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 งานวิจยันี้ศกึษาเพื่อหาแถบดเีอ็นเอที่สัมพันธกับลักษณะเชิงการตอสูในไกพื้นเมืองโดย
อาศัยการทํางานรวมกนัของเทคนิคเอเอฟแอลพีและบีเอสเอ โดยใชตวัอยางไก 34 ตวั จากทั้งหมด 
5 ครอบครัว ภายในครอบครวัเดยีวกันแบงดีเอ็นเอเปน 2 กลุม  คือ  ไกเชิงดีและเชิงไมดี  นํามา
ทดสอบกับไพรเมอรทั้งหมด 24 คู เปน EcoRI/MseI 16 คู และ EcoRI/TaqI 8 คู ผลจากการศึกษา
พบวา EcoRI/MseI ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 10-19 แถบ โดยคูไพรเมอรที่ใหจาํนวนแถบ 
ดีเอ็นเอเฉลี่ยมากที่สุดคือ E-ACA/M-TCA และคูไพรเมอรที่ใหจํานวนแถบดีเอ็นเฉลีย่นอยที่สุด
คือ E-AGC/M-TCA โดยใหแถบดีเอ็นเอเฉลี่ย 15.2 และ 13.4 แถบตามลําดับ สําหรับ EcoRI/TaqI 
ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 5-14 แถบ โดยคูไพรเมอรที่ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยมากที่สุด
คือ E-ACA/T-CGA และคูไพรเมอรที่ใหจาํนวนแถบดีเอน็เอเฉลี่ยนอยที่สุดคือ E-AGC/T-CTG 
โดยใหแถบดีเอ็นเอเฉลี่ย 11.2 และ 9.1 ตามลําดับ  
 
 EcoRI/MseI ใหจํานวนโพลมีอรฟซึม  คิดเปนคาเฉลี่ยเทากับ 11.31 แถบตอครอบครัว 
EcoRI/TaqI ใหจํานวนโพลมีอรฟซึมคิดเปนคาเฉลี่ยเทากับ 12.25 แถบตอครอบครัว  เมื่อนํา 
แถบโพลีมอรฟซึมมาเปรียบเทียบพบวา EcoRI/TaqI ให 2 แถบดีเอ็นเอทีสั่มพันธกับลักษณะ 
เชิงการตอสูคือไพรเมอร E-ATA/T-CTG และ E-ACA/T-CGA ที่ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 290 และ 
400 bp ตามลําดับ อยางไรก็ตามผลการศึกษานี้แสดงใหเหน็วา EcoRI/TaqI combination เหมาะ 
ที่จะนํามาใชศกึษาในไกพื้นเมืองมากกวา EcoRI/MseI combination 
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 This study is to detect DNA bands related to fighing trait in Thai-native chicken by 
coactions of AFLP and BSA technique.  In this study, a total 24 primers of 16 EcoRI/MseI and  
8 EcoRI/TaqI combinations were used to screen 34 Thai-native chickens from 5 families which 
were classified into 2 different groups according to their fighting trait. The results are 10-19 
bands and 5-14 bands given by EcoRI/MseI and EcoRI/TaqI, respectively. E-ACA/M-TCA is 
the primer that gives the most average DNA bands and E-AGC/M-TCA is the primer that gives 
the least average DNA bands with 15.2 and 13.4 average DNA bands, respectively for 
EcoRI/MseI. E-ACA/T-CGA is the primer that gives the most average DNA bands and AGC/T-
CTG is the primer that gives the least average DNA bands with 11.2 and 9.1 average DNA 
bands, respectively for EcoRI/TaqI. 
  
              The average polymorphic bands from EcoRI/MseI and EcoRI/TaqI combination are 
11.31 and 12.25 bands/family, respectively. However, there are 2 bands of all polymorphic 
bands were identified to relate to fighting trait in Thai-native chicken which from EcoRI/TaqI 
combination. These are E-ATA/T-CTG and E-ACA/T-CGA with 290 and 400bp, respectively. 
The results from this study indicated that EcoRI/TaqI combination is more suitable for study in 
Thai-native chicken than EcoRI/MseI combination. 
 

 
 

     /  /  
Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   



 

 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธนีไ้ดรับการสนบัสนุนจากศนูยความเปนเลิศดานเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
สํานักพัฒนาบณัฑิตศึกษาและวจิัยดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (สบว.) สํานักงาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศกึษาธิการ 
 
 วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปดวยดี ดวยความสนับสนุนจากบุคคลหลายฝาย ผูวจิัยใคร
ขอขอบพระคุณ รศ.ดร. วรวทิย  สิริพลวัฒน  ประธานกรรมการที่ปรึกษาเปนอยางสูง  ที่ใหความ
กรุณาและเอาใจใสอยางดีในการใหคําปรกึษาแนะนํา และแกไขขอบกพรองวิทยานพินธฉบับนี ้
มาโดยตลอด 
 
 ขอขอบพระคุณ รศ.ดร. วรวทิย วัชชวัลคุ  กรรมการวิทยานิพนธรวม  ขอขอบคุณคุณ
สาโรจน  เจียระคงมั่น  ผูอํานวยการศูนยวิจยัและพฒันาไกพื้นเมืองบานบึง  จ. ชลบุรี  ที่ใหความ
อนุเคราะหและชวยเหลือในการเก็บตวัอยางเลือดไกพื้นเมือง 
 
 สุดทายนี้  ผูวจิยัใครขอกราบขอบพระคุณคณุพอคุณแม  ตลอดจนเพื่อนๆ ทุกทานทีใ่หการ
สนับสนุนในทุกๆ ดาน และคอยใหกําลังใจจนประสบผลสําเร็จในการศึกษาระดับปริญญาโทตาม
ความตั้งใจ 

 
ศิริวัฒน  ไทยสนธิ 
กุมภาพนัธ  2553 

 



 

 

(1)

สารบัญ 
 

หนา 
 

สารบัญ  (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (3) 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (4) 
คํานํา   1 
วัตถุประสงค  3 
การตรวจเอกสาร  4 
อุปกรณและวธีิการ 21 
 อุปกรณ 21 
 วิธีการ 22 
ผลและวิจารณ 33 
 ผล 33 
 วิจารณ 39 
สรุปและขอเสนอแนะ 42 
 สรุป 42 
 ขอเสนอแนะ 42 
เอกสารและสิ่งอางอิง 43 
ภาคผนวก 50 
ประวัติการศึกษา และการทํางาน 54 
 
 



 

 

(2)

สารบัญตาราง 
 
ตารางที่ หนา
  

1  แสดงจํานวนไกพื้นเมืองในเขตปศุสัตวที่ 1-9 ตั้งแตป 2542-2548 
2  แสดงสถิติการสงออกไกชน เปนรายประเทศตั้งแตป 2541-2545 
3  ลักษณะชั้นเชงิของไกพื้นเมอืง 34 ตัว จาก 5 ครอบครัว โดยแบงออก 

 เปน 2 กลุม ตอ1 ครอบครัว 
4  adapters ที่ใชในการวิเคราะหเอเอฟแอลพ ี
5  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการตัดดีเอ็นเอ 
6  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการเชื่อมตอกับ adapter 
7  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการทํา preselective amplification 
8  ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหเอเอฟแอลพใีนขั้นตอน preselective 

 amplification 
9  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการทํา selective amplification 
10  ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหเอเอฟแอลพใีนขั้นตอน selective 

 amplification 
11  จํานวนแถบดีเอ็นเอของดีเอน็เอไก 2 กลุมจาก 5 ครอบครัว ที่ไดจาก 
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Detection DNA Bands Related to Fighting Trait in Thai-Native Chicken  

by AFLP Technique 
 

คํานํา 
 

ไกพื้นเมืองหรือไกพื้นบานเปนสัตวเล้ียงคูบานคูเมืองของคนไทยมาตั้งแตบรรพบุรุษ  
โดยคาดวานาจะมวีิวัฒนาการมาจากไกปา เมื่อประมาณ 5,400 ปกอนคริสตกาล (Liu et al. 2006) 
ไกพื้นเมืองไทยเปนไกที่มีววิฒันาการมาตั้งแตอดีตถึงปจจุบัน มีการปรบัปรุงเปลี่ยนแปลงสายพันธุ 
โดยอาศัยการเกิดววิัฒนาการ เชน การเกดิการกลายพันธุ ทําใหไกพื้นเมอืงมีหลากหลายสายพันธุ 
และมีจุดเดนหลายประการ เชนความตานทานตอโรค แข็งแรง ทนทานตอสภาพภูมอิากาศไดดี  
 

การเลี้ยงไกพืน้เมืองนั้นมีประโยชนนอกจากการนํามาเปนอาหาร แลวยังเลีย้งเพื่อความ
เพลิดเพลิน เพือ่เปนเกมสกฬีา ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน จงึถือวาการนําไกมาชนกนันัน้เปนวิถีชีวิต
และเปนสวนหนึ่งของวัฒนธรรมไทย ซ่ึงนอกจากไทยที่มีการนําไกมาเลนเปนกฬีาแลว ในตางประเทศ
ก็มีการนําไกมาเลนเพื่อเปนกฬีาเชนเดียวกนั เชน ในประเทศพมา, อินโดนีเซีย, เวียดนาม, จีน  
เปนตน ประโยชนของกฬีาชนไกนัน้มีอยูหลายประการ เชน เปนการสรางความเพลิดเพลิน การเพิ่ม
คาทางเศรษฐกิจ และอีกสิ่งหนึ่งที่ไดจากกีฬาชนไกและการเลี้ยงไก คือ การอนุรักษและพัฒนาสาย
พันธุของไกพืน้เมืองแทๆ ใหสามารถดํารงอยูได เปนแหลงพันธุกรรมที่ทําใหเกิดความหลากหลาย
ของพันธุไกพืน้เมืองไทย 

 
เนื่องจากไกพืน้เมืองที่เรียกวาไกชนนี้มีลักษณะ เชิงการตอสู ที่ดีกวาไกพื้นเมืองชนิดอ่ืนๆ 

ถาหากสามารถคัดเลือกสายพันธุไกใหมีลักษณะเชิงการตอสูที่ดีได ก็จะทําใหสามารถสรางและ
พัฒนาใหไดสายพันธุไกที่ดี เกง และยังอนรัุกษพันธุไกพืน้เมืองใหดํารงอยูตอไปดวย จะเห็นไดวา
ไกที่ชนดี ชนเกง จะเปนไกที่มีมูลคามาก แตการที่จะทราบวาไกนั้นชนเกงหรือไม ในทางปฏิบัติ
จําเปนจะตองรอใหไกโตพอที่จะมีการทดสอบความสามารถและเชิงการตอสูของไก ซ่ึงตองใชเวลา
ในการเลี้ยงดูเปนเวลาหลายเดือน ทําใหส้ินเปลืองคาใชจายโดยไมจําเปน โดยเฉพาะในกรณีที่ไกนัน้
ไมมีเชิงการตอสูที่ดี ดังนั้นเพื่อเปนการลดคาใชจาย และสามารถคัดเลือกไกที่มีความสามารถไดเร็ว 
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อีกทั้งการเพิ่มความแมนยําในการคัดเลือก การศึกษาคนหาแถบดีเอน็เอที่จะเกีย่วของกับลักษณะเชิง
การตอสูของไกจึงนาจะนํามาชวยใหสามารถคัดเลือกไกไดเร็วขึ้นตั้งแตอายุนอย ไมเสียเวลาและ
คาใชจาย อีกทัง้ยังเพิ่มมูลคาใหกับไกดวย โดยอาศัยเทคนคิเอเอฟแอลพซ่ึีงเทคนิคนี้ถูกนํามาใช 
ในสิ่งมีชีวิตชนิดตาง เชน พชื แบคทีเรีย หน ูปลา กุง ไก เปนตน การศกึษานีจ้ะทําการเปรียบเทียบ
แถบดีเอ็นเอของไกที่ไดจากไกเชิงดีเปรยีบเทียบกับไกเชงิไมดีภายในครอบครัวเดียวกัน เพื่อเลือก
แถบดีเอ็นเอมาพัฒนาเปนเครื่องหมายโมเลกุล สําหรับชวยในการคัดเลือก (marker – assisted 
selection) ไกที่มีเชิงดี ชนเกง เพื่อลดเวลาและคาใชจาย เพิ่มความแมนยําในการคัดเลือกและ 
ยังสามารถใชเปนแนวทางในการพัฒนาและปรับปรุงพันธุไกพื้นเมืองของไทยใหดขีึน้ 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อศึกษาจาํนวนของแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกันในกลุมไกเชิงดแีละเชิงไมดีจาก
ครอบครัวเดียวกันดวยเทคนคิเอเอฟแอลพ ี
 

2.  เพื่อคนหาแถบดีเอ็นเอที่เกี่ยวของกับลักษณะเชิงการตอสูของไกพื้นเมือง 
 
 



 

 

การตรวจเอกสาร 
 

ไกถูกจัดใหเปนสัตวประเภทเดยีวกับนกทั้งหลาย โดยในทางสัตวศาสตรจัดใหอยูในจําพวก
เอเวส (Aves มาจากภาษาลาติน avis แปลวา นก) ซ่ึงแบงออกเปนหลาย orders และ families ตาม
ลักษณะรูปรางที่แตกตางกันออกไป ไกอยูใน order แกลลิฟอรม (Galliforms) พวกเดยีวกันกับไกปา 
ไกฟา นกยูง ไกงวง (วิเชยีร, 2542) 
 
