
RMUTSB Acad. J. 12(2) : 293-303 (2024) 293 
 

การวเิคราะห์ยนีในไมโทคอนเดรียโดยใช้ยนี D-loop, Phe-tRNA, 12S-rRNA (bar2) 
ในไก่กระดกูด าเปรียบเทยีบกบัพนัธ์ุไก่จากธนาคารยนี 

Analysis of the D-loop, Phe-tRNA, 12S-rRNA (bar2) mitochondrial gene in black-bone 
chickens compared to other chickens from gene banks 

 

ปาลิดา วาจะเสน1 วริาวรรณ นุชนารถ1 สิริวดี พรหมน้อย2 ธนพล พวงมาลี3 และ วันวสิา ชุ่มเงนิ1* 
Palida Vajasen1, Wirawan Nuchchanart1, Siriwadee Phromnoi2, Thanaphon Puangmalee3 

and Wanwisa Chumngoen1* 

 

บทคัดย่อ 
ไก่ด ำเป็นสตัว์เศรษฐกิจสำยพนัธุ์หนึง่ท่ีได้รับควำมนิยมเลีย้งกันอย่ำงแพร่หลำยและมีคุณค่ำทำงโภชนำกำรสูง มีสรรพคุณทำงยำ 

ท ำหน้ำท่ีเป็นสำรต้ำนอนมุูลอิสระและเก่ียวข้องกบักำรท ำงำนของภูมิคุ้มกนั ไก่ด ำจึงเป็นท่ีนยิมบริโภคในกลุม่ของคนท่ีใสใ่จสขุภำพ 
ไก่กระดูกด ำมีควำมหลำกหลำยทำงสำยพนัธุ์ของไก่ท่ีเพำะเลีย้งในประเทศไทยในขณะท่ีไก่ด ำมีรำคำท่ีสงูเม่ือเทียบกับไก่สำยพันธุ์ อ่ืน
โดยเฉพำะไก่ด ำอินโดนีเซียท่ีเป็นไก่ท่ีมีสีด ำตลอดทัง้ตวัจนถึงขน กระดูกและเนือ้ท่ีมีสีด ำจึงมีควำมต้องกำรไก่ด ำอินโดนีเซียท่ีเป็น
สำยพนัธุ์แท้ แต่ในประเทศไทยขำดข้อมูลทำงควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของไก่กระดูกด ำท่ีเพำะเลีย้งในประเทศไทย กำรศึกษำนี ้
จึงมีวตัถุประสงค์หำควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน D-loop, Phe-tRNA และ 12S-rRNA (bar2) ซึง่เป็นยีนในไมโทคอนเดรีย 
เพ่ือหำเคร่ืองหมำยพนัธุกรรม (genetic maker) ท่ีแตกต่ำงกนัในไก่สำยพนัธุ์ต่ำง ๆ โดยใช้ไก่ด ำอินโดนีเซียท่ีเลีย้งในประเทศไทย
จ ำนวน 14 ตวั เปรียบเทียบกบัข้อมูลไก่จำกฐำนข้อมูล GenBank จ ำนวน 70 ตวัอย่ำง โดยท ำกำรวเิครำะห์โดยใช้ PCR และน ำ PCR 
product ไปวเิครำะห์หำล ำดบัเบส ท ำกำรหำ haplotype โดยใช้ DnaSP6 และสร้ำงต้นไม้ววิฒันำกำรโดยใช้ MEGA 11 ผลกำรวเิครำะห์
พบวำ่ ไก่ด ำอินโดนีเซียสว่นใหญ่มีล ำดบันวิคลีโอไทป์ในส่วนของยีนเปำ้หมำยมีควำมแตกต่ำงอย่ำงจ ำเพำะจำกไก่ชนดิอ่ืน (outgroup) 
แต่มีล ำดบันวิคลีโอไทป์ใกล้เคียงกบัไก่ซลิกีท่ี้สดุโดยดูจำกผลท่ีแสดงใน phylogenetic tree ผลของ haplotype พบวำ่ในไก่ด ำอินโดนีเซีย
ถูกแบง่ออกเป็น 7 haplotypes จึงสำมำรถบง่บอกถึงควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมท่ีมีสงูของไก่ด ำอินโดนีเซียในประเทศไทยได้ 
และพบวำ่ล ำดบัเบสตรงต ำแหนง่ท่ี 812 bp มีล ำดบัเบสจ ำเพำะใน haplotypes 1-7 ของไก่ด ำอินโดนีเซียโดยมีเบสเป็น T ทัง้หมด ในขณะท่ี 
haplotypes 8-14 ของไก่จำกฐำนข้อมูล GenBank มีเบสเป็น C ทัง้หมด ดงันัน้ ในงำนวจิยัต่อไปสำมำรถน ำล ำดบันวิคลีโอไทป์ของไก่ด ำ
อินโดนีเซียในต ำแหนง่ 812 bp ท่ีเป็นต ำแหนง่สนปิส์ (SNPs) สำมำรถพฒันำเป็น molecular maker ใช้ในกำรคดัเลือกไก่ด ำได้ในอนำคต 
ค าส าคัญ: ไก่กระดูกด ำ  ควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม  ไก่ด ำอินโดนีเซีย  ไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอ 
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Abstract 
Black chickens are an economically important animal species that are extensively grown, having high nutritional 

