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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจ�ำแนกกลุ่ม 
โคพื้นเมืองไทยด้วยไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ
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บทคัดย่อ: ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ (mtDNA) มีโครงสร้างเป็น circular DNA ที่อยู่ภายในไมโตคอนเดรียของสิ่งมีชีวิต  
ซึ่งได้รับการถ่ายทอดผ่านทางแม่ การวิเคราะห์ความหลากหลายของ mtDNA สามารถน�ำมาอธิบายพันธุกรรมภายใน 
และระหว่างประชากรได้ดี วัตถุประสงค์ในการศึกษาครั้งนี้คือ ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและจ�ำแนกกลุ่ม 
โคพื้นเมืองไทยกลุ่มต่างๆ ในประเทศไทย ด้วย mtDNA ซึ่งพบว่า โคพื้นเมืองไทย กลุ่มโคภาคกลาง และกลุ่มอีสานมีความ
หลากหลายภายในกลุ่มสูง และจากการจ�ำแนกกลุ่มด้วยวิธี Maximum Likelihood พบว่า กลุ่มโคพื้นเมืองภาคเหนือ 
และภาคใต้สามารถจ�ำแนกจากกลุ่มอื่นได้ค่อนข้างชัดเจน
ค�ำส�ำคัญ: โคพื้นเมืองไทย, ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ

Abstract: Mitochondrial DNA (mtDNA)is a circular DNA within mitochondria and maternally inheritance. 
The analysis of mtDNA polymorphism can be used to describe genetic structure within and between populations. 
The objective of this study was to investigate the genetic variation and cluster analysis of Thai Native Cattlewith 
mtDNA. The result showed that Thai Native Cattle from Central group and North Eastern group were highly genetic 
variation. The cluster analysis with Maximum Likelihood found that Northern and Southern Native Cattle were 
separated clearly from another group.
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บทน�ำ

	 การจัดจ�ำแนกกลุ่มของโคพื้นเมืองมีความส�ำคัญ
ในด้านปศุสัตว์ ทั้งนี้เพื่อให้ทราบว่าสัตว์ชนิดนั้นๆ  
ควรจะเป็นโคพื้นเมืองในกลุ่มใด ซึ่งจะเป็นประโยชน์
ในการวางแผนการคัดเลือกและการปรับปรุงพันธุ์โค  

