมืองทั่วไป 40 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเลี้ยงในหมู่บ้านให้ลูกไก่มากกว่าไก่พื้นเมืองทั่วไป 32 เปอร์เซ็นต์ 
 2.1.2.2  ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (Lueng-Hangkao Kabinburi) โดยมีลักษณะ

ภายนอกดังนี้ เพศผู้มีสร้อยคอ สร้อยหลัง และสร้อยปีกสีเหลืองหรือเหลืองส้ม ขนล าตัวสีด าแซม

กระขาว ขนหางสีด าแซมขาว ใบหน้าสีแดง หงอนถั่ว แข้งและปากสีเหลือง ในส่วนของเพศเมียมีปาก

เหลือง แข้งเหลือง ขนล าตัวด า มีกระขาวเล็กน้อย และมีลักษณะทางเศรษฐกิจ น้ าหนักตัวเพศผู้ 

1,252±159 กรัม เพศเมีย 1,101±122กรัม อัตราการตาย (Mortality) 1.2 เปอร์เซ็นต์ ผลผลิตไข่ 

111±30 ฟอง/แม ่/ปี  ซึ่งข้อดีของไก่พันธุ์แท้เป็นไก่พื้นเมืองไทยพันธุ์ที่มีชื่อเสียงที่สุด แข้งสีเหลือง 

ปากเหลือง โตดีและไข่ดกกว่าไก่พื้นเมืองทั่วไป  

 2.1.2.3  ไก่แดงสุราษฎร์ (Dang Surat) โดยมีลักษณะภายนอกดังนี ้ เพศผู้มีสร้อยคอ  

สีแดง ขนหางสีแดงด า ขนล าตัวสีแดงแข้ง ปาก สีเหลือง ใบหน้าสีแดง หงอนถั่ว เพศเมียมีลักษณะ

เหมือนเพศผู้ ยกเว้นไม่มีขนสร้อยคอและมีขนหางสีแดง และมีลักษณะทางเศรษฐกิจ น้ าหนักตัวเพศ

ผู้ 1,238±155 กรัม เพศเม ีย 964±107 กรัม อัตราการตาย (Mortality) 2.5 เปอร์เซ็นต์ ผลผลิตไข่ 

114±33 ฟอง/แม ่/ปี ซึ่งข้อดีของไก่พันธุ์แท้ มีสีขนที่เหมาะสมกับภาคใต้ของประเทศไทย แข้ง ปาก

เหลือง สีเหลือง โตดีและไข่ดกกว่าไก่พื้นเมืองทั่วไป 

 2.1.2.4  ไก่ชีท่าพระ (Chee Thapra) โดยลักษณะภายนอก เพศผู้ มีสร้อยคอส ีขาว

หรือส ีงาช้าง ขนหาง ขนล าต ัวส ีขาว แข้ง ปาก สีเหลือง ใบหน้าสีแดง หงอนถั่ว เพศเมีย ลักษณะ

เหมือนเพศผู้ยกเว้นที่ไม่มีขนสร้อยคอ และมีลักษณะทางเศรษฐกิจ น้ าหนักตัวเพศผู้ 1,271±148 

กรัม เพศเมีย1,019±125 กรัม อัตราการตาย (Mortality) 2.5 เปอร์เซ็นต์ ผลผลิตไข่ 116±45     

ฟอง/แม ่/ปี ซึ่งข้อดีของไก่พันธุ์แท้ ขนล าต ัวส ีขาว แข้งสีเหลือง ปากเหลือง ไม่มีปัญหาเรื่องขนหมุด

เมื่อฆ่าทางพาณิชย ์ โตด ีและไข่ดกกว่าไก่พื้นเมืองทั่วไป 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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(ก1) (ก2) (ข1) (ข2) 

(ค1) (ค2) (ง1) (ง2) 

(จ1) (จ2) (ฉ1) (ฉ2) 

(ช1) (ช2) (ซ1) (ซ2) 

(ฌ1) (ฌ2) (ญ1) (ญ2) 

(ฎ1) (ฎ2) (ฏ1) (ฏ2) 

รูปที ่2.1 ลักษณะมาตรฐานไก่พื้นเมืองไทย 12 สายพันธ์ุ ได้แก่ ไก่เหลืองหางขาว (ก) ไก่พระ        
 นเรศวร (ข) ไก่ประดู่หางด า (ค) ไก่ประดู่เลาหางขาว (ง) ไก่เขียวเลาหางขาว (จ) ไก่เขียว

หางด า (ฉ) ไก่เทาหางขาว (ช) ไก่ทองแดงหางด า (ซ) ไก่นกแดง (ฌ) ไก่นกกด (ญ) ไก่เลา
หางขาว (ฎ) และไก่ชี (ฏ) 

  หมายเหตุ: หมายเลข 1 แทน เพศผู้ และหมายเลข 2 แทน เพศเมีย  

     ที่มา: กองบ ารุงพันธ์ุสัตว์ กรมปศุสัตว ์ (2546) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.2 ลักษณะจีโนมของไก่ 
ปัจจุบันการใช้เทคโนโลยีท าให้ทราบได้ว่าจีโนมของไก่ประกอบด้วย โครโมโซม 39 คู่ ( 78 

แท่ง) เป็นโครโมโซมร่างกาย 38 คู่  โดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ โครโมโซมขนาดใหญ่ 

(macrochromosome) จ านวน 8 คู่ และโครโมโซมขนาดเล็ก (microchromosome) จ านวน 30 คู่ 

อีก 1 คู่ เป็นโครโมโซมเพศ (sex chromosome) ซึ่งในไก่เพศผู้จะมีโครโมโซม ZZ ส่วนเพศเมียจะ

เป็นโครโมโซม ZW (Bitgood and Shoffner, 1990; Smith and Burt, 1998) เมื่อเปรียบเทียบ

ขนาดจีโนมของไก่กับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม พบว่าจีโนมของไก่มีขนาดเล็กกว่าจีโนมของสัตว์เลี้ยงลูก

ด้วยน้ านม (Levin, 1980) ขนาดของจีโนมที่แตกต่างกันจะมีอิทธิพลต่อความถี่  และจ านวนซ้ าของ 

ไมโครแซทเทลไลท์ (Moran, 1993)  

2.3 การใช้เทคนิคทางโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลายของไก่พื้นเมือง 

ไก่พื้นเมืองมีการศึกษาทางด้านความหลากหลายโดยใช้เทคนิคทางโมเลกุลมากที่สุดในกลุ่ม

ของสัตว์ปีก งานวิจัยทางด้านความหลากหลายทางพันธุกรรมในสัตว์ปีก ปัจจุบันพบว่าใช้วิธีการ

ประเมินความหลากหลายจากข้อมูลทางอณูพันธุศาสตร์ โดยมีทั้งการศึกษาจากไมโครแซทเทลไลท์ 

ซึ่งเป็นบริเวณที่พบลำดับเบสซ้ าๆ  (high repeatitive sequence) ที่กระจายอยู่ทั่วจีโนม การใช้

เครื่องหมาย RAPD แ ล ะ การศึกษาความหลากหลายของยีนจ าเพาะ (specific gene) เป็นต้น  

โดยส่วนใหญ่การใช้เทคนิคทางโมเลกุลเน้นการค้นหาเครื ่องหมายทางพันธุกรรม (Genetic 

markers) หรือศึกษาต าแหน่งของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะที่ส าคัญทางเศรฐกิจ เช่น การให้ผล

ผลิตไข่ พฤติกรรมการฟัก และลักษณะคุณภาพของเนื้อนุ่ม เป็นต้น  

จากการรายงานของ ศุภมิตร (2552) ได้ศึกษาการวิเคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์ เพื่อหาโปรตีน

บ่งชี้คุณภาพเนื้อของไก่ไทยพันธุ ์พื้นเมือง และไก่เนื้อสายพันทางการค้า พบเครื่องหมายโมเลกุล

โปรตีนที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความนุ่มของเนื้อไก่จ านวน 5 เครื่องหมาย และพบเครื่องหมาย

โมเลกุลโปรตีนที่มีระดับการเปลี่ยนแปลงส ัมพันธ์ก ับอาย ุของไก่ มีจ านวน 8 เครื่องหมาย ซึ่งเป็นการ

บ่งชี้ถึงความส าคัญของเอนไซม์ในกระบวนการไกลโคไลซีสในเซลล์กล้ามเนื้อ อาจจะใช้เป็น

เครื่องหมายทางโมเลกุล ส าหรับบ่งชี้ลักษณะเนื้อนุ่มในไก่ไทยพันธุ์ลูกผสมได้ และจากการรายงาน

ของ กีรติ (2552) ได้ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ และการแสดงออกในเนื้อเยื่อของฮอร์โมนเลปติน 

และตัวรับในไก่พื้นเมืองไทย (Gallus gallus domesticus) ด้วยวิธี RT-PCR พบว่าการแสดงออก

ของยีนตัวรับของฮอร์โมนเลปตินชนิดยาวของไก่พื้นเมืองพันธุ ์เหลืองหางขาวพบได้ในทุกเนื้อเยื่อ 

ที่ใช้ในการศึกษาและจากการพบตัวรับของฮอร์โมนเลปตินในเนื้อเยื่อต่างๆ แสดงให้เห็นถึงหน้าที่
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ทางสรีรวิทยาที่หลากหลายของฮอร์โมนเลปติน แม้ว่าปัจจุบันไม่มีหลักฐานที่ชัดเจนของหน้าที่ของ

ฮอร์โมนดังกล่าวในสัตว์ปีก แต่อาจมีความเป็นไปได้ที่จะมีหน้าที่ใกล้เคียงกันกับที่พบในสัตว์เลี้ยงลูก

ด้วยน้ านม  

นอกจากนี้ เทคนิคทางด้านลายพิมพ์ดีเอ็นเอยังนิยมน ามาใช้ศึกษาความหลากหลายจากยีน

ที่เกี่ยวข้องโดยตรง พบว่าสามารถน า มาใช้ศึกษาวิจัยทางด้านความหลากหลายทางพันธุกรรม และ

การค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลอีกมาก เช่น SNP (single nucleotide polymorphism) และ EST 

(expression sequence tag) เป็นต้น ซึ่งจากการรายงานของ Wong et al. (2004) ได้ศึกษา

แผนที่การแปรผันทางพันธุกรรมของไก่ 3 สายพันธุ์ โดยใช้ต าแหน่ง SNP 2.8 ล้านต าแหน่ง พบว่า

ไก่ทางการค้าพบมากที่สุด รองลงมาไก่ตอน และน้อยที่สุดในไก่ซิลค์กี้ เมื่อน าทั้ง 3 สายพันธุ์มาหา

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการกับไก่ป่า พบว่าไก่ทางการค้ามีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมมากที่สุด  

ไก่ตอน และไก่ซิลค์กี้ ตามล าดับ และจากการรายงานของ Smith et al. (2001) ได้ศึกษาจีโนม

ของไก่ไวท์เล็กออร์นขณะที่อายุของเอมบริโอ 10 วันด้วยเทคนิค EST พบว่ามีความสามารถในการ

วิเคราะห์ต าแหน่งของ SNP ได้ส ูงถ ึง 80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับฐานข้อมูลแผนที่จีโนมของไก่ และ

สามารถใช้ 37 ไพรเมอร์ในการระบุต าแหน่ง SNP ในไก่ได้ จากการศึกษาที่กล่าวมาข้างต้นจะ

เห็นได้ว่าการใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมมีความเฉพาะเจาะจง สามารถน ามาใช้แยกความ

แตกต่างทางพันธุกรรม และสามารถถ่ายทอดลักษณะนั้นๆไปยังรุ่นลูกได้ และเป็นเครื่องมือที่มีความ

แม่นย าในการคัดเลือกเพราะเป็นการคัดเลือกจากจีโนไทป์ (genotype) โดยตรง (Beuzen et al., 

2000) โดยเทคนิคทางโมเลกุลที่มาการน ามาใช้มีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันไป ซึ่งในงานวิจัยครั้งนี้ได้น า

เครื่องหมาย RAPD มาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมือง และพัฒนาเป็น

เครื่องหมายโมเลกุลประจ าสายพันธุ์    

2.3.1 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Marker 

 เครื่องหมาย RAPD เป็นเครื่องหมายโมเลกุลที่ได้จากการใช้ไพรเมอร์ที่มีความยาว 

ไม่เกิน 10 คู่เบส ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช้อุณหภูมิในขั้นตอนแอนนีลลิ่ง

ค่อนข้างต่ า ซึ่งไพรเมอร์สามารถจับกับดีเอ็นเออย่างสุ่มทั่วทั้งจีโนม และผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มีจ านวน

มาก และมีขนาดความยาวแตกต่างกัน สามารถแยกขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยอะกาโรส

เจลอิเล็กโตโฟริซีส เครื่องหมาย RAPD สามารถท าได้ง่าย และมีราคาถูก ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูล 

ล าดับดีเอ็นเอมาก่อน แต่มีข้อจ ากัด คือ ให้ผลลัพธ์ไม่สม่ าเสมอ และยากที่จะตรวจสอบแถบดีเอ็น

เอที่เกิดจากการปนเปื้อน ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเครื่องหมาย RAPD ให้มีล าดับเบสที่มีความจ าเพาะ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กับสายพันธุ์มากขึ้นด้วยเครื่องหมาย Sequenced Characterized Amplified Region (SCAR) 

ดังแสดงในรูปที่ 2.2 (เฉลิมชัย, 2546; ศุภมิตร, 2555) และการใช้ต าแหน่ง SNP เพื่อใช้ในการระบุ

สายพันธ์ุของไก่พื้นเมืองไทย 

2.3.2 Sequenced Characterized Amplified Region (SCAR) Marker 

  เครื่องหมาย SCAR ใช้ตรวจสอบความผันแปรของแถบดีเอ็นเอที่ประยุกต์มาจาก

เครื่องหมาย RAPD หรือเทคนิคอื่นที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่มหลายต าแหน่ง โดยการโคลน และ

หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของแถบดีเอ็นเอที่ต้องการศึกษา เพื่อออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะส าหรับหรับ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแถบนั้นเพียงแถบเดียวโดยเทคนิคพีซีอาร์ ดังนั้นผลที่ได้จึงมีความแม่นย า

มากกว่าผลของเครื่องหมาย RAPD อีกทั้งยังมีความคงที่สม่ าเสมอ และสามารถตรวจสอบได้เมื่อท า

การทดลองซ้ า (วล ัยลักษณ์, 2554) ดังแสดงในรูปที่ 2.2  

 
รูปที ่2.2 ขั้นตอนการพัฒนา RAPD-SCAR marker 

ที่มา: http://www.cmjournal.orgcontent4121figureF3highres=y (สืบค้นวันที ่23/12/2558) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



12 
 

 

 2.3.2.1 การโคลนยีน (Gene Cloning) หรือเทคโนโลยีการสร้างดีเอ็นเอสายผสม 

(recombinant DNA technology) คือ การตัดต่อชิ้นส่วน าดีเอ็นเอจากโครโมโซม หรือยีนของ

สิ่งมีชีวิตใดๆ มาต่อกับดีเอ็นเอพาหะ (cloning vector) ในหลอดทดลอง โดยที่ดีเอ็นเอพาหะนี้ คือ

โมเลกุลของดีเอ็นเอ ซึ่งมีความสามารถที่จะแบ่งตัวได้ (replicate) เมื่ออยู่ในเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) 

ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่น ามาเชื่อมต่อชิ้นส่วนของดีเอ็นเอเข้ากับดีเอ็นเอพาหะนี้ ท าให้ได้ดีเอ็นเอสายผสม

เกิดขึ้น และโมเลกุลของดีเอ็นเอสายผสมจะถูกน าเข้าไปเซลล์เจ้าบ้าน ซึ่ งอาจเป็น E. coli 

(Escherichia  coli)  ยีสต์ เซลล์สัตว์หรือเซลล์พืช เมื่อมีการเพิ่มจ านวนของเซลล์เจ้าบ้านก็จะเป็นผล

ท าให้เกิดการแบ่งตัว (replicate) ของดีเอ็นเอสายผสมที่ถูกน าเข้าไปในเซลล์เจ้าบ้านนั้น เป็นผลให้มี

การเพิ่มจ านวนของส่วนของดีเอ็นเอที่น ามาต่อกับดีเอ็นเอพาหะนั้นด้วย ท าให้เราสามารถที่จะศึกษา

ส่วนของดีเอ็นเอน้ันๆ ได ้

 2.3.2.3 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA nucleotide sequencing) ในการศึกษา

ล าดับเบสของสายดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตมีความส าคัญ และเป็นประโยชน์มาก เช่น ท าให้รู้ว่าล าดับเบส

ของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด เพื่อที่จะเปรียบเทียบล าดับของเบสของดีเอ็นเอสายนั้นในสิ่งมีชีวิตชนิด

เดียวกันและต่างชนิดกันได ้เป็นต้น 

  เทคนิคในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์มีการพัฒนาขึ้นตั้งแต่ปี 1970 โดยมี 2 วิธี ด้วยกัน 

คือ  วิธีที่หนึ่งพัฒนาขึ้นโดย Allan Maxam และ Walter Gilbert โดยใช้สารเคมีตัดสายดีเอ็นเอที่

ต าแหน่งต่างๆ กัน วิธีนี้เรียกว่า Maxam-Gilbert sequencing ส่วนอีกวิธีหนึ่งนั้นเรียกว่า dideoxy 

sequencing หรือ Sanger sequencing ซึ่งพัฒนาขึ้นมาโดย Fred Sanger โดยวิธีการใช้ enzyme 

มาต่อสายดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ ในปัจจุบันวิธี dideoxy เป็นวิธีที่นิยมใช้มากที่สุด วิธีการหาล าดับเบส

นั้นได้รับการพัฒนามาตลอด จนปัจจุบันนี้สามารถท าได้ง่าย และไม่ซับซ้อนยุ่งยากนัก การหาล าดับ

เบสนี้เป็นประโยชน์อย่างมากในการศึกษายีนต่างๆ ทั้งในคน สัตว์ และพืช โดยในคน human 

genome project เป็นโครงการที่จะศึกษาล าดับเบสทั้งหมดของคน ซึ่งได้เริ่มและด าเนินการ

ติดต่อกันมาหลายปีแล้ว 

 ดังนั้นการตรวจพิสูจน์พันธุกรรมเพื่อระบุชนิดพันธุ์ของสัตว์จ าเป็นต้องใช้เครื่องหมาย

พันธุกรรมที่มีความผันแปรทางพันธุกรรมที่มากเพียงพอที่จะใช้จ าแนกความแตกต่างระหว่างชนิดพันธุ์

ภายในสกุล หรือชนิดพันธุ์ย่อยในชนิดพันธุ์นั้นๆ ได้ เป็นการใช้เทคนิควิธีการทางชีวโมเลกุลที่ใช้เป็น

หลัก และเป็นที่นิยมในการตรวจพิสูจน์เพื่อระบุชนิดพันธุ์นี้ คือ “การหาล าดับนิวคลีโอไทด์”  

ซึ่งจ าเป็นต้องใช้การเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูลพันธุกรรมสากลในการอ้างอิง โดยมีการ

ทดสอบเพื่อบอกระดับค่าความคล้ายคลึง (Similarity value) ฐานข้อมูลพันธุกรรมสากลที่เป็นที่รู้จักเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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และนิยมใช้กันมาก ได้แก่ ฐานข้อมูล NCBI, EMBL และ DDBJ เป็นต้น นอกจากนี้ ยังมีเทคนิควิธีการ

