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การจําแนกกลุมพันธุกรรมและการตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ของไกกระดูกดําไทยโดยใชไมโครแซทเทิลไลท
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บทคัดยอ: การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อจําแนกกลุมพันธุกรรมและตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอของไกกระดูกดําไทย
ดวยการวเิคราะหความหลากหลายของขนาดไมโครแซทเทิลไลท โดยศกึษาในไกกระดกูดาํ 3 สายพันธุ ไดแก ไกดาํภพูาน  

ไกดาํช้ีฟา  และไกดาํฟาหลวง ทาํการสุมไก 50 ตวั/สายพนัธุ รวมท้ังสิน้ 150 ตวั นาํมาวิเคราะหไมโครแซทเทิลไลท จาํนวน 

20 ตําแหนง พบอัลลีลทั้งหมด 158 อัลลีล และยังพบอัลลีลใหมๆที่ยังไมมีการรายงาน ซึ่งแสดงใหเห็นวาในไกกระดูกดํา

ไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง เมื่อพิจารณาคา heterozygosity ของไกกระดูกดําแตละสายพันธุพบวา อยูใน

ระดับสูง และการกระจายตัวของจีโนไทปโดยสวนใหญไมเปนไปตามกฏของ Hardy-Weinberg เมื่อจัดกลุมตามคาระยะ

หางทางพนัธุกรรมดวยแผนภาพตนไม พบวาสามารถจาํแนกไกไดเปน 2 กลุม โดยทีไ่กดาํชีฟ้า และไกดาํฟาหลวงถกูจดัอยู

ในกลุมเดยีวกนั เมือ่วเิคราะหโครงสรางทางพนัธกุรรม พบวาไกกระดกูดาํแตละสายพนัธุมคีวามแตกตางทางพนัธกุรรมไม

มากนัก (F
st
 = 0.029) แตมีความหลากหลายของพันธุกรรมรายตัวภายในแตละพันธุคอนขางสูง และจีโนไทปของไมโคร

แซทเทลิไลทแตละตําแหนงเริม่อยูในสภาพโฮโมไซกสั (F
is
 = 0.159) จากการศกึษาครัง้นี ้พบอลัลลีทีส่ามารถบงชีล้กัษณะ

เฉพาะของไกดําฟาหลวง และไกดําภูพาน จํานวน 5 อัลลีล และสามารถใชจําแนกไดแมนยํามากกวา 80% แตในขณะที่

ไกดําช้ีฟาไมพบวามีอัลลีลใดที่มีความจําเพาะที่จะนําไปใชบงชี้การเปนไกดําชี้ฟาได

คําสําคัญ: ไกกระดูกดํา, การจําแนกกลุมพันธุกรรม, เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ, ไมโครแซทเทิลไลท

ABSTRACT: This research aimed to cluster the genetic and DNA marker detection of Thai black-bone chicken us-
ing fragment polymorphisms of microsatellites. The sample size in this study was 150 chickens selected from three 
breeds of chicken: Phuparn, Cheepah and Fahlueng with fifty chickens from each breed. The samples were analyzed 
based on 20 loci of microsatellites. A total of 158 alleles were found and also several new alleles which undiscovered 
in previous reports were presented. This result showed that Thai black-bone chicken provided high genetic diversity. 
Each breed of chicken provided high herterozygosity and distribution of genotype which opposed to Hardy-Weinberg 
rules. The phylogenetic analysis found that the genetic distance could be classified into two groups. The Cheefah 
and Fahlueng were classified into same group. The analysis of genetic structure found that the breeds of chicken 
were the lightly of genetic different (F

st
=0.029). However, the individual genetic diversity was found rather high and 

the genotype of loci of microsatellite were starting to homozygous (F
is
=0.159). This study also found the specific 5 

alleles to indicate Fahleung and Phuparn, which were able to classify greater than 80% compare to Cheefah, which 
was not found the specific alleles.
Keywords: Black-boned chicken, Genetic clustering, DNA marker, Microsatellites
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บทนํา

 ไกกระดูกดํา (Black-boned chicken) เปนสัตว

ปกที่นิยมบริโภคในหมูชาวจีนมาชานานจวบจนถึง

ปจจบุนั    เนือ่งจากมีความเช่ือกนัวาถานาํไกกระดูกดาํ

มาผานการปรุงอาหารแบบวิธีโบราณจะชวยบํารุงสุข

ภาพและรกัษาโรคตางๆไดเปนอยางด ีซึง่สดีาํทีป่รากฏ

ในไกกระดูกดํานั้นเปนผลเน่ืองมาจากการทํางานของ

สารสเีมลานนิ (melanin) ปจจุบนัมรีายงานผลการวจิยั

พบวา เมลานินสามารถทําหนาที่เปนสารตานอนุมูล

อิสระ (Rasmussen et al., 1999; Hung et al., 2002) 