นอกจากนี้การจัดจ�ำแนกกลุ ่มจะช่วยให้เรารู ้ถึง
สภาพความหลากหลายของประชากรนั้น ซึ่งความ
หลากหลายของประชากรมีความส�ำคัญต่อการเกิด 
วิวัฒนาการของสิ่ งมีชี วิต เมื่ อสภาวะแวดล ้อม
เปลี่ยนแปลงไปสัตว ์ที่มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูงจะมีความสามารถในการปรับตัวได้ 
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สูงกว่าสัตว์ที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต�่ำ  ซึ่ง
จะช่วยลดโอกาสการสูญพันธุ์ ช่วยลดความสูญเสีย
ทางพันธุกรรม เช่น ลดการสูญเสียที่เกิดจากการผสม
ระหว่างเครือญาติ และเป็นทรัพยากรที่มีคุณค่าต่อวิถี
มนุษย์ทางด้านเศรษฐกิจ
	 โคพื้นเมืองไทยซึ่งจัดอยู่ในตระกูล Bosindicus  
รูปร่างโดยทั่วไป มีขนาดเล็ก ซึ่งการจ�ำแนกกลุ่มของ
โคพืน้เมอืงสามารถท�ำได้หลายวธิ ีเช่นการจ�ำแนกกลุม่
จากแหล่งที่อยู่อาศัย การจ�ำแนกกลุ่มจากลักษณะ
ปรากฏ การจ�ำแนกกลุ ่มจากองค์ประกอบเลือด 
และการจ�ำแนกกลุ่มจากข้อมูลพันธุกรรมในระดับ
ดีเอ็นเอ การศึกษาเกี่ยวกับพันธุกรรมของโคพื้นเมือง
ในประเทศไทยมีข้อมูลค่อนข้างจ�ำกัดจากการศึกษา 
ของกิตติ (2546) จ�ำแนกกลุ่มตามลักษณะปรากฏ
จ�ำแนกได้ 4 กลุ่มได้แก่ กลุ่มโคพื้นเมืองภาคกลาง 
กลุ่มโคพื้นเมืองภาคตะวันออกเฉียง กลุ่มโคพื้นเมือง
ภาคเหนือ และกลุ่มโคพื้นเมืองภาคใต้ ท�ำให้เห็นได้ว่า
โคพื้นเมืองน่าจะจ�ำแนกได้ 4 กลุ่มดังกล่าวนอกจาก
นี้มีรายงานของกัลยา และคณะ (2548) ใช้เทคนิค  
microsatellite โดยใช้ตัวอย่างโคพื้นเมืองที่เลี้ยง 
ในสถานีทดสอบพบว่าพันธุกรรมของโคทั้ง 4 กลุ่ม  
มีแนวโน้มที่แตกต่างกัน การศึกษาข้อมูลล�ำดับ 
นวิคลโีอไทป์ของไมโตคอนเดรยีดเีอน็เอ (mitochondrial 
DNA; mtDNA) บรเิวณ displacement loop (D-loop) 
ก็นิยมน�ำมาใช้เป็นเครื่องมือศึกษาความหลากหลาย
และการจัดจ�ำแนกกลุ ่มสัตว์กันอย่างกว้างขวาง  
(Loftus et al., 1994) ซึ่ง Tsuji et al. (2004) รายงาน
ว่าพนัธกุรรมโคพืน้เมอืงในประเทศญีปุ่น่ทีผ่่านการผสม
พันธุ์แบบ grading up 15 รุ่น ส่วนใหญ่ถูกแทนที่ด้วย
พันธุกรรมโคโฮสไตล์ ฟรีเชียนพันธุ์แท้ แต่มี mtDNA 
บริเวณ D-loop บางรูปแบบที่พบเฉพาะในโคญี่ปุ่น 
(Japanese Black cattle)โดยไม่พบในโคยุโรปหรือ 
โคแอฟรกินัและเพือ่ให้การจ�ำแนกกลุม่โคพืน้เมอืงไทย
มีความชัดเจนยิ่งขึ้น การศึกษาครั้งนี้จึงเก็บตัวอย่าง
จากเกษตรกรในแต่ละภูมิภาคของประเทศไทย โดย
มีวัตถุประสงค ์เพื่อศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมและจ�ำแนกกลุ่มโคพื้นเมืองไทยกลุ่มต่างๆ 
ในประเทศไทย ด้วย mtDNA บริเวณ D-loop ซึ่ง

ข้อมูลทางพันธุกรรมที่ได้จะช่วยให้การจัดจ�ำแนกกลุ่ม 
โคพืน้เมอืงมคีวามถกูต้องยิง่ขึน้ ทัง้ยงัจะเป็นประโยชน์
ต่อการพัฒนาพันธุ์ การอนุรักษ์ และการใช้ประโยชน์
ต่างๆ จากโคพื้นเมืองอย่างยั่งยืน

วิธีการศึกษา

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา
	 ตวัอย่างเนือ้เยือ่หรอืเมด็เลอืดขาวโคพืน้เมอืงไทย
จากพื้นที่ต่างๆ ของประเทศไทย 73 ตัว โดยแบ่งเป็น 
กลุม่โคภาคเหนอื (เชยีงใหม่) 18 ตวั, กลุม่โคภาคกลาง  
(พิษณุโลกและประจวบคีรีขันธ์) 13 ตัว, กลุ ่มโค 
ภาคอีสาน (ขอนแก่น, อุบลราชธานี) 9 และ 16 ตัว, 
กลุ่มโคภาคใต้ (สงขลา) 17 ตัว และตัวอย่างเลือด 
โคโฮสไตล ์ฟรี เชียน 5 ตัว, โคบราห ์มัน 5 ตัว,  
โคลูกผสม (TMZ) 2 ตัวและล�ำดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง 
(reference) คือดีเอ็นเออ้างอิงของโคอินเดีย (Zebu) 
จาก GenBANK, โคพื้นเมืองไทยสายพันธุ์ขาวล�ำพูน 
(CMU16) และโคนมพันธุ์โฮลสไตน์ (HF)