1.   ตนกําเนิดของไกพืน้เมือง 
 

ไกพื้นเมอืงตามประวัติศาสตร มีรายงานไววาเปนไกที่มวีิวัฒนาการมาจากไกปาที่มีตน
กําเนิดมาจากแถบประเทศเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน ไทย มาเลเซีย และจีนตอนใต หลังจากที่ไก
ปาไดเขามาเก็บกินผลผลิตพืชที่มนุษยปลูก ไกและมนุษยจงึอยูในรูปพึ่งพาอาศัยกัน ไกอาศัยอาหาร   
การเลี้ยงดูและปองกันอันตรายจากมนุษย ในขณะเดยีวกนัมนุษยอาศัยไกและไขเปนอาหารเปนการ
พึ่งพาอาศัยซ่ึงกันละกนัเรียกวาเปนกรบวนการวิวฒันาการของสัตวและมนุษยใหอยูรวมกันอยาง
ตอเนื่อง การววิัฒนาการของไกเปนไปตามวิถีชีวิตของมนุษยเจาของ ซ่ึงก็ขึ้นอยูกับธรรมชาติ บางป
เกิดภัยธรรมชาติอยางรุนแรง สัตวเล้ียงจะตายมาก หรือบางปเกิดโรคระบาดอยางรนุแรง ไกจะตาย
มาก แตกต็ายไมหมด จะเหลอืตัวที่แข็งแรงทนทานอยูขยายพันธุขึ้นมาใหม  จึงเปนการคัดเลือก 
โดยธรรมชาติจนเปนไกพืน้เมืองสืบทอดมาใหเราไดใชประโยชนถึงทุกวันนี้ ดังนั้นไกพื้นเมือง 
จึงเปนมรดกวฒันธรรมและเทคโนโลยีชีวภาพที่หลากหลายเปนทรัพยสินภูมิปญญาของชาวบาน 
โดยแท เปนเทคโนโลยีที่เหมาะสมกับชาวไร ชาวนาที่อาศยัอยูตามชนบท ที่มีแหลงอาหารตาม
ธรรมชาติมาก (กรมปศุสัตว, 2552)  
  

สําหรับไกพื้นเมืองที่นํามาเลนเปนกฬีานี้ เปนไกที่มีคณุลักษณะการตอสูแตกตางจากไก
พันธุเนื้อ พันธุไข หรือพันธุอ่ืนๆ แมวาตนกาํเนิดดั้งเดิมของไกแทบทกุชนิด ทุกพนัธุจะสืบเชื้อสาย
มาจากไกปาเหมือนกนัก็ตาม แตมาภายหลังเมื่อเปนไกเล้ียงหรือไกบาน ไดมีการเลือกพันธุ 
เพาะพนัธุ เพื่อใหไดไกที่มีลักษณะและคุณสมบัติดีตามจดุประสงคที่มนุษยตองการ ในจํานวนไก
หลายๆ พันธุเหลานี้ ก็มีไกอยูพันธุหนึ่ง เปนไกประเภทนักสู ชอบตีชอบชน คนไทยเรียกไกพืน้เมือง
นี้วา ไกชน 
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ไกชนนัน้ มาจากไกพนัธุพื้นเมือง ที่เรียกวา “ไกอู” โดยปกติไกอูจะมีนิสัยใจคอผิดแผก
แตกตางจากไกอยางอื่น ไมวาจะเปนไกตะเภา ไกแจ เปนตน ไกอูเปนไกที่มีรูปรางประเปรียว 
แข็งแรงมีนิสัยเปนนักสู ชอบตี ชอบชน บินเกง และทรหด การเลือกไกเพื่อเอาไปชนกนั จะเพื่อ
ความสนุกสนาน หรือเพื่อเอาไปเพาะคดัพนัธุไกชน กจ็ะเลือกจากไกอูทั้งส้ิน (วิเชยีร, 2542) 
 
2.  ลักษณะโดยทั่วไป 
 

ไกพื้นเมืองหรือไกชนนี้ โดยทั่วไปจะมีลักษณะแตกตางจากไกชนิดอืน่ๆ คือ 
 

2.1   มีลักษณะทะมดัทะแมง แข็งแรง  
2.2  ทวงทีในการยืนจะเดนมีสงาราศีกวาไกชนิดอืน่ๆ  
2.3   มีความทรหดอดทนชอบตอสูกันมาตัง้แตเล็ก  

 
3.  ความเหมาะสมในการเลี้ยงไกพืน้เมือง 
  

ประเทศไทยเหมาะสมตอการเล้ียงไก เพราะมีทรัพยากรอุดมสมบูรณ ประชากรประกอบ
อาชีพการเกษตร ผลผลิตและผลพลอยไดจากการเกษตร ใชเปนอาหารไกไดมากมาย และมีราคา 
ถูกกวาที่อ่ืนๆ ซ่ึงแสดงถึงความสอดคลองกันของการเลี้ยงไกพื้นเมืองกับระบบเกษตรผสมผสาน  
อีกทั้งยังมีการสงเสริมในอาชีพการเลี้ยงสตัว และการมีไกปาตางๆ อาศัยอยูในทุกถ่ินของเมืองไทย 
จึงแสดงถึงความเหมาะสมของอาชีพการเลี้ยงไกของเกษตรกรในชนบทในเมืองไทย  
 
 วัตถุประสงคของการเลี้ยงไกพื้นเมืองในชนบทมีดังนี ้
 

1.  เปนอาหารและรายไดเสริม ชาวบานสามารถนําไกที่เลี้ยงมาบริโภคเปนอาหาร หรืออาจ
นําไปขายเมื่อมีความจําเปนตองใชเงิน 
 

2.  เปนออมสินหรือส่ิงประกัน การนําขาวเปลือก ปลายขาวที่ไมตองหาซื้อมาใชเพื่อเล้ียง
ไก ทําใหมีรายไดคือ ไกจะเปนสิ่งประกันทีแ่สดงวาเกษตรกรจะสามารถขายไกเพื่อซ้ือขาวไว
สําหรับปตอไปได 
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3.  เปนอาชีพเสริมการเพาะปลูก เชนการปลอยไกไลทุง เพื่อใหไกไดหากินขาวเปลอืกตก
หลนจากทองนา 

 
4.  เพื่อเปนประเพณีหรือกฬีา คนชนบทนยิมเลี้ยงไกเพื่อเปนไกชน ซ่ึงการเลี้ยงและพฒันา

ไกพื้นเมืองนบัวาเปนการชวยอนุรักษสายพันธุไกไดเปนอยางด ี
 
5.  มีอัตราการเสี่ยงต่ํา เนื่องจากการเลี้ยงไกพื้นเมืองในชนบท เปนการเลี้ยงที่ใชของทีม่ีอยู

ในครัวเรือน จงึมีการลงทุนนอยหรือไมตองลงทุนเลย ดังนั้น ความเสีย่งตอการขาดทุนจึงมีนอยมาก 
 

4.  สถานการณการเล้ียงไกพื้นเมือง 
 

ไกพื้นเมืองนัน้มีการเลี้ยงมาตั้งแตอดีต จนถึงปจจุบันและมีแนวโนมวาจะยังคงมกีารเลี้ยง
ตอไปในอนาคต จากตารางที่ 1 จะเห็นไดวามีการเลี้ยงไกพื้นเมืองเปนจํานวนมาก อาจจะมีลด
จํานวนลงบาง เนื่องจากโรคไขหวดันก แตจะเห็นไดวาในปถัดไป จํานวนไกพื้นเมืองก็มีจํานวน
เพิ่มขึ้น แสดงใหเห็นไดวาไกพื้นเมืองนั้นยังมีความสําคญัและเหมาะสมตอวิถีชีวิตของคนไทย
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ตารางที่ 1  แสดงจํานวนไกพืน้เมืองในเขตปศุสัตวที่ 1-9 ตั้งแตป 2545-2551 
 

ป เขตปศุสัตว รวมทั้งประเทศ 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9  

2545 6,000,067 3,284,868 13,961,078 8,838,498 7,886,485 8,775,911 2,280,887 3,845,786 2,887,727 57,761,307 
2546 6,736,293 3,880,535 15,854,087 9,697,006 8,599,356 9,468,173 2,575,749 3,634,360 2,646,015 63,091,574 
2547 4,053,990 2,322,613 15,591,991 10,338,013 10,744,995 5,457,696 2,432,747 2,856,564 2,395,562 56,194,171 
2548 4,376,215 3,926,842 15,306,440 13,331,816 10,734,141 7,766,255 3,039,865 4,119,564 2,718,619 65,319,757 
2549 3,374,030 3,762,758 14,734,659 11,008,956 8,511,104 5,212,373 2,786,190 2,352,766 2,470,582 54,213,418 
2550 4,069,454 3,061,007 15,888,076 12,962,189 11,195,189 6,483,984 2,359,629 4,788,851 2,579,780 63,388,159 
2551 4,009,109 2,623,332 18,259,163 10,309,951 8,564,300 6,086,344 2,384,538 2,615,832 2,164,544 57,017,113 

 
ที่มา: ดัดแปลงจากขอมูลกรมปศุสัตว (2552)
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5.  การสงออกไกชน 
 
ตารางที่ 2  แสดงสถิติการสงออกไกชน เปนรายประเทศตั้งแตป 2541-2545 
 
ประเทศสงออก ป 2541 (1998) ป 2542 (1999) ป 2543 (2000) ป 2544 (2001) ป 2545 (2002) 
Export Country จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท 
ยอดรวม 1,937 953,900 3,628 4,702,260 5,437 6,446,000 5,516 8,138,000 5,666 3,089,900 
อินโดนีเซีย 1,737 863,500 3,513 4,572,000 5,204 6,212,500 5,272 7,801,000 4,459 2,219,900 
มาเลเซีย 25 12,500 - - 75 37,500 112 194,000 266 359,000 
สหรัฐอเมริกา 6 3,000 7 6,500 17 31,000 18 14,000 30 15,000 
ฟลิปปนส 11 3,000 - - - - - - - - 
พมา - - - - - - 20 30,000 45 51,500 
เวียดนาม - - - - 2 2,000 - - 2 1,000 
บรูไน 10 5,000 26 31,220 14 7,000 14 7,000 31 15,500 
ลาว 2 400 - - - - - - - - 
กัมพูชา - - 20 4,000 - - - - 1 500 
ฮองกง - - - - 55 65,000 - - - - 
จีน - - - - 14 10,000 - - - - 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

ประเทศสงออก ป 2541 (1998) ป 2542 (1999) ป 2543 (2000) ป 2544 (2001) ป 2545 (2002) 
Export Country จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท จํานวน - ตัว บาท 

ฝรั่งเศส - - - - 17 20,000 10 20,000 11 5,500 
สหรัฐอาหรับเอมิเรต - - - - 15 23,000 12 6,000 23 11,500 
คูเวต - - - - 2 4,000 - - 505 252,500 
บารเรน - - - - 5 - 42 58,000 286 154,500 
สวิตเซอรแลนด - - - - 13 26,000 - - - - 
อื่น ๆ 146 66500 62 88,540 4 8,000 16 8,000 7 3,500 

 
ที่มา: กรมปศุสัตว (2545)
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ตารางที่ 2  แสดงใหเห็นวามกีารสงออกไกเปนจํานวนมากพอสมควร ในป 2545 ถึงแมวา
จํานวนไกจะมกีารสงออกมากขึ้นแตจํานวนเงินที่ไดนอยกวาป 2544 เนือ่งมาจากราคาตอตัวที่ลดลง 
อยางไรก็ดจีากตารางแสดงใหเห็นวาไกชนสามารถพัฒนาใหเปนสินคาสงออกได ทําใหเปน 
การเพิ่มมูลคาใหกับตวัไกดวย 
 
6.   Genetic markers 
 
 ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคและวิธีการตางๆ มาใชในการหาความสัมพนัธและความแตกตาง
ระหวางสิ่งมีชีวิต โดยดูจากเครื่องหมายพนัธุกรรม อาศัยเทคนิคนี้ทําใหเกิดความแตกตางขึ้นของชิน้
ดีเอ็นเอ ซ่ึงสามารถนํามาใชในการบงชี้ และจําแนกสิ่งมชีีวิตได (สจี, 2543) 
 
 ความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) หรือความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 
(genetic variation) เปนที่มาของเครื่องหมายทางพันธุกรรม (genetic marker) ซ่ึงสามารถตรวจสอบ
ไดที่ระดับทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) ระดับชีวเคมี (biological marker) และระดับ
โมเลกุล (molecular marker หรือ DNA marker) (อรรัตน, 2548) 
 