และเก่ียวของกับการทํางานของระบบภูมคิุมกัน (Sava 

et al., 2001; Pugh et al., 2005) ดวยเหตนุีจ้งึอาจเปน

คําตอบตอความเชื่อของชาวจีนเรื่องการบริโภคไก

กระดูกดํามีผลตอดีสุขภาพ และในทํานองเดียวกันก็

อาจมีบทบาทสําคัญตอการอยูรอดของสายพันธุไก

กระดูกดาํมาจนถึงปจจบุนั ตนกาํเนิดของไกกระดูกดาํ

ที่พบในประเทศไทยมีหลักฐานท่ีไมแนชัด แตมีการ

สนันษิฐานวาไกกระดกูดาํไดเขาสูประเทศไทยพรอมๆ

กบัการอพยพของคนจีนซึง่มมีาชานานแลว จากนัน้จงึ

มกีารเลีย้งสบืเนือ่งกันตัง้แตนัน้เปนตนมา และไดผสม

พันธุกับไกพื้นเมืองไทยท่ีมีอยูเดิม อีกท้ังไดรับการ

ปรบัปรงุพนัธุและคดัเลอืกพนัธุเพือ่ใหเหมาะสมตอการ

เลี้ยงในแตละภูมิภาคของประเทศไทย แตยังมีการคง

ลักษณะความเปนไกกระดูกดําอยู คือ หนังดํา เนื้อดํา 

และกระดูกดํา จึงทําใหปจจุบันมีไกกระดูกดําใน

ประเทศไทยหลากหลายสายพันธุ ไดแก ไกดําช้ีฟา ไก

ดําฟาหลวง และไกดําภูพาน โดยมีการจําแนกจาก

ลักษณะภายนอกไดแก สีขน ขนาด และรูปรางของ

รางกาย ที่แตกตางกัน แตยังขาดขอมูลทางพันธุกรรม

เพ่ือนํามาใชในการจําแนกสายพันธุใหมีความชัดเจน

เพิ่มมากขึ้น อีกทั้งการจําแนกกลุมยังชวยใหทราบถึง

สภาพความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร 

เพื่อนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการวางแผนการ

จัดการตอไป ปจจุบันไดมีการนําเทคนิค ไมโครแซท

เทลไลท (Microsatellites) มาใชในการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธกุรรมในไกและนําไปสูการจําแนก

กลุมและการคัดเลือกเพื่อรักษาพันธุกรรมไวใหคงอยู 

(Rosenberg et al., 2001) เน่ืองจาก Microsatellites 

มีคุณสมบัติที่ดีในการเปนเคร่ืองหมาย (Markers) ที่มี

การกระจายและความหลากหลายสูง (Highly Poly-

morphism) (Cheng et al., 1995) สามารถนํามา

ประยุกตใช บ งชี้ในการตรวจหายีนท่ีควบคุมการ

แสดงออก เพื่อบงชี้ลักษณะใดลักษณะหน่ึงได (Liu, 

2000) รวมท้ังสามารถตรวจสอบไดดวยเทคนิค PCR 

(Polymerase Chain Reaction) ดวยคุณสมบัติดัง

กลาว ปจจุบันจึงนิยมใชในการตรวจสอบ และวินิจฉัย

ยีนที่ควบคุมการแสดงออกของลักษณะตางๆ รวมท้ัง

ลักษณะเฉพาะทางพันธุกรรม ซึ่งสามารถนํามา

ประยุกตใช ตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA 

markers) เพื่อบงชี้ลักษณะเฉพาะทางพันธุกรรมของ

ไกดําชี้ฟา ไกดําฟาหลวง และไกดําภูพานได เพื่อ

ใหการจาํแนกกลุมไกดาํไทยและการคดัเลือกเพือ่สราง

ไกดําสายพันธุแทแตละสายพันธุเปนไปอยางรวดเร็ว

และแมนยําข้ึน ดังนั้นการศึกษาเพ่ือจําแนกกลุม

พันธุกรรม และการตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มี

ความจําเพาะตอไกกระดูกดําไทยแตละสายพันธุจึง

เปนสิ่งสําคัญ ซึ่งจะนําไปสูการอนุรักษและการใช

ประโยชนอยางยั่งยืนของไกกระดูกดําไทยตอไปใน

อนาคต 

วิธีการศึกษา

สัตวทดสอบและการเก็บตัวอยาง
 สุมเก็บตัวอยางเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณใต

ปกของไกกระดูกดํา 3 สายพันธุ ไดแก ไกดําชี้ฟา และ

ไกดําฟาหลวง จากชาวเขาท่ีมีการเล้ียงอยูดอยแม

สลอง อําเภอแมฟาหลวง จังหวัดเชียงราย และ ไกดํา

ภูพาน จากศูนยศึกษาการพัฒนาภูพาน อันเนื่องมา

จากพระราชดําร ิทีม่กีารรวบรวมไกดาํมกีารเล้ียงอยูใน

หมูบานรอบๆศูนยฯ และนํามาสรางฝูง เพือ่พฒันาสาย

พันธุไกดําภูพาน โดยสุมตัวอยางสายพันธุละ 50 ตัว 

(เพศเมีย 25 ตัว และเพศผู 25 ตัว) รวมทั้งหมด 150 

ตัว เก็บตัวอยางเลอืดในหลอดขนาด 1.5 ml ปริมาณ 
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500-1000 μl ทีม่สีาร 0.5M EDTA ปรมิาณ 100 μl เพือ่

ปองกันการแข็งตัวของเลือด 

การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบรูปแบบ
จีโนไทปดวย Microsatellites
 นาํตวัอยางเลือดมาสกดัดเีอน็เอโดยดดัแปลงจาก

