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ผลของอายุและสายพันธุ์ต่ออัตราการเคลื่อนที่, อัตราการรอดชีวิต 
และความสมบูรณ์พันธุ์ของนำ้าเชื้อแบบแช่แข็งของพ่อพันธุ์ไก่พื้นเมือง

Effect of age and line on the motility viability and fertility rate of 
cryopreserved Thai native cock semen.
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บทคัดย่อ: การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสายพันธุ์ของพ่อพันธุ์ไก่พื้นเมือง	 3	 สายพันธุ์	 (เหลืองหางขาว	 
ประดู่หางด�า	และชี)	 ใน	2	 ระดับอาย	ุ (8	 เดือนและ	20	 เดือน)	ต่อคุณภาพน�า้เชื้อและอัตราการผสมติดของน�า้เชื้อแบบ 
แช่แข็ง	 ใช้แผนการทดลองแบบ	2X3	 factorial	 in	CRD	 ใช้พ่อพันธุ์ไก่กลุ่มละ	6	ตัว	ด�าเนินการรีดน�้าเชื้อตรวจคุณภาพ 
น�้าเชื้อเบื้องต้นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด	 bright	microscope	 โดยรวมน�้าเชื้อในแต่ละกลุ่มเจือจางด้วยน�้ายาสูตร	
Schramm	ลดอุณหภูมิไปที่	5	˚ซ	เติมน�้ายาที่มี	DMF	(DMF	6%	น�้าเชื้อเจือจางมีความเข้มข้นของอสุจิประมาณ	1,200	x	 
106/มล.)	 ในหลอดขนาด	0.5	มล.	ด�าเนินการบรรจุแช่แข็งด้วยวิธีการอังไอไนโตรเจนเหลว	ที่อุณหภูมิ	 -35	 ˚ซ	นาน	10	
นาที	 และอุณหภูมิ	 -135	 ˚ซ	นาน	 5	นาทีเก็บรักษาที่อุณหภูมิ	 -196	 ˚ซ	 ละลายน�้าเชื้อที่อุณหภูมิ	 5	 ˚ซ	 จากการศึกษา
คณุลกัษณะของการเคลือ่นทีข่องอสจุด้ิวยเครือ่ง	Computer-assited	semen	analysis	(CASA)	และอตัราการรอดชวีติด้วย	 
Flow	cytometer	ด�าเนินการทดสอบควากการสมบูรณ์พันธุ์ของน�้าเชื้อแบบแช่แข็งโดยการผสมเทียมกับแม่ไก่ไข่ทางการ
ค้า	 จากการศึกษาพบว่าอายุและสายพันธุ์ของพ่อพันธุ์ไก่พื้นเมือง	 ให้คุณภาพน�้าเชื้อแบบแช่แข็งภายหลังการละลาย	 
และอัตราไข่มีเชื้อหลังการผสมเทียมด้วยน�้าเชื้อแบบแช่แข็งไม่แตกต่างกัน	
ค�าส�าคัญ:	น�้าเชื้อแช่แข็ง,	สายพันธุ์,	อายุ,	ไก่พื้นเมืองไทย

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of 3 lines (Lueng hang khaw, Pradoo hang dum 
and Chee) at 2 different ages (8 and 20 months) of Thai native cock on cryopreserved semen quality and fertility. 
The experiment of 2X3 factorial in CRD (6 males for each groups) were conducted. Semen was collected from each 
cock, evaluated under bright microscope. Semen sample were pooled for each group and diluted with schramm  
diluent. Semen sample were cool down to 5˚C and diluents plus DMF was added (6% DMF of total volume when 
the sperm concentration was 1,200 x 106/ml) semen was loaded into 0.5 ml straws and freez by locating at -35˚C for 
10 min and located at -135˚C for 5 min then plunged into liquid nitrogen. Straw were thawed in cold water (5˚C).  
The motility characteristics were examined by computer-assisted semen analyser (CASA) and viability was assessed 
by flow cytometer. Fertility test of frozen semen was carried on by inseminated to layer hens. The results of the  
present study showed that there were no effect of Thai native cock line and age on posthaw semen quality and fertility.
Keywords: frozen semen, line, age, Thai native chicken
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บทน�า

