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บทน�ำ

ศูนย์เครือข่ายวิจัยและพัฒนาด้านการปรับปรุง

พันธุ ์สัตว์ (ไก่พื้นเมือง) ร่วมกับ ส�ำนักงานกองทุน

สนับสนุนการวิจัย (สกว.) และกรมปศุสัตว์ ได้มี

โครงการพัฒนาไก่พื้นเมืองไทยพันธุ์ประดู่หางด�ำและ

พันธุ์ชี เพื่อใช้ประโยชน์พันธุกรรมไก่พื้นเมืองไทยโดย

ไก่พื้นเมืองประดู่หางด�ำมีความโดดเด่นด้านลักษณะ

รปูร่าง สขีน รวมถงึรสชาตขิองเนือ้ ส่วนไก่พืน้เมอืงพนัธุ์

ชี มีขนสีขาวปลอดทั้งตัว มีความเป็นไปได้สูงที่จะใช้

ผลิตไก่เนื้อไทย (หนึ่งฤทัยและคณะ, 2554) เพื่อเพิ่ม

ทางเลือกส�ำหรับผู้ผลิตไก่ในเชิงการค้าและเพื่อรองรับ
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การผลติในระดบัอตุสาหกรรม ด้วยคณุลกัษณะเด่นดงั

กล่าวในไก่ชีจึงได้พัฒนาไก่ลูกผสมพื้นเมืองสายพันธุ์

สังเคราะห์จากไก่พ่อพันธุ์พื้นเมืองไทย (ไก่ชี) ผสมกับ

แม่พนัธุท์างการค้าเกดิไก่ลกูผสมทีม่คีวามหลากหลาย

ของสีขนและสามารถจัดกลุ่มตามสีขนและวางแผน

การผสมพนัธุภ์ายในชัว่รุน่เดยีวกนัจนถงึชัว่รุน่ที ่4 เกดิ

เป็นไก่สายพันธุ์สังเคราะห์ 4 สายพันธุ์ได้แก่แก่นทอง

ไข่มุกอีสานสร้อยนิลและสร้อยเพชรแต่ละสายพันธุ์มี

ความแตกต่างด้านลักษณะรูปร่าง สีขน มีสมรรถนะ

การเจริญเติบโตและการให้ผลผลิตไข่ ในอนาคตคาด

ว่าสายพนัธุแ์ก่นทอง จะถกูพฒันาเพือ่เป็นสายแม่พนัธุ์

ส�ำหรับผลิตไข่ สายพันธุ์ไข่มุกอีสานพัฒนาไปเป็นไก่

เนือ้ไทย สายพนัธุส์ร้อยนลิและสร้อยเพชร จะใช้เป็นไก่

พ่อแม่พนัธุพ์ืน้ฐานส�ำหรบัสร้างไก่พืน้เมอืงลกูผสมการ

แยกเพศไก่พื้นเมืองจึงมีความส�ำคัญต่อการคัดเลือก

พ่อพนัธุแ์ละแม่พนัธุไ์ก่เพือ่ให้ตรงตามวตัถปุระสงค์ของ

ผู้ผลิต

การแยกเพศในสัตว์ปีก มีหลายวิธี เช่น การตรวจ

โดยวิธีเปิดก้นตรวจ (Miller and Wagner,1955) การ

ใช้เครื่องมือตรวจ (Richner,1989) การสังเกต

พฤตกิรรม (Gray and Hamer, 2001) การดคูวามแตก

ต่างของลกัษณะสณัฐานวทิยาเช่น หงอน สขีน และรปู

ร่าง (Reynolds et al., 2008)ซึ่งต้องใช้ระยะเวลานาน 

ค่าใช้จ่ายสูงและบางวิธีอันตรายต่อตัวสัตว์ ส�ำหรับไก่

พื้นเมืองไทยนั้นสามารถแยกเพศได้จากการสังเกต

ลักษณะรูปร่าง สีขน และหงอน ที่ปรากฏออกมา เช่น

ไก่พนัธุป์ระดูห่างด�ำ จะสามารถแยกเพศได้เมือ่ไก่อายุ 

8สัปดาห์และไก่ชี ที่อายุ 12 สัปดาห์ขึ้นไป (Figure 1) 