ที่ใช้จ าแนกชนิดพันธุ์ด้วยการสังเกตต าแหน่งจ าเพาะบนล าดับ นิวคลีโอไทด์ที่มีความแตกต่างกันเพียง 

1 คู่เบส ที่เรียกว่า สนิปส์ (SNPs; Single Nucleotide Polymorphisms) (กณิตา, 2560) 

2.3.3 Single nucleotide polymorphism (SNP) Marker 

 สนิปส์ (single nucleotide polymorphism, SNP หรือ snip) คือ ความแตกต่าง

ของเบสเพียงต าแหน่งเดียวภายในยีนบนจีโนมของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด (Lohmann et al., 2000; 

Genome News Network (GNN), 2017) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 ซึ่งมีประโยชน์ในการตรวจสอบความ

แตกต่างระหว่างชนิดพันธุ์ภายในกลุ่มชนิดพันธุ์ที่ก าหนด (Species detection) ด้วยประโยชน์ของ

วิธีการดังกล่าว ในปัจจุบันได้มีการน าเทคนิควิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing)       

มาประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิค SNP genotyping โดยการใช้คู่ไพรเมอร์จ าเพาะ (Species-specific 

PCR primers) ที่ออกแบบให้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ในช่วงที่เป็นต าแหน่งสนิปส์ของชนิดพันธุ์สัตว์

กลุ่มเป้าหมาย (กณิตา, 2560) 

 

รูปที่ 2.3 ต าแหน่ง single nucleotide polymorphism, SNP 
ที่มา: http://learn.genetics.utah.edu/content/precision/snips/ (สืบค้นวันที่ 15/07/2017) 

2.4 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 งานวิจัยทางด้านความหลากหลายทางพันธุกรรมในสัตว์ปีก พบว่าปัจจุบันเน้นการศึกษา
ทางด้านการใช้เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ โดยการใช้เทคนิคการเพิ่มชิ้นดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
บริเวณไมโครแซทเทลไลท์ เป็นเทคนิคที่มีการใช้กันมากที่สุด นอกจากนี้ยังพบเทคนิคอื่นๆบ้าง เช่น 
เทคนิค single nucleotide polymorphism (SNP), Random Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD),  PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) และการใช้วิธีทาง 
immunoassay เป็นต้น การศึกษาวิจัยทั้งหมดเน้นไปที่การจ าแนกกลุ่มทางพันธุกรรม และการ
ค้นหาเครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) หรือเครื่องหมายทางพันธุกรรม (genetic marker) 
เพื่อประโยชน์ในการคัดเลือกพันธุ ์และการอนุรักษ์ทางพันธุกรรมต่อไป (เปล่งศรี และคณะ, 2550) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.4.1 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่ 

 ชัชวาล (2546) ศึกษาการจ าแนกลักษณะทางพันธุกรรมในไก่พื้นเมือ งไทย

เปรียบเทียบกับไก่เนื้อ และไก่ไข่โดยใช้ลักษณะเครื่องหมาย microsatellite ในการทดลองนี้ได้

ตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองไทยในตระกูล Gallus gallus domesticus  

สองสายพันธุ์ คือ สายพันธุ์เหลืองหางขาว และประดู่หางด า เมื่อตรวจสอบค่าความหลากหลายทาง

พันธุกรรม และแผนภูมิความสัมพันธ์ พบว่าสามารถจ าแนกกลุ ่มของไก่ที ่ผสมพันธ์แบบมีระบบ  

แต่ในไก่ของเกษตรกรที่เลี้ยงทั่วไปไม่สามารถจ าแนกออกจากกันได้อย่างชัดเจน เนื่องจากการเลี้ยงใน

ฟาร์มที่มีระบบการผสมพันธุ์ชัดเจน 

 เฉลิมชัย (2546) ศึกษาการจ าแนกสายพันธุ์ไก่พื้นเมืองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ด้วย SSR marker จากลักษณะรูปพรรณสัณฐานภายนอกของไก่พื้นเมือง 5 จังหวัด พบว่าความ

หลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุ่มตัวอย่างไก่พื้นเมืองจังหวัดยโสธรมีค่าสูงสุดเท่ากับ 

0.583+0.293 จังหวัดเลยมีค่าต่ าสุด เท่ากับ 0.317+0.293 จ านวนของอัลลีลในแต่ละโลกัสอยู่

ระหว่าง 5–9 อัลลีลต่อไพรเมอร์ และมีค่าระหว่าง 1–6 อัลลีลต่อกลุ่มตัวอย่าง ค่าเปอร์เซ็นต์ความ

เหมือนทางพันธุกรรมในกลุ่มไก่จังหวัดนครราชสีมา ขอนแก่น ยโสธร สกลนคร และ เลย มีค่าเฉลี่ย

เท่ากับ 17.31, 24.58, 23.78, 27.11, และ 21.82 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยอาจเนื่องมาจากความ

แตกต่างของการเลี้ยง การคัดเลือก และเป็นกลุ่มตัวอย่างจากคนละประชากร ซึ่งไก่พื้นเมืองที่ท า 

การศึกษาในครั้งนี้ อยู่ในสภาพแวดล้อมที่เป็นธรรมชาติ และมีความอิสระมากกว่า 

 ปาริชาติ (2547) ศึกษาการประมาณค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างไก่พื้น

เมืองไทย (Gallus gallus  domesticus) พบว่าไมโครแซทเทลไลท์ทุกโลไซเป็นโพลีเมอรฟิก

จ านวนอัลลีล แต่ละโลกัสส าหรับทุกสายพันธุ์อยู่ในช่วง 2 อัลลีล ถึง 9 อัลลีล จ านวนอัลลีลเฉลี่ยต่อ

โลกัสส าหรับท ุกประชากรเท่ากับ 6.33 ค่าเฮเทอโรไซโกซิตี้ที่ได้จากการสังเกตเฉลี่ยต่ าสุด คือ ไก่ชี  

และสูงสุดในไก่ประดู่หางด า พบว่าค่าระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์ค านวณโดยใช้ Nei’s 

genetic distance ระหว่างไก่ประดู่หางด ากับไก่ชีมีค่าน้อยที่สุด และมีค่ามากที่สุดระหว่างไก่ประดู่

หางด ากับไก่นกแดงหางแดง จากการศึกษานี้พบว่าไก่พื้นเมืองทั้ง 4 สายพันธุ์มีความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมใกล้เคียงกัน จะแตกต่างกันอย่างชัดเจนตรงลักษณะภายนอกเท่านั้น อาจเนื่องมาจาก 

มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันทางสายเลือด ซึ่งผลที่ได้นี้สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการอนุรักษ์สายพันธุ์

ให้เกิดพันธุ์แท้ เพื่อจดทะเบียนประวัติในอนาคต รวมถึงการน าไปใช้ในการทดลองที่ต้องการความ

แม่นย าสูง ในงานวิจัยที่ต้องการสัตว์ทดลองที่มีความเหมือนทางพันธุกรรมสูง และสามารถคัดเลือก

สายพันธ์ุตามที่ต้องการไดโ้ดยไม่ต้องรอการแสดงออกทางฟีโนไทป์ที่จะน ามาคัดเลือก เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 Hillel et al. (2003) การประเมินความหลากหลายทางชีวภาพของไก่ 52 ประชากร 

โดย เครื่องหมาย microsatellite จากแหล่งรวมของดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ 22 ต าแหน่ง พบว่า

ค่าเฉลี่ยความหลากหลายทางพันธุกรรมน้อยที่สุดในไก่สาย C และมากที่สุดในไก่สายพันธุ์ Gallus 

gallus spadiceus ดังนั้นจ านวนอัลลีล: ต าแหน่ง: ประชากร มีค่าเฉลี่ยความหลากหลายของ

เครื่องหมายทางพันธุกรรม เท่ากับ 0.47 0.05 และ 0.64 และสัดส่วนความหลากหลายของ

เครื ่องหมายทางพันธุกรรม เท่ากับ 0.91 0.25 และ 1.0 ค่าที่ได้อยู่ในเกณฑ์ดี ดังข้อมูลการผสมพันธุ์

ของประชากร ยกตัวอย่างเช่น ประชากรที่ผสมพันธุ ์ตามธรรมชาติมีความหลากหลายทางพันธุกรรม

มากกว่าสายพันธุ์ที่มีการคัดเลือกสายพันธ ์ุ เช่น ไก่ไข่ แสดงให้เห็นความหลากหลายทางพันธุกรรมใน

แหล ่งรวมของดีเอ็นเอ สามารถทดสอบได ้ และมีประโยชน์ส าหรับการอนุรักษ์ความหลากหลายทาง

พันธุกรรมร่วมกันระหว่างประชากร 

 Dai et al. (2005) ศึกษาระดับโมเลกุลด้วย OPAY02-Scar Markers ที่เกี่ยวข้องกับ

น้ าหนักแรกเกิดของไก่นิวหยางโจว โดยออกแบบไพรเมอร์ของ OPAY02-Scar Markers เพื่อเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอของไก่นิวหยางโจว 86 ตัว ผลการเปรียบเทียบทั้งสองแบนบนล าดับนิวคลีโอไทด์กับ

ฐานข้อมูลของไก่ป่า แสดงให้เห็นว่าแบนตั้งอยู่บนโครโมโซมที่  3 ท าให้สามารถระบุล าดับนิวคลี 

โอไทด์ได้ถูกต้อง 98% และตรวจพบต าแหน่งการกลายพันธุ์  8 SNPs ได้แก่ ต าแหน่ง 195(T/G) 

316( A/T)  538( G/A)  731( T/A)  1147( G/A)  1329( T/C) , 1927( C/T)  แ ล ะ  2081( C/T)  

ซึ่งเครื่องหมาย SCAR ได้รับการยืนยันว่าทั้งสองแบนของ OPAY02 สามารถน าไปใช้การวิเคราะห์

ทางพันธุกรรม เพราะมีความคงที่ และความน่าเชื่อถือในการทดสอบ 

 De Marchi et al. (2006) ศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมในสายพันธุ์พื้นเมืองแคว้น

เวเนโต ประเทศอิติล ีโดยใช้เครื่องหมาย AFLP ในการวิเคราะห์เครื่องหมายระบุสายพันธ์ุในแต่ละสาย

พันธ์ุของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธ์ุไก่ (Ermellinata, Padovana, Pe´poi และ Robusta) และใช้ไก่เนื้อ

เป็นสายพันธุ์อ้างอิง พบว่าค่า heterozygosity ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ และค่า

สัมประสิทธิ์ของการเปลี่ยนแปลงของยีน (Gst) ของสายพันธุ์ไก่เนื้อ พบว่ามีความแปรปรวนเพียง

ครึ่งหนึ่งของสายพันธุ์ทั้งหมด และจากการหาค่าระยะห่างทางพันธุกรรม พบว่าไก่สายพันธุ์ Pe'poi 

กับสายพันธุ์ไก่เนื้อมีระยะห่างทางพันธุกรรมมากว่าไก่พื้นเมืองอีกสามสายพันธุ์ ซึ่งจากการแบ่งกลุ่ม

ของสายพันธ์ุไก่ขึ้นอยู่กับระยะห่างทางพันธุกรรม จากข้อมูลของเครื่องหมาย AFLP แสดงให้เห็นความ

แตกต่างอย่างชัดเจนในทุกสายพันธ์ุ 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 Dorji et al. (2010) วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองภูฏาน

โดยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ โดยใช้ตัวอย่างไก่พื้นเมืองภูฏานจ านวน 4 สายพันธุ์ และสาย

พันธุ์ไก่ทางการค้า 2 สายพันธุ์ ด้วยไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ 18 ต าแหน่ง ในการตรวจสอบ

ความหลากหลายทางพันธุกรรม พบจ านวนอัลลีลทั้งหมด 160 อัลลีล และค่าเฉลี่ยของประชากร

ทั้งหมดอยู่ที่ 8.87±0.55 ซึ่งความแตกต่างทางพันธุกรรมอยู่ในระดับปานกลางในประชากรทั้ง  6 

สายพันธุ์ จากการท าแผนภูมิความสัมพันธ์ของไก่พื้นเมืองภูฏาน พบว่าไก่พื้นเมืองมีความแตกต่างจาก

สายพันธุ์ไก่ทางการค้า จึงสรุปได้ว่าไก่พื้นเมืองภูฏานเป็นตัวแทนของประชากรที่ไม่ซ้ ากันกับสาย

พันธุ ์ทางการค้า จัดเป็นทรัพยากรทางพันธุกรรมที่มีคุณค่าในการอนุรักษ์  และสามรถน าไปใช้

ประโยชน์ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 

 Ahmed et al. (2013) ใช้เครื่องหมาย Random amplified polymorphic DNA 

(RAPD) ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุ์สัตว์ปีก 3 สายพันธุ์ (ไก่ทาง

การค้า, Aseel และ Karknath) โดยใช้ไพรเมอร์ 30 ชนิด พบว่าสามารถเกิดแถบแบนทั้งหมด 

198 แบน (136 polymorphic) พบแบนมีความแตกต่าง 96.96 เปอร์เซ็นต์ และค่า polymorphic 

อยู่ระหว่าง 0.23-0.47 ซึ่งมีค่าดัชนีความเหมือนเฉลี่ยเท่ากับ 49 เปอร์เซ็นต์ และเมื่ อน ามาจัดกลุ ่ม

ด้วยวิธี UPGMA พบว่าสัตว์ปีกที่น ามาศึกษานั้นมีความหลากหลายสูงทั้งภายในประชากรเดียวกัน 

และระหว่างกลุ่มประชากร จากข้อมูลดังกล่าวเป็นประโยชน์ส าหรับใช้ในโครงการปรับปรุงพันธุ์สัตว ์

 Riztyan et al. (2014) ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างไก่ป่าสีแดง  

และไก่บ้านในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยใช้เครื่องหมาย single nucleotide polymorphism 

(SNP) ด ้วยเทคนิค PCR-RFLP พบว่าค่าเฉลี่ย heterozygosity ของไก่ป่าสีแดง ไก่พื้นเม ือง  

และไก่สายพันธุ์ทางการค้า มีค่าเท ่าก ับ 0.225±0.077 0.272±0.009 และ 0.211±0.037 ตามล าดับ 

และความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากแผนภูมิความสัมพันธ์ พบว่าสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มได้ 3 กลุ่ม

ที่แตกต่างกัน คือ ไก่ป่าสีแดง แบ่งเป็นหนึ่งบรรพบุรุษ และมีความเกี ่ยวข้องอย่างใกล้ชิดกับไก่

พื้นเมืองมากกว่าไก่สายพันธุ ์ทางการค้า นอกจากนี้ผลของการวิเคราะห์โครงสร้างของประชากร

แสดงให้เห็นว่าไก่พื ้นเมืองในประเทศไทย จัดเป็นกลุ ่มของบรรพบุร ุษไก่ป่าสีแดงมากที ่ส ุด 

จากไก่ทั้งหมด และการค้นพบหลักฐานทางโมเลกุลเหล่านี้ ท าให้สนับสนุนหลักฐานทางทฤษฎีว่า

เหตุการณ์ในการเกิดไก่บ้านสายพันธุ์ด้ังเดิมเกิดขึ้นในประเทศไทย 

 El-Sabrout et al. (2015) วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุ์ 

ไก่ที่แตกต่างกันในประเทศอียิปต์ โดยใช้เครื่องหมาย RAPD และเครื่องหมาย SSR ด้วย 20 ไพรเมอร์ 

(10 RAPD และ 10 SSR) เครื่องหมาย RAPD พบไพเมอร์จ านวน 8 ไพรเมอร์ที่ให้ความแตกต่างของเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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แถบดีเอ็นเอ 86 แบน และแถบดีเอ็นเอที่ไม่แตกต่างกันจ านวน 9 แบน และพบแถบดีเอ็นเอ 

ที่มีความจ าเพาะต่อสายพันธุ์ Fayoumi Alexandria และ Golden-Montaza ขณะที่เครื่องหมาย 

SSR พบ 6 ไพรเมอร์ มีจ านวนอัลลีลทั้งหมด 62 อัลลีล 10 ต าแหน่ง และจากผลของความ

หลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์เมื่อน ามาวิเคราะห์โดยใช้แผนภูมิความสัมพันธ์ สามารถ

แบ่งสายพันธุ์ไก่ออกเป็น 2 กลุ่มคือ สายพันธุ์ Fayoumi กับ Alexandria และสายพันธุ์ Matrouh 

กับสายพันธุ์ Golden-Montazah ในการวิจ ัยครั ้งนี ้พบว่าทั ้ง  2 เครื ่องหมายโมเลกุลให้ความ

หลากหลายทางพันธุกรรมสูง อาจเป็นเพราะสายพันธุ์ไก่ในอียิปต์มาจากโครงสร้างที่แตกต่างกัน  

และเป็นสายพันธุ์ที่มีวัตถุประสงค์ในการปรับปรุงพันธุ์ที่แตกต่างกัน ซึ่งมีการศึกษาอย่างต่อเนื่องเป็น

เวลาหลายปี เพื่อปรับปรุงสายพันธุ์ท้องถิ่นเหล่านี้ โดยความรู้เกี่ยวกับระยะห่างทางพันธุกรรม 

ของแต่ละกลุ่มยีนเป็นเครื่องมือที่มีประโยชน์มากส าหรับการปรับปรุงพันธุกรรม  

 Maw et al.  (2015) ศ ึกษาความหลาหลายทางพ ันธ ุกรรมและโครงสร ้าง 

ของประชากรไก่พื้นเมืองพม่า ไทย และลาว โดยใช้ 102 Indels Markers พบว่าค่า polymorphic 

ของ Indels Markers มีค่าประมาณ 71-96 เปอร์เซ็นต์ และความแปรผันทางพันธุกรรม พบว่า 

ให้ค่าเฉลี ่ยใกล้เคียงกันในทุกประชากร และจากการหาค่า observed heterozygosities (H๐)  

และค ่า expected heterozygosities (He) อยู่ระหว่าง  0.205-0.263  และ 0.239-0.381 

ตามล าดับ ในส่วนของค่าสัมประสิทธิ์ความต่างของพันธุกรรมของประชากรทั้งหมด (Gst) เท่ากับ 

0.125 และมีค่า Gst ในประชากรของไก่พื้นเมืองไทย (0.088) สูงกว่าไก่พื้นเม ืองพม ่า (0.041)  

และลาว (0.024) ตามล าดับ ค่าความห่างของพันธุกรรมระหว่างประชากร (Fst) อยู่ในช่วง 0.144-

0.308 เมื่อสร้างแผลภูมิความสัมพันธ์ พบว่าไก่พื้นเมืองไทยกับไก่พื้นเมืองลาวมีความใกล้ชิดกันทาง

พันธุกรรมส ูง ขณะที่ไก่พื้นเม ืองพม ่าม ีความแตกต่างจากสายพันธุ ์อื่นมีความสอดคล้องกับการศึกษา

โครงสร้างทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมือง จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม STRUCTURE พบว่าไก่

พื้นเมืองจาก 3 เม ือง มีถิ่นก าเนิดที่แตกต่างกัน สังเกตได้ว่าการผสมของพันธุกรรมในไก่ของไทย  