การสกัดดีเอ็นเอ
	 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างด้วยชุดน�้ำยาสกัด
ดี เอ็นเอส�ำเร็จรูป PURE-GENETM(GENTRA 
Inc.,USA) ส�ำหรับการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง
เลือดโคปั่นแยกเอาเฉพาะเม็ดเลือดขาวแล้วล้างด้วย 
0.9%NaCl และท�ำลายเม็ดเลือดแดงที่ปนมา ส่วน
เนือ้เยือ่เกบ็รกัษาไว้ใน absolute alcohol เริม่การสกดั 
ดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อโดยล้างเอา alcohol ออกและ
ท�ำลายโปรตีนด้วย proteinase K จากนั้นจึงน�ำ
ตัวอย่างเลือดและเนื้อเยื่อมาท�ำลายผนังเซลล์และ
ตกตะกอนโปรตีนแล้วจึงตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย  
iso-propanol และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 75%  
ethanol น�ำตะกอนดีเอ็นเอที่ได้มาผึ่งให้แห้ง แล้วจึง
ละลายตะกอนดเีอน็เอด้วยสารละลาย DNA hydration  
และปรับความเข้มข้นเป็น 50 ng/µl เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ - 200ซ เพื่อรอการใช้งานในขั้นตอนต่อไป
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ปฏิกิริยา PCR
	 เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยเทคนคิ PCRด้วยไพรเมอร์ 
D-loop F 5’ ACATTAAATTATATGCCCCATGC 3’ 
และ Dloop R 5’ AGCTCGTGATCTAATGGTAAG-
GA 3’(Tsuji et al., 2004)ในแต่ละปฏิกิริยา (10µl) 
ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) ที่มี
ความเข้มข้น 50 ng/µl ปริมาตร 1 µl, 50 mM MgCl2 
ปรมิาตร 0.8 µl, 10XPCR-buffer ปรมิาตร 1 µl, 1 mM/
each dNTPs ปริมาตร 1 µl, 5µM/µl Forward และ 
Reverse primer (QIAGEN, Germany) อย่างละ 1 µl, 
5 U Taq DNA polymerase (BIOTOOLS B&B Labs, 
S. A., Spain) ปรมิาตร 0.1 µl และสดุท้ายปรบัปรมิาตร
ด้วยน�ำ้ R.O. clave ปรมิาตร 4.1 µl โดยมวีงรอบการท�ำ 
PCR ดังนี้เริ่ม initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 0ซ  
3 นาทีจากนั้นท�ำปฏิกิริยา 35 รอบ มีรายละเอียดดังนี้ 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 0ซ 30 วินาที, primer  
annealing 45 วินาที, primer extension ที่อุณหภูมิ  
72 0ซ 45 วนิาท ีและจบด้วย final extension ทีอ่ณุหภมูิ 
72 0ซ 5 นาที จากนั้นจึงน�ำ  PCR ที่ได้มาตรวจสอบ
ด้วย 6 % acrylamide gel electrophoresis และ 
ย้อมสีด้วย gel starTM 

การตรวจสอบล�ำดบันวิคลโีอไทด์และการวเิคราะห์ 
ข้อมูลความหลากหลาย
	 วเิคราะห์ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ทัง้สาย Forward และ  
reverse ของแต่ละตวัอย่างด้วยเครือ่งรุน่ ABI3730XL 

ซึ่ ง เป ็นบริการวิ เคราะห ์ล�ำดับนิวคลีโอไทด ์ของ  
MacrogenInc.,( เกาหลี) จากนั้นวิเคราะห์ล�ำดับ 
นวิคลโีอไทด์และความหลากหลายล�ำดบันวิคลโีอไทด์
ของ mtDNA โดยเทยีบกบัดเีอน็เออ้างองิของโคอนิเดยี 
(Zebu) จาก GenBANK, โคพื้นเมืองไทยสายพันธุ์
ขาวล�ำพูน (CMU16) และโคนมพันธุ์โฮลสไตน์ (HF) 
ด้วยการท�ำ multiple alignment และวิเคราะห์การจัด
กลุ่มด้วยโปรแกรม DNAMAN version 5.2.2 โดยวิธี 
Maximum Likelihood