มีขนสีขาวปลอดทั้งตัว มีความเปนไปไดสูงที่จะใชผลิตไกเนื้อไทย (หนึ่งฤทัยและคณะ, 2554) เพื่อเพิ่มทางเลือกสําหรับ
ผูผลิตไกในเชิงการคาและเพื่อรองรับการผลิตในระดับอุตสาหกรรม ดวยคุณลักษณะเดนดังกลาวในไกชีจึงไดพัฒนาไก
ลูกผสมพื้นเมืองสายพันธุสังเคราะหจากไกพอพันธุพื้นเมืองไทย (ไกชี) ผสมกับแมพันธุทางการคาเกิดไกลูกผสมที่มีความ
หลากหลายของสีขนและสามารถจัดกลุมตามสีขนและวางแผนการผสมพันธุภายในช่ัวรุนเดียวกันจนถึงช่ัวรุนที่ 4 เกิดเปน
ไกสายพันธุสังเคราะห 4 สายพันธุไดแกแกนทองไขมุกอีสานสรอยนิลและสรอยเพชรแตละสายพันธุมีความแตกตางดาน
ลักษณะรูปราง สีขน มีสมรรถนะการเจริญเติบโตและการใหผลผลิตไข ในอนาคตคาดวาสายพันธุแกนทอง จะถูกพัฒนา
เพื่อเปนสายแมพันธุสําหรับผลิตไข สายพันธุไขมุกอีสานพัฒนาไปเปนไกเนื้อไทย สายพันธุสรอยนิลและสรอยเพชร จะใช
เปนไกพอแมพันธุพื้นฐานสําหรับสรางไกพื้นเมืองลูกผสมการแยกเพศไกพื้นเมืองจึงมีความสําคัญตอการคัดเลือกพอพันธุ
และแมพันธุไกเพื่อใหตรงตามวัตถุประสงคของผูผลิต 

การแยกเพศในสัตวปก มีหลายวิธี เชน การตรวจโดยวิธีเปดกนตรวจ(Miller and Wagner,1955) การใช
เคร่ืองมือตรวจ(Richner,1989)การสังเกตพฤติกรรม (Gray and Hamer, 2001)การดูความแตกตางของลักษณะสัณฐาน
วิทยาเชน หงอน สีขน และรูปราง (Reynolds et al., 2008)ซ่ึงตองใชระยะเวลานาน คาใชจายสูงและบางวิธีอันตรายตอตัว
สัตว สําหรับไกพื้นเมืองไทยนั้นสามารถแยกเพศไดจากการสังเกตลักษณะรูปราง สีขน และหงอน ที่ปรากฏออกมา เชนไก
พันธุประดูหางดํา จะสามารถแยกเพศไดเม่ือไกอายุ 8สัปดาหและไกชี ที่อายุ 12 สัปดาหขึ้นไป(Figure 1)  

 

 
 

Figure 1 Identification of sex in Thai native chickens based on morphology of comb, feather color and body 
conformation. A small shape of comb and body conformation presents in female of Pradoo Hang Dam at 8 
weeks (A1) and Chee at 12 weeks (B1) and a large character in male (A2 and B2) 
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นอกจากนีค้วามแม่นย�ำในการคดัเพศยงัขึน้อยูก่บั