วิธีของ Goodwin et al. (2007) และตรวจสอบ ge-

nomic DNA ดวย 0.8% agarose gel electrophore-

sis จากนัน้ตรวจสอบรูปแบบจโีนไทปของ Microsatel-

lites ทั้งหมด 20 ตําแหนง (Table 1) โดยใช primers 

ที ่FAO (2004) แนะนําเพือ่ใชในการศึกษาความหลาก

หลายทางชวีภาพของไก Microsatellite DNA ทีไ่ดจาก

ปฏิกิริยา PCR  10 μl ประกอบดวย genomic DNA ที่

มีความเขมขน 50 ng/μl ปริมาตร 1 μl, 10X PCR 

buffer ปริมาตร 1.5 μl, 25 mM MgCl
2
 ปริมาตร 0.8 

μl, ไพรเมอร (forward และ reverse, Table 1) ความ

เขมขน 2.5 μM ปริมาตร 1 μl, dNTP เขมขน 1 mM 

(Promega, USA) ปริมาตร 1 μl, 5 U Taq DNA 

polymerase (RBC®) ปรมิาตร 0.1 μl และปรบัปรมิาตร

ใหครบ 10 μl ดวยน้ํากล่ัน (Ultrapure water) โดย

แตละตําแหนงมีวงรอบการทํา PCR ดังนี้ เริ่ม initial 

denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ95oC นาน 5 นาที จากนัน้ทํา

ปฏิกิริยา 30-35 รอบ ไดแก danaturation ที่อุณหภูมิ 

95oC นาน 30 วนิาที, primer annealing 60-68oC นาน 

30 วินาที, primer extension 72oC นาน 30-45 วินาที 

และ final extension 72oC นาน 7 นาท ีจากนัน้นาํ PCR 

ไปตรวจสอบดวย 6% acrylamide gel และยอมดวย 

gel star® และแปลงขอมลูของแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏให

อยูในรูปของ 0 หรือ 1 (binary data) เพื่อแสดงการ

ปรากฏของแตละอัลลีล และวิเคราะหจีโนไทปตามวิธี

ของ ปรัชญาพร (2550)

Table 1 Characterization of the 20 microsatellite markers used in the current study

No. primer Sequence from 5’ to 3’ Tm Chr.

1 ADL0268 F : CTCCACCCCTCTCAGAACTA 60 1

R : CAACTTCCCATCTACCTACT

2 MCW0206 F : ACATCTAGAATTGACTGTTCAC 60 2

R : CTTGACAGTGATGCATTAAATG

3 LEI0166 F : CTCCTGCCCTTAGCTACGCA 60 3

R : TATCCCCTGGCTGGGAGTTT

4 MCW0295 F : ATCACTACAGAACACCCTCTC 60 4

R : TATGTATGCACGCAGATATCC

5 MCW0081 F : GTTGCTGAGAGCCTGGTGCAG 60 5

R : CCTGTATGTGGAATTACTTCTC

6 MCW0014 F : TATTGGCTCTAGGAACTGTC 58 6

R : GAAATGAAGGTAAGACTAGC

7 MCW0183 F : ATCCCAGTGTCGAGTATCCGA 58 7

R:  TGAGATTTACTGGAGCCTGCC

8 ADL0278 F : CCAGCAGTCTACCTTCCTAT 60 8

R : TGTCATCCAAGAACAGTGTG

9 MCW0067 F : GCACTACTGTGTGCTGCAGTTT 60 10
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No. primer Sequence from 5’ to 3’ Tm Chr.

R : GAGATGTAGTTGCCACATTCCGAC

10 MCW0104 F : TAGCACAACTCAAGCTGTGAG 60 13

R:  AGACTTGCACAGCTGTGTACC

11 MCW0123 F : CCACTAGAAAAGAACATCCTC 60 14

R : GGCTGATGTAAGAAGGGATGA

12 MCW0330 F : TGGACCTCATCAGTCTGACAG 60 17

R : AATGTTCTCATAGAGTTCCTGC

13 MCW0165 F : CAGACATGCATGCCCAGATGA 60 23

R : GATCCAGTCCTGCAGGCTGC

14 MCW0069 F : GCACTCGAGAAAACTTCCTGCG 60 E60C04W23

R : ATTGCTTCAGCAAGCATGGGAGGA

15 MCW0111 F : GCTCCATGTGAAGTGGTTTA 60 1

R : ATGTCCACTTGTCAATGATG

16 MCW0034 F : TGCACGCACTTACATACTTAGAGA 60 2

R : TGTCCTTCCAATTACATTCATGGG

17 MCW0222 F : GCAGTTACATTGAAATGATTCC 60 3

R : TTCTCAAAACACCTAGAAGAC

18 MCW0078 F : CCACACGGAGAGGAGAAGGTCT 60 5

R : TAGCATATGAGTGTACTGAGCTTC

19 ADL0112 F : GGCTTAAGCTGACCCATTAT 58 10

R : ATCTCAAATGTAATGCGTGC

20 MCW0216 F : GGGTTTTACAGGATGGGACG 60 13

R : AGTTTCACTCCCAGGGCTCG

การวิเคราะหขอมูล
 นําขอมูลอัลลีลที่ไดจาก Microsatellite แตละ

ตําแหนงมาวิเคราะหสภาพความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมในประชากรทีศ่กึษาโดยพจิารณาจากขอมูล

การเปลี่ยนแปลงความถี่ของยีนไดจากคาตางๆ ไดแก 

จํานวนอัลลีล, คา heterozygosity, คาความหลาก

หลายของไพรเมอร PIC (polymorphism information 

content) และทดสอบสมดุล Hardy-Weinberg ดวย

โปรแกรม CERVUS (V3.0.3) คํานวณหาคาระยะหาง

ทางพนัธกุรรม (genetic distance) ดวยวิธกีารของ Nei 

(1987) จากน้ันวิเคราะหแผนภาพดวยวิธี Neighbor 

Join และ UPGMA ดวยโปรแกรม NTSYS (V2.1) 