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 จากข้อมูลล�ำดับเบสบริเวณ D-loop ของ mtDN
Aเมื่อน�ำมาวิเคราะห์การจ�ำแนกกลุ่มโคพื้นเมืองไทย 
เมือ่เปรยีบเทยีบกบัโคนมโฮสไตล์ ฟรเีชยีน, โคบราห์มนั,  
โคลูกผสม และล�ำดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง พบว่าโค 
พื้นเมืองไทยสามารถจ�ำแนกกลุ ่มออกจากโคนม 
โฮสไตล์ ฟรีเชียน, โคบราห์มันและโคลูกผสมได้
อย่างชัดเจน นอกจากนี้โคพื้นเมืองไทยส่วนใหญ่ยังมี
พนัธกุรรมทีแ่ตกต่างกนัตามแหล่งทีอ่ยูโ่ดยเฉพาะกลุม่
โคพืน้เมอืงภาคใต้และกลุม่โคภาคเหนอืทีแ่ยกออกจาก
โคพืน้เมอืงกลุม่อืน่ได้อย่างชดัเจน และพบว่าพนัธกุรรม 
ในกลุม่โคภาคกลางและกลุม่โคภาคอสีานมพีนัธกุรรม
กระจายตัวปะปนกันมาก ซึ่งท�ำให้จ�ำแนกกลุ่มได้ยาก 
(ดังรูปที่ 1) ทั้งนี้น่าจะเนื่องมาจากวิถีการเลี้ยงของ 
โคพืน้เมอืงทัง้ 4 กลุม่ทีแ่ตกต่างกนั (กติต,ิ 2546) กลุม่โค 

ตารางที่ 1 ลักษณะต่างๆ ของโคพื้นเมืองไทยแต่ละสายพันธุ์

	 สายพันธุ์						        ลักษณะประจ�ำพันธุ์

โคพื้นเมืองภาคเหนือ (ขาวล�ำพูน)	 เขาและกีบเท้ามีสีน�้ำตาลส้ม ขอบตาและเนื้อจมูกมีสีชมพูส้ม ขนพู่หางสีขาว
	 ไม่เหนียงสะดือ เหนียงคอปานกลางไม่พับย่นมากเหมือนกับโคบราห์มัน
โคพื้นเมืองภาคกลาง (วัวลาน)	 สีขนแดง น�้ำตาลอ่อน น�้ำตาลแก่ ด�ำและด่างไม่มีเหนียงสะดือ มีเหนียงคอบาง
	 นิสัยเปรียว ตื่นตกใจง่าย ล�ำตัวยาวบาง
โคพื้นเมืองภาคตะวันออกเฉียงเหนือสีขนหลายสี เช่น ด�ำแดง น�้ำตาล ขาว เหลือง เป็นต้น หน้ายาวบอบบาง 
	 หน้าผากแคบตะโหนกเล็ก เหนียงคอและหนังใต้ท้องไม่มากนัก
โคพื้นเมืองภาคใต้(โคชน)	 สีขนแดง น�้ำตาลอ่อน ด�ำ และด่าง ไม่มีเหนียงสะดือ มีเหนียงคอบาง