ประสบการณ์และความช�ำนาญของผู้ปฏิบัติงาน ใน

การคัดเพศลูกไก่ตั้งแต่อายุ 1 วัน ด้วยลักษณะของยีน

ทีอ่ยูบ่นโครโมโซมเพศ (sex-linked gene) เช่น การคดั

เพศจากลกัษณะขนปีกสัน้-ยาว ในไก่เนือ้และไก่ไข่สาย

พันธุ์ทางการค้า (MacArthur, 1932) ในไก่พื้นเมืองยัง

ไม่สามารถคดัเพศด้วยวธิดีงักล่าวได้ อย่างไรกต็ามการ

แยกเพศลูกไก่พื้นเมืองได้เร็วขึ้นจะช่วยเพิ่มมูลค่าตัว

สตัว์และผลก�ำไรของผูป้ระกอบการ ง่ายและสะดวกต่อ

การจัดการ โดยลูกไก่เพศเมียคัดเลือกเพื่อมุ่งเน้นให้

ผลิตไข่ ส่วนลูกไก่เพศผู้ผลิตเป็นสายเนื้อ

ปัจจุบันการแยกเพศสัตว์ปีกด้วยล�ำดับเบสที่

จ�ำเพาะบนโครโมโซมเพศได้รับความนิยมเพิ่มขึ้น ซึ่ง

ในสัตว์ปีกโครโมโซมเพศ จะประกอบด้วย Chromo-

some Z และ Chromosome W โดยเพศผู้จะมีการเข้า

คู่ของโครโมโซมเป็น homogametic (ZZ) เพศเมียจะ

เป็น heterogametic(ZW)เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์

ถูกน�ำมาประยุกต ์ ใช ้ ในการตรวจคัดเพศสัตว ์

ปีก(Griffiths et al.,1996) โดยศกึษาล�ำดบัเบสจ�ำเพาะ

บนโครโมโซมเพศที่ใช้แยกความแตกต่างของเพศผู้

และเพศเมีย(Kahn et al., 1998, Fridolfsson and 

Ellegren, 1999) เช่น Single strand conformation 

polymorphism (SSCP),Restriction fragment length 

polymorphism (RFLP), Microsatellites, Amplified 

fragment length polymorphism (AFLP) และเทคนคิ 

Triple-Primer PCR (Li et al., 2012) ส่วนยีนที่ใช้เป็น

เครื่องหมายดีเอ็นเอส�ำหรับคัดเพศสัตว์ป ีก เช ่น  

Chromo-helicase DNA – binding Protein gene 

(Griffiths et al.,1996) และ Pheasant sex-linked 

marker (PSL) (Li et al., 2012) เป็นต้น

วัตถุประสงค์ในครั้งนี้จึงเพื่อแยกเพศไก่พื้นเมือง

และไก่สายพนัธุส์งัเคราะห์ด้วยวธิ ีTriple-Primer PCR 

ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจสอบความแตกต่างของล�ำดับ

เบสที่จ�ำเพาะโดยอาศัยเทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ่ม

จ�ำนวนสายดเีอน็เอ ด้วยไพรเมอร์ทีม่ีความจ�ำเพาะกับ

อลัลลีปกต ิ(wild-type allele) และอลัลลีทีม่กีารกลาย

พันธุ์ (mutant allele) ของ sex-linked marker เพื่อใช้

เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส�ำหรับคัดเพศไก่พื้นเมืองต่อ

ไป

วิธีการศึกษา

สัตว์ทดลอง

การศึกษาครั้งนี้ใช้ตัวอย่างไก่พื้นเมืองไทยพันธุ์

ประดูห่างด�ำอาย ุ8 สปัดาห์ ไก่พืน้เมอืงไทยพนัธุช์แีละ

ไก่สายพันธุ์สังเคราะห์ ได้แก่ แก่นทอง (Kaen Thong) 

ไข่มุกอีสาน (Khai Mook Esan) สร้อยนิล (Soi Nin) 

และสร้อยเพชร (Soi Pet) อาย ุ10 สปัดาห์ สายพนัธุล์ะ 

10 ตวัอย่าง (เพศผู ้5 ตวัอย่างและเพศเมยี 5 ตวัอย่าง) 

รวม 60 ตัวอย่าง จากศูนย์เครือข่ายวิจัยและพัฒนา

ด้านการปรับปรุงพันธุ์สัตว์ (ไก่พื้นเมือง) สกว.- มข. 

คณะเกษตรศาสตร์

การเก็บตัวอย่างเลือดและการสกัดดีเอ็นเอ

เก็บตั วอย ่ าง เลื อดไก ่ปริมาตร  100-200 

ไมโครลติร/ตวั ใส่หลอดทดลองทีใ่ส่สารป้องกนัการแขง็

ตัวของเลือด จากนั้นล้างเซลล์เม็ดเลือดด้วย 0.9% 

NaCl สกัดดีเอ็นเอตามขั้นตอนดังนี้ ดูดตัวอย่างเลือด 

30 ไมโครลติร ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติรเตมิ 

5M Guanidine HCl ปริมาตร 655 ไมโครลิตร 20% 

SDS ปริมาตร 70 ไมโครลิตร 7.5M Na-acetate 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรและ 1% proteinase K (1mg/

ml)ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมให้สารเข้ากันดี น�ำไป

อุ่นที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสนาน 3-6 ชั่วโมง จาก

นั้นน�ำมาปั่นเหวี่ยง 10,000 rpm นาน 5 นาที ดูดส่วน

ใสใส่หลอดใหม่ เติม absolute isopropanol ปริมาตร 

600 ไมโครลติรกลบัหลอดเบาๆจนเหน็ตะกอนดเีอน็เอ 

น�ำไปปั่นเหวี่ยง 10,000 rpm นาน 5 นาที ล้างตะกอน

ดเีอน็เอด้วย 75% Ethanol ปรมิาตร 500 ไมโครลติรน�ำ

ไปปั่นเหวี่ยง 10,000 rpm นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง 

(ล้างตะกอนดีเอ็นเอ ซ�้ำอีกครั้ง) ผึ่งตะกอนให้แห้ง 10-

15 นาที จากนั้นเติม TE buffer ปริมาตร 20 µl น�ำไป

อุน่ในอ่างน�้ำควบคมุอณุหภมูทิี ่37 องศาเซลเซยีสนาน 

3-6 ชัว่โมง ตรวจสอบความเข้มข้นและคณุภาพดเีอน็เอ
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ที่สกัดได้ด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์ (Nano-