ประเมินคา F-statistic เพื่อทดสอบโครงสรางทาง

พันธุกรรม (genetic structure) และการเกิดประชากร

กลุมยอย (sub-population) ดวยโปรแกรม GENEPOP 

(V4.2) และวิเคราะหหาดีเอ็นเอเคร่ืองหมายที่มีความ

จําเพาะกับไกดําจากความสัมพันธของอัลลีลกับการ

แสดงออกของไกกระดูกดําแตละกลุมดวยวิธี logistic 

regression ดวยโปรแกรม SAS (V6.12) ซึ่งมีรูปแบบ

สมการดังนี้
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ผลการศึกษาและวิจารณ

การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม
 ผลการศกึษาในครัง้นี ้พบขนาดและจาํนวนอลัลลี 

(allele) ของ Microsatellite แตละตําแหนง (Table 2) 

มีขนาดอัลลีล ตั้งแต 84-449 คูเบส (base pair) และ

จํานวนอัลลีลท้ังหมด 158 อัลลีล โดยมีจํานวนอยู

ระหวาง 4-14 อลัลลี/ตาํแหนง (locus) เฉล่ียเทากับ 7.9 

อัลลีล/ตําแหนง แสดงใหเห็นวา Microsatellite ในไก

กระดูกดําที่มีการเลี้ยงอยูในประเทศไทยนั้นมีความ

หลากหลาย โดยที่พบสวนใหญจะมีจํานวนอัลลีล/

ตาํแหนง นอยกวาจาํนวนอัลลลีทีม่กีารอางองิ แตมบีาง

ตาํแหนงทีพ่บมจีาํนวนอลัลลีมากกวาจาํนวนอลัลลีทีม่ี

การอางอิงไว อีกทั้งขนาดของอัลลีลท่ีพบในบาง

ตําแหนงมีความแตกตางจากขนาดอัลลีลอางอิงดวย

เชนกนั ซึง่แสดงใหเห็นวาม ีMicrosatellite อลัลลีใหมๆ

ทีย่งัไมมกีารรายงานอยูหลายอลัลลี  อกีท้ังยงัแสดงให

เห็นวาไกกระดกูดําทีม่กีารเลีย้งอยูมคีวามหลากหลาย

ทางพันธุกรรมคอนขางสูง

Table 2 Number of alleles and range of allele sizes (bp) for each of the 20 microsatellite markers in 3 Black-
bone chicken breeds

No. Locus

Observed Reference

sizes 
(bp)

Phuphan Cheefah Fahleung Size(bp)
Highest 
number

of Alleles

1 MCW0069 147-208 7 7 8 147-2202, 155-1791, 158-1763 185

2 MCW0330 247-326 6 8 10 158-1768, 254-2866, 256-3003 78

3 MCW0216 140-195 6 7 7 137-1497,139-1493 87

4 MCW0222 205-282 7 9 10 188-3012, 300-3168 152

5 MCW0034 208-279 8 9 9 207-2962, 212-2463 177

6 MCW0206 102-132 4 3 4 221-2493 117

7 MCW0295 93-132 5 5 5 85-1342, 88-1063 127

8 MCW0081 107-205 7 10 9 101-1902, 109-1316, 112-1353 122

9 MCW0014 172-235 8 8 8 165-1808, 164-1823 155

10 MCW0183 269-362 8 8 10 257-3942, 296-3263 182

11 MCW0067 168-227 6 8 8 172-1786, 176-1863 97

12 MCW0104 182-266 11 11 11 184-2812, 190-2343, 195-2161 197

13 MCW0123 84-114 4 4 4 76-1003,113-1431, 137-2022 117

14 MCW0165 116-186 4 7 9 112-1166, 114-1183 36
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No. Locus

Observed Reference

sizes 
(bp)

Phuphan Cheefah Fahleung Size(bp)
Highest 
number

of Alleles

15 MCW0111 99-138 4 5 5 96-1203, 97-1302 127

16 MCW0078 136-188 5 6 7 135-1473, 138-1426 57

17 ADL0268 101-140 5 5 5 102-1163, 104-1187 87

18 ADL0278 110-155 5 4 6 109-1196, 114-1263109-1258 127

19 ADL0112 121-165 5 6 6 120-1343 47

20 LEI0166 340-449 14 12 13 227-3402, 354-3703 152

1ปรัชญาพร (2550), 2 เกศรา (2553), 3FAO (2004), 4Cuc et al. (2006), 5 Lujiang et al.(2006), 6 Tadano et al. (2007), 7 Chen 

et al. (2008), 8 Davila et al. (2009)

 เมื่อพิจารณาคา  heterozygosity เปนคาที่แสดง

ความถี่ของเฮทเทอโรไซโกต/ยีน 1 ตําแหนง ที่ทําการ

ศึกษาซึ่งใชบงบอกถึงสภาพความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของประชากร จาก Table 3 จะเห็นวา Mic-