แหล่งที่มา:กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (ค้นจากhttp://www.thaicattle.org/managefarm/cowdetail.php 
เมื่อวันที่ 24 กันยายน 2554)
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ภาคเหนือนิยมเลี้ยงเพื่อเทียมเกวียน และเพื่อความ
สวยงาม จึงมีการคัดเลือกโคอยู่ตลอดท�ำให้โอกาสใน
การเคลือ่นย้ายโคข้ามพืน้ทีเ่ป็นไปได้ยาก เช่นเดยีวกบั
กลุม่โคภาคใต้ทีน่ยิมเลีย้งเพือ่การกฬีา จงึนยิมคดัเลอืก
พ่อแม่โคที่ให้ลูกที่ชนเก่งมาเป็นพ่อแม่พันธุ์ จึงเป็น 
การผสมพันธุ ์ภายในโคกลุ ่มภาคใต้ในขณะที่กลุ ่ม 
โคภาคกลางและภาคอีสานจะเลี้ยงไว้ตามครัวเรือน 
เพือ่ช่วยเหลอืในการท�ำการเกษตร และปัจจบุนัยงันยิม
น�ำเนื้อไปบริโภค ท�ำให้มีการค้าขายโคพื้นเมืองมีชีวิต 
ท�ำให้มโีอกาสในการอพยพย้ายถิน่ระหว่างโคได้รวมทัง้
อาจจะมีการผสมพันธุ์กัน เป็นผลท�ำให้พันธุกรรมของ
กลุ่มโคพื้นเมืองภาคอีสานกับภาคกลางมีการปะปน
กันอยู่ดังกล่าว
	 โคโฮสไตล์ ฟรีเชียน (HF) เป็นโคในตระกูล  
Bostaurus ส่วนโคบราห์มนัเป็นโคทีจ่ดัเป็น Bosindicus  
ซึ่งจัดว่าเป็นโคต่างชนิดพันธุ์ (species) กัน แต่จาก 
ผลการศึกษาด้วย mtDNA กลับพบว่าโคทั้ง 2 มีความ
ใกล้ชิดกัน ทั้งนี้อาจเนื่องเมื่อ 10,000 ปีที่ผ่านมาจาก
โคทั้ง 2 กลุ่มมีจุดก�ำเนิดพันธุกรรมเดียวกัน (Epstein, 
1971; Epstein and Mason, 1984 อ้างโดย Meirelles  
et al., 1999) จงึท�ำให้พนัธกุรรมบางส่วนยงัคงเหมอืนกนั  
หรืออาจเกิดเนื่องจากในช่วงแรกของการเลี้ยงโคทั้ง  
2 กลุม่นีอ้าจมกีารผสมข้ามพนัธุ์ และเมือ่ได้พนัธกุรรม
ที่ดีจึงแยกการเลี้ยงดู ท�ำให้พันธุกรรมบางส่วนปะปน 
กนั แต่สามารถจ�ำแนกความแตกต่างระหว่างพนัธกุรรม 
ของ Bos taurus และ Bos indicus ได้ด้วยข้อมูลของ 
mtDNA (Meirelles et al., 1999)

สรุป

	 โคพื้นเมืองไทยสามารถจัดจ�ำแนกได้ 4 กลุ่ม โดย
กลุ่มโคพื้นเมืองภาคใต้และกลุ่มโคภาคเหนือที่แยก
ออกจากโคพื้นเมืองกลุ่มอื่นได้อย่างชัดเจน ส่วนกลุ่ม
โคภาคกลางและกลุ่มโคภาคอีสานยังแยกจากกันไม่
ชัดเจน โคพื้นเมืองไทยสามารถจ�ำแนกกลุ่มออกจาก
โคนมโฮสไตล์ ฟรีเชียน, โคบราห์มันและโคลูกผสมได้
อย่างชดัเจน ข้อมลู mtDNA นอกจากจะนยิมใช้ในการ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมก็ยังสามารถใช้

ในการศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างรปูแบบของ mtDNA 
กบัการให้ผลลติ ซึง่หากน�ำข้อมลูความสมัพนัธ์ mtDNA 
กับการให้ผลผลิตมาร่วมพิจารณาในการจ�ำแนกกลุ่ม
โคพื้นเมืองไทยด้วย น่าจะท�ำให้การจัดจ�ำแนกกลุ่ม 
โคพื้นเมืองมีความถูกต้องยิ่งขึ้น
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รูปที่ 1 	 แผนภาพการจัดกลุ่มจากข้อมูล mtDNA ด้วยวิธี Maximum Likelihood (HF =โฮสไตล์ ฟรีเชียน, TP=บราห์มัน,  
	 NE =ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ, C=ภาคกลาง, SS=ภาคใต้, N= ภาคเหนือ, TMZ=ลูกผสม)