	 พนัธุไ์ก่พืน้เมอืงในท้องถิน่ต่างๆ	ของโลกมแีนวโน้ม 

ลดจ�านวนลงเป็นล�าดบั	(Tadano	et	al.,	2008)	ส�าหรบั

ประเทศไทยไก่พื้นเมืองซึ่งนับว่าเป็นสัตว์เศรษฐกิจ

ที่ส�าคัญของชาวชนบทและมีความหลากหลายทาง

ชวีภาพกก็�าลงัถกูคกุคามเช่นเดยีวกนั	ดงันัน้การอนรุกัษ์

พันธุกรรมจึงมีความส�าคัญต่อความหลากหลาย 

ทางชีวภาพ	การผสมเทียมนับเป็นเทคโนโลยีทางการ

สืบพันธุ์ที่มีบทบาทส�าคัญต่อการอนุรักษ์ในสัตว์ปีก	

ซึ่งการท�าน�้าเชื้อแช่แข็งในสัตว์ปีกนั้นมีความส�าคัญ

ในแง่ของการอนุรักษ์พันธุกรรมอย่างยิ่ง	 เนื่องจาก

สามารถเก็บรักษาพันธุกรรมได้ยาวนานและสะดวก

ในการน�าไปใช้ส�าหรับการผสมเทียม	Hammerstedt,	

(1995)	 รายงานว่ามีความแตกต่างระหว่างตัวสัตว์	

พนัธุ	์และสายพนัธุม์ผีลต่อคณุภาพและความสมบรูณ์

พนัธุข์องน�า้เชือ้แบบแช่แขง็	ให้ผลต่างจากรายงานของ	 

Makhafola	et	al.	(2009)	ซึ่งรายงานว่าของสายพันธุ์

ไม่มผีลต่อคณุภาพน�า้เชือ้แบบแช่แขง็	ส่วน	Long	et	al.	

(2010)	 รายงานว่าคุณภาพน�า้เชื้อแบบแช่แข็ง	 ขึ้นอยู่

กับสายพันธุ์และอายุพ่อพันธุ์โดยไก่อายุมากคุณภาพ

และความสมบูรณ์พันธุ์จะลดน้อยลง	 แต่การศึกษา

ข้อมูลดังกล่าวเป็นการศึกษาข้อมูลในต่างประเทศ	

ส�าหรับการศึกษาในไทยยังไม่มีการศึกษาข้อมูล 

ดงักล่าว	ดงันัน้การศกึษานีจ้งึมวีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษา

ผลของอายุ	และสายพันธุ์ไก่พื้นเมือง	(เหลืองหางขาว	

ประดู่หางด�า	และชี)	ต่อคุณภาพน�้าเชื้อและอัตราการ

ผสมติดในน�้าเชื้อแบบแช่แข็ง	 เพื่อน�าไปใช้ประโยชน์

ในการเป็นข้อมูลพื้นฐานส�าหรับการเก็บรักษาน�้าเชื้อ

แบบแช่แข็งในไก่พื้นเมืองไทย	ซึ่งมีบทบาทส�าคัญใน

การอนุรักษ์พันธุกรรมและการปรับปรุงพันธุ์

วิธีการศึกษา

	 สัตว ์ทดลองใช ้พ ่อพันธุ ์ 	 3	 สายพันธุ ์ 	 ได ้แก ่	 

ไก่พื้นเมืองเหลืองหางขาว	 ไก่พื้นเมืองประดู ่หาง

ด�า	 และไก่พื้นเมืองชีแต่ะสายพันธุ์มีอายุแตกต่างกัน	 

2	กลุ่มคือ	8	เดือนและ	20	เดือน	กลุ่มละ	6	ตัว	จ�านวน

รวม	 36	 ตัว	 แยกเลี้ยงพ่อพันธุ์ในกรงขังเดี่ยว	 และ 

ในการทดลองทดสอบอัตราการผสมติดของน�้าเชื้อ

แช่แข็งใช้แม่พันธุ์ไก่ไข่ทางการค้า	 รวมทั้งสิ้นจ�านวน	 

100	 ตัว	 เลี้ยงในกรงตับ	 กรงละ	 3	 ตัว	 ให้อาหารไก่

พ่อพันธุ์วันละ	110	กรัม/ตัว/วัน	ส�าหรับแม่พันธุ์ได้รับ

อาหารวันละ	 100	 กรัม/ตัว/วัน	 และให้น�้าสะอาดกิน

แบบเต็มที่	 น�้ายาเจือจางที่ใช้คือสูตร	Schramm	 โดย

มีองค์ประกอบทางเคมี(ใช้ผลิตภัณฑ์ของ	 Sigma)	

ในน�้า	 1	ลิตรดังนี้	Magnesium	acetate	 0.70	กรัม,	

Sodium	glutamate	28.50	กรัม,	Glucose	5.00	กรัม,	

Inositol	 2.50	กรัม,	 และ	Potassium	acetate	 5.00	

กรมั	(Schramm,	1976	อ้างโดย	Chalah,	1999)	การรดี 

น�้าเชื้อพ่อพันธุ์โดยใช้ทีมผู้รีด	 2	 คน	 โดยจับบังคับไก่	 

1	คน	ส่วนอีกคนหนึ่งเป็นผู้กระตุ้นพ่อพันธุ์ด้วยการลูบ

หลังจากด้านหน้าไปด้านหลัง	 พ่อพันธุ์จะตอบสนอง

ด้วยการเกร็งและกระดกหาง	 จากนั้นบีบโคนก้นเพื่อ

เก็บน�้าเชื้อทันที	 รองเก็บน�้าเชื้อด้วยหลอดที่สะอาด

ขนาด	1.5	ml.	โดยในหลอด	1.5	ml	จะมีน�้ายาเจือจาง 

อยู่	 200	 µl	 แช่น�้าเย็นที่ควบคุมอุณหภูมิไว้ที่	 20°ซ	

ประเมนิคณุภาพน�า้เชือ้เบือ้งต้นภายใต้กล้องจลุทรรศน์

แบบ	bright	microscope	ตามที่อ้างโดย	 (เทวินทร์	 

และยพุนิ,	2551)	น�า้เชือ้ทีป่นเป้ือนและเคลือ่นทีต่�า่กว่า 

ร้อยละ	 80	 จะไม่น�ามาศึกษา	ส�าหรับสารเคมีที่ใช้ใน

การประกอบสูตรน�้ายาเจือจาง	 รวบรวมน�้าเชื้อแต่ละ

สายพนัธุใ์นหลอดเดยีวกนั	(pooled	semen)	เตมิน�า้ยา 

เจอืจางอกีให้ได้สดัส่วน	1:3	(น�า้เชือ้	:	น�า้ยา)	การประเมนิ 

คุณภาพน�้าเชื้อแบบแช่แข็ง	 โดยประเมินเปอร์เซ็นต์

การเคลื่อนที่ของอสุจิ	 การประเมินเปอร์เซ็นต์การ

เคลื่อนที่ตรงไปข้างหน้า	 ด้วยเครื่อง	 CASA	 ส่วน 

การประเมินการรอดชีวิตของอสุจิด ้วนการใช ้สี 

ฟลอูอเรสเซนต์	SYBR-14	ด้วยเครือ่ง	Flow	cytometer	 

ส�าหรับการแช่แข็งน�้าเชื้อภายหลังการเจือจางน�้าเชื้อ

นัน้ลดอณุหภมูเิหลอื	5°ซ	โดยใช้เวลาประมาณ	1	ชัว่โมง	 

เตรยีมน�า้ยาทีม่ส่ีวนผสม	dimethylformamide	(DMF)	