rosatellite โดยสวนใหญทีพ่บในแตละตาํแหนงของไก

กระดูกดําทุกสายพันธุจะมีความเปน heterozigosity 

อยูในระดบัสงู ซึง่พบวาคาเฉลีย่ expected heterozy-

gosity (H
E
) ซึ่งเปนคาความถี่ของเฮตเทอโรไซกัส

จีโนไทปเฉล่ียตอตําแหนง ที่ไดจากการคํานวณ โดย

ประชากรนั้นจะตองอยูในสภาพสมดุลของ Hardy-

Weinberg ของไกดําภูพาน (Phuphan) ไกดําชี้ฟา 

(Cheefah) และไกดาํฟาหลวง (Fahleung) มคีาเทากับ 

0.69, 0.75 และ 0.76 ตามลําดับ สวนคา Polymor-

phism information content (PIC) ของ Microsatellite 

บอกถึงความหลากหลายและประสิทธิภาพในการนํา

ไปใชประโยชนของไพรเมอร แตละตําแหนงในไกดํา

ภูพาน ไกดําชี้ฟา และไกดําฟาหลวง มีคาเฉลี่ยเทากับ 

0.635, 0.706 และ 0.718 ตามลําดับ ซึ่งคา PIC ที่ได

จากการศึกษาในครั้งนี้สูงกวา 0.5 แสดงใหเห็นวา 

Microsatellite แตละตําแหนงที่นํามาใชในการศึกษา

ในครัง้นีส้ามารถใชจาํแนกความแตกตางของจีโนไทป

ไดในระดับสูง (Botstein et al., 1980) และพบวาที่

ตาํแหนง LEI0166 มคีา PIC สงูท่ีสดุในทุกสายพันธุ คา

เฉล่ียของ H
E
 และ PIC ของไกกระดูกดาํท้ัง 3 สายพันธุ

ทีไ่ดจากการศึกษาในครัง้น้ีจะเห็นวามคีาใกลเคียงและ

คอนขางสูง แสดงวาประชากรไกกระดูกดําที่นํามาใช

ในการศึกษาในคร้ังน้ียังมีความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมอยูสงู และเมือ่พจิารณาสภาวะสมดุลภายใต

กฎของ Hardy-Weinberg พบวา การกระจายตัวของ

จโีนไทปของ Microsatellite ในแตละตําแหนงท่ีทาํการ

ศกึษาในประชากรไกกระดูกดาํแตละสายพนัธุโดยสวน

ใหญไมสมดุลหรือไมเปนไปตามกฏของ Hardy-

Weinberg เน่ืองมาจากประชากรไกดาํภูพานท่ีเล้ียงอยู 

ณ ศูนยศึกษาการพัฒนาภูพานอันเนื่องมาจากพระ

ราชดําริ มีการคัดเลือกพอแมพันธุเพื่อนํามาใชในการ

ทดแทนฝงูในรุนถดัไปและมกีารนาํเขาพอแมพนัธุบาง

สวนจากภายนอก สวนไกดําชี้ฟาและไกดําฟาหลวงท่ี

มกีารเลีย้งอยูบนดอยแมสลอง จงัหวดัเชยีงรายนัน้ ชาว

เขาที่เลี้ยงในแตละหมูบาน จะมีการแบงปนและแลก

เปล่ียนพอแมพนัธุไก และในขณะท่ีชาวเขาทีอ่พยพก็มี

การนําไกมาจากดอยอื่นเขามาเลี้ยงในพื้นที่ดอยแม

สลองอีกดวย จึงสงผลใหการกระจายตัวของจีโนไทป

แตละตําแหนงโดยสวนใหญไมเปนไปตามกฎของ 

Hardy-Weinberg สวนตําแหนงที่ไมเบี่ยงเบนจาก

สมดุลหรืออยูภายใตกฎของ Hardy-Weinberg ชี้ให

เหน็วาการคัดเลอืก การอพยพของประชากร การกลาย

ยนี หรอืการสูญหายของยีนเนือ่งจากประชากรมขีนาด

เล็ก ที่เกิดข้ึนในประชากรไกดําที่ศึกษาในครั้งน้ี ไมมี
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อทิธพิบตอการเปลีย่นแปลงความถ่ีของยนีในตาํแหนง

เหลานั้น คา H
E
 ที่ไดจากการศึกษาในคร้ังนี้สูงกวาที่มี

การศึกษาไวในไกกระดูกดําสายพันธุตางๆในประเทศ

จีนมีคาอยูในชวง 0.539 - 0.671 ซึ่งคา heterozygos-

ity ที่ตํ่าสะทอนใหเห็นถึงการคัดเลือกท่ีเกิดขึ้นเพ่ือให

ไดลักษณะภายนอกตรงตามสายพันธุที่กําหนดไว  อีก

ทั้งมีการคัดเลือกเพ่ือใหมีคุณภาพเน้ือตรงตามความ

ตองการของผูบริโภค และเพิ่มประสิทธิภาพการให

ผลผลติในไกกระดูกดํา (Tang et al., 2005; Kuan-wei 

et al.,2006;  Lujiang et al., 2006; Ya-Bo et al., 

2006; Wei et al., 2013)

Table 3  The Genetic variation of 20 microsatellite markers in 3 Black-boned chicken breeds