และลาวมีการผสมกันของสารพันธุกรรม ส่วนในไก่พื้นเมืองพม่ามีความบร ิสุทธิ์ เนื่องจากไม่มีการ

ผสมข้ามสายพันธุ์ของไก่พื้นเมืองจากประเทศไทย และลาว 

2.4.2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุล 

 เบญจพร และคณะ (2558) ได้ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ในการแยก

พันธ์ุปลูกของข้าวพื้นเมืองที่เก็บมาจากแหล่งเพาะปลูกต่างกัน โดยใช้วิธี PCR และเปรียบเทียบความ

เหมือนหรือความแตกต่างเป็นรายคู่โดยใช้เทคนิค SNP (single nucleotide polymorphism)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ด้วยโปรแกรม BioEdit ClustalW 2 และ BLAST ข้าวพื้นเมืองทั้ง 15 พันธ์ุ แยกเป็นข้าวเจ้า 7 พันธุ์ 

พบว่า จากตัวอย่างข้าวทั้ง 15 พันธุ์ มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ที่สามารถแยกข้าว 15 พันธุ์ 

ออกเป็นข้าวเจ้า 7 พันธุ์ และข้าวเหนียว 8 พันธุ์ ผลของการสร้างแผนภาพต้นไม้แสดงวิวัฒนาการ 

สามารถแยกพันธุ์ได้ชัดเจนตรงกันเป็น 15 พันธุ์  ดังนั้นล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ในข้าว 

พันธ์ุปลูกทั้ง 15 พันธุ์นี้ สามารถใช้เป็น molecular marker ในการตรวจสอบและปรับปรุงพันธุ์ข้าว

ของไทยในอนาคตได้อย่างยั่งยืน  

 Fernandez et al. (2004) ศึกษาลักษณะของเครื่องหมาย SCAR ของโปรโตซัว 

(Eimeria spp.) ในสัตว์ปีก และสร้างฐานข้อมูลเชิงสัมพันธ์ใน Eimeria SCARdb เพื่อพัฒนาและ

ศึกษาลักษณะของล า ดับนิวคลีโอไทด์ 151 ของเครื่องหมาย SCAR พบว่ามี  Eimeria  7 ชนิด 

ที่ติดเชื้อนี้ในสัตว์ปีก และพบเครื่องหมาย 84 เครื่องหมายที่มีความจ าเจาะต่อสายพันธุ์ Eimeria 

และพบเครื่องหมาย 67 ต าแหน่งมีความจ าเพาะบางส่วน ซึ่งล าดับเบสที่มีความจ าเพาะต่อ

เครื่องหมาย SCAR พบว่ามี 22 ต าแหน่ง พบว่ามีต าแหน่งซ้ ากัน 5 หน่วยซ้ าที่แตกต่างกัน จากการ

สังเกตมีเพียง 15 เครื่องหมายเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับกับฐานข้อมูลมีความคล้ายคลึงกันอย่างมี

นัยส าคัญ ดังนั้นในส่วนที่ยังไม่มีการระบุชื่อ และไม่พบลักษณะนี้เกิดขึ้น สามารถน าไปเก็บไว้เป็น

ฐานข้อมูลเชิงสัมพันธ์ของเครื่องหมาย SCAR (Eimeria SCARdb) บริการออนไลน์บนอินเทอร์เน็ต

เก่ียวกับการพัฒนาเครื่องหมาย SCAR ซึ่งเป็นทรัพยากรที่มีคุณค่า สามารถน าไปใช้ให้เกิดประโยชน์ 

ส า ห รั บ ก า ร วิ นิ จ ฉั ย ร ะ ดั บ โ ม เ ล กุ ล ส า ห รั บ ก า ร เ กิ ด ร ะ บ า ด วิ ท ย า เ กี่ ย ว กั บ สั ต ว์   

ความแปรปรวนทางพันธุกรรม และการศึกษาเกี่ยวกับการท าแผนที่จีโนมของสัตว ์

 Smith et al. (2005) ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในสายพันธุ์ ไก่งวง 5  

สายพันธ์ุ (Blue Slate, Bourbon Red, Narragansett, Royal Palm และ Spanish Black) โดยใช้

เครื่องหมายทางโมเลกุล RAPD microsatellite และ SNPs ที่ได้รับการสุ่มตัวอย่างจากล าดับ 

นิวคลีโอไทด์เป้าหมาย และชิ้นส่วนจากโคลนของเครื่องหมาย RAPD ซึ่งการวิเคราะห์โดย RAPD 

 ใช้ไพรเมอร์ 5 ชนิดตามข้อมูลดีเอ็นเอทั้งหมด 14 ชนิดในประชากรทั้งหมด 5 กลุ่ม การวิเคราะห์ 

microsatellite เกี่ยวข้องกับอัลลีลที่ให้ข้อมูลสองอัลลีลจาก 3 คู่ไพรเมอร์ และการตรวจพบ SNP 

ทั้งหมด 9 ต าแหน่งซึ่งหนึ่งในนั้นเป็นสายพันธุ์ที่เฉพาะเจาะจง SNP นี้เป็นพื้นฐานของขั้นตอนการ

สร้าง PCR-RFLP genotyping ที่พัฒนาขึ้นเพื่อแยกสายพันธุ์หนึ่งออกจากสายพันธุ์อื่น ๆ หลักฐาน

จากการวิเคราะห์เหล่านี้รวมทั้ง SNL-based RFLP-PCR แสดงให้เห็นว่า Royal Palm แตกต่างจาก

อีก 4 สายพันธุ์ แต่มีความใกล้ชิดกับ Narragansett มากมากที่สุด จากข้อมูลเหล่านี้เป็นครั้งแรก 

ที่แสดงหลักฐานโมเลกุลของความสัมพันธ์ที่อาจเกิดขึ้นระหว่างสายพันธุ์ไก่งวงที่เลี้ยงในประเทศ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 Lin et al. (2006) จ าแนกชนิดของสายพันธุ์แมลงวัน โดยใช้เครื่องหมาย ISSR 

และเครื่องหมาย SCAR ในการวิเคราะห์ความแตกต่างดีเอ็นเอของแมลงจ านวน 5 สายพันธุ์ โดยใช้

เครื่องหมาย ISSR  พบว่ามี 9 ไพรเมอร์จากทั้งหมด 18 ไพรเมอร์ สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของ 

ดีเอ็นเอได้ 105 แถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน และมีเสถียรภาพ และให้แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันจ านวน 95 

แถบแบน ซึ่งบางไพรเมอร์สามารถใช้ในการแยกความแตกต่างกันได้อย่างสมบูรณ์ระหว่างสายพันธุ์ 

แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมาย ISSR สามารถใช้ในการระบุสายพันธุ์แมลงวันเหล่านี้ได้ และน าข้อมูล 

ที่ได้ท าให้เกิดความน่าเชื่อถือมากขึ้นโดยมีการพัฒนาเป็นเครื่องหมาย SCAR เพื่อได้ไพรเมอร์ 

ที่มีความจ าเพาะต่อสายพันธุ ์แมลงวันมากขึ้น และสามารถน ามาใช้ในการวินิจฉัยระดับโมเลกุล

ของแมลงวันทั้ง 5 ชนิดได ้ 

 Muira et al. (2008) ได้การคาดการณ์การใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุกรรม 

และการรวมอุตสาหกรรมที่จะส่งผลกระทบต่อองค์ประกอบทางพันธุกรรมของไก่เชิงพาณิชย์ ดังนั้น

ค าถามที่ เกิดขึ้นเป็นไปได้ว่ามีความหลากหลายทางพันธุกรรมเพียงพอที่ยั งคงอยู่ภายใน 

อุตสาหกรรมเพื่อตอบสนองความต้องการในอนาคต ด้วยล าดับจีโนมของไก่ที่มีมากกว่า 2.8 ล้าน  

single-nucleotide polymorphisms (SNPs) พบว่า SNP ท าหน้าที่ เป็นเครื่อมหมายของความ

หลากหลายทางชีวภาพและให้การประเมินวัตถุประสงค์ของสายพันธุ์ที่มีคุณค่ามากที่สุดส าหรับการ

รักษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ซึ่งเป็นการวิเคราะห์เชิงทดลองครั้งแรกที่มีการศึกษาถึงความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของสินค้าเกษตรทั้งหมด วิธีการที่น าเสนอเป็นครั้งแรกในการจ าแนกความ

หลากหลายทางชีวภาพในด้านความหลากหลายของ allelic และเชื่อมโยงกับอัตราการสูญเสีย allele 

ด้วยสัมประสิทธิ์การผสมข้ามสายสัมพันธุ ์

 Kiran et al. (2010) รายงานการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลให้ง่ายต่อการทดสอบ

ความถูกต้องของตัวยาสมุนไพร จากตัวยาสมุนไพรดั้งเดิม โดยเครื่องหมาย RAPD สามารถ

พัฒนาให้เป็นเครื ่องหมายโมเลกุลที ่ท าได้ง่าย แม้จะเป็นเครื ่องหมายที ่มีความน่าเชื ่อถือน้อย 

นอกจากเครื่องหมาย RAPD ยังมีเครื่องหมายที่ได้รับความนิยม เช่น เครื่องหมาย AFLP, ISSR, 

SSR และ RFLP มีการน ามาใช้ส าหรับการรับรองความถูกต้องของตัวยาสมุนไพร แต่เครื่องหมาย

เหล่านี้มีข้อเสีย คือ การใช้ไอโซโทปกัมมันตรังส ี, ค่าใช้จ่ายสูง และต้องการความถูกต้องของข้อม ูล

ล าดับของนิวคลีโอไทป์ จึงเป็นเหตุผลในการปรับปรุงเครื่องหมาย RAPD เป็นเครื่องหมาย SCAR 

เนื่องจากท าได้ง่ายและเชื่อถือได้ และท าซ้ าได้  จึงมีความได้เปรียบกว ่าเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อ

รับรองความถูกต้องของสมุนไพร 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



20 
 

 

 Marieschi et al. (2011) ศึกษาการพัฒนาเครื่องหมาย SCAR ส าหรับระบุ 

สายพันธุ์ของ Olea europaea L.  สามารถน ามาตรวจสอบการเจือปนในออริกาโนทางการค้า 

แถบทะเลเมดิเตอร์เรเนียน ซึ่งมีการน าเครื่องหมาย SCAR ที่มีการพัฒนามาจากเครื่องหมาย RAPD 

ให้มีความจ าเพาะมาก เนื่องจากการสั่งซื้อของ Olea europaea ต้องมีการตรวจสอบสารปนเปื้อน

ได้อย่างรวดเร็ว ละเอียด และน่าเชื่อถือได้ รวมถึงใช้ต้นทุนต่ าในการตรวจหาการปนเปื้อนของสินค้า

ตัวอย่างออริกาโนแห้งจากทะเลเมดิเตอร์เรเนียน 

 Riztyan et al. (2011) ได้ท าการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม และความ

แตกต่างของไก่พื้นเมืองอินโดนีเซีย 4 ชนิด ได้แก่ Black Kedu (BK) Kedu (KD) Kampung (LOC) 

และ Arab (AR) เก็บรวบรวมในภาคกลาง และตะวันตกของชวา ต าแหน่ง polymorphic และ

ค่าเฉลี่ย heterozygosity ของแต่ละประชากรอยู่ในช่วง 0.765 โดยใช้เครื่องหมาย SNP 98 ชนิด 

พบว่ามีความแตกต่างกัน 87 ชนิด สัดส่วนของ ถึง 0.878 และ 0.224 ถึง 0.263 ตามล าดับ ไก่ไข่ของ

อินโดนีเซีย พบว่ามีจ านวน 4 คู่ (K = 3): การจัดกลุ่มพันธุ์ BK และพันธุ์ AR แต่ละสายพันธุ์มีความ

แตกต่างกันในขณะที่พันธุ์ LOC และพันธุ์ KD มีการผสมกันประชากร สัดส่วนที่เหมือนกันของสมาชิก

ในประชาการ ในส่วนของการวิเคราะห์องค์ประกอบจากการต านวณ eigenvector พบว่า 1 กลุ่ม 

ที่แยกจากกัน คือ BK และ AR จาก 2 ประชากรอื่น ๆ จากการประเมินโดยใช้ค่าความห่างระหว่าง

ประชากร (FST) ส าหรับแต่ละตัวอย่าง และระหว่างประชากรยืนยันว่าสายพันธุ์ LOC และพันธุ์ KD  

มีความสัมพันธ์กันอย่างใกล้ชิดในขณะที่พันธุ์ BK และ AR แตกต่างกันมากขึ้น ผลการศึกษานี้ยังยืนยัน

ถึงประโยชน์ของเครื่องหมาย SNP ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม  

 Aslam et al. (2012) การค้นหาและการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของ SNP ในไก่งวง ผลการศึกษาไก่งวง 32 ตัวจากประชากรที่แตกต่างกัน สามารถค้นพบ 5.49 ล้าน

ต าแหน่ง SNP แล้วน ามาใช้เพื่อวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรที่ต่างกันใน

สายการค้าทั้งหมดแยกออกจากสายพันธุ์ดั้งเดิม และประชากรไก่งวงทางเม็กซิกันตอนใต้ ซึ่งค้า

heterozygosity ของทุกตัวจากประชากรไก่งวงที่แตกต่างกันอยู่ระหว่าง 0.17-2.73 SNPs/Kb 

ในขณะที่ heterozygosity ของประชากรอยู่ระหว่าง 0.73-1.64 SNPs/Kb ความถี่เฉลี่ยของ SNP  

ที่มี heterozygous ในไก่งวงแต่ละตัวมีค่าเท่ากับ 1.07 SNP/Kb พบบริเวณที่มีโครโมโซม 5 แห่งที่มี

ความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ต่ ามากในไก่งวงภายในประเทศ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าต าแหน่ง alleles  

มีความแตกต่างจาก allel ของสายพันธุ์ดั้งเดิม ดังนั้นความหลากหลายในสายพันธุ์สัตว์ในประเทศ 

จึงมีความส าคัญมาก และจ าเป็นส าหรับการปรับปรุงพันธุ์อย่างรวดเร็ว และถูกต้องของสายพันธุ์ 

ที่เลือกไว้ในสภาพแวดล้อมต่าง ๆ ในการปรับตัวต่อการเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วที่ อาจเกิดขึ้นในเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เป้าหมายการปรับปรุงพันธุ์ การเลือกจีโนมิกจะต้องมีเครื่องหมายทางพันธุกรรมจ านวนมาก ซึ่ง SNPs 

เป็นแหล่งก าเนิดความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ใหญ่ที่สุดในจีโนม 

 Cirillo et al. (2012) ได้ศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลที่ได้จากการตรวจผลิตภัณฑ์เนื้อ

ในอิตาลีโดยการใช้เครื่องหมาย RAPD ในการตรวจผลิตภัณฑ์เนื้อเบื้องต้น และคัดเลือกผลิตภัณฑ์

พีซีอาร์ทีม่ีความแตกต่างกันมาออกแบบไพรเมอร์ เพื่อได้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อผลิตภัณฑ์เนื้อ

มากขึ้น มีความว่องไวต่อปฏิกิริยา และมีความน่าเชื่อถือมากกว่าใช้เพียงแค่เครื่องหมาย RAPD 

 Siang Ng et al. (2012) ได้ ใช้  genotype ของ SNP ตรวจสอบพันธุ์ประวัติ ไก่ 

ที่ได้จากพ่อพันธุ์ไก่ขนย้อน (Frizzle feather) แบบ heterozygous ผสมกับแม่พันธุ์ปกติ พบ SNP 2 

ชนิดที่มีตาแหน่งอยู่ใน linkage group E22C19W28 และ E50C23 เกี่ยวก้อยอยู่กับลักษณะขนย้อน

อย่างมีนัยสาคัญทางสถิติ และบริเวณใกล้เคียงดังกล่าวจะเป็นตาแหน่งของกลุ่มยีน keratin หลังการ

ตรวจสอบยีน keratin ทั้ง14 ชนิด พบ 1 ชนิดที่จะเป็นสาเหตุที่ก่อให้เกิดลักษณะขนย้อน คือ  

ยีน KRT75 โดยพบว่าลาดับเบสของยีน KRT75 จะขาดหายไป 69 bps ในบริเวณรอยต่อระหว่าง 

exon 5 กับ intron 5 ส่วน ซึ่งการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของแนวทางในการระบุปัจจัย

ทางพันธุกรรมของรูปขนไก่ 

 Cunha et al. (2015) น าเครื่องหมาย SCAR ซึ่งพัฒนาจากเครื่องหมาย RAPD 

สามารถใช้ในการระบุสายพันธ์ุของเชื้อราที่เกิดขึ้นในกล ้วยของประเทศบราซ ิลได้อย่างมีประส ิทธิภาพ 

ซึ่งการใช้เทคนิคทางโมเลกุลมีประโยชน์ส าหรับการคัดกรองพืชจำนวนมาก สามารถช่วยในการ

ปรับปรุงพันธุ์พืชทั่วไป และคัดเลือกสายพันธุ์ได ้อย่างรวดเร็ว มความถูกต้อง แม่นย ามากขึ้น

 Joana et al. (2016) ตรวจสอบแหล่งก าเนิดของนมในผลิตภัณฑ์นม โดยใช้

เครื่องหมาย RAPD และเครื่องหมาย SCAR เพื่อเป ็นเครื่องมือที่มีศักยภาพส าหรับการค้นหาสาย

พันธุ์แกะที่มีการเจือปนในการผลิตชีส การค้นพบนี้มีบทบาทส าคัญการตรวจคุณภาพของชีส 

สามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบผลิตภัณฑ์นมคุณภาพสูงอ่ืนๆได้ เนื่องจากมีแนวโน้มที่จะเกิดการ

ปลอมปนสูงในอุตสาหกรรม 
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บทที่ 3  

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 

3.1 สถานที่เก็บตัวอย่างขนไก่พื้นเมอืงไทย  
 ในการเก็บตัวอย่างขนไก่ 60 ตัวอย่าง สายพันธุ์ละ 15 ตัวอย่าง โดยมีสายพันธุ์ไก่พื้นเมือง

ดังนี้ สายพันธุ์ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (Pradu-Hangdam Chiangmai; PD) จากศูนย์วิจัยและ

บ ารุงพันธุ์สัตว์พะเยา สายพันธุ์ไก่ชีท่าพระ (Chee Thapra; CT) จากศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์ 

ท่าพระ สายพันธุ์ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (Lueng-Hangkao Kabinburi; LK) จากศูนย์วิจัยและ

บ ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรี และสายพันธุ์ไก่แดงสุราษฎร์ (Dang Surat; DS) จากศูนย์วิจัยและบ ารุง

พันธ์ุสัตว์สุราษฎร์ธานี และ out group 3 ตัวอย่าง โดยเก็บตัวอย่างไก่เน้ือ 2 ตัวอย่าง และนกปรอท

หัวโขน 1 ตัวอย่างจากจังหวัดสุราษฎร์ธานี แสดงดังตารางที่ 3.1 ในระหว่างเดือนธันวาคม 2558-

กุมภาพันธุ์ 2559 

ตารางที่ 3.1 ตัวอย่างไก่พื้นเมืองที่สุ่มเก็บจากศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธ์ุสัตว์ 

3.2 อุปกรณ์ 
3.2.1. ออโตปิเปต (Autopipette) (Socorex acura825, Switzerland) ขนาดต่างๆ 