โดยค�านวณองค์ประกอบเป็นร้อยละ	 6	 ในน�้าเชื้อ 

เจือจางสุดท้าย	4	ส่วน	(ส่วนเดิม	3	ส่วน	ส่วนที่มี	DMF	
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1	 ส่วน)	 บรรจุน�้าเชื้อเจือจางในหลอด	 straw	 ขนาด	

0.5	มิลลิลิตร	บ่มหลอดน�้าเชื้อเจือจางที่อุณหภูมิ	 5°ซ	

นาน	 15	 นาที	 จากนั้นเช็ดหลอดบรรจุน�้าเชื้อให้แห้ง

โดยใช้เวลา	น�าหลอดน�้าเชื้อวางบนตะแกรงในกล่อง

โฟมเหนอืไนโตรเจนเหลวบรเิวณทีม่อีณุหภมูปิระมาณ	

-35°ซ	เป็นเวลานาน	10	นาท	ีลดอณุหภมูลิงมาทีร่ะดบั	

-135°ซ	นาน	5	นาที	ก่อนจุ่มหลอดฟางบรรจุน�้าเชื้อลง

ในไนโตรเจนเหลว	 เป็นการสิ้นสุดขบวนการท�าน�้าเชื้อ

แช่แข็งไก่หลังจากนั้นน�าไปเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจน

เหลว ละลายน�า้เชือ้แช่แขง็โดยจุม่ลงในน�า้เยน็อณุหภมูิ	

2–5°ซ	นาน	 5	นาที	 เช็ดหลอดให้แห้งแล้วตัดปลาย

ถ่ายเทน�้าเชื้อลงในหลอดขนาด	1.5	มิลลิลิตร	ที่จุ่มใน

น�้าเย็น	น�าไปผสมเทียมแม่ไก่โดยทันที	การผสมเทียม

นั้นด�าเนินตามวิธีการผสมเทียมโดยการฉีดน�้าเชื้อ 

เข้าสูช่่องคลอดไก่ตามวธิกีารของ	Quinn	และ	Burrows	

(1936)	อ้างโดย	(Lake	and	Stewart,	1998)	ท�าการ

ผสมเทียมในช่วงเวลา	15.00	–	17.00	น.	โดยใช้ไซริงค์ 

ขนาด	1	มิลลิลิตรที่ถอดปลายเข็มฉีดยาออกแล้ว	 ดูด

บรรจุน�้าเชื้อ	 0.4	 มิลลิลิตร	 ผสมเทียมโดยการสอด 

ไซรงิค์ความลกึประมาณ	4	ซม.	ค่อยๆ	ปล่อยน�า้เชือ้เข้า

ช่องคลอดของไก่	โดยใช้เวลาปล่อยน�้าเชื้อประมาณ	5	

วนิาที	ประเมนิอตัราการผสมตดิทีโ่ดยการส่องไข่มเีชือ้

ที่	 7	 วันหลังน�าไข่เข้าฟัก	 การวิเคราะห์ทางสถิติ	 โดย

การวิเคราะห์ความแปรปรวน	(analysis	of	variance)	

ตามแผนการทดลองแบบ	2x3	factorial	in	CRD	การ

วเิคราะห์ความแตกต่างทางสถติโิดยใช้โปรแกรม	SAS	

ส�าเร็จรูป	(SAS,	1985)	วิเคราะห์เปรียบเทียบค่าความ

แตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยในแต่ละปัจจัยการทดลอง

ด้วยวิธี	Duncan’	s	Multiple	Rang	Test	

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง

ผลของสายพันธุ์และอายุต่อคุณภาพน�า้เชื้อเบื้อง

ต้นไก่พื้นเมือง

	 จากข้อมูลคุณภาพน�้าเชื้อภายหลังการรีดพบว่า

สายพันธุ ์มีผลต่อค่าคะแนนความแข็งแรงของการ

เคลื่อนที่แบบหมู่	 (mass	movement)	 โดยสายพันธุ์

เหลอืงหางขาวให้ค่าคะแนนสงูกว่าประดูห่างด�าแต่ไม่

แตกต่างจากสายพันธุ์ชี	 พบว่าสายพันธ์และอายุไม่มี

ผลต่อค่าศึกษาอื่นๆ	ดังแสดงใน	Table 1	Kelso	et	al.	