Locus

Phuphan Cheefah Fahleung

H
o

H
E

HWE 

test

PIC
H

o
H

E

HWE 

test

PIC
H

o
H

E

HWE 

test

PIC

MCW0069 0.452 0.748 * 0.699 0.641 0.797 * 0.755 0.600 0.803 * 0.775

MCW0330 0.031 0.681 *** 0.623 0.171 0.804 *** 0.764 0.101 0.765 *** 0.725

MCW0216 0.333 0.559 NS 0.526 0.561 0.793 ** 0.756 0.490 0.744 *** 0.703

MCW0222 0.472 0.721 NS 0.679 0.450 0.761 *** 0.718 0.541 0.781 ** 0.750

MCW0034 1.000 0.748 *** 0.695 0.902 0.846 NS 0.816 0.949 0.807 *** 0.779

MCW0206 0.500 0.548 NS 0.491 0.375 0.501 NS 0.435 0.443 0.465 NS 0.423

MCW0295 0.405 0.726 *** 0.667 0.707 0.713 NS 0.650 0.710 0.751 NS 0.701

MCW0081 0.702 0.792 * 0.749 0.854 0.828 NS 0.795 0.897 0.844 NS 0.820

MCW0014 0.333 0.811 *** 0.772 0.902 0.820 ** 0.783 0.890 0.830 * 0.803

MCW0183 0.043 0.836 *** 0.793 0.243 0.735 *** 0.686 0.383 0.745 *** 0.714

MCW0067 0.848 0.788 *** 0.740 0.976 0.797 NS 0.756 0.960 0.807 * 0.775

MCW0104 0.317 0.787 *** 0.750 0.842 0.855 NS 0.828 0.713 0.827 * 0.805

MCW0123 0.500 0.572 NS 0.486 0.732 0.635 NS 0.563 0.677 0.638 NS 0.579

MCW0165 0.419 0.425 NS 0.390 0.800 0.688 *** 0.627 0.710 0.812 NS 0.785

MCW0111 0.489 0.606 NS 0.535 0.854 0.727 NS 0.667 0.861 0.695 *** 0.640

MCW0078 0.476 0.555 NS 0.515 0.585 0.719 * 0.663 0.414 0.687 *** 0.632

ADL0268 0.941 0.736 ** 0.674 0.850 0.765 * 0.712 0.838 0.769 NS 0.727

ADL0278 0.162 0.498 *** 0.443 0.293 0.662 *** 0.590 0.396 0.715 *** 0.661

ADL0112 0.333 0.671 *** 0.601 0.897 0.761 *** 0.707 0.949 0.775 *** 0.733

LEI0166 0.706 0.899 NS 0.876 0.789 0.871 NS 0.845 0.692 0.857 NS 0.837

Average 0.473 0.685 - 0.635 0.671 0.754 - 0.706 0.661 0.756 - 0.718
1H

O
 = Observed Heterozygosity, H

E
 = Expected Heterozygosity, HWE test= loci deviating from Hardy - Weinberg equilibrium (* = P<0.05, ** = 

P<0.01, *** = P<0.001, NS = non-significant).



458 แกนเกษตร 43 (3) :  (2558).

การวิเคราะห Genetic distance และ Phyloge-
netic tree 
 จากการวิเคราะหคาระยะหางทางพันธุกรรม 

(Genetic distance) จากคาความถ่ีอลัลลีดวยวธิ ีNei’s 

genetic distance (Nei, 1978) ระหวางไกดาํภูพาน ไก

ดําช้ีฟา และไกดําฟาหลวง (Table 4) พบวา ไก

กระดูกดําทั้ง 3 สายพันธุที่นํามาใชในการศึกษาครั้งน้ี

มีคาระยะหางทางพันธุกรรมอยูในชวง 0.017-0.146 

ซึ่งแสดงใหเห็นวาไกกระดูกดําทั้ง 3 สายพันธุมีความ

สมัพนัธกนัทางพันธกุรรมกันอยางใกลชดิ อาจเน่ืองมา

จากไกกระดูกดําที่นํามาศึกษาในครั้งนี้มีพื้นฐานทาง

พันธุกรรมท่ีเหมือนกัน และพบวาไกดําภูพานมีระยะ

หางทางพันธุกรรมจากไกกระดูกดําสายพันธุอื่นๆมาก

ทีส่ดุ สวนไกดาํชีฟ้าและไกดาํฟาหลวงมรีะยะหางทาง

พันธุกรรมนอยที่สุด นอกจากน้ีการวิเคราะหแผนภาพ

ตนไม (phylogenetic tree) จากคาระยะหางทาง

พันธุกรรม ดวยวิธี Neighbor-joining (NJ) พบวา

สามารถจําแนกไกกระดูกดําไดเปน 2 กลุม (Figure 1) 

โดยท่ีไกดําช้ีฟา และไกดําฟาหลวงถูกจัดอยูในกลุม

เดียวกัน ซึ่งไกกระดูกดําทั้ง 2 สายนี้เดิมมีการเล้ียง

อยางแพรหลายอยู ในพื้นท่ีเดียวกัน และอาจจะมี

บรรพบรุษุรวมกนั กอนทีจ่ะมกีารนํามาพฒันาสายพนัธุ

และจําแนกโดยพิจารณาจากลักษณะภายนอก สวน

ไกดําภูพานพัฒนามาจากไกลูกผสมระหวางไก

กระดูกดําและไกบานไทย จึงทําใหพันธุกรรมมีความ

แตกตางจากไกดําชี้ฟาและฟาหลวง

Table 4 The genetic distance between each pair of 
3 Black-boned chicken breeds

Population Phuphan Cheefah

Cheefah 0.146 -

Fahleung 0.145 0.017

Figure 1  Phylogenetic tree showing the genetic relationships among 3 Black-boned chicken breeds on genetic 

distance.

การวิเคราะหการเกิดประชากรกลุมยอย (sub-
division)
 ผลการวิเคราะห (Table 5) เมื่อพิจารณาความ

แตกตางทางพันธุกรรมระหวางไกกระดูกดําทั้ง 3 สาย

พนัธุทีน่าํมาใชในการศกึษาในครัง้นี ้พบวาคาเฉลีย่ F
st
 

เปนคาที่วัดความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง

ประชากรในการเกิดประชากรกลุมยอย มีคาเทากับ 

0.029 ซึ่งแสดงใหเห็นวาความผันแปรทางพันธุกรรม

ในไกกระดูกดาํท่ีเกิดข้ึนเปนผลเน่ืองมาจากความแตก

ตางระหวางสายพันธุ 2.9% และอีก 97.1% เปนความ

ผนัแปรทางพันธกุรรมท่ีเกดิเนือ่งมาจากความแตกตาง

ภายในสายพันธุ คา F
st
 ที่ไดจากการศึกษาในคร้ังมีคา

อยูในระดับตํ่า แสดงใหเห็นวาไกกระดูกดําทั้ง 3 สาย

พันธุ มีความแตกตางกันทางพันธุกรรมเพียงเล็กนอย 

หรอืยังมคีวามคลายคลึงกันทางพันธกุรรมอยูสงู โดยท่ี

ระดบัความแตกตางทางพนัธกุรรมทีเ่กดิข้ึนยงัไมเพยีง

พอท่ีจะแยกเปนประชากรกลุมยอยได ซึง่โดยท่ัวไปคา 

F
st
 ตํา่กวา 0.05 แสดงวาพนัธกุรรมมคีวามแตกตางกนั
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เพียงเล็กนอย แตถามากกวา 0.25 แสดงวามีความ