Drop2000, Wilmington, Delaware USA) 

การตรวจรูปแบบของ sex-linked marker ด้วย

เทคนิค Triple-Primer PCR

น�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มชิ้นส่วนยีนโดยใช้

เทคนิคพีซีอาร์ ในแต่ละปฏิกิริยาประกอบด้วยดีเอ็นเอ

ต้นแบบ (DNAtemplate) ที่มีความเข้ม 50 ng/µl 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร10X PCR-buffer ปริมาตร 1 

ไมโครลติร MgCl
2
ปรมิาตร0.8 ไมโครลติร dNTPs (1.0 

mM/each)ปริมาตร 1 ไมโครลิตรชุดTriple-Primer 

PCR(Li et al., 2012) อย่างละปรมิาตร 0.8 ไมโครลติร5 

U/µlTaq DNA Polymerase(MBI Fermentas)ปรมิาตร 

0.1 ไมโครลิตรและปรับปริมาตรด้วยน�้ำกลั่น บริสุทธิ์

ผ ่านการอบฆ่าเชื้อให้มีปริมาตรรวมสุดท้าย 10 

ไมโครลิตร โดยมีวงรอบการท�ำ PCR ดังนี้ เริ่ม initial 

denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 

นาที จากนั้นท�ำปฏิกิริยา 30 รอบ รายละเอียดดังนี้ 

denaturation อณุหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 

วินาที Primer annealing อุณหภูมิ64 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วินาที Primer extension อุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ Final exten-

sion อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาทีหลัง

จากสิ้นสุดปฏิกิริยาการเพิ่มชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมาย

แล ้วตรวจสอบผลบนแผ ่นเจล 2% agarose 

gelโดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 35 

นาที เมื่อครบก�ำหนดเวลาน�ำแผ่นเจลไปย้อมด้วย 

Gelstar (Gelstar INC.NY) เป็นเวลา 5-10 นาท ีบนัทกึ

ภาพแถบ DNA ที่เกิดขึ้นภายใต้แสง UV ด้วย Gel 

Documentation System (Lab Focus, INC) จากนั้น

บันทึกและวิเคราะห์รูปแบบของผลที่เกิดขึ้น

น้ําควบคุมอุณหภูมิที3่7 องศาเซลเซียสนาน 3-6 ช่ัวโมง ตรวจสอบความเขมขนและคุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยเคร่ือง
สเปคโตโฟโตมิเตอร (Nano-Drop2000, Wilmington, Delaware USA)  
 
การตรวจรูปแบบของ sex-linked markerดวยเทคนิค Triple-Primer PCR 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มช้ินสวนยีนโดยใชเทคนิคพีซีอาร ในแตละปฏิกิริยาประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ 
(DNAtemplate) ที่มีความเขม 50 ng/µl ปริมาตร 1 ไมโครลิตร10X PCR-buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร MgCl2ปริมาตร0.8 
ไมโครลิตรdNTPs (1.0 mM/each)ปริมาตร 1 ไมโครลิตรชุดTriple-Primer PCR(Li et al., 2012) อยางละปริมาตร 0.8 
ไมโครลิตร5 U/µlTaq DNA Polymerase(MBI Fermentas)ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตรและปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน บริสุทธิ์
ผานการอบฆาเช้ือใหมีปริมาตรรวมสุดทาย 10 ไมโครลิตร โดยมีวงรอบการทํา PCR ดังนี้ เร่ิม initial denaturation 
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทําปฏิกิริยา 30 รอบ รายละเอียดดังนี้ denaturation อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที Primer annealing อุณหภูมิ64 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที Primer extension 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ Final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที
หลังจากส้ินสุดปฏิกิริยาการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมายแลวตรวจสอบผลบนแผนเจล 2% agarose gelโดยใชความตาง
ศักยไฟฟา 100 โวลตเปนเวลา 35 นาที เม่ือครบกําหนดเวลานําแผนเจลไปยอมดวย Gelstar(Gelstar INC.NY)เปนเวลา 
5-10 นาที บันทึกภาพแถบ DNA ที่เกิดขึ้นภายใตแสง UV ดวย Gel Documentation System (Lab Focus, INC) จากนั้น
บันทึกและวิเคราะหรูปแบบของผลที่เกิดขึ้น 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ 
ผลการเพิ่มช้ินสวนsex-linked marker (SLM)โดยใชวิธี Triple-Primer PCR ในไกพื้นเมืองไทยพันธุประดูหาง-ดํา