 ดังนั้นจึงแบง genetic marker ไดเปน 3  ชนิด  ดังนี้ 
 

1.  Morphological marker  เปนเครื่องหมายที่แสดงออกของลักษณะภายนอกทีแ่ตกตางกัน
ของสิ่งมีชีวิต สามารถนํามาใชประโยชนในการคัดเลือกได และขอไดเปรียบของ marker ชนิดนี้คือ
ไมจําเปนตองใชวิธีการใดมาตรวจสอบ เพราะสามารถเหน็ความแตกตางจากภายนอกได แตมีขอจํากดั
เชน มีจํานวน marker จํากัด ไดรับผลกระทบจากสภาพแวดลอม เชน ลักษณะความสูงของสิ่งมีชีวิต 
ปริมาณผลผลิต ซ่ึงไดรับผลกระทบโดยตรงจากอาหาร เปนตน นอกจากนั้นแลวบางลักษณะ 
ยังแสดงออกในบางระยะของการเจริญเติบโตเทานั้น จึงจาํเปนตองใชผูมีความชํานาญพิเศษและตอง
มีวิธีการที่จะบอกจีโนไทปทีถู่กตองจากฟโนไทปที่ตรวจสอบได อยางไรก็ตามแมวาการตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะเปนการตรวจสอบที่มีความคลาดเคลื่อนไดงายแตยังมีความจําเปนที่
ตองทําในอันดับแรก จากนัน้จึงใชวิธีอ่ืนประกอบเพื่อใหไดขอมูลที่สมบูรณขึ้น (อัญชนา, 2549) 
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2.  Biochemical marker เปนเครื่องหมายทีส่รางขึ้นจากการศึกษาวเิคราะหการเปลีย่นแปลง
ทางชีวเคมีในสิ่งมีชีวิต ไดแก เอนไซมตางๆ เนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีน ดังนั้นการตรวจสอบทํา
ไดโดยอาศยัความแตกตางของโมเลกุลของ โปรตีน โดยใชวิธีแยกขนาดของโปรตีนดวยเทคนิค 
อิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) แลวจึงยอมดูแถบของโปรตีนจําเพาะโดยใชสารที่เหมาะสม เชน 
การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนในเลือด โปรตีนสะสมในเมล็ดพืช วธีิการศึกษาเอนไซมคอนขาง
งายและจัดวาไมแพง และแถบของโปรตีนหรือไอโซไซมนี้ยังมีการขมรวมกันแบบ codominant 
ชวยใหแยกความแตกตางระหวางแถบโปรตีนแบบโฮโมไซกัส (homozygous) และเฮเทอโรไซกัส 
(heterozygous)ได (สุรินทร, 2545) แตมีขอจํากัดคือ ความจําเพาะเจาะจงต่ํา กลาวคือ ถายีนที่ควบคมุ
การสรางเอนไซมนั้นมีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสไปเล็กนอย ซ่ึงอาจมีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
ของชนิดกรดอะมิโน หรืออาจไมมีก็ตาม การเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสเพียงเล็กนอยนี้ไมสามารถ
ตรวจสอบได (อรรัตน, 2548) นอกจากนัน้จาํนวนยนีที่ตรวจสอบไดยังมีไมมากนกั ไมกระจาย
ครอบคลุมทั้งจีโนม และตองมีการแสดงออกของยีนที่ศกึษา จึงตองเลอืกเนื้อเนื่อและระยะเวลา 
ที่เหมาะสมในการวิเคราะห ผลที่ไดยังขึ้นอยูกับชนดิของเนื้อเยื่อ ระยะของการเจริญเติบโตและ
ส่ิงแวดลอมดวย นอกจากนีโ้ปรตีนและไอโซโซมยังสูญเสียสภาพธรรมชาติไดงาย จึงตองวิเคราะห
ผลในเวลาที่จาํกัด ในแงของโอกาสการตรวจพบความแตกตางในระดบัโปรตีนยังมคีาต่ํากวาเมื่อ
เทียบกับการตรวจสอบระดบัดีเอ็นเอ เนื่องจากอัลลีลหรือรูปแบบของยีนที่แตกตางกนันั้น นวิคลีโอ
ไทดที่แตกตางกันอาจไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน หรือบางครั้งแมวาจะมีการเปลี่ยน
ชนิดกรดอะมโินที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งแลวก็ตาม อาจจะไมมีผลตอระยะทางการเคลื่อนที่ของ
โมเลกุลเมื่อทําอิเล็กโทรโฟริซิส ทําใหไมสามารถตรวจพบความแตกตางนั้นๆ ได (สุรินทร, 2545) 

 
3.   Molecular marker เปนเครื่องหมายที่ไดมาจากชิ้นดเีอ็นเอ ดังนั้นในความหมายเดียวกัน 

marker ชนิดนีจ้ึงถูกเรียกวา DNA marker ดวย molecular marker มีขอไดเปรียบกวา marker 2 ชนิด
แรกตรงที่ มีจาํนวนมากมายมหาศาล มีความจําเพาะเจาะจงมากกวา มีความเสถียรกวาโปรตีน  
จึงเก็บไวไดนานกวา สามารถศึกษาจากเนือ้เยื่อใดก็ได เนื่องจากดเีอ็นเออยูในทกุเซลล สามารถ
ตรวจสอบไดไมจํากัด ครอบคลุมทั้งจีโนม ประกอบกับมวีิธีตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ
ตางๆ ใหเลือกมากมาย ทําใหการใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมาย ทําไดอยางกวางขวาง และสามารถ
นํามาประยกุตใชในวงการเกษตรไดอยางด ี
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  เครื่องหมายดีเอ็นเอ เปนดเีอ็นเอที่อยูที่ตําแหนงหนึ่งๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) 
หรือดีเอ็นเอในออรแกเนลล ไดแก mitochondria DNA และ chloroplast DNA การที่สามารถใชดี
เอ็นเอเปนเครือ่งหมายไดเนือ่งจากเกดิความแปรปรวนของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ 
หรือเกิดโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของลําดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอนัน่เอง 
  

 เทคนิคเครื่องหมายโมเลกุลมีอยูหลายชนดิ  และแตละชนิดก็มีความแตกตางกัน ในเรื่อง
ของวิธีการ เวลาที่ใช คาใชจาย และบุคลากร แตละชนดินั้นก็จะมีขอดขีอเสียแตกตางกัน และขอมลู
ที่ไดก็จะขึ้นอยูกับผูใชวาจะเลือกใชวิธีใด  

 
  3.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เปนวิธีตรวจสอบความแตกตาง
หรือความหลากหลายของชิน้ดีเอ็นเอหลังจากถูกยอยดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ (restriction enzyme) 
ความแตกตางนี้อาจเกดิจากการกลายพันธุตามธรรมชาติ ซ่ึงมีผลใหตําแหนงจดจํา (recognition site) 
ของเอนไซมเปลี่ยนแปลงไป โดยอาศัยหลักการเขาคู (hybridization) ของเสนดีเอ็นเอคูสม 
(complementary) โดยอาศัยช้ินดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) ช้ินดีเอ็นเอตรวจสอบเปนชิน้สวนดเีอ็นเอ
สายเดี่ยวขนาดเล็กที่ทราบลําดับเบส ซ่ึงจะเขาคูกับสายดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปนคูสม ซ่ึงเปนดีเอ็นเอ
เปาหมายที่ถูกตัดยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

 การวิเคราะหอารเอฟแอลพีทาํไดโดยทําการสกัดแยกดีเอน็เอจากตวัอยางที่สนใจ 
นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แยกชิน้สวนของดีเอน็เอโดยใชอะกาโรส เจล อิเล็กโทรโฟริซิส 
ตอมาทําการยายชิ้นสวนดีเอน็เอจากเจล เขาสูแผนกระดาษกรองพิเศษ (filter membrane) ที่มี
คุณสมบัติที่สามารถจับกับกรดนิวคลีอิกได โดยใชเทคนิค southern blot ตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
ดวยการทํา nucleic acid hybridization กับดีเอ็นเอเครื่องหมายตรวจสอบ เชน radioactive labeled 
clone probe ทําการประเมินอารเอฟแอลพี ที่ปรากฎจากการตรวจการเรืองแสงบนแผนฟลม X-ray 
ดวยวิธี autoradiograms 
 

 อารเอฟแอลพีถูกนํามาใชในการศึกษาสัตวปก เชน Babak and Ghodrat (2009)  
ใชเทคนิคนีใ้นการศึกษา growth hormone ในไกพื้นเมืองประเทศอิหราน พบวา growth hormone  
ที่พบในไกพื้นเมืองนี้มีความแตกตางกับ growth hormone ที่เคยรายงานไวกอนหนานี้ โดย growth 
hormone ที่พบในไกพื้นเมอืงจะเกดิ deletion ขนาด 118 bp จึงทําให growth hormone ที่พบในไก
พื้นเมืองมีขนาดสั้นกวา นอกจากนั้นแลว deletion ที่เกิดขึน้ยังทําใหเกดิ restriction site ของเอนไซม 
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SacI ดวย Gokben  et al. (2003) ใชเทคนิคนี้ในการหาความแปรผันทางพันธุกรรมของ infectious 
bursal disease virus (IBDV) ที่ไดจากไกพนัธุการคาของประเทศตุรกี พบวา เมื่อใชเอนไซม MboI  
ไวรัสสวนใหญมีแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนั Anna-Karin et al. (1998) ไดใชเทคนิคนีใ้นการศึกษา
วิวัฒนาการของโครโมโซมเพศในสัตวปก โดยการเพิ่มจํานวน (amplify) ยีน ATP5A1 และ CHD1 
แลวนําไปสรางแผนที่ โดยยนีทั้งสองเปน female-specific W chromosome พบวา ยนีทั้งสองนี้พบ
บน Z chromosome ดวย จึงสรุปวา โครโมโซมเพศของสัตวปกนี้มวีิวฒันาการมาจาก ancestral pair 
ของโครโมโซมรางกาย  
   

 ขอจํากัดของเทคนิคนี้ คือจําเปนตองทราบลําดับเบสของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย  
เพื่อใชเปนดีเอน็เอเครื่องหมายตรวจสอบ และสําหรับทําพีซีอาร (PCR) ดังนั้นสําหรับการทดลองที่
ตองการหายนีใหม ลักษณะ (trait) ใหม หรือส่ิงมีชีวิตใหม จะไมสามารถใชเทคนิคนี้ได 
 
  3.2  Random  Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เปนเทคนิคที่ใชพีซีอารโดย 
ไมจําเปนตองทราบขอมูลเกี่ยวกับลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมาย เนื่องจากใชไพรเมอรที่ไมจําเพาะ
เจาะจงกับดีเอน็เอบริเวณใด โดยไพรเมอรที่ใชเปนไพรเมอรเพียงขางเดียว ไพรเมอรมีขนาดสั้นๆ 
เพียง 8-10 เบส และเปาหมายการเกาะของไพรเมอรก็คือบริเวณที่มีลําดบัเบสเปนคูสมกันเทานัน้ 
โดยไมตองคํานึงถึงทิศทางของไพรเมอรที่เกาะกับเสนแมพิมพ เนื่องจากไพรเมอรมีขนาดสั้นๆ  
จึงสามารถเกาะไดหลายตําแหนง ทําใหสามารถสรางดีเอ็นเอผลผลิตไดหลายชิ้นขอดคีือทําไดงาย 
รวดเร็ว และใหขอมูลไดมาก แตผลที่ไดจะขึ้นกับสภาพของหองทดลอง ทําใหผลที่ไดจาก 
การทดลองซ้ําไมเหมือนเดิม และแถบดีเอน็เอที่เกิดจากเทคนิคนี้ยังแสดงการขมตอการไมเกิด 
แถบดีเอ็นเอ ซ่ึงทําใหไมสามารถบอกความแตกตางระหวางโฮโมไซกัสและเฮเทอโรไซกัสได 

 
 อารเอพีดีถูกนาํมาใชศึกษาในสัตวปกอยางกวางขวาง เชน Bahy et al. (2003) ใช

เทคนคินีใ้นการศึกษาหา genetic similarity ในไกพื้นเมือง พบวา มไีก 3 สายพนัธุที่มี egg-production 
เหมือนกนั และมี 2 สายพันธุที่มี meat production เหมือนกัน Mollah et al. (2005) ใชเทคนิคนี้ 
ในการหาความแตกตางของไก 4 กลุม พบวา จาก 4 ไพรเมอร จะให 39 fragments โดยมี 25 fragments 
ที่แสดงวาเปนโพลีมอรฟซึม Mohamed et al. (2001) ไดใชเทคนิคนี้แยกสายพันธุไกพื้นเมือง 5 สาย
พันธุ พบวา 12 ไพรเมอร ใหแถบดีเอ็นเอ 176 แถบ และมี 159 แถบที่เปนโพลีมอรฟซึม คิดเปน 
90.3% Chatterjee et al. (2007) ใชเทคนิคนีใ้นการศึกษาพนัธุกรรมของไก highly inbred พบวา  
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จาก 41 ไพรเมอร มี 21 ไพรเมอรที่ใหโพลีมอรฟซึม แสดงใหเห็นวาอารเอพีดีเปนเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพในการหาโพลีมอรฟซึม 

 
 ขอเสียของอารเอพีด ีคือ ผลที่ไดจากการทาํซํ้าอาจจะไมเหมือนกนั  

 
  3.3  Microsatellite คือ satellite DNA ที่ core sequence ประกอบดวยลําดบัดีเอ็นเอ
ขนาด 1-6 เบส ที่มีจํานวนซ้ําๆกัน อัตราการเกิดมิวเทชันของ microsatellite อยูระหวาง 5 × 10-4  
ถึง 10-5 ซ่ึงมีคาต่ําจึงสามารถนําไปใชสําหรบั linkage studies ได มกีารใช microsatellite DNA เปน
เครื่องหมายดีเอ็นเอในการศึกษาจีโนม และมีช่ือเรียกแตกตางออกไป เชน microsatellite marker, 
simple sequence repeat (SSR), simple sequence length polymorphism (SSLP) และ sequence-
tagged microsatellite (STMS) เปนตน สามารถตรวจสอบไดดวยพีซีอารโดยการออกแบบไพรเมอร
ที่สามารถใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสวนที่เปน microsatellite แลวใชไพรเมอรนั้นในปฏิกิริยา
พีซีอาร  ขอดีของเทคนิคนีค้ือ เปนเครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใหความแตกตางสูง และแสดงใหเห็นสภาพ
ขมรวมกันของยีน ทําไดงาย พบกระจายทัว่ทั้งจีโนม ไพรเมอรที่จําเพาะในแตละตําแหนงของ 
microsatellite marker สามารถใชไดโดยทัว่ไปเพยีงแคมีลําดับเบสของไพรเมอร และเปนเครื่องหมายดี
เอ็นเอที่ใชประโยชนไดหลากหลาย แตมีขอเสียคือ คาใชจายสูงในการพัฒนา โดยเฉพาะสิ่งมีชีวิต 
ที่ยังไมเคยมีขอมูลลําดับเบส 
 