แตกตางทางพันธุกรรมสูงมากเพียงพอท่ีจะเกิด

ประชากรกลุมยอยได (Weir, 1996; Frankham et al., 

2002) แตในขณะเดียวกันพบความแตกตางทาง

พันธุกรรมภายในประชากรหรือสายพันธุอยูสูง แสดง

ใหเห็นวาในประชากรไกกระดูกดําทั้ง 3 สายพันธุนั้น 

ยังความหลากหลายทางพันธุกรรมที่จะนําไปใช

ประโยชนในการพัฒนาสายพันธุไกกระดูกดําไดตอไป

ในอนาคต สวนคา F
is
 เปนคาท่ีบอกระดับการเบ่ียงเบน

จากสมดุล Hardy-Weinberg ของประชากรกลุมยอย 

ทีเ่กดิข้ึนเน่ืองจากมีการผสมเลือดชิด (inbreeding) ใน

ไกดาํภูพาน ไกดาํชีฟ้า และไกดาํฟาหลวง ทีไ่ดจากการ

ศึกษาในครั้งนี้พบวามีคาเฉลี่ยเทากับ 0.313, 0.111 

และ 0.126 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาจีโนไทปของ 

Microsatellite แตละตําแหนงโดยเฉลีย่หรอืสภาพทาง

พันธุกรรมเร่ิมอยูในสภาพ homozygous ซึ่งอาจเปน

ผลเน่ืองมาจากมีการคัดเลือกคูผสมเพื่อใหไดไก

กระดูกดาํท่ีมลีกัษณะตรงตามความตองการของตลาด 

และตรงตามสายพันธุที่กําหนดไว หรือในบางครั้งอาจ

หลีกเหล่ียงไมไดที่จะตองมีการผสมเลือดชิด 

Table 5 F-statistics for each microsatellite markers

Locus F
ST

F
IS

Phuphan Cheefah Fahleung

MCW0069 0.016 0.400 0.197 0.254

MCW0330 0.047 0.955 0.790 0.869

MCW0216 0.074 0.408 0.295 0.342

MCW0222 0.037 0.349 0.412 0.308

MCW0034 0.002 -0.344 -0.068 -0.178

MCW0206 0.001 0.088 0.254 0.046

MCW0295 0.013 0.446 0.009 0.054

MCW0081 0.006 0.114 -0.032 -0.064

MCW0014 0.019 0.592 -0.102 -0.073

MCW0183 0.063 0.949 0.672 0.487

MCW0067 0.004 -0.078 -0.228 -0.191

MCW0104 0.028 0.600 0.016 0.138

MCW0123 0.009 0.127 -0.155 -0.061

MCW0165 0.071 0.014 -0.165 0.126

MCW0111 0.009 0.195 -0.177 -0.241

MCW0078 0.034 0.143 0.187 0.398

ADL0268 0.012 -0.284 -0.113 -0.091

ADL0278 0.046 0.677 0.561 0.447

ADL0112 0.020 0.506 -0.183 -0.226

LEI0166 0.040 0.218 0.095 0.193

Average 0.029 0.313 0.111 0.126
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การวิเคราะหดีเอ็นเอเครื่องหมายเพื่อบงชี้ไก
กระดูกดําแตละสายพันธุ
 ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางอัลลีลของ 

Microsatellite 20 ตําแหนง 158 อัลลีล ที่ปรากฏกับ

การแสดงออกของไกกระดกูดาํแตละสายพนัธุ ดวยวธิี 

logistic regression analysis (Table 6) ซึง่เปนเทคนิค

ที่ใชในการทํานายความนาจะเปนที่อัลลีลนั้นๆ จะมี

ความจําเพาะกับไกดําสายพันธุใดๆ เพื่อบงชี้ลักษณะ

เฉพาะของไกกระดูกดําแตละสายพันธุ การศึกษาครั้ง

นี้พบวามี 6 ตําแหนง ที่สัมพันธกับการแสดงออกของ

ไกกระดูกดําและนําไปใชในการบงช้ีการเปนไก

กระดูกดําแต ละสายพันธุ   ได แก   MCW0014, 

MCW0165, MCW0183, MCW0216, MCW0295 และ 

LEI0166 โดยพบอัลลีลที่มีความจําเพาะท่ีมีนัยสําคัญ 

(P<0.01) สามารถนําไปใชบงชี้การเปนไกดําฟาหลวง 

จํานวน 5 อัลลีลไดแก MCW0014.A7(223bp), 

MCW0165.A2(128bp), MCW0183.A10(345bp), 

MCW0295.A4(120bp) และ LEI0166.A4(368bp) ซึง่

อัลลีลเหลานี้ใหความแมนยําในการทํานายถูกตอง 

81.50% และอัลลีลท่ีมีความจําเพาะสามารถนําไปใช

บงชี้การเปนไกดําภูพาน พบจํานวน 5 อัลลีล ไดแก 

MCW0014.A6(215bp), MCW0014.A7(223bp), 

MCW0216.A3(160bp), LEI0166.A4(368bp)  และ 

LEI0166.A5(375bp)   ซึง่อลัลลีเหลาน้ีใหความแมนยาํ

ในการทาํนายถกูตอง 93.50% สวนผลการวิเคราะหใน

ไกดําชี้ฟาที่ไดจากการศึกษาในคร้ังนี้พบวาไมมีอัลลีล

ใดที่มีความจําเพาะ ที่จะนําไปใชบงชี้การเปนไกดํา

ชี้ฟาได

Table 6 The specific alleles of microsatellite markers to predict each Black-boned chicken breed by Logistic 
regression analysis