(1996)	 ได้ศึกษาเปรียบเทียบคุณลักษณะน�้าเชื้อของ

ไก่อายุ	 25	และ	60	สัปดาห์	และรายงานว่าคุณภาพ

น�้าเชื้อได้แก่	 ความเข้มข้นของอสุจิ	 อสุจิมีชีวิตตลอด

จนกิจกรรมด้านการเมตาบอลิซึม	และระดับ	enzyme	

glutathione	peroxidase	ในน�้าเชื้อไก่อายุมากต�่ากว่า

พวกอายนุ้อย	สอดคล้องกบัการศกึษาของ	Tabatabaei	

et	al.	(2010)	ซึ่งศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพน�้าเชื้อไก่

พื้นเมืองของอิหร่านที่อายุ	 26,	 34	 และ	 45	 สัปดาห์	 

พบว่าคณุภาพน�า้เชือ้ในด้านต่างๆ	ลดน้อยถอยลงตาม

อายุที่เพิ่มสูงขึ้น	 สอดคล้องกับรายงานของ	Cerolini	

(1997)	 ซึ่งรายงานว่าไก่พ่อพันธุ์อายุ	 24-39	สัปดาห์

ให้อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงสุด	 และจะลดเหลือ

เพียงครึ่งหนึ่งในสัปดาห์ที่	 54	 แสดงให้เห็นถึงความ

เสื่อมสภาพทางการสืบพันธุ์เป็นไปตามอายุขัย	ในการ

ศกึษานีพ้บว่าไก่พืน้เมอืงอายุ	8	เดอืน	และ	20	เดอืน	ให้

คุณภาพน�้าเชื้อไม่แตกต่างกันในทางสถิต	ิ สอดคล้อง

กับรายงานของ	 Peters	 et	 al.	 (2008)	 เปรียบเทียบ

คุณภาพน�้าเชื้อไก่	7	สายพันธุ์พบว่าไม่แตกต่างกัน	

ผลของสายพันธุ์และอายุต่อคุณภาพและความ

สมบูรณ์พันธุ์ของน�้าเชื้อแบบแช่แข็ง

	 จากการศึกษานี้พบว่าสายพันธุ์และอายุของพ่อ

พันธุ์ไก่พื้นเมืองไม่มีผลต่อความแตกต่างของคุณภาพ

น�้าเชื้อแบบแช่แข็งภายหลังการละลาย	 และอัตรา

ของไข่มีเชื้อภายหลังการผสมเทียมด้วยน�้าเชื้อแช่แข็ง	 

ดังแสดงใน	Table 2

 คณุภาพน�า้เชือ้แบบแช่แขง็ขึน้กบัคณุภาพน�้าเชือ้ 

เบื้องต ้น	 (Blesbois,	 2007;	 Wishart, 	 2009)	 

มีความแตกต่างระหว่างตัวสัตว์	 พันธุ์	 และสายพันธุ์	 

(Hammerstedt,	 1995)	 การศึกษานี้ให้ผลต่างจาก

รายงานของ	Makhafola	et	al.	(2009)	ซึ่งรายงานถึง

ผลของสายพนัธุไ์ม่มผีลต่อคณุภาพน�า้เชือ้แบบแช่แขง็	 

ส่วน	Long	et	 al.	 (2010)	 รายงานว่าคุณภาพน�้าเชื้อ

แบบแช่แข็งและอัตราการปฏิสนธิภายนอกร่างกาย	
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Table 1	Fresh	semen	characteristics	of	8	and	20	months	old	of	Thai	native	cocks.