 Nakamura et al. (2006) ใชเทคนิคในการแยกความแตกตางของไกสายพนัธุ Nagoya 
จากการใช microsatellite marker พบวามี 5 marker ที่ใหผลแบบ single allele โดยเมื่อนํา 5 marker 
นี้ไปศกึษากับไกสายพันธุอ่ืนๆ พบวาไมมไีกสายพันธุใดเลยทีใ่ห allele แบบเดยีวกับ Nagoya แสดงวา 
microsatellite ดังกลาวสามารถนําไปใชแยกไก Nagoya ออกจากไกสายพันธุอ่ืน  Liu et al. (2008) 
ใชเทคนิคนีใ้นการวิเคราะห genetic diversity ของไก Yangzhou พบวา microsatellite ใหขอมูล 
ที่แสดงวามี genetic variation มาก ในไก Yangzhou ใชเทคนิคนี้ในการทําสรางแผนที่ เชน Kent et 
al. (2000) ไดใช microsatellite ในการเปรยีบเทียบความแตกตางระหวางไกกับไกงวง พบวา 
microsatellite marker ของไกประมาณ 20% สามารถนําไปใชสรางแผนที่จีโนมของไกงวงได 
นอกจากนั้นจากการหาลําดบัเบสยังพบวาไกกับไกงวงนัน้มีความยาวของจํานวนซ้ําที่แตกตางกัน 
Jaroslaw et al. (2007) ไดใช 29 microsatellite marker เพื่อหาลําดับเบสที่เหมือนกนัระหวางไกกับ
นกกระจอกเทศ พบวาไมมี microsattelite ใดเลยทีใ่หลําดับเบสเหมือนกัน 
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 เห็นไดวา microsatellite marker นั้นนํามาใชไดอยางกวางขวาง อยางไรก็ตาม 
microsatellite ก็ยังมีขอจํากัด โดยถาเปนการหายีนใหม ลักษณะใหมๆ กจ็ะไมสามารถใชเทคนคินี้ได 

 
  3.4  Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP) เปนวิธีตรวจหาโพลีมอรฟซึม
จากดีเอน็เอที่เพิ่มปริมาณโดยพีซีอารที่มีความแตกตางกนัเฉพาะเบสตวัใดตวัหนึ่งภายในชิน้ดีเอน็เอ
นั้น (point mutation) ในกรณีที่เบสที่แตกตางกัน เปนสวนของเบสในบริเวณจดจําของเอนไซม 
ตัดจําเพาะ สามารถบอกความแตกตางโดยใชเอนไซมดังกลาวตัดดีเอ็นเอ แตถาเปนการเปลี่ยนแปลง
ของเบสในบริเวณทีไ่มมีผลตอการตัดของเอนไซม หรือเปนการเปลี่ยนแปลงในตําแหนงที่ไมทราบ
แนชัด สามารถตรวจโพลีมอรฟซึมไดดวยเอสเอสซีพี 

 
 เทคนิคนี้อาศัยหลักที่วาดีเอ็นเอสายเดี่ยวในสภาพธรรมชาติ (nondenaturing 

condition) จะมีการขดหรือพันกันภายในโมเลกุล เกิดเปนโครงสรางจําเพาะขึน้กับองคประกอบของ
เบสของดีเอ็นเอสายนั้นๆ หรือมีโครงสราง (conformation) ที่จําเพาะ ซ่ึงจะมีผลตอการเคลื่อนที่ใน
ระหวางการทาํอิเล็กโทรโฟรีซิสบน nondenaturing polyacrylamide gel โมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีเบส
แตกตางกันแมเพียงเบสเดยีวก็สามารถทําใหเกิดโครงสรางแตกตางกัน ซ่ึงจะสงผลใหการเคลื่อนที่
ในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสเร็วชาตางกัน ขั้นตอนการทําเอสเอสซีพี คือ ออกแบบไพรเมอร
ที่จําเพาะกับชิน้ดีเอ็นเอที่ตองการ เพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายดวยพซีีอาร หลังจากนั้นนํา PCR 
product มาทําอิเล็กโทรโฟรีซิส บน nondenaturing polyacrylamide gel แลวตรวจหาแถบดีเอ็นเอ
โดยใช radioactive labeling หรือ silver stain   
 

 Hassan and Guo (2007) ไดใชเทคนิคเอสเอสซีพีในการหาความสัมพนัธของ 
apoVLDL-II ของไกกับน้ําหนักรางกายและน้ําหนกัไขมันหนาทอง พบวาเอสเอสซีพี แสดงใหเห็น
ถึงความแตกตางของยีน VLDL ระหวางประชากรและ Hassan et al. (2007) ไดใชเทคนิคเดียวกนันี้
ในการหาความสัมพันธของ avian lipoprotein lipase gene กับน้ําหนกัรางกายและไขมันหนาทอง 
นอกจากนั้น Hassan et al. (2009) ยังใชเอสเอสซีพีในการหาความแตกตางของ intron I ของ 
apoVLDL-II Goto et al. (2002) ไดใชเทคนิคนี้ในการทํา genotyping ของ major histocompatibility 
complex B ในไก โดยรายงานวาเทคนิคนีม้ีประโยชนอยางมากในการนํามาใชหา MHC B 
haplotypes 
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 เห็นไดวาเทคนิคนี้ถูกนํามาใชในการหาความแตกตางของลักษณะตางๆ ไดอยาง
กวางขวางเชนเดียวกับ molecular marker อ่ืน แตเนื่องจากเทคนิคนี้จําเปนตองรูลําดับเบสของดีเอ็น
เอเปาหมาย จึงทําใหเปนขอจาํกัดในการศึกษายีนใหม หรือลักษณะใหม 
  
7.  เทคนิค Amplified fragment length polymorphism  
 
 เอเอฟแอลพี (AFLP) เปนเทคนิคของเครื่องหมายดเีอ็นเอแบบหนึ่ง พื้นฐานของเอเอฟแอล
พีคือการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 
ดังนั้นจึงรวมเอาความนาเชือ่ถือของเทคนิคอารเอฟแอลพีและประสิทธิภาพของพีซีอารเขาดวยกัน 
เทคนิคเอเอฟแอลพีพัฒนาขึน้โดย Zabeau และ Vos นักวจิัยของบริษัท Keygene N.V. ประเทศ
เนเธอรแลนด และไดจดสิทธิบัตรในป ค.ศ. 1993 (สุรินทร, 2545) เทคนิคนี้ประกอบดวย 4 ขั้นตอน 
ไดแก การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ซ่ึงจะใชเอนไซม 2 ชนิด คือ rare 
cutter ที่จะตดัที่ตําแหนงจดจํา 6 คูเบส และ frequent cutter ที่จะตดัที่ตาํแหนงจดจํา 4 คูเบส,  
การเชื่อมตอกบั oligonucleotide adapter, การเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดจากการตัดดวย restriction 
enzyme โดยใชเทคนิคพีซีอารและการวเิคราะหช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดวยพีซีอาร (Vos 
et al., 1995) แบบของแถบดีเอ็นที่เกิดขึน้จากการทําพีซีอาร โดยใช primer คูหนึ่งๆ เรียกวาลายพิมพ
เอเอฟแอลพี (AFLP fingerprint) ดังนั้นเทคนิคนี้จึงเปนวธีิตรวจสอบลายพิมพดเีอ็นเอวิธีหนึ่ง แถบดี
เอ็นเอในลายพมิพของแตละตัวอยางบงบอกถึงความแตกตางของชิ้นดีเอ็นที่ตัดไดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะจึงสามารถใชเปนเครื่องหมายเรยีกวา เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP marker) หรือเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอ (DNA marker) ใชศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตไดเชนเดียวเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ
อ่ืน (สุรินทร, 2545) 
 

เอเอฟแอลพเีปนเทคนิคที่รวดเร็วและเชื่อถือไดในการตรวจสอบจีโนมเพือ่หาความแตกตาง
ของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอลักษณะที่สนใจ ดวยหลักการของเทคนิคนี้จะทําใหไดแถบดีเอ็นเอ 
ที่แตกตางและไดแถบดีเอน็เอจํานวนมาก (Fumiere et al., 2003) และใหระดับความหลากหลายและ
ขอมูลที่ดีกวา marker ชนิดอื่นๆ (Liu et al., 2003) เอเอฟแอลพีจําเปนตองใชคูของเอนไซมตัด
จําเพาะเพื่อตัดดีเอ็นเอและนาํไปใชในการเปน template เอนไซมตัดจําเพาะที่ใชประกอบดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนดิ คือ เอนไซมที่มีตําแหนงจดจาํ 6 คูเบส เรียกวา rare cutter และเอนไซม 
ที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส เรียกวา frequent cutter (Vos et al., 1995) โดยการเลือกใชเอนไซมจะ
ขึ้นอยูกับขนาดและความซับซอนของจีโนม  
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Fumiere et al. (2003) กลาววา EcoRI/MseI เปนคูของเอนไซมตัดจําเพาะที่ใชกนัแพรหลาย
ในการศึกษาเอเอฟแอลพ ีโดยเฉพาะอยางยิ่งในพืช แตการใชในสัตวจะทําใหเกิดรูปแบบของแถบ 
ดีเอ็นเอทีว่ิเคราะหผลไดยาก ดังนั้นเพื่อลดจาํนวนชิน้และไดรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่วิเคราะห
ผลไดงายขึ้น การใช EcoRI/TaqI จึงถูกแนะนําใหใชเมื่อตัวอยางเปนปศุสัตวหรือเปดไก 
เชนเดยีวกับ Ajmone-Marsan et al. (1997) ที่กลาววาคูของเอนไซมที่เหมาะสําหรับใชกับพืชคือ 
EcoRI/MseI  ในขณะที่สําหรับสัตวนั้นคูของเอนไซมที่เหมาะสมคือ EcoRI/TaqI ซ่ึงจะใหรูปแบบ
ของแถบดีเอ็นเอที่วิเคราะหผลไดงายกวา  

 
การเลือกใชคูเอนไซมตัดจําเพาะจะขึ้นอยูกบัขนาดและความซับซอนของจีโนม Willems 

et al. (2000) ใช EcoRI/CfoI ในการศึกษาความจําเพาะของโฮสตตอความตานทานตอ Vancomycin 
ของ Enterococcus faecium โดยพบวามีจํานวนแถบดีเอน็เอที่เกิดขึน้เทากับ 13-37 แถบ โดยมีขนาด
ระหวาง 50-500 bp คิดเปนคาเฉลี่ยเทากับ 27 แถบ 

 
Menz et al. (2004) ใชคูเอนไซม PstI/MseI ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของขาวฟาง โดยกลาววา EcoRI/MseI จะให AFLP marker ที่กระจายอยูบน physical map แตสําหรับ 
genetic map แลวจะเห็นเปนกลุมในบริเวณ hypermethylated เชนรอบเซนโตรเมียรซ่ึงตรงขามกับ 
PstI/MseI จะให marker ที่กระจายตวัอยูบน genetic map ยกเวนบริเวณของโครโมโซมที่มี 
การ methylated  

 
Gzyl et al. (2005) ใช HindIII/TaqI, ApaI/TaqI, MfeI/BglII, HindIII/HindIII, PstI/TaqI 

,SpeI/ApaI และ EcoRI/MseI เพื่อแยกความแตกตางระหวางสายพันธุและภายในสายพนัธุของ 
Bordetella โดยนําคูเอนไซม SpeI/ApaI และ EcoRI/MseI มาใชทํา genotyping คูเอนไซม EcoRI/MseI 
นั้นใหจํานวนแถบดีเอ็นเอมากกวา คือ 16-39 แถบและคูเอนไซม SpeI/ApaI ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอ
นอยกวาคือ 6-25 แถบ ซ่ึงกลาวโดยสรุปวาคูเอนไซม EcoRI/MseI ดูเหมอืนจะเปนทางเลือกที่ดี
สําหรับการศึกษาความสัมพนัธทางพันธุกรรมระหวางสายพันธุของ Bordetella  

 
เทคนิคเอเอฟแอลพีไดถูกนาํมาใชในสัตวหลายๆ ชนดิ รวมไปถึงพืชและแบคทีเรียดวย 

เนื่องจากเปนวธีิที่มีประสิทธิภาพในการนํามาหา molecular marker เอเอฟแอลพีถูกนําไปประยุกตใช
เพื่อศึกษา genetic linkage map ใน Atlantic salmon (Moen et al., 2004), สุกร (Rothschild, 2004), 
ไก (Knorr et al., 2001) ใชสราง genome mapping ในไก (Knorr et al., 1999) ใชหา genome sex  
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ใน giant tiger shrimp (Khamnamtong et al., 2006) ใชหา genetic diversity ของไก (De Marchi  
et al., 2006 and Mekchay et al., 2005) จะเห็นไดวาเทคนคิเอเอฟแอลพ ีนั้นสามารถนํามาใชเปน
เครื่องหมายดีเอ็นเอ ที่ใชในการศึกษาทางพันธุศาสตรไดหลายประเภท เชน การศึกษาพันธุศาสตร
ประชากร, ศึกษาเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต, ความสัมพันธทางวิวัฒนาการ, ความหลากหลายทาง
ชีวภาพ (สุรินทร, 2545)  และใชในการสรางแผนที่จีโนมที่มีประสิทธิภาพสูง (Knorr et al., 2001) 
โดยเทคนิคเอเอฟแอลพี นั้นมีขอดีอยูหลายประการ ไดแก การวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิคเอเอฟ
แอลพี ไมตองการขอมูลลําดับเบสดีเอ็นเอทําใหไมเปนขอจํากัดในการศึกษาหายีนใหม หรือ
ลักษณะใหม, ทําไดรวดเร็ว ใชปริมาณดีเอน็เอเริ่มตนนอย, มีประสิทธิภาพ, ใหแถบดีเอ็นเอมากทํา
ใหตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลายตําแหนงพรอมกัน, ทําใหเกิดโพลีมอรฟซึมไดจํานวนมาก ซ่ึงสามารถ
ใชบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตของแตละตวัไดอยางดี, ใชกบัจีโนมขนาดใดก็ได (สุรินทร, 2545)  
และดีสําหรับนํามาใชเพื่อพฒันาหา marker ที่สัมพันธกบัลักษณะทางการเกษตรที่สําคัญ (Altinkut 
et al., 2003)  แตขอดอยของเอเอฟแอลพีนัน้ก็มีอยูเชนเดยีวกัน เชน คาใชจายสูง, เกิดแถบดีเอ็นเอ
จํานวนมาก ซ่ึงอาจมีขนาดเทากันแตมาจากชิ้นดีเอน็เอคนละตําแหนงกัน ทําใหการวิเคราะห
ผิดพลาดได, ไมเหมาะกับสิ่งมีชีวิตที่มีความเหมือนมากหรือนอยเกินไป (สุรินทร, 2545), เกิด 
biallelic ไดงาย (Knorr et al., 1999 and De Marchi et al., 2006) และเอเอฟแอลพีนั้นสวนใหญ 
จะถูกจดัเปน dominance marker (Knorr et al., 1999)  ทําใหแยกแถบดีเอ็นเอแบบโฮโมไซกัสกับ
เฮเทอโรไซกัสไดยาก 
 