ไกพื้นเมืองไทยพันธุชี ไกสายพันธุแกนทองสายพันธุไขมุกอีสาน สายพันธุสรอยนิล และสายพันธุสรอยเพชร พบวาSLM
สามารถเพิ่มช้ินสวนไดดวยวิธี Triple-Primer PCRจํานวน 2 แถบ ขนาด 107 bpและ 202 bp (Figure2)  

 
 
Figure 2Pattern of sex-linked marker (SLM) on 2% agarose gel using Triple-Primer PCR method. A capital 
letter“Z” is a specific fragment of SLM on chromosome Z and “W” is a specific fragment of SLM on 

chromosome W. Male is represented by symbol “ ” and female is represented by symbol “ ”. (M = 50 bp 
DNA ladder, CH = Chee, PD = Pradoo Hang Dam, KT = Kaen Thong, KME = KhaiMookEsan, SN = Soi Nin 
and SP =SoiPet) 



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ผลการศึกษาและวิจารณ์

ผลการเพิ่มชิ้นส่วน sex-linked marker (SLM) 

โดยใช้วิธี Triple-Primer PCR ในไก่พื้นเมืองไทยพันธุ์

ประดู่หาง-ด�ำไก่พื้นเมืองไทยพันธุ์ชี ไก่สายพันธุ์แก่น

ทองสายพันธุ์ไข่มุกอีสาน สายพันธุ์สร้อยนิล และสาย

พันธุ์สร้อยเพชร พบว่า  SLM สามารถเพิ่มชิ้นส่วนได้

ด้วยวิธี Triple-Primer PCRจ�ำนวน 2 แถบ ขนาด 107 

bp และ 202 bp (Figure2) 

จากภาพจะปรากฏเหน็แถบดเีอน็เอของ SLM บน

แผ่น 2% agarose gelที่ชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบแถบ

ดเีอน็เอของ SLM พบว่าแถบดเีอน็เอขนาด 107 bp จะ

พบในไก่พื้นเมืองทั้งในเพศผู้และเพศเมีย ขณะที่แถบ

ดเีอน็เอขนาด 202 bp จะพบเฉพาะไก่พืน้เมอืงเพศเมยี

เท่านั้น ซึ่งแถบดีเอ็นเอขนาด 107 bp พบมีความ

จ�ำเพาะกับโครโมโซม Z ส่วนแถบดีเอ็นเอขนาด 202 

bp มีความจ�ำเพาะกับโครโมโซม W ดังนั้นในการ

จ�ำแนกไก่พื้นเมืองเพศผู้จะปรากฏแถบดีเอ็นบนเจล 1 

แถบ (ขนาด 107 bp) แต่หากตัวอย่างที่น�ำมาศึกษา

เป็นเพศเมียจะปรากฏเห็นแถบดีเอ็นเอบนเจล 2 แถบ 

เมื่อเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอของ SLM กับลักษณะ

ปรากฏของเพศ พบแถบดเีอน็เอของ SLM ในแต่ละเพศ

มีความสอดคล้องกับลักษณะปรากฏในไก่พื้นเมือง

แต่ละสายพันธุ์ทั้งในเพศผู้และเพศเมีย

สรุป

การจ�ำแนกเพศไก่พื้นเมืองด้วยวิธี Triple-Primer 

PCR สามารถใช้แยกเพศไก่พื้นเมืองและไก่สายพันธุ์

สังเคราะห์ได้อย่างชัดเจนโดยสามารถจ�ำแนกตั้งแต่

ลูกไก่อายุ 4 สัปดาห์หรือน้อยกว่า ในการจ�ำแนกจะ

วเิคราะห์ผลจากแถบดเีอน็เอทีไ่ด้อย่างชดัเจน ให้ผลถกู

ต้องและแม่นย�ำ ซึง่ในอนาคตการคดัเพศลกูไก่จะช่วย

เพิ่มมูลค่าตัวสัตว์และผลก�ำไรแก่ผู ้ประกอบการได้ 

และช่วยย่นระยะเวลาในการคัดเพศไก่ นอกจากนี้วิธี

การดังกล่าวสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในสัตว์ปีกชนิด

อื่นๆต่อไปได้
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ปรับปรุงพันธุ ์สัตว์ (ไก่พื้นเมือง) สกว.- มข. คณะ

เกษตรศาสตร์ทีใ่ห้ความอนเุคราะห์ข้อมลูและตวัอย่าง

เลือดไก่พื้นเมืองและขอขอบคุณ ห้องปฏิบัติการ
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