3.2.2 เครื่องส่องเจล (Gel Documentation) (Syngene InGenius, USA) 

3.2.3 เครื่องปันเหว่ียง (Microcentrifuge) (Labnet Spectrafuge 16M, USA) 

3.2.4 เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge) (Hermle LaborTechnik GmbH - Z383K, Germany) 

3.2.5 เครื่องรันเจล (Electrophoresis system) (Wealtec Corp, UAS) 

3.2.6 เครื่องไมโครเวฟ (Microwave) (Panasonic NN-SM330M, Thailand) 

3.2.7 เครื่องปั่นเหว่ียงขนาดเล็ก (Spin down) (Labnet Prism Mini Centrifuge, USA) 

3.2.8 เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal cycler) (Biometra TProfessional Gradient 

96, Germany)

ล าดับที ่ สายพันธุ ์ รหัสตัวอย่าง สถานทีเ่ก็บตัวอย่าง 
01-15 ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ PD01-PD15 อ.เมือง จ.พะเยา 
16-30 ไก่ชีท่าพระ CT01-CT15 อ.ท่าพระ จ.ขอนแก่น 

31-45 ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุร ี LK01-LK15 อ.กบินทร์บุรี จ.ปราจีนบุรี 
46-60 ไก่แดงสุราษฎร์ DS01-DS15 อ.เมือง จ.สุราษฎร์ธาน ี
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3.2.9 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 3.2.10 หลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร (Corning Aaygen PCR-02-C, USA) และขนาด 

1.5 มิลลิลิตร (Biomed Hycon Plastics, Thailand) 

3.2.11 เครื่องผสมสาร (Vortex) (Scientific Industries Vortex Genie2 G560E, U.S.A) 

3.2.12 อ่างควบคุมอุณภูมิ (Memmert GmbH & Co. KG WNB 45, Germany)  

3.2.13 ทิปขนาดต่างๆ (Biomed Hycon Plastics, Thailand) 

3.3 สารเคมี 

 3.3.1 ชุดสกัดดีเอ็นเอ PureLink™ (Invitrogen, USA) 

3.3.2 ชุดสกัดดีเอ็นเอจากเจลให้บริสุทธิ์ FavorPrepTM (BiotechCorp, Taiwan) 

3.3.3 ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ FavorPrepTM (BiotechCorp, Taiwan 

3.3.3 อะกาโรส (LE Agarose, (Biolabs, USA) 

3.3.4 Tris-Borate-EDTA Buffer (TBE buffer) 

3.3.5 6X loading dry  

3.3.6 DNA marker ขนาด 100 คู่เบส (Invitrogen, U.S.A และ Bioneer, Korea) 

3.3.7 เอธิเดียมโบรไมด์ (Bio-Rad, USA) 

3.3.8 สีย้อม Neo green (Neoscience, Korea) 

3.3.9 RAPD Primer (Kit A, Operon Technologies, USA) ดังแสดงในตารางที่ 3.2 

ตารางที่ 3.2 ไพรเมอร์ส าหรบัเทคนิค RAPD  

Primer code Sequencen  Primer code Sequence 
OPA-01 5’-CAGGCCCTTC-3’  OPA-11 5’-CAATCGCCGT-3’ 
OPA-02 5’-TGCCGAGCTG-3’  OPA-12 5’-TCGGCGATAG-3’ 
OPA-03 5’-AGTCAGCCAC-3’  OPA-13 5’-CAGCACCCAC-3’ 
OPA-04 5’-AATCGGGCTG-3’  OPA-14 5’-TCTGTGCTGG-3’ 
OPA-05 5’-AGGGGTCTTG-3’  OPA-15 5’-TTCCGAACCC-3’ 
OPA-06 5’-GGTCCCTGAC-3’  OPA-16 5’-AGCCAGCGAA-3’ 
OPA-07 5’-GAAACGGGTG-3’  OPA-17 5’-GACCGCTTGT-3’ 
OPA-08 5’-GTGACGTAGG-3’  OPA-18 5’-AGGTGACCGT-3’ 
OPA-09 5’-GGGTAACGCC-3’  OPA-19 5’-CAAACGTCGG-3’ 
OPA-10 5’-GTGATCGCAG-3’  OPA-20 5’-GTTGCGATCC-3’ 
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3.3.10 M13 primer (Promega, USA) 

3.3.10 พลาสมิด pGEM-T (Promega, USA) 

3.3.11 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XcmI (Biolabs, USA) 

3.3.12 เอนไซม์ T4 DNA ligase (Biolabs, USA) 

3.3.13 บัฟเฟอร์ T4 DNA ligase (Biolabs, USA) 

3.3.14 competent Escherichia coli XL1-Blue cells 

3.3.15 อาหาร Luria-Bertani (LB medium)  

3.4 วิธีการทดลอง 

 3.4.1 การเก็บตัวอย่างขนไก่พื้นเมือง 

 ขนสัตว์ปีกมีหลายแบบรูปแบบ เช่น ขนคอนทัวร์ (contour feather) อยู่ชั้นนอกเรียง

เหลื่อมเหมือนหลังคาบ้าน ขนอุย (down feather) อยู่ใต้ขนคอนทัวร์เป็นฉนวนป้องกันไม่ให้เสียความ

ร้อน และขนบริสเติล (bristles) แปรรูปมาจากขนคอนทัวร์คอยป้องกันสิ่งแปลกปลอมเข้ารูจมูก 

(nostrils)  ซึ่งขนที่น ามาสกัดดีเอ็นเอเป็นขนที่มีการเจริญอยู่ตลอดเวลา หรือเรียกว่า ขนคอนทัวร์  

มีการพบมากที่สุดบนตัวไก่ และปกคลุมอยู่ชั้นนอกสุดไม่ว่าจะเป็นขนปกคลุมล าตัว ขนปีก และขนหาง 

โดยการเก็บตัวอย่างของขนไก่พื้นเมืองไทยใช้คีมคีบถอนขนใส่ในถุงซิปล็อกประมาณ 10 เส้นต่อ 1 

ตัวอย่าง แล้วเติมเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ประมาณ 5 มิลลิลิตรจากนั้นเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ 80 

องศาเซลเซียส จนกว่าจะได้รับการสกัดดีเอ็นเอ  

 

  

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 ลักษณะของขนไก่พื้นเมือง 4 สายพันธ์ุ คือ ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่เหลืองหาง

     ขาวกบินทรบ์ุร ี(LK) ไก่ชีท่าพระ (CT) และไก่แดงสุราษฎร์ (DS) ที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 

 

 PD LK CT DS 
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3.4.2 การสกัดดีเอ็นเอจากขนไก่พื้นเมือง 

 ในการสกัดดีเอ็นเอจากขนไก่ใช้ชุดสกัด PureLink™ โดยน าตัวอย่างมาตัดให้เป็นชิ้น

เล็กประมาณ 25 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดทดลอง เติม  PureLink™ Genomic Digestion Buffer 

ปริมาตร180 ไมโครลิตร และเติม Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น ามาบ่มที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ดูดส่วนใสใส่ในหลอดใหม่ เติม RNase ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง 2 นาที เติมสารผสม PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ต่อเอทานอล 99.5 เปอร์เซ็นต์ 200 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วย้าย

ส่วนผสมทั้งหมดใส่ในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  

ที่อุณหภูมิห้อง เทส่วนใสทิ้ง เติม Wash Buffer1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม Wash Buffer2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วย้ายคอลัมน์ใส่ในหลอด

ใหม่ เติม PureLink™ Genomic Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง 1 นาที 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  14,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที เก็บดี เอ็นเอที่อุณหภูมิ  –20  

องศาเซลเซียส 

3.4.3 การวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 น าดีเอ็นที่สกัดได้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

แล้วหยอดลงในหลุมของแผ่นวุ้นอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ที่แช่ใน 1X TBE บัฟเฟอร์ และให้

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที หลังจากนั้นย้อมด้วย 0.5 มิลลิกรัมต่อไมรลิตร 

Ethidium bromind เป็นเวลา 10 นาที แล้วแช่น้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาที น าแผ่นวุ้นอะกาโรสไปวาง

บน UV transilluminator จะปรากฏแถบดีเอ็นเอผ่านจอคอมพิวเตอร์ แล้วเปรียบเทียบความเข้มของ

แถบดีเอ็นเอตัวอย่างกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส บันทึกผลการทดลอง 

 3.4.4 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองโดยเทคนิค RAPD 
 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พ้ืนเมือง 4 สายพันธ์ุ โดยการคัดเลือก

ไพรเมอร์ของเครื่องหมาย RAPD ทั้งหมด 4 ไพรเมอร์ จาก 20 ไพรเมอร์ มีขั้นตอนดังนี ้

 3.4.4.1 ทดสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่เหมาะต่อปฏิกิริยา RAPD ในระดับความ

เข้มข้นของดีเอ็นเอเป้าหมายต่างๆ คือ 100, 50, 40, 25, 20 และ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  

โดยการเปรียบเทียบความเข้มข้นของดีเอ็นเอตัวอย่างกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.4.4.2 น าตัวอย่างดีเอ็นเอไก่พื้นเมืองมาคัดเลือกไพรเมอร์ด้วยเทคนิค RAPD โดยน า

ไพรเมอร์ 20 ชนิด (OPA1-20) มาทดสอบกับตัวอย่างไก่พื้นเมืองจ านวน 4 สายพันธุ์ โดยน ามาสาย

พันธ์ุละ 1 ตัวอย่าง เพื่อคัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ไก่พื้นเมือง  

 3.4.4.3 น าไพรเมอร์ที่เหมาะสมมาทดสอบกับตัวอย่างทั้งหมด 4 สายพันธุ์จ านวน 60 

ตัวอย่าง มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยเติมสารเคมีที่เป็นส่วนประกอบในการท าพีซีอาร์ดังนี้ ดีเอ็นเอ 50 

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 1X บัฟเฟอร์ แมกนีเซียมคลอไรด์ 0.5 มิลลิโมลาร์ dNTP 2 มิลลิโมลาร์  

ไพรเมอร์ 4 ไมโครโมลาร์ Taq DNA Polymerase 0.025 ยูนิตต่อไมโครลิตร (ดัดแปลงจาก Mohd- 

Azmi. et al., 2000) จากนั้นน าส่วนผสมใส่ในหลอดทดลอง 0.2 มิลลิลิตร หลอดละ 25 ไมโครลิตร 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Thermalcycler โดยมีสภาวะที่ เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ 

ดีเอ็นเอดังต่อไปนี้ อุณหภูมิเริ่มต้น 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วย 40 รอบที่อุณหภูมิ 

94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

2 นาที และรอบสุดท้ายตามด้วย 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 นาท ี(El-Sabrout et al., 2015)  

 3.4.4.4 วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยน าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์

ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วหยอดลงในหลุมของแผ่น

วุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่แช่ใน 1X TBE บัฟเฟอร์ และให้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 

นาที หลังจากนั้นย้อมด้วย 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร Ethidium bromind เป็นเวลา 10 นาที แล้วแช่น้ า

กลั่นเป็นเวลา 5 นาที น าแผ่นวุ้นอะกาโรสไปวางบน UV transilluminator จะปรากฏแถบดีเอ็นเอ

ผ่านจอคอมพิวเตอร์ บันทึกผลการทดลอง  

3.4.5 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช้โปรแกรม NTSYSpc 2.01e  

 ท าการแปลผลแถบแบนดีเอ็นเอ โดยการให้คะแนนแบบ binary คือ เมื่อปรากฏแถบ

ของดีเอ็นเอให้คะแนนเป็น 1 และเมื่อไม่ปรากฏแถบของดีเอ็นเอเกิดขึ้น ณ ต าแหน่งเดียวกันของ 

แต่ละตัวอย่างให้คะแนนเป็น 0 จากนั้นน าคะแนนที่เกิดจากแต่ละไพรเมอร์มาเรียงใน Microsoft 

office Excel 2007 เพื่อค านวณต่อกัน แล้วน ามาวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน (similarity 

coefficient)  โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc 2.01e (Rohlf, 1998) เลือกวิธีการจัดแบบ unweighted 

pair-group method using arithmetic average (UPGMA) ซึ่ งจะแสดงผลในรูปของแผนภูมิ  

dendrogram 
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 3.4.6 การศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอ  

 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองโดยใช้เครื่องหมาย 

RAPD อาจน ามาพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลประจ าสายพันธุ์ของไก่พื้นเมืองได้ โดยการโคลน

ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่สนใจ และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาค้นหาต าแหน่งที่ท าให้เกิดความแตกต่าง

ระหว่างสายพันธุ์ของไก่พ้ืนเมืองไทย ซึ่งมีขั้นตอนด าเนินงานดังนี ้

 3.4.6.1 คัดเลือกชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่สนใจจากเครื่องหมาย RAPD โดยการตัด

ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาด 1000 คู่เบส บนแผ่นวุ้นอะกาโรสที่ต้องการออกมา แล้วท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้

ชุด FavorPrepTM ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ ตัดส่วนที่ต้องการใส่ในหลอด เติม FADF buffer ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที กลับหลอดทุกๆ 2-3 นาที จนชิ้น

วุ้นอะกาโรสละลายได้อย่างสมบูรณ์ น าส่วนผสมตัวอย่างที่มีปริมาตรประมาณ 800 ไมโครลิตร ใส่ใน 

FADF column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งส่วนใส  

เติม Wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใน FADF column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งส่วนใส ปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

3 นาทีให้เมทริกซ์ในคอลัมน์แห้ง น า FADF column ใส่หลอดใหม่ เติม Elution buffer ปริมาตร 40 

ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 1 นาที หลังจากนั้นน าไปปั่นเหว่ียง 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี

 3.4.6.2 การโคลนดีเอ็นเอ โดยน าชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 1000 คู่เบส มาเชื่อมต่อกับ

เวคเตอร์ pGEM-T (Promega, USA) ส่งถ่ายดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) เข้าสู่เซลล์

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ XL1-blue และน าไปเลี้ยงบนอาหาร LB ที่ใส่แอมพลิซิลินความเข้มข้น 

50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร IPTG ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ X-gal ความเข้มข้น 25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นคัดเลือกโคลนด้วยเทคนิค blue-white screening แล้วน าโคลนที่

คัดเลือกมาสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด FavorPrepTM (Biotech corp, Taiwan) ซึ่งมีขั้นตอน

ดังนี้ น าเชื้อแบคทีเรียที่เจริญอยู่บนอาหารแข็ง LB-Ampicillin ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

ที่มี FAPD1 buffer 200  ไมโครลิตร เติม FAPD2 Buffer 200 ไมโครลิตร เติม FAPD3 buffer 300 

ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีที่ ย้ายส่วนใสใส่ใน FAPD Column 

น าไปปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที แล้วทิ้งสารที่ไหลผ่านคอลัมน์ และวาง

คอลัมน์ FAPD ไว้ใน Tube Collection Tubeg เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยง 

14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งสารที่ไหลไหลผ่านคอลัมน์ และวางคอลัมน์ FAPD กลับ

เข้าไปใน Tube Collection Tube เติม 600 Wash Buffer  ไมโครลิตรของ Wash Buffer ลงใน

คอลัมน์ FAPD ปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งสารที่ไหลผ่านคอลัมน์ และวาง
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คอลัมน์ FAPD ไว้ใน Tube Collection Tube น าไปปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที 

วางคอลัมน์ FAPD ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 50 ไมโครลิตร ไปยัง

เมมเบรนของคอลัมน์ FAPD บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาที

เป็นเวลา 1 นาที และน าไปวัดความเข้มข้นของพลาสมิดด้วยเครื่อง NanoDrop 2000, USA และ

เก็บพลาสมิดดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อรอการตรวจสอบหาล าดับนิวคลีโอไทด ์

  ตรวจสอบผลการโคลนยีนเพื่อความถูกต้องในการเข้าไปของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สนใจ

ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ M13 ส าหรับเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่สนใจ โดยเติม

สารเคมีที่ เป็นส่วนประกอบในการท าพีซีอาร์ดั งต่อไปนี้  โดยปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร  

ซึ่งประกอบด้วย ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร 1X buffer แมกนีเซียมคลอไรด์ 0.8 มิลลิโมลต่อลิตร dNTP      

2 มิลลิโมลาร์ ไพรเมอร์ M13 forward (5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3') 5 ไมโครไมลาร์ ไพรเมอร์ 

M13 reverse (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3') 5 ไมโครไมลาร์ Taq DNA Polymerase 5 ยูนิต่อ

ไมโครลิตร จากนั้นน าส่วนผสมที่ผสมได้ ใส่ ในหลอดทดลองเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

Thermalcycler โดยมีสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดังต่อไปนี้ อุณหภูมิเริ่มต้น 94 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วย 40 รอบ ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ี54 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และรอบสุดท้ายตามด้วย 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  จากนั้นท าการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 

โดยใช้ความเข้มข้นวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์  

 3.4.6.3 การออกแบบไพรเมอร์  โดยน าตัวอย่างพลาสมิดจาการโคลนที่ผ่านการ

ตรวจสอบผลที่ถูกต้องในการโคลนดีเอ็นเอ และส่งตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด (Bioneer, 

Korea) หลังจากนั้นน าล าดับเบสที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit เพื่อให้ได้ล าดับเบสครบทั้ง 

1000 คู่เบส แล้วน ามาออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3 และทดสอบความเหมาะสมของไพร

เมอร์ด้วยโปรแกรม OligoCalc (Misener and Krawetz, 1992) 

 3.4.6.4 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของการโคลนที่

ไดผ้่านการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit มาค้นหาความเหมือน (Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST)) ผ่ านฐานข้อมู ลทางชี วภาพจาก  The National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) รวมถึงการน าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ได้มาหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนการ

ทางพันธุกรรมในไกพ่ื้นเมืองด้วยโปรแกรม MEGA7 version 7.0.21 (Kumar et al. 2016)        เลือก

วิธีการจัดกลุ่มแบบ unweighted pair-group method using arithmetic average (UPGMA) (Nei 

and Kumar, 2000) และแสดงผลในรูปของแผนภูมิความสัมพันธเ์ชิงวิวัฒนาการ 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

4.1 การทดสอบความเขม้ข้นของดีเอ็นเอส าหรับปฏิกิริยา RAPD 

 จากการทดสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่มีผลต่อปฏิกิริยา RAPD ในระดับความเข้มข้นของ

ดีเอ็นเอตัวอย่างต่างกัน คือ 100, 50, 40, 25, 20, 15 และ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร พบว่าที่ระดับ

ความเข้มข้น 10 ถึง 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร สามารถตรวจพบดีเอ็นเอตัวอย่าง ดังแสดงในรูปที่ 

4.1 จะสังเกตแถบดีเอ็นได้ชัดเจน และมีความเหมาะสมส าหรับการท าพีซีอาร์ โดยผลจากการศึกษา

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอนั้นเป็นสิ่งส าคัญต่อกระบวนการทดลองในการทดลองต่อไป ดังนั้นจึงควร

ค านึงถึงความเข้มข้นของดีเอ็นเอในการน ามาท าพีซีอาร์ เพื่อผลการทดลองที่มีความถูกต้อง และ

ประสิทธิภาพสูง ซึ่งจากการรายงานของ Samar et al. (2013) มีการทดสอบความเข้มข้นของ 

ดีเอ็นเอตัวอย่างที่เหมาะสมคือ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพื่อใช้ในการศึกษาความแปรปรวนของ