 ลายพิมพดีเอน็เอที่เกิดจากการทําเอเอฟแอลพีมีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม (random 
fingerprint) ซ่ึงใชกับดีเอน็เอใดๆ ก็ได ไมขึ้นกับขนาดและความซับซอนของจีโนม สามารถปรับให
เกิดลายพิมพทีเ่หมาะสมไดโดยปรับจํานวนเบสคัดเลือกที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรที่ใช ผลที่ได
สามารถทําซํ้าไดผลคงเดิม (reproducible) และสามารถเลือกคูของไพรเมอรไดหลายแบบ ทําใหเกิด
ลายพิมพที่แตกตางกันจํานวนมาก (สุรินทร, 2545)   
 
8.  เทคนิค  bluked segregant analysis 
 

Bulked segregant analysis (BSA) ถูกพัฒนาขึ้นโดย Michelmore et al. (1991) เปนวธีิการ 
ที่ใชหา marker ในตําแหนงจาํเพาะหรือตําแหนงที่ตองการในจีโนมไดอยางรวดเร็ว วิธีการนี้เปน
การเปรียบเทยีบดีเอ็นเอ 2 กลุม จากประชากรที่มีการกระจายตัว ที่เกิดจากพอแมเดยีวกัน ภายใน 
แตละกลุมดีเอน็เอของแตละตัวจะมีความเหมือนกนัในลกัษณะหรือยีนที่สนใจ ซ่ึงยีนอื่นๆ จะเปน
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แบบใดก็ไดไมตองเหมือนกนั ความแตกตางของลักษณะที่สนใจในดีเอน็เอทั้ง 2 กลุม คือการ
วิเคราะหเพื่อหา marker ที่ใชแยกความแตกตางของดีเอน็เอ ทั้ง 2 กลุม marker ที่เกิดขึ้นระหวาง 
ดีเอ็นเอ ทั้ง 2 กลุมจะเปนโพลีมอรฟซึม ซ่ึงจะสัมพันธกับตําแหนงทีใ่ชบอกถึงลักษณะที่ถูกใช 
ในการสรางกลุมดีเอ็นเอ ดังนั้นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สัมพันธกับบริเวณที่สนใจก็จะแสดง 
โพลีมอรฟซึมระหวางกลุมดเีอ็นเอ และในทางตรงกันขามเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไมมคีวามสัมพันธ
กับบริเวณที่สนใจก็จะปรากฎขึ้นทั้ง 2 กลุมดีเอ็นเอ (monomorphic) (อรรัตน, 2548) บีเอสเอ  
มีการนําไปประยุกตใชเพื่อพฒันาการสราง genetic map รายละเอียดตางๆของ genetic map สําหรับ
สัตวชนิดตางๆ กําลังถูกพัฒนาขึ้นโดยการวิเคราะหการกระจายตวัของ molecular marker ที่ถูกเลือก
อยางสุมใน single population เทคนิคบีเอสเอเปนวิธีที่ใชเพื่อเลือกพื้นทีท่ี่สนใจซึ่งมี marker อยูนอย 
ทั้งยังเปนวิธีที่หายีนซึ่งไมแยกตัวในประชากรที่ใชเพื่อการสราง genetic maps ไดอยางรวดเร็ว 

 
 บีเอสเอเปนการหาความแตกตางระหวางดเีอ็นเอ 2 กลุม ทีไ่ดจากประชากรที่มกีารกระจายตวั
ซ่ึงมาจากพอแมเดียวกัน แตละกลุมจะประกอบดวยดีเอน็เอของแตละตวัที่มีจีโนไทปที่เหมือนกนั
ในสวนทีเ่ปนเปาหมาย แตในตําแหนงที่ไมสัมพันธกับสวนที่สนใจหรือสวนที่เลือกจะมี จีโนไทป
เปนแบบสุม ดงันั้นดีเอน็เอทัง้ 2 กลุมจะแตกตางทางพันธกุรรมในสวนที่เลือกเทานั้น สวนตําแหนง
อ่ืนๆ จะเปนเฮเทอโรไซกัสและเปนโมโนมอรฟซึม ทั้ง 2 กลุมจะถูกตรวจหาความแตกตางในทิศทาง
เหมือนกับ  near isogenic lines (NILS) โพรบหรือไพรเมอรสําหรับตําแหนงที่เปนโพลีมอรฟซึม
และสัมพันธกบัยีนจะพบความแตกตางอยางชัดเจนในระหวางกลุม ในทางกลับกัน ตําแหนงทีไ่ม
สัมพันธจะปรากฏแบบเฮเทอโรไซกัส ซ่ึงประมาณวามคีวามเขมของแถบดีเอ็นเอเทากันทั้ง 2 กลุม 
การเกิด recombination ระหวาง marker เปาหมายกับตําแหนงโพลีมอรฟซึมจะเปนผลใหทั้ง 2 กลุม
เกิดความแตกตางลดลง ซ่ึงการลดลงของความสัมพันธทาํใหตําแหนงนัน้กลายเปน unlink เทคนิคบี
เอสเอไมบอกชนิดของความแปรปรวนแตชวยใหสามารถหาตําแหนงไดมากและไดอยางรวดเร็ว 
ซ่ึงทําใหหา marker ที่กระจายตัวในบริเวณเปาหมายได 
 
9.  การประยุกตใชเทคนิคเอเอฟแอลพีและบีเอสเอ 
  

เทคนิคบีเอสเอไดถูกพัฒนาขึ้นเพื่อนําไปใชกับเทคนิคตางๆ เพื่อใชในการหา molecular 
marker ตัวอยางของการนําเทคนิคบีเอสเอมาใชรวมกับเทคนิคอ่ืนๆ เชน นํามาใชเพื่อหา marker  
ที่สัมพันธกับยนีตานทานโรค โดยใชรวมกับเทคนิคอารเอฟแอลพีและอารเอพีดี (Michelmore et 
al., 1991) และสําหรับการนาํเทคนิคบีเอสเอมาใชรวมกับเอเอฟแอลพีกพ็บไดเชนกัน เชน 
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Bavornlak et al. (2006) ไดนําทั้ง 2 เทคนคิมาใชในการหา sex-specific expression marker ของ 
giant tiger shrimp หรือ การหา AFLP marker ที่สัมพันธกับความทนตอความเครียดจากนําในขาว
บาเรห(Altinkut et al., 2003) ใชหายีนตานทานหญาแมมดซึ่งเปนปรสิตในถั่ว (Ouedraogo et al., 
2000)



 

 

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  ไกพื้นเมืองที่ทราบพนัธุประวัติจากศูนยวิจยัและพัฒนาไกพืน้เมอืงบานบึง จํานวน 34 ตัว 
เปนไกเชิงดี 16 ตัว และเปนไกเชิงไมดี 18 ตัว จาก 5 ครอบครัวโดยแตละครอบครัวจะมีพอเดียวกนั
แตตางแม (half-sib) 

2.  agarose  gel electrophoresis tank 
3.  polyacrylamide gel electrophoresis tank 
4.  centrifuge 
5.  eppendorf tube 
6.  vortex mixer 
7.  PCR tube 
8.  PCR plate 
9.  gel document 
10.  hot air oven 
11.  thermocycler 
12.  cylinder 
13.  digital balance 
14.  filter paper 
15.  stirring rod 
16.  เหยือกน้ํา 
17.  ถาด 
18.  บีกเกอร 
19.  ขวดรูปชมพู 
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วิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอยางจากเลือดไก 
 
 เก็บตัวอยางเลอืดโดยใชเข็มฉีดยาเบอร 25 เจาะเลือดบริเวณเสนเลือดใตปก (wing vein 
venipuncture) ปริมาตร 0.5-1 มิลลิลิตร ใสในหลอดที่มี EDTA ในอัตราสวน 1.5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เพื่อปองกันการแขง็ตัวของเลือด แลวนําเลือดแชในน้ําแข็งทนัที และนําไปแชไวที่ –20 
องศาเซลเซียส เพื่อรักษาสภาพของดีเอ็นเอในกรณีที่ไมสามารถสกัดดีเอ็นเอไดทันท ี
 
2.  การสกัดดีเอ็นเอ 
 
 การสกัดดีเอน็เอใหนําเลือดมาตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิเพื่อใหเลือดที่แข็งตัวละลาย แลวดดู
ตัวอยางเลือด 100 ไมโครลิตร ใสลงใน eppendorf tube ใหม แลวเติม lysis buffer ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร นําไป vortex หลังจากนั้นจงึนาํไป incubate ที่ 55-60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
แลวเติม proteinase K (Fermentas)  50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร vortex ใหเขากนั แลว incubate   
ที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง จึงนํามาเติม phenol : chloroform : isoamyl 
(25:24:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร vortex แลว centrifuge ที่ 1006 g นาน 10 นาที ดูดสวนใส
ดานบนใสหลอด eppendorf tube ใหม เติม 95% ethanol ที่เย็นจดัประมาณ 2 เทาของสวนใสที่ดูด 
มาได เอียงหลอดไปมาเบาๆ จะเห็นสายดีเอน็เอ แลวดูดของเหลวทิ้ง ลางดีเอ็นเอดวย 70% ethanol 2 
คร้ัง ทิ้งไวใหแหง เติม TE buffer 100 ไมโครลิตร แลวนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 55-60 องศา
เซลเซียส จนดเีอ็นเอละลาย เก็บดีเอ็นเอทีไ่ดที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส (Sambrook and Russell, 
2001) 
 
3.  การตรวจปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอโดย agarose gel electrophoresis 
  
 การตรวจสอบความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได ทําไดโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (DNA marker) ที่ทราบความเขมขนแลว ในการตรวจสอบใชสารละลายดีเอ็นเอ 2 
ไมโครลิตร ผสมกับ tracking dye 8 ไมโครลิตร ใช 0.8 agarose gel เปนตัวกลางสําหรับแยกความ
เขมขนของดีเอ็นเอใน 0.5X TBE buffer ผานสนามไฟฟาขนาด 100 โวลตนาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นนาํ
เจลไปยอมดวยเอทธิเดียมโบรไมด (EtBr) ที่ละลายอยูในน้ําอัตราสวน 10 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตร 
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ตรวจดแูถบความเขมขนดีเอน็เอในเจลภายใตแสง UV  ดวยเครื่อง Gel Document แลวถายรูปเก็บไว
เพื่อประมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ  
 
4.  การรวมดีเอ็นเอ 
 
 ดีเอ็นเอของไก 5 ครอบครัวที่สกัดไดจะถูกแบงออกเปน 2 กลุมภายในแตละครอบครัว คือ 
ดีเอ็นเอไกเชิงดี และดเีอ็นเอไกเชิงไมดี (ตารางที่ 3) ดีเอน็เอไกเชิงดีและไกเชิงไมดภีายในครอบครวั
เดียวกันจะถูกผสมรวมกันเพือ่นําไปใชทําบเีอสเอื โดยแบงกลุมไกเชิงดแีละเชิงไมดีโดยอาศัยตารางที่ 3 
ในการรวมดีเอ็นเอ 
 
ตารางที่ 3  ลักษณะชั้นนเชิงของไกพื้นเมือง 34 ตัว จาก 5 ครอบครัว โดยแบงออกเปน 2 กลุม ตอ 1  

                   ครอบครัว 
 
ครอบครัว ลําดับ เบอรขา/ปก เชิงชน ตําแหนง 

 1 141704 เชิงบน เล้ียว กดับาต ี ตัว ทายทอย 
 2 137233 เชิงบน เล้ียว ขี่ หนา คอ หลัง 
1 3 144640 เชิงไมด ี - 
 4 145060 เชิงไมด ี - 
 5 144401 เชิ่งไมด ี - 
 6 146947 เชิงไมด ี - 
 1 142462 เชิงลาง พานขึ้นพานลง ตัว ทายทอย 
 2 141843 พานขึ้นพานลง ตีหนาตรง วงแดง หนาคอ ตัว 
 3 138540 เชิงบน กัดบาตี ตัว หลัง 
 4 138883 เชิงบน กัดบาตี หนา คอ ตัว สวาป 
2 5 145116 เชิงไมด ี - 
 6 145118 เชิงไมด ี - 
 7 145119 เชิงไมด ี - 
 8 145239 เชิงไมด ี - 
 9 145242 เชิงไมด ี - 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 
ครอบครัว ลําดับ เบอรขา/ปก เชิงชน ตําแหนง 