Breed Estimates SE Pr>Chi-square Odds

Fahleung

Intercept -0.46 0.34 0.1704 .

MCW0295.A4 1.58 0.46 0.0007 4.86

MCW0014.A7 1.19 0.37 0.0014 3.29

MCW0183.A10 3.35 1.09 0.0022 28.55

MCW0165.A2 -1.41 0.38 0.0003 0.24

LEI0166.A4 2.12 0.49 0.0001 8.39

%Concordance1/ 81.50%

Correlation (c)2/ 0.84

Phuparn

Intercept 2.66 0.60 0.0001 .

MCW0216.A3 -3.76 0.79 0.0001 0.02

MCW0014.A6 -5.07 1.20 0.0001 0.01

MCW0014.A7 -3.78 0.75 0.0001 0.02

LEI0166.A4 -5.09 1.19 0.0001 0.01

LEI0166.A5 -2.84 0.83 0.0007 0.05

%Concordance 93.50%

Correlation (c) 0.95
1/accuracy in prediction of equation.
2/correlation between observed and predicted value from eqution.
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สรุป

 ไกกระดกูดาํทัง้ 3 สายพนัธุ ไดแก ไกดาํภพูาน ไก

ดําชี้ฟ า  และไกดําฟ าหลวง  ที่มีการเล้ียงอยู ใน

ประเทศไทยน้ันยังมีความหลากหลายทางพันธุกรรม

อยูในระดับสูง และการกระจายตัวของจีโนไทปโดย

สวนใหญไมเปนไปตามกฏของ Hardy-Weinberg และ

เม่ือจัดกลุมตามคาระยะหางทางพันธุกรรมสามารถ

จําแนกไดเปน 2 กลุม โดยที่ไกดําช้ีฟา และไกดําฟา

หลวงถูกจัดอยู ในกลุ มเดียวกัน และเมื่อวิเคราะห

โครงสรางทางพันธุกรรม พบวาความแตกตางของ

พันธุกรรม (F
st
) ระหวางสายพันธุมีคาเทากับ 2.9% มี

คาอยูในระดับตํ่า แสดงใหเห็นวาระดับความแตกตาง

ของพันธุกรรมที่เกิดขึ้นยังไมเพียงพอที่จะแยกเปน

ประชากรกลุมยอยได และจีโนไทปแตละตําแหนงเร่ิม

อยูในสภาพ homozygous (F
is
= 0.159) อาจเน่ืองมา

จากมีการคัดเลือกเพื่อใหไดลักษณะตรงตามความ

ตองการของตลาด และตรงตามสายพนัธุทีก่าํหนด และ

นอกจากนี้การวิเคราะหดีเอ็นเอเครื่องหมายเพ่ือบงชี้

ลกัษณะเฉพาะของไกกระดกูดาํแตละสายพนัธุ พบอลั

ลลีทีม่คีวามจาํเพาะสามารถนาํไปใชบงชีก้ารเปนไกดาํ

ฟาหลวง จํานวน 5 อัลลีล และในไกดําภูพาน พบ

จาํนวน 5 อลัลลี ใหความแมนยาํในการทาํนายถกูตอง 

81.50% และ 93.50% ตามลําดับ แตในไกดําช้ีฟาไม

พบมีอัลลีลใดที่มีความจําเพาะที่จะนําไปใชบงช้ีการ

เปนไกดําชี้ฟาได

 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาขอมูลพันธุกรรม

และตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับ

ไกกระดูกดําที่มีการเลี้ยงอยูในประเทศไทยเพื่อเปน

ขอมลูพืน้ฐานในการจาํแนกกลุม อกีทัง้เพือ่ใหทราบถงึ

โครงสรางพ้ืนฐานทางพันธุกรรมของประชากรไก

กระดูกดํา เนื่องจากการศึกษาในคร้ังนี้เปนการศึกษา

ในไกดําชี้ฟา และไกดําฟาหลวง ที่มีการเลี้ยงภายใต

สภาพแวดลอมของเกษตรกร อีกทั้งประชากรไกดําภู

พานยังมีการรวบรวมและนําเขาไกจากแหลงตางๆอยู

อยางสมํ่าเสมอ จึงทําใหยังมีความแปรปรวนทาง

พันธุกรรมสูง ดังนั้นเพื่อความแมนยําจึงควรทําการ

ศึกษาในไกกระดูกดํารุนตอๆไป รวมท้ังเพิ่มจํานวน 

Microsatellite ที่ใชในการตรวจสอบอีกดวย และ

นอกจากน้ีขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ไกกระดูกดําไทยท่ีพบยังแสดงใหเห็นถึงความสําคัญ

ของทรัพยากรทางพันธุกรรม ที่ควรคาแกการอนุรักษ

และศึกษาการใชประโยชนจากพันธุกรรมตอไปใน
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