พันธุกรรมในไก่ด้วยเครื่องหมาย RAPD นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอของ

ตัวอย่างไก่ที่ 40 ถึง 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยใช้เครื่องหมาย RAPD (Bahy et al., 2003;  

El-Sabrout et al., 2015.) ดังนั้นจากการศึกษาครั้งนี้จึงใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอของปฏิกิริยา 

RAPD 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ในการศึกษาความหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองต่อไป 

  

รูปที่ 4.1 ความเข้มข้นของดีเอ็นเอตัวอย่างต่างกันส าหรับปฏิกิริยา RAPD โดยหมายเลข 1 ถึง 7 คือ

   ดีเอ็นเอตัวอย่างที่ความเข้มข้น 100, 50, 40, 25, 20, 15 และ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

   ตามล าดับ และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส

M       1        2       3       4       5        6      7 

1000 bp  
1517 bp  

500 bp 

100 bp 
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4.2 ความจ าเพาะของไพรเมอร์ RAPD 
 จากการน าไพรเมอร์ของเครื่องหมาย RAPD 20 ชนิด (OPA01-20) มาทดสอบกับตัวอย่าง 

ไก่พื้นเมืองจ านวน 4 สายพันธุ์ โดยน ามาสายพันธุ์ละ 1 ตัวอย่าง เพื่อคัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมาะสม 

ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองต่อไป ดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบว่าให้ 

แถบดีเอ็นเอทุกไพรเมอร์ แต่จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ได้แตกต่างกันไปตามไพรเมอร์ที่แตกต่างกัน  

ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ซึ่งจากการทดลองได้คัดเลือกมา 4 ไพรเมอร์ คือ OPA01, OPA11, OPA16 

และ OPA18 เนื่องจากพบแถบดีเอ็นเอจ านวนมาก สังเกตแถบดีเอ็นเอได้ชัดเจน ให้แถบดีเอ็นเอที่มี

ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ไก่  และสามารถน าแถบดีเอ็เอปใช้ในการศึกษาต่อได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ 

จากตารางที่ 4.1 จะเห็นได้ว่าจ านวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดความต่างระหว่างสายพันธุ์ของ 

ไพรเมอร์ OPA01, OPA11, OPA17, OPA18, OPA19 และ OPA20 มีจ านวนแถบดีเอ็นเอเท่ากัน  

ซึ่งในการวิจัยได้คัดเลือกไพรเมอร์ OPA01, OPA11 และ OPA18 เนื่องจากแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ 

OPA17, OPA19 และ OPA20 มีระยะห่างของแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างกับแถบดีเอ็นเอที่ 

ไม่ต้องการใกล้ชิดกันมาก ดังการรายงานของ Nikkhoo et al. (2011) มีการใช้ไพรเมอร์ของ

เครื่องหมาย RAPD 20 ชนิด ในการจ าแนกลักษณะทางพันธุกรรมในฝูงพ่อพันธุ์แม่พันธุ์ของไก่เนื้อสาย

พันธ์ุอาเรียน พบว่าไพรเมอร์ของเครื่องหมาย RAPD 4 ชนิด (OPA01, OPA02, OPA03 และ OPA04) 

ไม่มีแถบดีเอ็นเอใดเกิดขึ้น ในส่วนของไพรเมอร์ 3 ชนิด (OPA08, OPA18 และ OPA19) ไม่ได้แถบดี

เอ็นเอที่มีเสถียรภาพ และไม่ได้รวมอยู่ในชุดข้อมูลส าหรับการน าไปวิเคราะห์ต่อไป อีก 13 ไพรเมอร์

จาก 20 ไพรเมอร์ (OPA05, OPA06, OPA07, OPA09, OPA10, OPA11, OPA12, OPA13, OPA14, 

OPA15, OPA16, OPA17 และ OPA20) พบว่าได้รับการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ และเกิดแถบดีเอ็น

เอที่มีเสถียรภาพ ง่ายต่อการท าคะแนน และท าซ้ าได้ผลของแถบดีเอ็นเอเหมือนเดิม จึงน ามาใช้ส าหรับ

การท า genotyping ของทุกตัวจากสายพันธุ์ไก่เนื้อ ดังนั้นจากาการศึกษาครั้งนี้ได้คัดเลือกไพรเมอร์ที่

เหมาะสมส าหรับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองจ านวน 4 ไพรเมอร์ คือ 

OPA01, OPA11, OPA16 และ OPA18 เนื่องจากให้แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์

อย่างชัดเจน และง่ายต่อการวิเคราะห์ผล  
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รูปที่ 4.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ RAPD [ก.) OPA01-OPA05, ข.) OPA06-OPA10            
            ค.) OPA11-OPA15 และ ง.) OPA16-OPA20]  
  หมายเหต:ุ หมายเลข 1 แทนสายพันธุ์ไก่แดงสุราษฎร ์2 แทนไก่ชีท่าพระ 3 แทนไก่ประดู่
  หางด าเชียงใหม่ 4 แทนไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี  และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส 

1000 bp 
1517 bp 

500 bp 

100 bp 

OPA01 OPA02 OPA03 OPA04 OPA05 

ก.) 

1517 bp 

500 bp 

100 bp 

1000 bp 

OPA06 OPA07 OPA08 OPA09 OPA10 

ข.) 

OPA11 OPA12 OPA13 OPA14 OPA15 

1517 bp 

500 bp 

100 bp 

1000 bp 

ค.) 

OPA16 OPA17 OPA18 OPA19 OPA20 

1517 bp 

500 bp 

100 bp 

1000 bp 

ง.) 
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ตารางที่ 4.1 จ านวนแถบแบนของดีเอ็นของไก่พื้นเมืองของไพรเมอร ์RAPD 20 ชนิด 
ไพรเมอร์ จ านวนแถบแบนทั้งหมด แถบแบนที่เกิดความต่างระหว่างสายพันธ์ุ 
OPA01 10 3 
OPA02 13 2 
OPA03 12 0 
OPA04 9 0 
OPA05 3 0 
OPA06 9 1 
OPA07 13 2 
OPA08 13 1 
OPA09 14 0 
OPA10 12 0 
OPA11 11 3 
OPA12 9 2 
OPA13 6 1 
OPA14 4 2 
OPA15 5 2 
OPA16 6 1 
OPA17 9 3 
OPA18 10 3 
OPA19 9 3 
OPA20 14 3 
Total 119 32 

 
4.3 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองไทย 
 จากการน าไพรเมอร์จากการคัดเลือกมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ 
จ านวน 60 ตัวอย่าง  โดยเทคนิค RAPD พบว่าไพรเมอร์ 4 ชนิด (OPA01, OPA11, OPA16 และ
OPA20) ไม่สามารถใช้เป็นเครื่องหมาย RAPD ส าหรับจัดจ าแนกพันธุ์ไก่พื้นเมืองได้ และให้ลายพิมพ์  
ดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกต่างภายในสายพันธุ์ของไก่แดงสุราษฎร์ (DS) แต่ในสายพันธุ์ไก่ประดู่
หางด าเชียงใหม่ (PD) สายพันธุ์ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) และไก่ชีท่าพระ (CT) ไม่สามารถ
แยกความแตกต่างภายในสายพันธ์ุได้ทั้งหมด ดังแสดงในรูปที่ 4.3-4.6 
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รูปที่ 4.3  ไพรเมอร์ OPA01 ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองสายพันธุ์
   ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) ไก่แดงสุราษฎร์ (DS) 
   out group 2 กลุ่ม คือ ไก่เนื้อ (B1, B2) และนกปรอทหัวโขน (B3) หมายเลข 1-15 คือ
   ตัวอย่างไก่พ้ืนเมืองในแต่ละสายพันธ์ุ และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส  

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 
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รูปที่ 4.4  ไพรเมอร์ OPA11 ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองสายพันธุ์
   ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) ไก่แดงสุราษฎร์ (DS) 
   out group 2 กลุ่ม คือ ไก่เนื้อ (B1, B2) และนกปรอทหัวโขน (B3) หมายเลข 1-15 คือ
   ตัวอย่างไก่พ้ืนเมืองในแต่ละสายพันธ์ุ และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส  

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

OPA11-LK 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 
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รูปที่ 4.5  ไพรเมอร์ OPA16 ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองสายพันธุ์
   ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) ไก่แดงสุราษฎร์ (DS) 
   out group 2 กลุ่ม คือ ไก่เนื้อ (B1, B2) และนกปรอทหัวโขน (B3) หมายเลข 1-15 คือ
   ตัวอย่างไก่พ้ืนเมืองในแต่ละสายพันธ์ุ และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส  
 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 
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รูปที่ 4.6  ไพรเมอร์ OPA18 ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมืองสายพันธุ์
   ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) ไก่แดงสุราษฎร์ (DS) 
   out group 2 กลุ่ม คือ ไก่เนื้อ (B1, B2) และนกปรอทหัวโขน (B3) หมายเลข 1-15 คือ
   ตัวอย่างไก่พ้ืนเมืองในแต่ละสายพันธ์ุ และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส  
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 เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลของเครื่องหมาย RAPD ด้วยโปรแกรม NTSYS-pc และเลือกวิธีจัดกลุ่ม

แบบ UPGMA โดยน ามาค านวณค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ของ 

ไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ คือ ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่ชีท่าพระ (CT) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์

บุรี (LK) และไก่แดงสุราษฎร์ (DS) สายพันธุ์ละ 15 ตัวอย่าง จ านวนรวม 60 ตัวอย่าง พบว่ามีค่า

สัมประสิทธิ์ความเหมือน (ตารางที่ 4.2) อยู่ระหว่าง 0.6597 ถึง 0.7802 และพบว่า CT และ PD  

มีความใกล้ชิดพันธุกรรมสูง ซึ่งมีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ที่  0.7802 เมื่อเปรียบเทียบกับ LK 

และ DS ซึ่งมีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ที่  0.7386 และ 0.6883 ตามล าดับ เนื่องมาจากทุก 

สายพันธุ์ในไก่พื้นเมืองอาจมีต้นก าเนิดมาจากเหตุการณ์การเลี้ยงสัตว์ เกิดการอพยพจากภูมิภาคที่อยู่

ใกล้เคียงกัน เกิดการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์ไก่ โดยตัวอย่างที่น ามาศึกษามีการสุ่ม

เก็บรวบรวม และจัดหาไก่พ่อ-แม่พันธุ์ของ CT, PD และ LK จากภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  

ภาคตะวันออก และภาคกลางของประเทศไทย ท าให้ทั้งสามสายพันธ์ุมีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมมาก

กกว่า DS เนื่องจากมีการรวบรวมไก่พ่อ-แม่พันธุ์มาจากภาคใต้ทั้งหมด (อุดมศรี และคณะ, 2550)      

ด้วยเหตุนี้ท าให้ไก่พื้นเมืองมีวิวัฒนาการแตกต่างกันออกไป และจะเห็นได้ว่าไก่เนื้อ (B1) มีความ

ใกล้ชิดกับสายพันธุ์ไก่แดงสุราษฎร์มากที่สุดเมื่อน ามาเปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ่ืน โดยมีค่าสัมประสิทธิ์

ความเหมือนอยู่ที่ 0.7026 อาจจะเป็นเพราะว่าต้นก าเนิด หรือวิวัฒนาการของ B1 มาจากไก่พื้นเมือง

สายพันธุ์ DS ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของของ  Riztyan et al. (2014)  ได้ศึกษาความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมระหว่างไก่ป่าสีแดง และไก่บ้านในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยใช้เครื่องหมาย SNP พบว่า

สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มได้  3 กลุ่มที่แตกต่างกัน คือ ไก่ป่าสีแดง ไก ่พื ้นเม ืองและไก ่เนื ้อ  

โดยไก่พื้นเมืองมีความเกี่ยวข้องอย่างใกล้ชิดกับไก่เนื้อมากกว่าไก่ป่าสีแดง ซึ่งค่าระยะห่างระหว่าง

พันธุกรรมอยู่ที่ 0.1463 และ 0.2620 ตามล าดับ  

 จากการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของไก่พื้นเมืองไทย พบว่าสามารถแบ่ง
ตัวอย่างของไก่พื้นเมืองทั้ง 60 ตัวอย่าง ออกเป็นเป็น 4 กลุ่ม คือ สายพันธุ์ไก่ชีท่าพระ (CT)  ไก่ประดู่
หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) และไก่แดงสุราษฎร์ (DS) และ out group 2 
กลุ่ม คือ ไก่เนื้อ (B1, B2) และนกปรอทหัวโขน (B3) แสดงดังรูปที่ 4.7 โดย CT, PD และ LK มีความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรมสูง เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับ DS และจะเห็นได้ว่า PD ไม่สามารถแยกความแตก
ภายในสายพันธุ์เดียวกันได้ คือ PD01 และ PD02 เช่นเดียวกันกับ LK คือ LK12 และ LK13 เนื่องจาก
มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันทางสายเลือด จากผลการทดลองดังกล่าวสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการ
อนุรักษ์สายพันธุ์ให้เกิดพันธุ์แท้ เพื่อจดทะเบียนประวัติในอนาคต ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
ปาริชาติ (2547) ศึกษาการประมาณค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างไก่พื้นเมืองไทย 4  
สายพันธ์ุคือ ไก่พันธ์ุเหลืองหางขาว (LK) ไก่พันธ์ุประดู่หางด า (PD)  ไก่พันธ์ุนกแดงหางแดง (ND)  และ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไก่พันธุ์ชี (S) โดยใช้เครื่องหมาย microsatellite เมื่อน ามาสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
พบว่า LK, PD, ND และ S พบว่าสามารถจัดแบ่งกลุ่มไก่พื้นเมืองไทยออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ กลุ่มแรก
ประกอบด้วย LK และ ND ส่วนกลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย PD และ S และพบว่าในสายพันธ์ุ PD, LK และ 
ND มีความเหมือนทางพันธุกรรมภายในสายพันธุ์ในแต่ละสายพันธุ์สูงเช่นเดียวกัน คือ PD4 กับ PD6,  
LK9 กับ LK11 และ ND11 กับ ND12 ซึ่งจากการทดลองสรุปได้ว่าไก่พื้นเมืองไทยทั้ง 4 สายพันธุ์ที่
กล่าวมาข้างต้นมีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากภูมิประเทศที่แตกต่างกัน กล่าวคือ CT, PD 
และ LK มีการกระจายพันธุ์ในภูมิภาคต่างๆของประเทศไทยได้มากกว่า DS และจากสภาพแวดล้อมใน
การเลี้ยงไก่ที่แตกต่างกันอาจมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของลักษณะภายนอก ลักษณะส าคัญทาง
เศรษฐกิจ และการทนทานต่อโรค ท าให้แต่ละสายพันธุ์มีบางส่วนที่เหมือนและแตกต่างกัน ซึ่งแสดง
ลักษณะภายนอกของตัวอย่างของไก่พื้นเมืองแต่ละสายพันธุ์ ดังแสดงในรูปที่ 4.8-4.11 และลักษณะ
ประจ าพันธุ์ที่มีส่วนเหมือนกัน และแตกต่างกันสรุปได้ดังตารางที่ 4.3 (อุดมศรี และคณะ, 2550) แต่
อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ท าให้ทราบถึงสายพันธุ์ที่ให้ความแตกต่างเช่นสายพันธุ์ไก่เหลืองหางขาว
กบินทร์บุรี  (LK) กับไก่แดงสุราษฎร์ (DS) จากแผนแผนภูมิความสัมพันธ์ เชิงวิวัฒนาการของ 
ไก่พื้นเมืองไทย และจากค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ที่ 0.6597 ซึ่งมีความห่างทางพันธุกรรม
มากกว่าไก่พื้นเมืองสายพันธุ์อื่น ดังนั้นจากข้อมูลดังกล่าวสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการปรับปรุง 
และพัฒนาสายพันธุ์ได้ โดยการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีความห่างไกลทางพันธุกรรมมาปรับปรุงพันธุ์  
ให้มีลักษณะที่ดี และสามารถน าไปใช้ประโยชน์ตามวัถุประสงค์ต้องการ   

ตารางที่ 4.2 ความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธ์ุ ได้แก ่ ไก่แดงสุราษฎร์ (DS) 

 ไก่ชีท่าพระ(CT) ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) ไก่เหลือหางขาวกบินทร์บุรี  (LK)  

 out group 2 กลุ่ม คือ ไก่เนื้อ (B1, B2) และนกปรอทหัวโขน (B3) ด้วยโปรแกรม 

 NTSYSpc  

 DS CT PD LK B1 B2 B3 
DS 1       
CT 0.6883 1      
PD 0.6824 0.7802 1     
LK 0.6597 0.7386 0.7675 1    
B1 0.7026 0.7680 0.7595 0.7288 1   
B2 0.6837 0.7359 0.7314 0.7438 0.9314 1  
B3 0.4464 0.5745 0.6249 0.5693 0.6078 0.5784 1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที ่4.8 ไก่พื้นเมืองสายพันธ์ุประดู่หางดำเชียงใหม่ เพศผู้ (ซ้าย) และเพศเมีย (ขวา) 

 

 

 

รูปที ่4.9 ไก่พื้นเมืองสายพันธ์ุเหลืองหางขาวกบินทร์บุรี เพศผู้ (ซ้าย) และเพศเมีย (ขวา) 
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รูปที ่4.10 ไก่พื้นเมืองสายพันธ์ุชีท่าพระ เพศผู้ (ซ้าย) และเพศเมีย (ขวา) 

 

 

 

รูปที ่4.11 ไก่พื้นเมืองสายพันธ์ุแดงสุราษฎร ์เพศผู้ (ซ้าย) และเพศเมีย (ขวา) 
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะประจ าพันธุ์ของไก่พื้นเมืองเพศผู้  และเพศเมีย 4 สายพันธุ์ คือ ไก่ประดู่หางด า      
         เชียงใหม่ (PD) ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) ไก่ชีท่าพระ (CT) และไก่แดงสุราษฎร์ (DS)  

ไก่พื้นเมืองเพศผู้ 4 สายพนัธุ ์
ลักษณะประจ าพันธุ์ PD LK CT DS 
1. สีขนล าตัว ด าปลอด ด ามีกระขาว ขาว แดง 
2. สีขนคอและ
สร้อยคอ 

แดงเข้ม เหลืองอดแดง ขาว แดง 

3. สีขนหาง ด าปรอท ด ามีขนขาวแซม ขาว ด าแดง 
4. สีขนปีก ด า ด าแซมขาว ขาว แดง 
5. สีปากและสแีข้ง ด า เหลือง น้ าตาลเหลือง เหลือง 
6. สีตา น้ าตาลเข้ม เหลืองอมน้ าตาล เหลือง เหลืองอมน้ าตาล 
7. สีผิวหนัง เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน 
8. ลักษณะหงอน ถั่ว ถั่ว ถั่ว ถั่ว 
9. สีหน้า แดง แดง แดง แดง 

10. รูปร่างและขนาด 
 

รูปร่างสูง ล าตัว
ยาวไหล่กว้าง 
คอยาว ขายาว 
และขนหางยาว 

รูปร่างสูง ล าตัว
ยาวไหล่กว้าง 
คอยาว ขายาว 
และขนหางยาว 

รูปร่างสูง ล าตัว
ยาวไหล่กว้าง 
คอยาว ขายาว 
และขนหางยาว 

รูปร่างสูง ล าตัว
ยาวไหล่กว้าง คอ
ยาว ขายาว และ
ขนหางยาว 

ไก่พื้นเมืองเพศเมีย 4 สายพันธุ ์
ลักษณะประจ าพันธุ์ PD LK CT DS 
1. สีขนล าตัว ด าปลอด ด ามีกระขาว ขาว แดง 
2. สีขนคอและ
สร้อยคอ 