 1 145424 เชิงบน ตีหนาตรง เล้ียว วงแดง หนา คอ ทายทอย 
3 2 141947 เชิงบน เล้ียว มดุมัด เขาปก วงแดง ขอหัว 
 3 144264 เชิงไมด ี - 
 4 144269 เชิงไมด ี - 
 1 136403 เชิงบน กัดบาตี ตัว 
 2 136084 เชิงบน ตีหนาตรง เล้ียว สามเหลี่ยม ตวั หลังคอ 
 3 129965 เชิงบน กัดบาตี ตัว ทายทอ 
 4 136423 เชิงบน กัดบาตี หนา คอ ตัว ทายทอย 

4 5 143759 เชิงไมด ี - 
 6 143764 เชิงไมด ี - 
 7 144183 เชิงไมด ี - 
 8 145261 เชิงไมด ี - 
 9 145260 เชิงไมด ี - 
 1 143328 เชิงบน ตีหนาตรง เล้ียว สามเหลี่ยม ตวั หลังคอ 
 2 143475 เชิงบน ตีหนาตรง เล้ียว หนา คอ ตัว 
5 3 142850 เชิงบน กัดบาตี ตีหนาตรง หนา คอ สามเหล่ียม ตัว 
 4 142866 เชิงบน ตีหนาตรง เล้ียว ตัว หลัง 
 5 144673 เชิงไมด ี - 
 6 145386 เชิงไมด ี - 
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5.  การวิเคราะหเอเอฟแอลพี 
 
 นําดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบมาทําปฏิกิริยาตามขั้นตอนดังนี ้
 
  5.1  การเตรียม adapter 
 
         adapter เปนสายดีเอ็นเอคูส้ันๆ โดยในการสังเคราะหจะสังเคราะหเปนสายเดีย่วแตละ
สายกอนแลวจงึนํามา incubate รวมกันที่ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที ทิ้งไวใหเย็นเพื่อใหเกิดเปน
เกลียวคู โดยลําดับเบสของ adapter ที่ใชเปนดังนี้ (ตารางที่ 4) 

 
ตารางที่ 4  adapter ที่ใชในการวิเคราะหเอเอฟแอลพี 
 

 ช่ือ ลําดับเบส 
EcoRI adaptor EcoRI top strand 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ 
 EcoRI bottom strand 5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3’ 
MseI adapter MseI top strand 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’ 
 MseI bottom strand 5’-TACTCAGGACTCAT-3’ 
TaqI adapter TaqI top strand 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’ 
 TaqI bottom strand 5’-CGCTCAGGACTCAT-3’ 

 
 5.2  การนําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการเชื่อมตอดีเอ็นเอกบั adapter 
 
        ดีเอ็นเอที่สกัดไดนํามาตดัดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ (EcoRI, MseI และ TaqI) ทําโดยใส
ดีเอ็นเอและสารละลายแตละชนิดใน eppendorf tube ดังตารางที่ 5 แลวนําไป incubate ที่ 37 องศา
เซลเซียสอีก 2 ช่ัวโมง กรณทีี่ใชเอนไซม TaqI แทน MseI ใหเตมิเอนไซม TaqI กอนแลวนําไป 
incubate ที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาทีแลวจึงเตมิ EcoRI  
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ตารางที่ 5  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการตัดดีเอ็นเอ 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
สารละลายดีเอ็นเอ (100 ng/µl) 2.5 
5X reaction buffer (Fermentas) 5.00 
EcoRI (Fermentas) (10U/µl) 0.25 
MseI (Fermentas) (5U/µl) (TaqI 5U/µl) 0.5 
dH2O 16.75 

ปริมาตรรวม 25.00 
 
  นําดีเอ็นเอที่ตดัแลวมาเชื่อมกับ adapter มาเติมสารตางๆ ดังตารางที่ 6 แลวนําไป 
incubateไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  
 
ตารางที่ 6  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการเชื่อมตอกับ adapter 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 25 
EcoRI  adapter (5 pmole/µl) 
MseI (TaqI ) adapter (25 pmole/µl) 
5X T4 ligase buffer (Fermentas) 

1 
2 

10 
T4 DNA ligase (Fermentas) (1U/µl) 1 
dH2O 11 

ปริมาตรรวม 50 
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 5.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR  
 
  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะทาํ 2 ขั้น คือ preselective amplification และ selective 
amplification  
 
  5.3.1  การทํา preselective amplification เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสวนที่
ตองการทําโดยแบงดเีอ็นเอบางสวนจากขอ 4.2 มาทําปฏิกิริยา PCR I โดยใสสารตางๆ ดังตารางที่ 7
โดย primer ที่ใชจะถูกเพิ่มเบสที่ปลาย 3’ จํานวน 1 เบส ดังตารางที่ 8 แลวนํามาทําปฏิกิริยาเพิ่ม
ปริมาณโดยโปรแกรมดังนี ้
 
            94 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
             56 องศาเซลเซียส 60 วินาท ี
             72 องศาเซลเซียส 60 วินาท ี
 
            ทําตามโปรแกรมนี้ทั้งหมด 20 รอบ  
 
ตารางที่ 7  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการทํา preselective amplification 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
ดีเอ็นเอที่เชื่อมกับ adapter  2.00 
Primer EcoRI  (5 pmole/ µl) 
Primer MseI (TaqI ) (5 pmole/ µl) 
dNTP mix (Fermentas) (2mM) 

1.00 
1.00 
2.50 

10X PCR buffer (Fermentas) 
MgCl2 (Fermentas) (50mM) 
Taq polymerase (Fermentas) (5U/ µl) 

2.50 
0.75 
0.10 

dH2O 15.15 
ปริมาตรรวม 25.00 
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ตารางที่ 8  ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหเอเอฟแอลพีในขั้นตอน preselective amplification 
 

 ช่ือ ลําดับเบส 
EcoRI preamplification primer Pre-EcoRI 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’ 
MseI preamplification primer Pre-MseI 5’-GATGAGTCCTGAGTAAT-3’ 
TaqI preamplification primer Pre-TaqI 5’-GATGAGTCCTGAGCGAC-3’ 

 
  5.3.2  การทํา Selective amplification ใหแบงดีเอน็เอจากขอ 4.3.1 บางสวนมาทําให
เจือจาง 20 เทาดวยสารละลาย TE สําหรับเปนตนแบบในการเพิ่มประมาณขั้นที่ 2 สวนที่เหลือเก็บ
ไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส มาทําปฏิกิริยา PCR II โดยใสสารตางๆ ดังตารางที่ 9 โดยไพรเมอร
ที่ใชจะถูกเพิ่มเบสที่ปลาย 3’ จํานวน 3 เบสดังตารางที่ 10 แลวนํามาทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณ
โดยโปรแกรม touch down  
 
             94 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
             65 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
             72 องศาเซลเซียส 60 วินาท ี
 
             ทําปฏิกิริยา 1 รอบ แลวลดอุณหภูมิในขัน้ annealing ลงรอบละ 0.7 องศา
เซลเซียส จํานวน 12 รอบ แลวนํามาทําปฏิกิริยาตอดวย  
 
             94 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
             56 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
             72 องศาเซลเซียส 60 วินาท ี
 
             ทําปฏิกิริยา 23 รอบ เมื่อจบปฏิกิริยาพีซีอารแลว นํามาเตมิ AFLP loading 
buffer 20 ไมโครลิตร นําไป incubate ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที แลวแช 
ในน้ําแข็งทันทีพรอมสําหรับทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 
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ตารางที่ 9  ปริมาณและชนิดของสารที่ใชในการทํา selective amplification 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
ดีเอ็นเอที่เจือจางแลวจาก PCR I  5.0 
Primer EcoRI  (5 pmole/ µl) 
Primer MseI (TaqI ) (5 pmole/ µl) 
dNTP mix (2mM) 

1.0 
1.0 
2.0 

10X PCR buffer 
MgCl2 (50mM) 
Taq polymerase (5U/ µl) 

2.0 
0.6 
0.1 

dH2O 8.3 
ปริมาตรรวม 20.0 

 
ตารางที่ 10  ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหเอเอฟแอลพีในขั้นตอน selective amplification 
 

 ช่ือ ลําดับเบส 
EcoRI amplification primer 
 
 

E-ATA 
E-AGC 
E-AAG 
E-ACA 

5’-GACTGCGTACCAATTCATA-3’ 
5’-GACTGCGTACCAATTCAGC-3’ 
5’-GACTGCGTACCAATTCAAG-3’ 
5’-GACTGCGTACCAATTCACA-3’ 

MseI amplification primer M-TCA 
M-TGC 
M-TAG 
M-TCG 

5’-GATGAGTCCTGAGTAATCA-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAGTAATGC-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAGTAATAG-3’  
5’-GATGAGTCCTGAGTAATCG-3’ 

TaqI amplification primer T-CGA 
T-CTG 

5’-GATGAGTCCTGAGCGACGA-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAGCGACTG-3’ 
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 5.4  การแยกดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel 
 
  การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
 
  1)  ลางแผนกระจกสําหรับเทเจลใหสะอาด แลวเชด็ดวยเอทานอล 95% ใหสะอาด 
ทั้งกระจกและ chamber 
 
  2)  เช็ดกระจกดวย bind silane  เพื่อใหเจลเกาะติดกับกระจก 
 
  3)  เช็ด chamber ดวย repel silane เพื่อปองกันไมใหเจลเกาะติดกับกระจก ปลอยให
แหงประมาณ 5-10 นาท ี
 
  4)  ประกอบกระจกและ chamber เขาชุดกนั โดยวาง spacer ไวทั้งสองขางเพื่อใหเกิด
ชองวางระหวางกระจกทั้งสอง  
 
  5)  เตรียมโพลีอะครีลาไมดเจลเขมขน 4.5 % โดยผสม 30% acrylamind gel (Bio-
Rad) 9 มิลลิลิตร 5X TBE 12 มิลลิลิตร และยูเรีย 27 กรัมในบีกเกอรเขยาเบาๆ ในน้ําอุนจนยูเรีย
ละลายหมด รอจนอุณหภูมิลดลง แลวจึงเตมิสารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (promega) เขมขน 
10% 1 มิลลิลิตร และ TEMED (Bio Basic. INC)60 ไมโครลิตร ผสมในขวดสําหรบัเทเจลใหเขากัน 
ระวังอยาใหเกดิฟองอากาศ 
 
  6)  เทเจลใสลงในชองระหวางกระจกจนเตม็ ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ แลวใสหวี
เขาดานบน ปลอยใหเจลแขง็ตัวประมาณ 2 ช่ัวโมง 
 
  การทําอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 
  1)  เมื่อเจลแขง็ตัวดแีลวใชน้าํลางกระจกดานนอกใหสะอาด ดึงหวีออก และประกอบ
กระจกเขากับเครื่องอิเล็กโทรโฟรีซีส และเติมบัฟเฟอร 1X TBE ลงในชองดานบนและดานลาง 
ระวังอยาใหมฟีองอากาศอยูใตกระจก 
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  2)  ตอสายไฟเขากับเครื่องอิเล็กโทรโฟรีซีส เปดกระแสไฟฟาทํา pre-run ที่
กําลังไฟฟา 100 วัตต เปนเวลา 30 นาที 
 
  3)  ปดเครื่องใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรมาลางผิวหนาของเจล ใสหวแีบบฟนฉลาม 
โดยใหหวีดานที่เปนฟนลงไปสัมผัสกับผิวหนาเจลเพียงเล็กนอย และใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรลาง
ยูเรียที่ชองหวแีตละชองออกใหหมด 
 
  4)  หยอดตัวอยางดีเอ็นเอจากการทํา selective amplification ที่เติม AFLP loading 
buffer  ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม จากนั้นเปดเครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช
กําลังไฟฟา 60 วัตต เปนเวลา  2-3 ช่ัวโมงจนกวาสี xylene cyanol (สีที่อยูดานบน) เคลื่อนที่ลงมา
ประมาณ 2 ใน 3 สวนของเจล 
 
  5)  ปดเครื่อง เทบัฟเฟอรจากชองดานบนออก นํากระจกออกจากเครื่อง แยกกระจก
ออกจาก chamber นําเจลไปยอมสีดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท 
 
  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท 
 
  1)  เขยากระจกเจลเบาๆ ในสารละลายกรดอะซีตกิเขมขน 10% เปนเวลา 30 นาที และ
ลางดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที บนเครื่องเขยา 
 
  2)  ลางในน้ํากล่ัน 30 นาที เปล่ียนน้ําลางใหมและลางตออีก 5 นาท ี
 
  3)  ยอมเจลดวยการนํากระจกเจลแชในสารละลายซิลเวอรไนเตรท เปนเวลา 30 นาที 
กรณีที่ใชซิลเวอรไนเตรทซ้ําอาจเพิ่มเวลาไดจนถึง 1 ช่ัวโมง เขยาอยางสม่ําเสมอตลอดเวลา ถาดที่ใช
ยอมซิลเวอรไมควรใชถาดเดียวกับที่แชสารละลายกรดอะซตีิก เพราะอาจมีการปนเปอนของกรดอะ
ซิติก ทําใหยอมไดไมด ี
 
  4)  ลางแผนกระจกเจลดวยน้ํา deionized เพื่อลางซิลเวอรไนเตรทสวนเกินออก 
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  5)  แชแผนกระจกเจลในสารละลาย developer ที่เตรียมใหมและแชเยน็ที่อุณหภูมิ  
10 องศาเซลเซียสเขยาอยางสม่ําเสมอจนมองเห็นแถบดีเอน็เอ 
 
  6)  หยดุปฏิกิริยาโดยนําแผนกระจกเจลใสในสารละลายกรดอะซิติก 10% เปนเวลา  
5 นาที แลวลางดวยน้ํา deionized 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ผ่ึงใหแหง 
 