Treatments % mass motility Concentration
(x107)

live volume Total sperm/ 
ejaculates(x107)

Breed

Lueng 4.33a 90.0 472.9 92.9 0.35 162.2

Pradoo 4.10b 88.6 423.6 90.1 0.31 136.6

Chee 4.29ab 88.6 508.3 91.5 0.28 143.8

Age 

8 month 4.27 89.7 477.6 91.8 0.34 160.9

20 month 4.21 88.6 458.9 91.2 0.29 134.2

Breed x age ns ns ns ns ns ns

SEM 0.04 0.57 18.12 0.58 0.02 9.31

Different	superscripts	within	column	indicate	significant	differences:	a-b	P<0.05	(N=18)

Table 2	Motility,	plasma	membrane	integrity	and	fertility	of	frozen	thawed	Thai	native-chicken	sperm.

Treatments motility Plasma membrane integrity 
(%)

Fertility 
(%)Total motile (%) Progressive motile (%)

Line

Lueng hang khao 53.00 22.05 52.46 63.19ab

Pradoo 50.16 22.22 52.47 57.71b

Chee 51.13 21.30 50.56 67.57a

Age

8 month 51.29 21.05 54.80 65.19

20 month 51.57 22.66 48.86 60.45

breeds x %age ns ns ns ns

SEM 1.99 1.45 1.73 1.64

Different	superscripts	within	column	indicate	significant	differences:	a-b	P<0.05	(N=18)

ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์และอายุพ่อพันธุ์โดยไก่อายุมาก

คุณภาพและความสมบูรณ์พันธุ์ต�่าลง	 Kelso	 et	 al.	

(1999)	ได้รายงานถึงองค์ประกอบของ	lipid	ของอสุจิ	

ที่เปลี่ยนแปลงไปตามอายุของไก่	 ซึ่งมีผลต่อตัวอสุจิ

ภายหลังการแช่แข็งและละลาย	การศึกษานี้แสดงให้

เห็นว่าน�้าเชื้อรวมของพ่อพันธุ์สายพันธุ์ประดู่หางด�ามี

ความแขง็แรงของการเคลือ่นทีต่�า่กว่าสายพนัธุอ์ืน่และ

มีแนวโน้มที่จะให้อัตราการผสมติดต�า่กว่าอีก	 2	 สาย

พันธุ์	 (P<0.06)	จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจที่จะท�าการศึกษา

เปรียบเทียบดูลักษณะอื่นๆ	 ของน�้าเชื้อไก่พื้นเมืองใน

สายพันธุ์และอายุต่างๆ	

	 ในการศึกษานี้ท�าการศึกษาในไก่เมื่อเริ่มต้นการ

ทดลองอายุ	 8	 เดือนเปรียบเทียบกับ	 20	 เดือน	ซึ่งให้

ผลไม่แตกต่างกนัในทางสถติิ	ในขณะทีก่ารศกึษาอืน่ๆ	

ของนกัวจิยัต่างประเทศส่วนใหญ่ศกึษาในไก่อายุ	6-12	

เดอืน	จงึเป็นทีน่่าสงัเกตว่าไก่พืน้เมอืงไก่พืน้เมอืงมอีายุ

ทางการสบืพนัธุท์ีย่าวนานกว่า	ซึง่ควรต้องท�าการศกึษา

ต่อไป
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สรุป

 จากการศึกษานี้พบว่าสายพันธุ ์และอายุไม่มี

ผลต่อคุณภาพน�้าเชื้อสดและน�้าเชื้อแบบแช่แข็งภาย

หลังการละลายเ	ส่วนอัตราการผสมติดในน�้าเชื้อแบบ

แช่แข็ง	 พบว่าสายพันธุ์ชีให้อัตราการผสมติดสูงต่าง

จากพันธุ์ประดู่หางด�าแต่ไม่มีความแตกต่างจากพันธุ์

เหลืองหางขาว	 และไม่พบความแตกต่างในเรื่องผล

ของอายุต่ออัตราการผสมติด
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