ด า ด า ขาว แดง 

3. สีขนหาง ด า ด า ขาว แดง 
4. สีขนปีก ด า ด าแซมขาว ขาว แดง 
5. สีปากและสีแข้ง ด า เหลืองปนด า เหลือง น้ าตาลเหลือง 
6. สีตา น้ าตาลเข้ม เหลืองอมน้ าตาล เหลืองอมน้ าตาล เหลือง 
7. สีผิวหนัง เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน 
8. ลักษณะหงอน ถั่ว ถั่ว ถั่ว ถั่ว 
9. สีหน้า แดงเข้ม แดง ชมพ ู แดง 
10. รูปร่างและขนาด 
 

สูงเพรียว      
อกกว้าง 

สูงเพรียว  
อกกว้าง 

สูงเพรียว  
อกกว้าง 

สูงเพรียว  
อกกว้าง 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.4 การศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และความสัมพันธ์เชิงวิ วัฒนาการของ 

ไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์แล้วนั้น ไม่พบความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ ดังนั้นจึงมีการศึกษาแถบดีเอ็นเอ

ที่มีขนาดเท่ากันในทุกสายพันธุ์ และปรากฎแถบดีเอ็นเออย่างชัดเจนในทุกสายพันธุ์ได้ โดยการโคลน

ชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณอนุรักษ์ของไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ไก่แดงสุราษฎร์ 

(DS11) ไก่ชีท่าพระ (CT04) ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD11) และไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี 

(LK05) พบว่าสามารถน ามาออกแบบไพรเมอร์ที่ครอบคลุมชิ้นดีเอ็นเอ คือ primerTS forward: 

5'AGCCAGCGAACGGACTAG-3' และ reverse: 5'-TAGCCAGCGAATAACCTCAG-3' และเมื่อน ามา

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ พบว่าไพรเมอร์ที่ได้รับการออกแบบมานั้นมีความจ าเพาะทั้ง 4 สายพันธุ์ ซึ่งมี

ขนาดประมาณ 1000 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 4.9 นอกจากนี้ยังมีการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาใช้

ส าหรับการจัดจ าแนก คัดเลือกสายพันธ์ุไก่พื้นเมือง และพัฒนาเป็นเครื่องหมาย SNP ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.12 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาด 1000 คูเ่บส ของ primerTS 

 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์มาค้นหาความเหมือนโดยการท า BLAST ของไก่พื้นเมือง

สายพันธุ์ไก่แดงสุราษฎร์ (DS11) ซึ่งมีขนาดล าดับนิวคลีโอไทด์ 1005 คู่เบส ที่ได้จากการจัดเรียงล าดับ

นิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่ามีความเหมือนกับสิ่งมีชีวิตหลายชนิด คือ นกกีวี (Apteryx 

australis  mantelli; LK064658.1) ไก่ป่าสีแดง (Gallus gallus; XM_015292590.1) นกกระทา 

(Coturnix japonica; XM_015874240.1) ไก่ต๊อกหมวกเหล็ก (Numida meleagris; XM_021408162.1) 
ไก่ งวง  (Meleagris gallopavo; XM_010718153.2) และนกขุนแผนหางลาย  (Apaloderma 

vittatum; XM_009879324.1) พบว่าค่าคะแนนสูงสุดในการเปรียบเทียบระหว่างล าดับเบสของ

   M     PD11 LK05   DS11 CT04 

2000 bp 

1000 bp 

500 bp 

100 bp 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตัวอย่างกับล าดับเบสของข้อมูล (Max score) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 150-285 ค่าความครอบคลุมของ

ล าดับเบสที่ต้องการสืบค้นเทียบกับล าดับเบสของข้อมูล (Query cover) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 17-25 

เปอร์เซ็นต์ และค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเบสของตัวอย่างกับล าดับเบสของข้อมูล 

(%Identity) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 91-100 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังตารางที่ 4.4 จากค่าที่กล่าวมาข้างต้น

พบว่า DS11 มีความเหมือนกับสิ่งมีชีวิตไก่ป่าสีแดง (Gallus gallus; XM_015292590.1) มากที่สุด 

คือมีค่า Query cover 25 เปอร์เซ็นต์ และ Identity 99 เปอร์เซ็นต์ ถึงแม้จะมีค่า Max score น้อย

กว่า นกกีวี (Apteryx australis  mantelli; LK064658.1)  จากการศึกษาครั้งนี้ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ที่ระบุจากการ Blast พบว่าเป็นการท านายของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ คือ ยีน 

nuclear factor of activated T cells 5 (NFAT5) ในไก่พื้นเมือง  

ตารางที่ 4.4 การค้นหาความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ไก่แดง 

  สรุาษฎร ์(DS) กับฐานข้อมูล NCBI  

Accession 
number 

สิ่งมีชีวิตในฐานข้อมูล NCBI 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Ident 

LK064658.1 Apteryx australis  mantelli  285 285 20% 2e-72 91% 

XM_015292589.1 Gallus gallus 176 472 25% 1e-39 99% 

XM_015874240.1 Coturnix japonica  165 318 18% 2e-36 97% 

XM_021408162.1 Numida meleagris  150 301 17% 6e-32 95% 

XM_010718153.2 Meleagris gallopavo 150 295 17% 6e-32 100% 

XM_009879324.1 Apaloderma vittatum 150 270 17% 6e-32 100% 

    
 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์มาค้นหาความเหมือนโดยการ BLAST ของไก่พื้นเมืองสาย

พันธุ์ไก่ชีท่าพระ (CT04) ซึ่งมีขนาดล าดับนิวคลีโอไทด์ 1004 คู่เบส ที่ได้จากการจัดเรียงล าดับนิวคลี 

โอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit เป็นพบว่ามีความเหมือนกับสิ่งมีชีวิตหลายชนิด คือ นกกีวี (Apteryx 

australis  mantelli; LK064658.1) ไก่ป่าสีแดง (Gallus gallus; XM_015292590.1) นกกระทา 

( Coturnix japonica; XM_015874240.1) ไ ก่ ต๊ อ ก ห ม ว ก เ ห ล็ ก  ( Numida meleagris; 

XM_021408162.1) ไก่งวง (Meleagris gallopavo; XM_010718153.2) และนกขุนแผนหางลาย 

(Apaloderma vittatum; XM_009879324.1) พบว่าค่าคะแนนสูงสุดในการเปรียบเทียบระหว่าง

ล าดับเบสของตัวอย่างกับล าดับเบสของข้อมูล (Max score) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 150-274 ค่าความ

ครอบคลุมของล าดับเบสที่ต้องการสืบค้นเทียบกับล าดับเบสของข้อมูล (Query cover) พบว่ามีค่าอยู่เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/840011901?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=NWBZRERA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1003946944?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=NWA5XT5U014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1003946944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1201831924?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=NWA5XT5U014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1201831924
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1121901063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=NWA5XT5U014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1121901063
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699579623?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=NWA5XT5U014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699579623
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
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ระหว่าง 17-25 เปอร์เซ็นต์ และค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเบสของตัวอย่างกับล าดับเบส

ของข้อมูล (%Identity) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 90-100 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังตารางที่ 4.5 จากค่าที่

ก ล่ า ว ม าข้ า ง ต้ น พบว่ า  CT04 มี ค ว าม เ ห มื อนกั บ สิ่ ง มี ชี วิ ต ไ ก่ ป่ า สี แ ด ง  (Gallus gallus; 

XM_015292590.1) มากที่สุด คือมีค่า Query cover 25 เปอร์เซ็นต์ และ Identity 100 เปอร์เซ็นต์ 

ถึ ง แ ม้ จ ะมี ค่ า  Max score น้ อ ยก ว่ า  น กกี วี  (Apteryx australis  mantelli; LK064658.1)   

จากการศึกษาครั้งนี้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ระบุจากการ Blast พบว่าเป็นการท านายของยีนที่เกี่ยวข้อง

กับการตอบสนองการอักเสบ คือ ยีน nuclear factor of activated T cells 5 (NFAT5) ในไก่

พื้นเมือง  

 ตารางที่ 4.5 การค้นหาความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ไก่ชีท่าพระ

  (CT) กับฐานข้อมูล NCBI 

Accession 
number 

สิ่งมีชีวิตในฐานข้อมูล NCBI 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Ident 

LK064658.1 Apteryx australis  mantelli  274 274 20% 4e-69 90% 

XM_015292589.1 Gallus gallus 184 472 25% 2e-41 100% 

XM_015874240.1 Coturnix japonica  159 312 18% 1e-34 96% 

XM_021408162.1 Numida meleagris  156 306 17% 1e-33 96% 

XM_010718153.2 Meleagris gallopavo 150 301 17% 6e-32 95% 

XM_009879324.1 Apaloderma vittatum 150 275 17% 6e-32 100% 

 
 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์มาค้นหาความเหมือนโดยการ BLAST ของไก่พื้นเมืองสาย

พันธุ์ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD11) ซึ่งมีขนาดล าดับนิวคลีโอไทด์ 1004 คู่เบส ที่ได้จากการจัด

เรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit เป็นพบว่ามีความเหมือนกับสิ่งมีชีวิตหลายชนิด คือ 

นกกีวี (Apteryx australis mantelli; LK064658.1) ไก่ป่าสีแดง (Gallus gallus; XM_015292590.1) 

นกกระทา (Coturnix japonica; XM_015874240.1) ไก่ต๊อกหมวกเหล็ก (Numida meleagris; 

XM_021408162.1) ไก่งวง (Meleagris gallopavo; XM_010718153.2) และนกขุนแผนหางลาย 

(Apaloderma vittatum; XM_009879324.1) พบว่าค่าคะแนนสูงสุดในการเปรียบเทียบระหว่าง

ล าดับเบสของตัวอย่างกับล าดับเบสของข้อมูล (Max score) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 150-285 ค่าความ

ครอบคลุมของล าดับเบสที่ต้องการสืบค้นเทียบกับล าดับเบสของข้อมูล (Query cover) พบว่ามีค่าอยู่

ระหว่าง 17-25 เปอร์เซ็นต์ และค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเบสของตัวอย่างกับล าดับเบสเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
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ของข้อมูล (%Identity) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 91-100 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังตารางที่ 4.6 จากค่าที่

ก ล่ า ว ม าข้ า ง ต้ น พบว่ า  PD11 มี ค ว าม เห มื อนกั บ สิ่ ง มี ชี วิ ต ไ ก่ ป่ า สี แ ด ง  (Gallus gallus; 

XM_015292590.1) มากที่สุด คือมีค่า Query cover 25 เปอร์เซ็นต์ และ Identity 100 เปอร์เซ็นต์ 

ถึ ง แ ม้ จ ะ มี ค่ า  Max score น้ อ ย ก ว่ า น ก กี วี  (Apteryx australis  mantelli; LK064658.1)   

จากการศึกษาครั้งนี้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ระบุจากการ Blast พบว่าเป็นการท านายของยีนที่เกี่ยวข้อง

กั บ ก า รตอบสนองก า ร อั ก เ สบ  คื อ  ยี น  nuclear factor of activated T cells 5  (NFAT5 )  

ในไก่พื้นเมือง  

ตารางที่ 4.6 การค้นหาความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ไก่ประดู่ 

  หางด าเชียงใหม่ (PD) กับฐานข้อมูล NCBI 

Accession 
number 

สิ่งมีชีวิตในฐานข้อมูล NCBI 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Ident 

LK064658.1 Apteryx australis  mantelli  285 285 20% 2e-72 91% 

XM_015292589.1 Gallus gallus 182 472 25% 2e-41 100% 

XM_015874240.1 Coturnix japonica  159 312 18% 1e-34 96% 

XM_021408162.1 Numida meleagris  156 306 17% 1e-33 96% 

XM_010718153.2 Meleagris gallopavo 150 301 17% 6e-32 95% 

XM_009879324.1 Apaloderma vittatum 150 275 17% 6e-32 100% 

 
 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์มาค้นหาความเหมือนโดยการ BLAST ของไก่พื้นเมืองสาย

พันธุ์ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK05) ซึ่งมีขนาดล าดับนิวคลีโอไทด์ 1004 คู่เบส ที่ได้จากการจัด

เรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่ามีความเหมือนกับสิ่งมีชีวิตหลายชนิด คือ นกกีวี 

(Apteryx australis  mantelli; LK064658.1) ไก่ป่าสีแดง (Gallus gallus; XM_015292590.1) นก

กระทา (Coturnix japonica; XM_015874240.1) ไก่ต๊ อกหมวกเหล็ก  (Numida meleagris; 

XM_021408162.1) ไก่งวง (Meleagris gallopavo; XM_010718153.2) และนกขุนแผนหางลาย 

(Apaloderma vittatum; XM_009879324.1) พบว่าค่าคะแนนสูงสุดในการเปรียบเทียบระหว่าง

ล าดับเบสของตัวอย่างกับล าดับเบสของข้อมูล (Max score) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 150-285 ค่าความ

ครอบคลุมของล าดับเบสที่ต้องการสืบค้นเทียบกับล าดับเบสของข้อมูล (Query cover) พบว่ามีค่าอยู่

ระหว่าง 17-20 เปอร์เซ็นต์ และค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเบสของตัวอย่างกับล าดับเบส

ของข้อมูล (%Identity) พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 91-100 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังตารางที่ 4.7 จากค่าที่เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0


47 

 

 

กล่ า ว ม าข้ า ง ต้ น พบว่ า  LK05 มี ค ว าม เ ห มื อนกั บ สิ่ ง มี ชี วิ ต ไ ก่ ป่ า สี แ ด ง  (Gallus gallus; 

XM_015292590.1) มากที่สุด คือมีค่า Query cover 25 เปอร์เซ็นต์ และ Identity 99 เปอร์เซ็นต์ 

ถึ ง แ ม้ จ ะมี ค่ า  Max score น้ อ ยก ว่ า  น กกี วี  (Apteryx australis  mantelli; LK064658.1)   

จากการศึกษาครั้งนี้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ระบุจากการ Blast พบว่าเป็นการท านายของยีนที่เกี่ยวข้อง

กับการตอบสนองการอักเสบ คือ ยีน nuclear factor of activated T cells 5 (NFAT5) ในไก่พื้นเมือง  

ตารางที่ 4.7 การค้นหาความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ไก่เหลือง 

  หางขาวกบินทร์บุรี (LK) กับฐานข้อมูล NCBI 

Accession 
number 

สิ่งมีชีวิตในฐานข้อมูล NCBI 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Ident 

LK064658.1 Apteryx australis  mantelli  285 285 20% 2e-72 91% 

XM_015292589.1 Gallus gallus 176 466 25% 1e-39 99% 

XM_015874240.1 Coturnix japonica  154 306 18% 5e-33 95% 

XM_021408162.1 Numida meleagris  150 301 17% 6e-32 96% 

XM_010718153.2 Meleagris gallopavo 150 295 17% 6e-32 100% 

XM_009879324.1 Apaloderma vittatum 150 273 17% 6e-32 100% 

  

 เมื่อน าล าดับเบสที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit เพื่อให้ได้ล าดับเบสครบทั้ง 1000 คู่

เบสของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ คือ ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD11) ไก่ชีท่าพระ (CT04) ไก่เหลือง

หางขาวกบินทร์บุรี (LK05) และไก่แดงสุราษฎร ์(DS11) มาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วน

ดีเอ็นเอของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ ดังแสดงในรูปที่ 4.14 พบว่ามีต าแหน่งที่ท าให้เกิดความแตกต่าง

ระหว่างสายพันธุ์ หรือต าแหน่ง SNP ทั้งหมด 12 ต าแหน่ง โดยต าแหน่งที่ 23, 442, 450, 455, 534, 

834 และต าแหน่งที่ 942 พบการแทนที่ของเบสใน DS11 ซึ่งสามารถใช้แยกความแตกต่างออกจากไก่

พื้นเมืองสายพันธุ์ CT04, PD11 และ LK05 ได้ ในสายพันธุ์ CT04 พบล าดับเบสที่ใช้ในการแยกความ

แตกต่างจากไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ DS11, PD11 และ LK05 ได้คือ ต าแหน่งที่ 120, 247, 266 และพบ

การแทนที่ของเบสที่ใช้ในการแยกความแตกต่างของสายพันธุ์ LK05 จากสายพันธุ์อื่น (DS11, CT04 

และ PD11) 2 ต าแหน่งคือ ต าแหน่งที่ 355 และ 908 แต่ไม่พบล าดับเบสที่ใช้ในการแยกความ

แตกต่างของสายพันธุ์ PD11 ได้ อาจเป็นไปได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 1000 คู่เบสไม่เหมาะสมต่อ

การใช้ศึกษาความแตกต่างระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของไก่สายพันธุ์ PD11 ซึ่งจากการงานวิจัยของ 

Bonjongsat  et al. (2013) ได้เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของปลาการ์ตูน
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NWBZRERA015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
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แต่ละชนิดในประเทศไทยแล้วพัฒนาเป็นฐานข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 

rRNA และยีน Cytb พบว่าฐานข้อมูลรหัสดีเอ็นเอจากบริเวณยีน Cytb สามารถแยกชนิดของปลา

การ์ตูนได้ชัดเจน แสดงให้เห็นว่าฐานข้อมูลรหัสดีเอ็นเอบริเวณยีน Cytb เป็นบริเวณที่ใช้ตรวจสอบ

ชนิดของปลาการ์ตูนได้ แต่ฐานข้อมูลรหัสดีเอ็นเอจากบริเวณยีน 16S rRNA พบว่า ปลาการ์ตูนส้มขาว

ตัวหนึ่งมีค่าความแตกต่างระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์กับปลาการ์ตูนส้มขาวตัวอื่นๆ มาก ในขณะที่ปลา

การ์ตูนส้มขาวด าไม่จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับปลาการ์ตูนส้มขาวตัวอื่นๆ อาจเป็นไปได้ว่า ยีน 16S rRNA 

อาจไม่เหมาะสมต่อการใช้ศึกษาความแตกต่างระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ในระดับชนิดของปลาการ์ตูน  

ดังนั้นสิ่งส าคัญในการใช้ล าดับของนิวคลีโอไทด์ในการจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิต คือ การเลือกบริเวณใดบน 

ต าแหน่างของจีโนม เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ เนื่องจากจีโนมของสิ่งมีชีวิตประกอบด้วยส่วนที่มี

วิวัฒนาการด้วยอัตราที่ต่างกัน มีผลท าให้ความสามารถในการแยกแตกต่างกัน ซึ่งการเปรียบเทียบ

ล าดับของนิวคลีโอไทด์มีทั้งส่วนที่มีวิวัฒนาการน้อย (conserved region) และส่วนที่วิวัฒนาการมาก 

(variable region) ท าให้สามารถใช้บริเวณอนุรักษ์เป็นจุดอ้างอิง เพื่อเทียบหาความแตกต่างบริเวณ

ผันแปรได ้(สาวิตรี, 2556)  