 5.5  การอานผลจากการวิเคราะหเอเอฟแอลพ ีตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอของไกพื้นเมือง
ทั้ง 34 ตัว 5 ครอบครัว แบงออกเปน 2 กลุมตอ 1 ครอบครัว เปรียบเทยีบแถบดีเอน็เอโดยใหแถบดี
เอ็นเอที่ปรากฏเปน 1 และแถบดีเอ็นที่ไมปรากฏเปน 0 แลวนําขอมูลมาเปรียบเทียบหาแถบดีเอน็เอ
ที่นาจะเกี่ยวของกับลักษณะเชิงการตอสูทั้งภายในครอบครัวและตางครอบครัวภายใตคูไพรเมอร
เดียวกัน 
 
 



 

 

ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  ลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากคูไพรเมอรตางๆ 
 

การนับจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมดจากไกพื้นเมืงทั้ง 5 ครอบครัวที่ไดจาก 
ไพรเมอร EcoRI/MseI combination พบวา คูไพรเมอร E-ATA/M-TCA ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอ
ระหวาง 13-18 แถบคูไพรเมอร E-ATA/M-TGC ใหจํานวนแถบดเีอ็นเอระหวาง 11-17 แถบ คูไพร
เมอร E-ATA/M-TAG ใหจาํนวนแถบดีเอน็เอระหวาง 11-19 แถบ คูไพรเมอร E-ATA/M-TCG  
ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 10-17 แถบ คูไพรเมอร E-AGC/M-TCA ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอ
ระหวาง 10-16 แถบ คูไพรเมอร E-AGC/M-TGC ใหจํานวนแถบดเีอ็นเอระหวาง 11-16 แถบ คูไพร
เมอร E-AGC/M-TAG ใหจาํนวนแถบดีเอน็เอระหวาง 11-19 แถบ คูไพรเมอร E-AGC/M-TCG ให
จํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 12-18 แถบ คูไพรเมอร E-AAG/M-TCA  ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอ
ระหวาง 11-18 แถบ คูไพรเมอร E-AAG/M-TGC ใหจํานวนแถบดเีอ็นเอระหวาง 13-18 แถบ คู 
ไพรเมอร E-AAG/M-TAG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 13-19  แถบ คูไพรเมอร E-AAG/M-
TCG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 10-18 แถบ  คูไพรเมอร E-ACA/M-TCA ใหจํานวนแถบดีเอน็
เอระหวาง 13-19 แถบ คูไพรเมอร E-ACA/M-TGC ใหจํานวนแถบดีเอน็เอระหวาง 11-17 แถบ  
คูไพรเมอร E-ACA/M-TAG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 12-19 แถบ คูไพรเมอร E-ACA/M-
TCG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 12-18 แถบ (ตารางที่ 11) โดยคูไพรเมอรที่ใหจาํนวนของแถบ
ดีเอ็นเอเฉลี่ยมากที่สุดคือ E-ACA/M-TCA และคูไพรเมอรที่ใหจํานวนของแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยนอย
ที่สุดคือ E-AGC/M-TCA ที่ใหแถบดีเอ็นเอระหวาง 13-19 และ 10-16 แถบตามลําดับ 
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ตารางที่ 11  จาํนวนแถบดีเอน็เอของดีเอ็นเอไก 2 กลุมจาก 5 ครอบครัว ที่ไดจากไพรเมอร   
                    EcoRI/MseI combination 
 

จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมด คูไพรเมอร 
ครอบครัวที่ 1 ครอบครัวที่ 2 ครอบครัวที่ 3 ครอบครัวที่ 4 ครอบครัวที่ 5 

 F N F N F N F N F N 
E-ATA/M-TCA 18 14 15 16 14 16 16 14 13 14 
E-ATA/M-TGC 13 16 11 13 16 16 14 17 12 16 
E-ATA/M-TAG 14 13 18 16 15 19 12 15 11 14 
E-ATA/M-TCG 10 15 13 15 13 14 16 14 14 17 
E-AGC/M-TCA 10 13 14 15 12 16 12 13 16 13 
E-AGC/M-TGC 13 16 16 12 11 15 16 14 15 16 
E-AGC/M-TAG 11 15 15 14 19 17 13 14 13 13 
E-AGC/M-TCG 15 18 17 16 13 12 14 16 13 17 
E-AAG/M-TCA 16 17 16 13 11 15 12 11 15 18 
E-AAG/M-TGC 15 14 13 15 18 14 15 17 14 15 
E-AAG/M-TAG 12 14 14 16 12 13 16 16 19 15 
E-AAG/M-TCG 10 13 16 13 14 15 14 11 13 18 
E-ACA/M-TCA 13 15 13 15 15 13 17 19 15 17 
E-ACA/M-TGC 11 15 12 14 17 14 12 16 17 12 
E-ACA/M-TAG 13 12 17 15 15 18 14 19 13 15 
E-ACA/M-TCG 16 16 13 17 13 15 12 18 16 14 
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              ครอบครัวที่ 1    ครอบครัวที่ 2    ครอบครัวที่ 3    ครอบครัวที่ 4  ครอบครัวที่ 5   
               F           N         F          N          F            N          F         N          F          N   

           
 
ภาพที่ 1  แสดงแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมดตั้งแตครอบครัวที่ 1-5 ที่ไดจากคูไพรเมอร E-ATA/M- 
               TCA (F = เชิงดี N = เชิงไมดี) 
 

การนับจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมดจากทั้ง 5 ครอบครัวที่ไดจากคูไพรเมอร 
EcoRI/TaqI combination พบวา คูไพรเมอร E-ATA/T-CGA ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 7-14 
แถบ คูไพรเมอร E-ATA/T-CTG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 6-13 แถบ คูไพรเมอร E-AGC/T-
CGA ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 7-14 แถบ คูไพรเมอร E-AGC/T-CTG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอ
ระหวาง 5-13 แถบ คูไพรเมอร E-AAG/T-CGA ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 6-14 แถบ คูไพรเมอร  
E-AAG/T-CTG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 6-13 แถบ คูไพรเมอร E-ACA/T-CGA ใหจํานวน
แถบดีเอ็นเอระหวาง 8-14 แถบ คูไพรเมอร E-ACA/T-CTG ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอระหวาง 8-13 
แถบ (ตารางที ่12) โดยคูไพรเมอรที่ใหจํานวนแถบดีเอน็เอเฉลี่ยมากที่สุดคือ E-ACA/T-CGA และ 
คูไพรเมอรที่ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยนอยที่สุดคือ E-AGC/T-CTG  
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ตารางที่ 12  จาํนวนแถบดีเอน็เอของดีเอ็นเอไก 2 กลุมจาก 5 ครอบครัว ที่ไดจากไพรเมอร  
                    EcoRI/TaqI combination 
 

 
          ครอบครัวที่ 1     ครอบครัวที่ 2     ครอบครัวที่ 3       ครอบครัวที่ 4     ครอบครัวที่ 5   
           F           N           F          N            F            N            F             N          F          N 

 
 
ภาพที่ 2  แสดงแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมดตั้งแตครอบครัวที่ 1-5 ที่ไดจากคูไพรเมอร E-ATA/T- 
               CTG (F = เชิงดี N = เชิงไมดี) 

จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมด คูไพรเมอร 
ครอบครัวที่ 1 ครอบครัวที่ 2 ครอบครัวที่ 3 ครอบครัวที่ 4 ครอบครัวที่ 5 

 F N F N F N F N F N 
E-ATA/T-CGA 11 14 8 7 9 12 10 5 10 6 
E-ATA/T-CTG 6 13 9 10 11 10 13 6 9 6 
E-AGC/T-CGA 10 14 12 10 10 7 10 9 11 11 
E-AGC/T-CTG 8 10 10 13 10 6 9 13 5 7 
E-AAG/T-CGA 7 7 10 11 14 6 12 14 10 12 
E-AAG/T-CTG 13 9 11 7 6 7 13 10 13 6 
E-ACA/T-CGA 14 12 11 9 8 11 14 11 10 12 
E-ACA/T-CTG 9 11 8 12 12 13 13 9 9 8 
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2.  จํานวน โพลีมอรฟซึม 
 

จํานวนคูไพรเมอรทั้งหมด 24 คู ซ่ึงเปน EcoRI/MseI 16 คู พบวาใหจํานวนโพลีมอรฟซึม
ระหวาง 8-15 แถบ (ตารางที ่13) โดยคูไพรเมอรที่ใหโพลีมอรฟซึมมากที่สุดคือ E-ACA/M-TAG 
และคูไพรเมอรที่ใหโพลีมอรฟซึมนอยที่สุดคือ E-ATA/M-TAG และ E-ACA/M-TCA สวน 
EcoRI/TaqI จะใหจํานวนโพลีมอรฟซึมระหวาง 9-16 แถบ (ตารางที่ 14) โดยคูไพรเมอรที่ให 
โพลีมอรฟซึมมากที่สุดคือ E-AGC/T-CGA และคูไพรเมอรที่ใหโพลีมอรฟซึมนอยที่สุด คือ  
E-AGC/T-CTG 
 
ตารางที่ 13  จาํนวนโพลีมอรฟซึมของดีเอ็นเอไก 2 กลุมจาก 5 ครอบครัว ที่ไดจาก EcoRI/MseI  
                    combination 

 
 

คูไพรเมอร จํานวนโพลีมอรฟซึม 
ATA/TCA 14 
ATA/TGC 11 
ATA/TAG 8 
ATA/TCG 12 
AGC/TCA 12 
AGC/TGC 10 
AGC/TAG 9 
AGC/TCG 11 
AAG/TCA 10 
AAG/TGC 14 
AAG/TAG 13 
AAG/TCG 12 
ACA/TCA 8 
ACA/TGC 12 
ACA/TAG 15 
ACA/TCG 10 
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ตารางที่ 14  จาํนวนโพลีมอรฟซึมของดีเอ็นเอไก 2 กลุมจาก 5 ครอบครัว ที่ไดจาก EcoRI/TaqI 
                        combination 
 

 
3.  แถบดีเอ็นเอที่สัมพันธกับเชิงการตอสู 

 
เมื่อนําแถบดีเอ็นที่เปนโพลีมอรฟซึมทั้งหมดมาเปรียบเทียบกับครอบครัวอ่ืนๆ ภายใน 

combination เดียวกันแลวพบวา คูไพรเมอรที่ใหแถบดีเอน็เอทีอ่าจจะสมัพันธกบัลักษณะเชงิการตอสู
ในไกพื้นเมืองมีเพียง 2 แถบดีเอ็นเอ คือ แถบดีเอ็นเอที่ไดจาก คูไพรเมอร E-ATA/T-CTG ที่มีขนาด 
290 bp (ภาพที ่3) และคูไพรเมอร E-ACA/T-CGA ที่มีขนาด 400 bp (ภาพที่ 4) โดยทั้ง 2 แถบที่ได 
เกิดจากคูไพรเมอรของ EcoRI/TaqI combination สําหรับ EcoRI/MseI combination ไมมีไพรเมอรคู
ใดเลยทีใ่หแถบดีเอ็นเอที่สัมพันธกับลักษณะเชิงการตอสู 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  แสดงแถบดีเอ็นเอที่อาจจะสัมพันธกับลักษณะเชิงการตอสูในไกพื้นเมืองที่ไดจากคูไพร 
  เมอร E-ATA/T-CTG (F = เชิงดี N = เชิงไมดี) 
 

คูไพรเมอร จํานวนโพลีมอรฟซึม 
ATA/CGA 13 
ATA/CTG 14 
AGC/CGA 16 
AGC/CTG 9 
AAG/CGA 10 
AAG/CTG 12 
ACA/CGA 11 
ACA/CTG 13 

 
ครอบครัวที่ 1  ครอบครัวที่ 2  ครอบครัวที่ 3  ครอบครัวที่ 4  ครอบครัวที่ 5 
    F       N        F       N       F       N       F        N       F        N   

290 bp 
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ภาพที่ 4  แสดงแถบดีเอ็นเอที่อาจจะสัมพันธกับลักษณะเชิงการตอสูในไกพื้นเมืองที่ไดจากคูไพร 
  เมอร E-ACA/T-CGA (F = เชิงดี N = เชิงไมดี) 

 
วิจารณ 

 
การใชคูไพรเมอร EcoRI/MseI  16 combination พบวา 16 คูไพรเมอรใหจํานวนแถบดีเอ็น

เอระหวาง 10-19 แถบ คิดเปนคาเฉลี่ยเทากบั 14.6 แถบ (ตารางที่ 11) ในขณะที่ Murtaza (2006)  
ที่ใชคูเอนไซม EcoRI/MseI ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของฝาย พบวาไดแถบ 
ดีเอ็นเอ 40-80 แถบ โดยมีขนาดตั้งแต 50-500 bp และ Portier et al. (2006) ใชคูเอนไซม 
EcoRI/MseI ในการจําแนกสายพันธุ Agrobacterium พบวาคู EcoRI/MseI combination ใหแถบ 
ดีเอ็นเอตั้งแต 45-76 แถบ อยางไรก็ตามผลการศึกษาในการตรวจหาแถบดีเอ็นเอที่สัมพันธกับ
ลักษณะเชิงการตอสูในไกพืน้เมืองนี้สอดคลองกับ Fumiere et al. (2003) และ Ajmone-Marsan  
et al. (1997) ที่กลาววา คูไพรเมอร EcoRI/MseI  เหมาะสําหรับนํามาใชกับพืชมากกวาสัตว   