 จากการน าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนการทางพันธุกรรม
ในไก่พื้นเมืองด้วยโปรแกรม MEGA7 เลือกวิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA  ดังแสดงในรูปที่ 4.13 พบว่า
สายพันธุ์ไก่ชีท่าพระ (CT04) ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD11) และไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี 
(LK05) มีความใกล้ชิดพันธุกรรมสูง เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ ไก่แดงสุราษฎร์ (DS11)  
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช้เครื่องหมาย RAPD (รูปที่ 4.7) 

 

รูปที่ 4.13 แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ ได้แก่ ไก่แดงสุราษฎร์ 

     (DS) ไก่ชีท่าพระ (CT) ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD) และไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี 

     (LK) โดยท า Bootstrap 1000 และการจัดกลุ่มแบบ UPGMA ด้วยโปรแกรม MEGA7 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.14 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ ได้แก่ 

   ไก่แดงสุราษฎร์ (DS11) ไก่ชีท่าพระ (CT04) ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD11) และ       

   ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK05) ด้วยโปรแกรม MEGA7 

 หมายเหตุ : (.) แทนล าดับเบสที่เหมือนกัน, (-) ไม่พบเบสในล าดับนิวคลีโอไทด์ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.14 (ต่อ) การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ 

   ได้แก่ ไก่แดงสุราษฎร์ (DS11) ไก่ชีท่าพระ (CT04) ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD11) และ    

   ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK05) ด้วยโปรแกรม MEGA7 

 หมายเหตุ : (.) แทนล าดับเบสที่เหมือนกัน, (-) ไม่พบเบสในล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.14 (ต่อ) การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์ 

   ได้แก่ ไก่แดงสุราษฎร์ (DS11) ไก่ชีท่าพระ (CT04) ไก่ประดู่หางด าเชียงใหม่ (PD11) และ    

   ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK05) ด้วยโปรแกรม MEGA7 

 หมายเหตุ : (.) แทนล าดับเบสที่เหมือนกัน, (-) ไม่พบเบสในล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
  

   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 จากการศึกษาความสัมพันธ์ของไก่พื้นเมืองสายพันธุ ์ไก่แดงสุราษฎร์ (DS), ไก่ชีท่าพระ 
(CT), ไก่ประดู ่หางด าเชียงใหม่ (PD) และ ไก่เหลืองหางขาวกบินทร์บุรี (LK) สายพันธุ์ละ 15 
ตัวอย่าง จ านวนรวม 60 ตัวอย่าง ด้วยเครื่องหมาย RAPD โดยใช้ 4 ไพรเมอร์ พบว่าสามารถจ าแนก
ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ไก่พ้ืนเมืองได ้ 

เมื่อน ามาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมพบว่ามีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ระหว่าง 
0.6597 ถึง 0.7802 โดยสายพันธุ์ CT และ PD มีความใกล้ชิดพันธุกรรมสูง ซึ่งมีค่าสัมประสิทธิ์ความ
เหมือนอยู่ที่ 0.7802 เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ LK และ DS ซึ่งมีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ที่ 
0.7386 และ 0.6883 ตามล าดับ 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของไก่พื้นเมืองไทยภายในสายพันธุ ์เดียวกัน และ
ระหว่างสายพันธุ์ได้เป็นแผนภูมิความสัมพันธ์ (Phylogenetic tree) โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc  
จากแผนภูมิความสัมพันธ์องไก่พื้นเมืองที่ได้จากเทคนิค RAPD สามารถแบ่งตัวอย่างออกเป็น 4 กลุ่ม 
คือ DS, CT, PD และ LK  

น าข้อมูลจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไก่พื้นเมือง 4 สายพันธุ์  
โดยเครื่องหมาย RAPD มาคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่สนใจ โดยการโคลนชิ้นดีเอ็นเอ หาล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 4 สายพันธุ ์ดังกล่าว พบว่า น ามาออกแบบ 
ไพรเมอร์ได้ คือ primerTS ซึ่งมีขนาด 1000 คู่เบส และพบต าแหน่ง SNP ที่ท าให้เกิดความแตกต่าง
ระหว่างสายพันธุ์ของไก่พื้นเมืองไทยทั้ง 4 สายพันธุ์ ทั้งหมด 12 ต าแหน่ง จากข้อมูลจึงสามารถน าไป
พัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลประจ าสายพันธ์ุต่อไปได้ 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
ควรมีการเพิ่มจ านวนตัวอย่างที่ศึกษาในไก่แต่ละสายพันธุ์  และเพิ่มจ านวนไพรเมอร์ของ

เครื่องหมาย RAPD ในการตรวจสอบให้มากขึ้น เพื่อจะได้แถบดีเอ็นเอที่สามารถใช้ในการแยกความ
แตกต่างระหว่างสายพันธุ์ได้ และน าไปพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลประจ าสายพันธุ์จากแถบดีเอ็นเอ 
ที่ให้ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ที่เหมาะสมเพิ่มขึ้น ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการระบุสายพันธุ์  
และสามารถใช้ในการตรวจสอบสายพันธุไ์ก่พื้นเมืองไทยต่อไปได้ในอนาคต  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

เอกสารอ้างอิง 
 

กีรติ จิรวัฒน์จรรยา. 2552. “การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์และการแสดงออกในเนื้อเยื่อของ

 ฮอร์ โมนเลปติน และตัวรับในไก่พื้น เมืองไทย (Gallus gallus domesticus) .” 

 วิทยานิพนธ์ วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาสรี รวิทยาทางสัตว์  บัณฑิตวิทยาลัย

 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 

กระทร ว ง เ กษตรและสหกรณ์ .  2 560 .  ฟ า ร์ ม เ ลี้ ย ง ไ ก่ พื้ น เ มื อ ง .  [Online]. Available: 

 https://www.moac.go.th/ewt_snews.php?s=bW9hY0BAQDE4MzY2.

 (30/05/2559) 

กณิตา อุ่ยถาวร. การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของสัตว์ป่า เพื่อใช้จ าแนกชนิดสัตว์ป่าของกลางที่พบใน
 ป ร ะ เ ท ศ ไ ท ย . [Online]. Available: http://portal.dnp.go.th/DNP/FileSystem/
 download?uuid=12d0449a-1282-4886-89b8-3105af7aefcd.pdf. (25/06/2560)    
เกรียงไกร โชประการ, กิตติ วงศ์วิเชษฐ, วัชรพงษ์ วัฒนกูล และวรพงษ์ สุริยจันทราทอง. 2543.  

 ไก่พื้นเมืองและไก่ลูกผสมพื้นเมือง: อดีตและปัจจุบัน.  กรุงเทพฯ : ส านักงานกองทุน

 สนับสนุนการวิจัย (สกว.)  

กลุ่มวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพ ส านักพัฒนาพันธุ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ . 2558. ไก่พื้นเมือง.
 [Online]. Available: http://breeding.dld.go.th/biodiversity/new%20elearning/ 
  native%20chicken.html. (07/06/2558)   
กองบ ารุงพันธุ์สัตว์ กรมปศุสัตว์. 2546. ลักษณะและมาตรฐานไก่พื้นเมืองไทย. กรุงเทพฯ : ส านัก

 พัฒนาพันธ์ุสัตว์. 

จรัสศรี นวลศรี และวิจิตต์ วรรณชิต. 2558. “การศึกษาพันธุกรรมพืชผักพื้นบ้าน และไม่ผลพื้นเมื
 ภาคใต้โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล.”  
 [Online]. Available: http://www.natres.psu.ac.th/project/Molakul.htm. 
 (07/06/2558)  
เฉลิมชัย หอมตา. 2546. “การจ าแนกสายพันธุ์ไก่พื้นเมืองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือด้วยไมโคร 

 แซทเทลไลท์มาร์กเกอร์.” วิทยานิพนธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีการ

 ผลิตสัตว์ บัณฑิตวิทยาลัย, มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี. 

ชัชวาล สิงหะพล. 2546. “การจ าแนกลักษณะทางพันธุกรรมในไก่พื้นเมืองไทยเปรียบเทียบกับไก่

 เนื้อและไก่ไข่โดยใช้ลักษณะ MICROSATELLITE MARKER.” วิทยานิพนธวิทยาศสตร

 มหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



54 
 

 

บัญญัติ เหล่าไพบูลย์. 2525. “แนวทางบางประการในการปรับปรุงการเลี้ยงไก่พื้นเมืองในสภาพ

 ชนบท”. แก่นเกษตร.10 (6) : 163-165. 

เบญจพร ศรีสุวรมาศ, สมพงษ์ แสนเสนยา, สุรเชษฐ์ เอี่ยมส าอาง. 2558. “การตรวจสอบเพื่อระบุ
 ข้าวพันธุ์ปลูกพื้นเมืองเพชรบูรณ์โดยใช้ลาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL.” Genomics, 
 Bioinformatics, and System Biology Conference. วันที ่ 10-11 พฤ ศจิ ก า ยน  2558  
 ณ ไบเทค บางนา กรุงเทพฯ 
ปาริชาติ ศรีจ าเริญ. 2547. “การประมาณค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างไก่พื้น
 เมืองไทย (Gallus gallus domesticus) ด้วยเทคนิคไมโครแซทเทลไลท์-พีซีอาร์.” 
 วิทยานิพนธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
ประภากร ธาราฉาย. 2560. “ก าเนิดและวิวัฒน าก ารของสัตว์ปีก.”    
 [Online].Available : http://www.as.mju.ac.th/E-Book/t_prapakorn.aspx. (25/08/2559)  
ปราโมทย์ ธนสวัสดิ.์ 2551. คู่มือไก่พื้นเมือง. กรุงเทพฯ : เกษตรสยามบุ๊ค 

เปล่งศรี อิงคนินันท์, การุณ เสนชู, เครือวัลย์ พรมงาม, สมศักดิ์ ภัคภิญโญ, ภาษิตา ตันธนวิกรัย และ

 จตุพงษ์ เจริญกิจไพบูลย์. 2550. Analysis and Synthesizing of Poultry Research 

 in Thailand. กรุงเทพฯ : ตรีรณสาร. 

ศุภมิตร เมฆฉาย. 2555. “การประยุกต์ใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุ์สัตว์.”

 แก่นเกษตร. 40 (2) : 51-54. 

ศุภมิตร เมฆฉาย. 2552.การวิเคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์เพื่อหาโปรตีนตัวบ่งชี้คุณภาพเนื้อของไก่ไทย
 พันธุ์พื้นเมือง และไก่เนื้อสายพันธุ์ทางการค้า. ภาควิชาสัตวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์
 มหาวิทยาลัยเชียงใหม่. 
วลัยลักษณ์ หัตถบูรณ์. 2554. “การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลส าหรับการจ าแนกพืชสกุลระก าพันธุ์

 เศรษฐกิจ จากจังหวัดจันทบุรี.” วิทยานิพนธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา

 บัณฑิตวิทยาลัย, มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ. 

สวัสดิ์ ธรรมบุตร และวนิดา ก าเนิดเพ็ชร์, 2542. การอนุรักษ์และพัฒนาสัตว์พื้นเมืองของกรมปศุสัตว์;

 ไก่พื้นเมือง. กรุงเทพฯ : ส านักพัฒนาพันธุ์สัตว์.  

สัตว์เศรษฐกิจ. 2541. ไก่ชน. กรุงเทพฯ : ฟอร์ท ดอดจ์ แอนิมัล เฮ็ลธ์ (ไทยแลนด์). 

สถาบันส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (สสวท.). 2011. เครื่องหมายโมเลกุล. [Online].
 Available : http: / / www. scimath. org/ socialnetwork/ groups/ viewbulletin/ 916
 เทคโนโลยีดีเอ็นเอ?groupid=221. (25/07/2559) 
สาวิตรี ลิ่มทอง. 2556. พันธุศาสตร์ของยีสต์และแนวทางการใช้ประโยชน์. การประชุมวิชาการพันธุ
 ศาสตร์แห่งชาต ิครั้งที ่18, 17-19 กรกฎาคม 2556 ณ โรงแรมแอมบาสเดอร์ สุขุมวิท กทม. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



55 
 

 

อุดมศรี อินทรโชติ, อ านวย เลี้ยวธารากุล, ธีระชัย ช่อไม้, ทวีศิลป์ จีนด้วง และชูศักดิ์ ประภาสวัสดิ์.

 2550. โครงการ “การสร้างฝูงไก่พื้นเมืองจ านวน 4 พันธุ์” ส านักงานกองทุนสนับสนุนการ

 วิจัย (สกว.) และกรมปศุสัตว์. 

อ านวย เลี้ยวธารากุล. 2555. “พันธุ์สัตว์ปีกเด่นของสานักพัฒนาพันธุ์สัตว์ (1)” วารสารส านัก

 พัฒนาพันธ์ุสัตว์. 1 (1) : 1-12. 

Ahmed Kareem Alatafi. Hayder Dawood Saleem. Ram Pal Singh. Herbert, S. and Singh,

 V.K. 2013. DNA polymorphism among three native Indian chickens using RAPD

 markers. Research opinions in animal and veterinary sciences. 3 (4) : 117-122. 

Aslam, M.L. Bastiaansen, J.WM. Elferink, M.G. Megens, H-J. Crooijmans, R.PMA. 
 Blomberg, L.A. Fleischer, R.C. Tassell, C.P.V. Sonstegard, T.S. Schroeder, S.G. 
 Groenen M.AM. and Long J.A. 2012. Whole genome SNP discovery and analysis 
 of genetic diversity in Turkey (Meleagris gallopavo). BMC Genomics. 13 : 39. 
Bahy, A.A. 2003. Detection of DNA Alteration in Abnormal Phenotype of Broiler 
 Chicken Male by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). African Journal 
 of Biotechnology. 2(6): 153-156. 
Beuzen, N. D., M. J. Stear, and K. C. Chang. 2000. Molecular markers and their use in
 animal breeding. The Veterinary Journal. 160 : 42-52. 
Bitgood, J. and Shoffner, R.N. 1990: Cytology and cytogenetics, In: Poultry breeding and 

 genetics. Crawford, R.D. (ed), Elsevier Science Publishers, Amsterdam-Oxford 

 New York-Tokyo, 401-427. 

Bonjongsat, N. Thongtam Na Ayudhaya, P. Ngaoburanawit, N. Indananda, C. 
 Peyachoknagul S. and Srikulnath, K. 2013. Sequence divergence of some
 anemonefishes in Thailand to verify species from each other. [ Online] .
 Available : http://www.lib.ku.ac.th/KUCONF/2556/KC5005030.pdf. (28/08/2559) 
Ceccobelli, S.  DiLorenzo, P.  Lancioni, H.  MonteagudoIbáñez, L. V.  Tejedor, M. T.

 Castellini, C. Landi, V. MartínezMartínez, A. DelgadoBermejo, J.V. VegaPla, J.L. 

 LeonJurado, J.M García, N. Attard, G. Grimal, A. Stojanovic, S. Kumel, K. Panella, 

 F.  Weigendm, S.  and Lasagna, E.  2015.  Genetic Diversity and Phylogeographic

 Structure of Sixteen Mediterranean Chicken Breeds Assessed with 

 Microsatellites and Mitochondrial DNA. Livestock Science. 175 : 27–36. 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

http://www.lib.ku.ac.th/KUCONF/2556/KC5005030.pdf


56 
 

 

Cirillo, A. Gaudio, S.D. Bernardo, G.D. Galano, G. Galderisi, U.and Cipollaro, M. 2012. A
  new SCAR marker potentially useful to distinguish Italian cattle breeds.  Food
 Chemistry. 130 : 172–176. 
Cunha, C.M.S. Hinzb, R.H. Pereirab, A. Tcacencob, F.A. Paulino, E.C. and Stadnika M.J.

 2015. A SCAR marker for identifying susceptibility to Fusarium oxysporum f. sp.

 cubense in banana. Scientia Horticulturae. 191 : 108–112. 

Dai, G.J. Wang, J.Y. Olajide1, O. Li, Q.S. Shen, H. Xie, K.Z. Wang,Z.Y. Wu, S.L.  Gu,Y.P.

 and Zhang, G.X.  2005 .  Study on Molecular OPAY02-Scar Markers Related to 

 Early Body Weight of New Yangzhou Chickens.  International Journal of 

 Poultry Science. 4(9) : 683-688. 

De Marchi, M. Dalvit, C. Targhetta, C. and Cassandro, M. 2006. Assessing genetic diversity

 in indigenous Veneto chicken breeds using AFLP markers. Animal Genetics. 37 

 : 101–105.  

Dorji, N. Daungjinda, M. and Phasuk,  Y. 2010.  Analysis of Bhutanese native chickens 

 genetic diversity by microsatellite markers.  Khon Kaen Agricultural Journal.  

 38 : 76-80. 

El-Sabrout, K. Khalil, M.H. and Shebl, M. K. 2015. Analysis of Genetic Diversity among 
 Different Egyptian Chicken Strains Using RAPD and SSR Markers.  Journal of 
 American Science. 11 (8) : 92-96. 
Fernandez, S.  Katsuyama, A.M. Kashiwabara, A.Y. Madeira, A.M.B.N. Durham, A.M. and 
 Gruber, A. 2 0 0 4 .  Characterization of SCAR markers of Eimeria spp.  of 
 domesticfowl and construction of a public relational database ( The Eimeria 
 SCARdb). FEMS Microbiology Letters. 238 : 183–188. 
Hillel, J. Martien A.M. Groenen., Michèle Tixier-Boichard., Abraham B. Korol., Lior David.,

 Valery M. Kirzhner., Terry Burke., Asili Barre-Dirie., Richard P.M.A.Crooijmans.,Kari

 Elo., Marcus W. Feldman., Paul J. Freidlin., Asko MÄKI-Tanila., Marian Oortwijn.,

 Pippa Thomson. , Alain Vignal. , Klaus Wimmers. , Steffen Weigend.  2003. 

 Biodiversity of 52 chicken populations assessed by microsatellite typing of DNA 

 pools. Genetics Selection Evolution. 35 : 533-557. 

Genome News Network (GNN), [Online]. Available: http://www.genomenewsnetwork.

 org/resources/whats_a_genome/Chp4_1.shtml. (25/06/2017)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



57 
 

 

 

Joana, T. Cunha.  Tânia, I.B.Ribeiro. João, B.Rocha. João Nunes. José, A.Teixeira and

 Lucília Domingues.  2 0 1 6 .  RAPD and SCAR markers as potential tools for 

 detection of milk origin in dairy products: Adulterant sheep breeds in Serra da 

 Estrela cheese production. Food Chemistry. 211 : 631–636. 

Kiran, U. Khan, S. Mirza, K.J. Ram, M. and Abdin M.Z. 2010. SCAR markers: A potential

 tool for authentication of herbal drugs. Fitoterapia. 81 : 969–976. 

Kumar, S. Stecher, G. and Tamura, K. 2016. MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics.

 Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets. Molecular Biology and Evolution.  

 33 (7) : 1870–1874.  

Levin, D. A., 1980 Polyploidy and distribution, pp. 45–60 polyploidy: Biological
 Relevance, edited by W. H. Lewis. Plenum, New University Press, New York. 
Lohmann, S. Lehmann, L. and Tabiti K. 2000. Fast and Flexible Single Nucleotide 

 Polymorphism (SNP) Detection with the LightCycler System. Biochemica. No. 4. 

Lin, H.  Sibao, W.  Xuex, M.  Hong, W. and Yongping, H.  2 0 0 6 .  Identification of
 necrophagous fly species using ISSR and SCAR markers.  Forensic Science
 International. 168 : 148–153. 
Maw, A. A. Kawabe, K. Shimogiri, T. Rerkamnuaychoke, W. Kawamoto, Y. Masuda, S.
 and Okamoto, S.  2015.  Genetic Diversity and Population Structure in Native
 Chicken Populations from Myanmar, Thailand and Laos by Using 102 Indels
 Markers. Asian Australasian Journal of Animal Sciences. 28 : 14-19. 
Marieschi,  M. Torelli,  A.  Bianchi, A. and Bruni, R. 2 0 1 1 .  Development of a SCAR 
 marker for the identification of Olea europaea L.: A newly detected adulterant 
 in commercial Mediterranean oregano. Food Chemistry. 126 : 705– 709. 
Misener, S.  and Krawetz, S. A.  1992.  Methods in Molecular Biology:  Bioinformatics

 Methods and Protocols. New Jersey: Humana Press Inc. 

Mohd-Azmi, M.L. Ali, A.S. and Kheng, W.K. 2000. DNA Fingerprinting of Red Jungle Fowl,

 village chicken and Broilers.  Asian Australasian Journal of Animal Sciences. 

 13 (8) : 1040-1043.  

Moran, C., 1993. Microsatellite repeats in pig (Sus domestica) and chicken (Gallus

 domesticus) genomes. Journal of Heredity. 84 : 274–280. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



58 
 

 

Muira, W.M. Wong, G.K. Zhangc, Y. Wang, J. roenend, M.A.M. Crooijmans, R.P.M.A. 

 Megens, H. Zhang, H. Okimoto, R. Vereijken, A. Jungerius, A. Albers, G.A.A.

 Lawley, C.T. Delanyi, M.E. MacEachern S. and Cheng, H.H. 2008. Genome-wide 

 assessment of worldwide chicken SNP genetic diversity indicates significant 

 absence of rare alleles in commercial breeds. Proceedings of the National 

 Academy of Sciences. November 11, 2008.  105 (45) : 17312–17317. 

Nei, M. and Kumar, S. 2000. Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University 
 Press, New York. 
Riztyan, T. Katano, T. Shimogiri, K. Kawabe, and Okamoto, S. 2011.  Genetic diversity 

 and population structure of Indonesian native chickens based on single 

 nucleotide polymorphism markers. Poultry Science. 90 : 2471–2478 

Riztyan, T. Kawabe, K.  Shimogiri, T. Kawamoto, Y.  Rerkamnuaychoke, W. Nishida,  T.  
 and Okamoto,  S. 2014 .  Genetic Diversity and Ancestral Relationships of Red 
 Junglefowls and Domestic Chickens in Southeast Asia. Poultry Science. 51: 369-
 374. 
Rohlf, F. J.  1998.  “NTSYS- pc:  Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System,
 Version 2.0, Exeter Software.” New York, USA, Applied Biostatics Inc. 
Roland, J.T.E. 2007. 6X DNA Loading Dye-10 ml. [Online]. Available : 

 http://www.cytographica.com/lab/solutions/loadingdye.htm. (25/06/2559) 

Samar, H. Baloza1, S. A. Hemeda2, G. A. Sosa3 and Asmaa, Abo Shady. 2013.
 Assessment of Genetic Variability among Fayoumi, Rhode Island Red and their
 Crosses using RAPD-PCR. Benha Veterinary Medical Journal. 25 (2) : 232-239. 
Siang Ng, C. Wu, P. Foley, J. Foley, A. McDonald, M. Juan, W. Huang, C. Lai, Y. Lo, W.  
 Chen, C. Leal, S.M.  Zhang, H. Widelitz, R.B. Patel, P.I. Li, W. and Chuong, C. 

 2012. The chicken frizzle feather is due to an α-keratin (KRT75) mutation that 
 cause a defective rachis. PLoS Genetics. 8 (7) : e1002748. 
Smith, J., and Burt, D. W. 1998. Parameters of the chicken genome (Gallus gallus). 
 Animal Genetics. 29 : 290–294. 
Smith, E.J. Shi, L. Drummond, P. Rodriguez, L. Hamilton, R. Ramlal, S. Smith, G. Pierce,
 K. and Foster J. 2001. Expressed Sequence Tags for the Chicken Genome from 
 a Normalized 10-Day-Old White Leghorn Whole Embryo cDNA Library: 1. DNA
 Sequence Characterization and Linkage Analysis. Journal of Heredity. 92 (1) : 1-8. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



59 
 

 

Smith, E. J.  Geng, T.  Long, E.  Pierson, F. W. Sponenberg, D. P.  Larson, C. and Gogal, 
 R. 2005. Molecular Analysis of the Relatedness of Five Domesticated Turkey 
 Strains. Biochemical Genetics. 43 : 35-47 
Wong, G.  K.  S. , L.  Hillier, M.  Brandstrom, R.  Croojmans, I.  Ovcharenko, L.  Gordon, L.
 Stubbs, S. Lucas, T. Glavina, P. Kaiser,U. Gunnarsson, C. Webber and I. Overton.
 2004.  A genetic variation map for chicken with 2. 8 million single nucleotide
 polymorphisms. Nature. 432:717-722.

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



61 
 

 

ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 
การเตรียม 0.5 M EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)  
 ละลาย EDTA 7.306 กรัม ในน้ ากลั่น 40 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 8.0 ผสมให้เข้ากันและปรับ

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร      

การเตรียม 10X TBE buffer  
 ละลาย Tris-base 54 กรัม ในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร เติม Boric acid 27.5 กรัม ผสมเข้ากัน 

เติม  EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปรับพีเอช 8.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและปรับ

ปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร  น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ้งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เปน็เวลา 15 นาที 

การเตรียม 1X TBE buffer  
 เมื่อต้องการใช้ 1X TBE buffer ในการเตรียมเจลส าหรับตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เตรียมได้จาก Stock 10X TBE buffer 100 มิลลิลิตร และน้ ากลั่นปริมาตร 900 

มิลลิลิตร 

การเตรียม 6X loading dry  

 เตรียม 6X loading dry ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยละลายโบรโมฟีนอลบลู 25 มิลลิกรัมใน

น้ ากลั่นฆ่าเชื้อ 6.7 มิลลิลิตร เติม 99% กลีเซอรอล 3.3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส (Roland, 2007) 

การเตรียมเจลอะกาโรส 

 เตรียมอะกาโรสเจล 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยละลายอะกาโรส 0.75 กรัม

ใน 1X TBE buffer 55 มิลลิลิตร (ใส่ 1X TBE buffer มากกว่าปริมาตรที่ต้องการเนื่องจากการต้มจะ

มีการระเหยของบัฟเฟอร์) ต้มให้เดือด 2-3 นาที ทิ้งให้เย็นประมาณ 40 องศาเซลเซียส เทลงถาดเจล 

และเสียบหวี ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 20 นาที เพื่อการแข็งตัวของอะกาโรสเจล หลังจากนั้นดึงหวีออก และ

วางเจลใน electrophoresis chamber โดยหันด้านที่มีหลุมไปทางขั้วลบของเครื่องรันเจล 

การเตรียม 0.5 mg/µl Ethidium bromind 

 เอทิเดียมโบรไมด์ความเข้มเข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ในน า

กลั่นปริมาตร 400 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



62 
 

 

การเตรียมยาปฏิชีวนะ stock 200 mg/ml Ampicillin 

 ละลายแอมพิซิลลิน 0.1 กรัม ในน้ ากลั่นฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ้งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที0.5 มิลลิลิตร น าสารผสมมากรองผ่าน

ตัวกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การเตรียมยาปฏิชีวนะ 50 mg/ml Ampicillin ในอาหารแข็ง LB 

 เติม 200 mg/ml Ampicillin ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในอาหารแข็ง LB ที่มีอุณภูมิ 50-55 
องศาเซลเซียสที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ้งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ผสมให้เข้ากัน เทลงในเพลทขนาด 90 มิลลิเมตร รอจนอาหารแข็งตัว 
เก็บในที่มืดเพ่ือน าไปใช้ในการคัดเลือก DNA cloning 
การเตรียม 25 mg/ml X-Gal 

 ละลาย X-gal 0.05 กรัม ใน dimethylformamind 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันในขวดสีชา 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การเตรียม IPTG (20% w/v, 0.8 M) 

 ละลาย IPTG 0.1 กรัม ในน้ ากลั่น 0.5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ้งฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที น าสารผสมมากรอง

ผ่านตัวกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การเตรียม 0.1 M CaCl2 
 ละลาย CaCl2 5.549 กรัม ปรับปริมาตรในน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร 
น าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ้งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 15 นาท ี
การเตรียม 0.1 M CaCl2 + 15% Glycerol 

 เติมกลีเซอรอล 15 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรในใน 0.1 M CaCl2 100 มิลลิลิตร ด้วยขวด

ปรับปริมาตร น าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ้งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
การโคลนดีเอ็นเอ 
 มีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
การเตรียมดเีอ็นเอ 
 การตัดเจลขนาดดีเอ็นเอ 1000 คู่เบสที่ต้องการออกมา แล้วท าให้บริสทุธิ์โดยใช้ชุด 
FavorPrepTM 

   

การเตรียมอาหารเหลว LB (Luria Bertani)  
 ละลายเปบโตน 10 กรัม, โซเดียมคลอไรด์ 10 กรัม และยีสต์สกัด 5 กรัม น้ า 800 มิลลิลิตร 

ผสมเข้ากัน ปรับพีเอช 7.4 และปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร  น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ้งฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

การเตรียม completent cell 

 

1.  น าโคโลนีของเช้ือ E.coli XL1-Blue ใส่ลงไปในอาหาร LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 
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2.  น าเชื้อ เชื้อ E.coli XL1-Blue ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ย้ายมาเลี้ยงในอาหาร LB ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  

3.  วัดความขุน่ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ซึ่งอยู่ในช่วง 0.3-0.4  
4.  น า competent cell แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร  
5.  น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 2,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 

10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
6.  ท าซ้ าขั้นตอนที่ 1-2 จนกว่า competent cell หมด 
7.   เติม 0.1 M CaCl2 (แช่เย็น) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร คอ่ยๆชะใส่หน้าแบคทีเรียไปเรือ่ยๆ

ให้ทั่วถึง 
8.  น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 2,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 

10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
9. ท าซ้ าขั้นตอนที่ 7-8 
10. เติม 0.1 M CaCl2+ 15% Glycerol (แช่เย็น) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กระจายเบาให้ทั่วถึง 
11. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร 
12. น าหลอดทดลองที่มี competent cell ใส่ในไนโตรเจนเหลว 
13. เก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
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การท า ligation 
 การท า ligation ปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยเติมเอ็นเอ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 
3 ไมโครลิตร เติมพลาสมิด pGEM-T (Promega, USA) ความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติม ligase buffer  1 ไมโครลิตร 
ผสมสารละลายให้เข้ากันและน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 

การ transformation ด้วยวิธี heat shock 
1. น าสารละลาย ligation ใส่ใน competent cell ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แช่ในน้ าแข็ง 

เป็นเวลา 30 นาท ี
2. น าไปแช่ในอ่างน้ าอุ่นอุณหภูมิ 42 oC เป็นเวลา 2 นาท ี
3. น าไปแช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 5 นาท ี  
4. เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
5. น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี
6. ดูดส่วนใสทิ้ง เซลลใ์นอาหารเหลวประมาณ 100 ไมโครลิตร 
7. น าเซลล์ไปเลี้ยง spread plate บนอาหารแข็ง ampicillin+LB โดยการเติม X-gal 

ปริมาตร 32 ไมโครลิตร เติม IPTG ปริมาตร 7 ไมโครลิตร 
8. น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
9. ตรวจสอบผลการ transformation 

 

การตรวจสอบ DNA cloning 
 1. คัดเลือกโคโลนีที่เป็นสีขาว 1 โคโลนีต่อ 1 หลอดทดลอง โดยใช้ไม้จิ้มฟนัที่ผ่านการฆ่าเชื้อ
ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรทีม่ีน้ ากลั่นฆ่าเชื้อปริมารตร 20 ไมโครลิตร 
 2. น าไปตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอารโ์ดยใช้ไพรเมอร์ M13 
 3. ตรวจสอบผลของพีซีอาร์ดว้ยเทคนิค gel electrophoresis  
 4. น าสารละลายเชื้อที่มีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอมา streak plate บ่มบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
 5. น าโคโลนีเด่ียวไปตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ M13 เพื่อตรวจสอบความ

PD11 LK05 
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ถูกต้องของดีเอ็นเอ 
 6. เมื่อตรวจสอบผลพีซีอารท์ี่ถูกต้อง แล้วน าโคโลนีเดี่ยวมา single streak บ่มบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
 7. สกัดพลาสมดิด้วยชุดสกัดพลาสมิด FavorPrepTM (Biotech corp, Taiwan) 
 8. วัดปริมาณของพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง NanoDrop 

9. ส่งตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Bioneer, Korea)    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  M    clone1    clone2  clone3 clone4  clone5 

2072 bp 
1500 bp 

600 bp 

100 bp 
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ภาคผนวก ค 
การออกแบบไพรเมอร ์
การวิเคราะหผ์ลล าดับเบสจากข้อมูลที่ไดร้ับด้วยโปรแรม BioEdit 
 1. ข้อมูลล าดับเบสที่ได้รับจากการส่งตรวจสอบใน 1 ตัวอย่าง (1 ปฏิกิริยา) จะได้รับข้อมูล 3 
ไฟล ์ดังนี้  
  1.1 PDF file จะมีข้อมูลที่จ าเป็นต้องรู้เช่น ชื่อไฟล์ (ID plate)  

 
 

 

  1.2 ไฟล์ของ sequence เปิดในโปรแกรม Notpad ซึ่งจะน าไปใช้เทียบกับฐานข้อมูลหรือ
อาจจะใช้เป็นข้อมูลในการออกแบบไพรเมอร์ 
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  1.3 AB1 file เป็นข้อมูล electropherogram ใช้เปิดในโปรแกรมที่สามารถแก้ไขเบสได้
เช่น โปรแกรม BioEdit  

 
 
 2. การน าข้อมูลล าดับเบสทั้งสองด้านมารวมกัน 
  เมื่อส่งตัวอย่าง DNA มาวิเคราะห์ทั้งสองด้าน และต้องการรวมข้อมูล ทั้งสองด้านเข้า

ด้วยกัน โดยโปรแกรมที่ใช้ในการรวมข้อมูลมีทั้งที่มีลิขสิทธ์  และ free software ให้เลือกใช้ แต่ใน

งานวิจัยน้ีใช้โปรแกรม BioEdit เป็น free software มีขั้นตอนดังนี ้ 

  2.1 ใช้ข้อมูลที่เป็น text file ทั้งสองด้านมาจัดให้อยู่ในไฟล์เดียวกันในโปรแกรมที่เป็น 
Notepad  
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  2.2 เปิดไฟล ์ที่จัดแล้วนี้ในโปรแกรม BioEdit  

 
 

  2.3 ก่อนที่จะน าข้อมูลทั้งสองมารวมกันได้ต้องเปลี่ยนข้อมูลล าดับเบสให้เป็นข้อมูลเส้น
เดียวกันก่อนโดยใช้ค าสั่ง reverse complement ในตัวอย่างนี้เลือกด้าน primer-R ในการเปลี่ยน  

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



70 
 

 

  2.4 จากนั้นน าข้อมูลมารวมกัน โดยคลิกเลือกข้อมูลทั้งสองด้าน แล้วเลือก accessory 
application และ cap contig assembly program  

 

 
  2.5 จากนั้นเครื่องจะให้ใส่ค่า minimum base overlap และ percent match ตามค่า 
default ของโปรแกรม คือ 20 และ 85 ตามล าดับ ถ้าต้องการกด กด run application  
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  2.6 การเริ่มท างานของการวิเคราะห์ผล ถ้าต้องการกด enter 

 

 
  2.7 ถ้าข้อมูลทั้งสองมีส่วนที่ซ้อนทับกันจะขึ้นค าว่า “contig-0” อย่างเดียว ถ้ามีค าอื่น เช่น 

contig-1 ด้วยแสดงว่าข้อมูลทั้งสองด้านไม่สามารถรวมกันได้ที่ได้เป็นล าดับเบสที่มีข้อมูลทั้งสองด้าน

รวมกัน และโปรมแกรมจะแสดงล าดับเบสที่ซ้อนทับกันด้วย 
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  2.8 การ export ข้อมูลมีให้เลือกหลายแบบ ในตัวอย่างนี้ใช้ tab-delimited text แล้ว
เลือก folder ที่ต้องการเก็บข้อมูล เมื่อเปิดไฟล์ข้อมูลที่ export 

 

 
  2.9 ข้อมูลล าดับเบสหลังจาก export ด้วยค าสั่ง tab-delimited text จะมีข้อมูลล าดับ 
เบสทั้งด้านที่ใช้ primer-F, primer-R และcotig-0 ซึ่งเป็นการรวมข้อมูลรวมทั้งสองด้าน เข้าด้วยกัน
เป็นเส้นเดียว 
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  2.10 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างทั้งหมดมา alignment เพื่อหาส่วนที่มีวิวัฒนาการ
น้อย หรือบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) ของทั้งสอบด้าน (Forward และ Reverse) 

 

 
การออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3  
 1. เปิดโปรแกรม Primer3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi)  

  
 

 

 

 

 

 

 

ใส่ข้อมลูล าดบัเบส 
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 2. ใช้ข้อมูลที่ต้องการออกแบบไพรเมอร์ที่เป็น text file จากการรวมทั้งสองด้านในโปรแกรมที่
เป็น Notepad มากรอกใส่ในโปรแกรม Primer3 

 
 

3. ในกรณีก าหนดไพรเมอร์ที่ต้องการออกแบบเพ่ือให้ได้ต าแหน่งที่ต้องการ ใส่ข้อมูลด้าน 
Forward และ Reverse ถ้าไม่ต้องการก าหนดไพรเมอร์สามารถผ่านขั้นตอนนี้ได้ 
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4. ตั้งค่า Tm ของไพรเมอร ์ถ้าต้องการวิเคราะห์ผล กด Pick Primers 

 

 
5. แสดงข้อมูลไพรเมอร์ที่ได้รับการออกแบบ น าไปตรวจสอบความเหมาะสมของไพรเมอร์

ต่อไป 
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การตรวจสอบความเหมาะสมของไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม OligoCalc 
1. เปิดหน้า เปิดโปรแกรม Oligo Calc โดยทาการค้นหาใน Google หรอืเข้าได้จาก web 

site: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html เพื่อทาการตรวจสอบ

ความเหมาะสมของ primer 

 
 

2. น าคูไ่พรเมอรท์ั้งหมดไปตรวจสอบความเหมาะสมด้วยโปรแกรม Oligo Calc โดยเลือกไป
ตรวจสอบทีละเส้น ตัวอย่างเช่น เลือกไพรเมอร์ คู่ที ่1 สาย forward 
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 3. ใส่ล าดับเบสของไพรเมอร์คู่ที ่1 สาย forward 

 
 

4. กด Calculate --> Check Self-Complementary 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ใส่ล าดับเบสของไพรเมอร์ 
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 5. จะแสดงความเหมาะสมของ primer ถ้าเป็น None ! แสดงว่าเหมาะสมที่จะน ามาใชง้าน 
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