 
การใชคูไพรเมอร EcoRI/TaqI 8 combination พบวา 8 คูไพรเมอรใหจาํนวนแถบดีเอน็เอ

ระหวาง 5-14 แถบ คิดเปนคาเฉลี่ยเทากับ 9.925 แถบ (ตารางที่ 12) ในขณะที่ Loh et al. (1999) ใช 
combination ของ EcoRI/TaqI ศึกษาใน Caladium bicolor พบวาแตละคู primer combination ให
จํานวนแถบดีเอ็นเอสูงถึง 110 แถบ เนื่องจากอาจมีบริเวณที่เปน CpG มากทําใหเกิดการตัดไดแถบดี
เอ็นเอเปนจํานวนมาก อยางไรก็ดี Razzoli et al. (2003) กลาววา EcoRI/TaqI เปนคูไพรเมอรที่
เหมาะกับสัตวมีกระดกูสันหลังมากที่สุดโดยจากการศึกษาความแปรปรวนทางพันธกุรรมของหนู 
Gerbil (Meriones unguiculatus) พบวาคูไพรเมอร EcoRI/TaqI  ใหจํานวนแถบดีเอน็เออยูในชวง 
24-50 แถบ ซ่ึงสอดคลองกับ Foulley et al. (2006) ที่กลาวเชนเดียวกนัวา  EcoRITaqI combination 
เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหดีเอ็นเอของสัตวมีกระดูกสันหลัง และเชนเดียวกับการศึกษาของ 
Cameron et al. (2003) ที่พบวาแถบดีเอน็เอที่ไดจากไพรเมอรของ EcoRITaqI เหมาะสําหรับ
นํามาใชแยกความแตกตางของสายพนัธุสุกร นอกจากนัน้ Herberge  et al. (1999) ยังไดรายงานวา
ในการวิเคราะหดีเอ็นเอของไกคูเอนไซมทีเ่หมาะสําหรับการนํามาใชคอื EcoRI/TaqI ซ่ึงจะใหผล

400 bp 

 ครอบครัวที่ 1    ครอบครัวที่ 2   ครอบครัวที่ 3   ครอบครัวที่ 4  ครอบครัวที่ 5 
       F       N       F        N         F       N         F       N       F      N   
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ของแถบดีเอ็นเอที่วิเคราะหผลไดงายกวาเมือ่นําไปแยกขนาดบน polyacrylamind gel และการใช 
TaqI แทน MseI โดยทัว่ไปจะใหผลที่ดกีวาเพราะจีโนมของไกมี CpG dinucleotides ต่ํา และ
เนื่องจากตําแหนงจดจําของ TaqI คือ 5’-TCGA-3’ ดังนัน้การตัดดวยเอนไซม TaqI จึงไมใหช้ินดี
เอ็นเอมากจนเกินไป สวน MseI นั้นมีตําแหนงจดจําคือ 5’-TTAA-3’ ซ่ึงส่ิงมีชีวิตช้ันสูงมักจะมี  
AT มาก ดังนัน้ MseI จึงตัดไดมากทําใหไดช้ินดีเอน็เอมาก จึงทําใหวเิคราะหผลไดยากกวา 
 

เมื่อพิจารณาเฉพาะในสวนของโพลีมอรฟซึม พบวาคูไพรเมอร EcoRI/MseI ใหคา เฉลี่ย
เทากับ 11.31 แถบ ในขณะที่คูไพรเมอร EcoRI/TaqI คาเฉลี่ยเทากับ 12.25 แถบ ซ่ึงเปนคาเฉลี่ย 
ที่มากกวา Razzoli et al. (2003) ศึกษาในหนู Gerbil ที่คูไพรเมอร EcoRI/TaqI ใหคาเฉลี่ยของโพลี
มอรฟซึมเทากับ 7.5 แถบ จากทั้งหมด 45 คูไพรเมอร แตการศึกษานี้ใชเพียง 8 คูไพรเมอร ซ่ึงเปน
ภาพสะทอนถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของไกพื้นเมืองมากกวาในหนู Gerbil     

                      
 การทําเอเอฟแอลพีเพื่อเปรยีบเทียบแถบดเีอ็นเอของเชิงการตอสูในไกพื้นเมืองกลุมเชิงดี

และเชิงไมดี พบวา EcoRI/MseI combination ไมใหแถบดีเอ็นเอใดๆ ที่แสดงถึงความสัมพันธกับ
ลักษณะเชิงการตอสู สวน EcoRI/TaqI combination ใหแถบดีเอ็นเอ 2 แถบที่จะแสดงถึง
ความสัมพันธกับลักษณะเชงิการตอสูในไกพื้นเมือง (ภาพที่ 3 และ 4) โดยจะพบแถบดีเอ็นเอที่ได
จากคูไพรเมอร E-ATA/T-CTG เกิดขึน้กับไกเชงิดี ในทุกครอบครัว ถึงแมจะพบแถบดีเอ็นเอในไก
เชิงดีในครอบครัวที่ 3 และ 4 และที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA/T-CGA จะพบแถบดีเอน็เอเกิดขึน้กับ
ไกเชิงไมดี ในทุกครอบครัว และถึงแมวาจะพบแถบดเีอ็นเอในไกเชิงไมดีในครอบครัวที่ 2 ซ่ึงใน
กรณีของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากคูไพรเมอร E-ATA/T-CTG ที่ปรากฎในไกเชิงไมดีครอบครัวที่ 3 และ 
4 และแถบดีเอน็เอที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA/T-CGA ที่ปรากฎในไกเชิงไมดีในครอบครัวที่ 2 
อาจเปนความผิดพลาดในการคัดไกเลือกทีม่ีผลตอการรวมดีเอ็นเอเขาดวยกัน อยางไรก็ตามจาก 
การทดลองนีพ้บวาคูไพรเมอร EcoRITaqI นั้นเหมาะกับการนํามาใชศกึษาในสัตวมกีระดกูสันหลัง
เชน ไก มากกวาคูไพรเมอร EcoRI/MseI 

 
ปจจัยที่สงผลใหเกิดแถบดีเอน็เอที่สัมพันธกับลักษณะเชงิการตอสูในไกพื้นเมืองนอย 

ไดแก 
 
1.  ลําดับเบสที่มีความเหมือนกันมาก โดยถาลําดับเบสของสิ่งมีชีวิตที่ใชในการทดลอง

เหมือนกนัมากจะทําใหไดแถบดีเอ็นเอที่แตกตางจํานวนนอย โดยในการทดลองนี้เปนการนําไก 
ที่เปน half-sib มาใชในการทดลอง 
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2.  จํานวนคูไพรเมอรนอย อาจกลาวไดวายิ่งลําดับเบสมีความเหมือนกันมาก จํานวนของ 
คูไพรเมอรยิ่งตองใชจํานวนมากขึ้นดวย เพราะขั้นตอนของการทําเอเอฟแอลพีนั้นจะใชการเพิ่ม 
ช้ินดีเอ็นเอ 2 ขั้นตอน คือ preselective amplification หรือ PCR I และ selective amplification หรือ 
PCR II ซ่ึงกระบวนการในการเพิ่มชิ้นดีเอน็เอเปาหมายทั้ง 2 ขั้นตอนนี้จะตองใชไพรเมอรที่จะถูก
เพิ่มเบสที่ปลาย 3’ ซ่ึงถึงแมวาในธรรมชาติจะมีเบสอยูเพียง 4 ชนิด คอื A, T, C และ G แตถา 
การเลือกเบสไมสัมพันธกับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายทั้งใน PCR I และ PCR II แถบดีเอ็นเอหรือ 
ช้ินดีเอ็นเอเปาหมายกจ็ะไมปรากฏขึ้นเชนเดียวกับ Razzoli et al. (2003) ที่กลาววาจํานวนของ 
แถบดีเอ็นเอทีไ่ดขึ้นอยูกับคูของไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 

 
3.  การเกิดมวิเทชันที่ตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Chaisalee et al. (2005) รายงาน

วามีความเปนไปไดที่ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอนัน้มาจากการเกิดมวิเทชันที่ตําแหนงจดจําของ
เอนไซมตัดจําเพาะ ดังนั้นถาไมเกิดมวิเทชนัในการทดลองที่ใชส่ิงมีชีวติที่มีความเหมอืนกันมาก 
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางก็จะนอยหรือไมเกิดเลย เชนเดียวกับที่ Money et al. (1996) ได
รายงานวาถาลําดับเบสของยนีที่เหมือนกันเกิดความแตกตางกันเชนทีต่าํแหนงเอนไซมตัดจําเพาะ  
ก็จะทําใหได AFLP fingerprint ที่งายตอการแยกความแตกตางและสามารถสรางแผนที่ของยีนได 
 

4.  ลักษณะเชิงการตอสูของไกเปนลักษณะที่ตองการผูคัดเลือกที่มีความชํานาญ และ
ประสบการณสูง การคัดเลือกที่ไมแมนยําอาจทําใหไกทีใ่ชในการทดลองไมไดเปนตวัแทนทีด่ีของ
ไกที่มีช้ันเชิงและไมมีช้ันเชิง 
 

การศึกษานีไ้ดแถบดีเอ็นเอทีอ่าจจะสัมพนัธกับลักษณะเชิงการตอสูในไกพื้นเมืองเพยีงแค 
2 แถบ เทานั้น แตจากการศึกษาบอกไดวาเทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถที่จะนํามาใชเพื่อชวยคนหา 
marker ในไกพื้นเมืองไดและแถบดีเอน็เอที่ไดจํานวน 2 แถบนี้ก็อาจจะนําไปใชสําหรบัชวยในการ
คัดเลือกไกที่มเีชิงดีได ซ่ึงจําเปนตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
 
 



 

 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  เทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถสรางลายพิมพดีเอ็นเอของไกพื้นเมืองที่นํามาทดสอบได 
จากการใชคูไพรเมอรของ EcoRI/MseI 16 combination พบวา ใหจํานวนแถบดเีอ็นเอระหวาง  
10-19 แถบ คิดเปนคาเฉลี่ยเทากับ 14.6 แถบ คูไพรเมอร EcoRI/TaqI combination ใหจํานวนแถบ 
ดีเอ็นเอระหวาง 5-14 แถบ คิดเปนคาเฉลี่ยเทากับ 9.925 แถบ 
 

2.  EcoRI/MseI 16 คูไพรเมอรใหโพลีมอรฟซึมระหวาง 8-15 แถบ ในขณะที่คูไพรเมอร 
EcoRI/TaqI จะใหโพลีมอรฟซึมระหวาง 9-16 แถบ 

 
3.  มี 2 แถบดีเอ็นเอที่แสดงถงึความสัมพันธกับลักษณะเชิงการตอสู ซ่ึงเปนแถบดีเอน็เอ 

ที่ไดจาก คูไพรเมอร E-ATA/T-CTG และ E-ACA/T-CGA โดย E-ATA/T-CTG ใหแถบดีเอ็นเอทีม่ี
ขนาด 290 bp สวน E-ACA/T-CGA ใหแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 400 bp โดยทั้ง 2 แถบที่ได เกดิจากคู
ไพรเมอรของ EcoRI/TaqI combination สําหรับ EcoRI/MseI combination ไมมีไพรเมอรคูใดเลย 
ที่ใหแถบดเีอน็เอที่สัมพันธกับลักษณะเชงิการตอสู 

 
ขอเสนอแนะ 

 
เพื่อใหไดผลการศึกษาที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้น จํานวน combination ของคูไพรเมอรที่เพิ่มขึ้นมี

ความจําเปนตอการศึกษาในสิ่งมีชีวิตที่มีลําดับเบสใกลเคียงกัน เพื่อเพิม่ความละเอียด ความถูกตอง
และความชดัเจนของขอมูล
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ตารางผนวกที่ 1  ไกพื้นเมืองจํานวน 34 ตัว 5 ครอบครัวที่ใชในการวิเคราะหเอเอฟแอลพี 
 

ครอบครัว ลําดับ เบอรขา/ปก อายุ (เดือน) 
 1 141704 14 
 2 137233 18 
1 3 144640 12 
 4 145060 11 
 5 144401 12 
 6 146947 9 
 1 142462 14 
 2 141843 14 
 3 138540 17 
 4 138883 17 
2 5 145116 11 
 6 145118 11 
 7 145119 11 
 8 145239 11 
 9 145242 11 
 1 145424 14 
3 2 141947 14 
 3 144264 12 
 4 144269 12 
 1 136403 19 
 2 136084 19 
 3 129965 25 
 4 136423 19 
4 5 143759 12 
 6 143764 12 
 7 144183 12 
 8 145261 11 
 9 145260 11 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

ครอบครัว ลําดับ เบอรขา/ปก อายุ (เดือน) 
 1 143328 13 
 2 143475 13 
5 3 142850 14 
 4 142866 13 
 5 144673 11 
 6 145386 11 

 
การเตรียมสารเคมี 
 

1. lysis buffer 
250 mM NaCl pH 8.0 
100 mM Tris-HCl 
100mM EDTA pH 8.0 
0.5% SDS 
 
2. TE buffer 
10mM Tris-HCl pH 8.0 
1mM EDTA pH 8.0 
 
3. 10X TBE buffer 1 Liters 
108g Tris base 
55g Boric acid 
40mls 0.5M EDTA (pH 8.0) 
autoclave for 20 min 
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4. AFLP loading buffer 
98% formamide 
10mM EDTA 
0.01% (w/v) bromophenol blue 
0.01% (w/v) xylene cyanol FF 
 
5. สารละลาย silver nitrate 
1% silver 
0.56% formaldehyde 
 
6. developer  
30% sodiumcarbonate 
0.1% sodiumthiosulfate 
0.56% formaldehyde 
 
7. tracking dye 
10mM Tris-HCl pH 7.6  
0.03% bromophenol blue  
0.03% xylene cyanol FF 
60% glycerol  
60mM EDTA 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ชื่อ นายศิริวัฒน  ไทยสนธิ 
เกิดวันท่ี วันที่ 14 สิงหาคม 2525 
สถานที่เกิด  จังหวดัราชบุรี 
ประวัติการศึกษา ปริญญาตรี มหาวิทยาลัยศิลปากร  

คณะสัตวศาสตรและเทคโนโลยีการเกษตร  
 