value and therapeutic characteristics, which work as an antioxidant and play a role in immunological function. They are popular 
among health-conscious individuals. Black-bone chicken is a variety of chicken breeds raised in Thailand, while black 
chickens are expensive compared to other chicken breeds, especially Indonesian black chickens which are black throughout 
the body even the feathers, bones and meat. So, there is a demand for pure breed Indonesian black chickens. However, 
there is a lack of information on the genetic diversity of black-bone chickens raised in Thailand. This study aimed to find the 
genetic diversity of the D-loop, Phe-tRNA and 12S-rRNA (bar2) genes located in the mitochondria. The 14 Indonesian black 
chickens grown in Thailand were compared to 70 samples of chicken data from the GenBank database to identify genetic 
markers that differ in different chicken breeds. The analysis was performed using PCR and then the PCR product was 
analyzed to determine the base sequence. The haplotypes were determined using DnaSP6 and the phylogenetic tree 
was constructed using MEGA 11. The results found that most Indonesian black chickens had nucleotide sequences of 
their target genes that were uniquely different from those of other chickens (outgroup). On the other hand, they had 
nucleotide sequences that were closest to the Silkie chickens, based on the results shown in the phylogenetic tree. The 
results of the haplotype found that Indonesian black chickens were divided into 7 haplotypes, indicating the high genetic 
diversity of Indonesian black chickens in Thailand. It also was found that the sequence at position 812 bp had a specific 
sequence in haplotypes 1-7 of Indonesian black chickens with T bases, while haplotypes 8-14 of chickens from the 
GenBank database had all C bases. In future study, the nucleotide sequence of Indonesian chickens at the 812 bp location, 
specifically the SNPs, can be utilized as a molecular marker to identify and select black chickens. 
Keywords: black-bone chicken, genetic diversity, Indonesian black chicken, mitochondrial DNA 
 

บทน า 
 

ไ ก่ ก ร ะ ดู ก ด ำ  ( black-bone chicken)  มี
ลกัษณะเด่นที่แตกต่ำงจำกไก่ทั่วไป คือ มีกำรสะสม
เม็ดสีเมลำนิน (melanin) ในปริมำณสงูกว่ำปกติหรือ
เรียกว่ำ hyperpigmentation บริเวณผิวหนงัและอวัยวะ
ภำยในร่ำงกำย รวมทัง้เนือ้เย่ือเก่ียวพนัต่ำง ๆ ภำยใน
ร่ำงกำย จึงท ำให้บริเวณที่มีกำรสะสมเม็ดสีเหล่ำนัน้ 
มีสีด ำ เป็นผลเนื่องมำจำกกำรกลำยพันธุ์ในระดบัยีน 
(gene mutation) และกำรท ำงำนร่วมกันระหว่ำงยีน 
(gene interaction) (Dorshorst, Okimoto, & Ashwell, 
2010) ลกัษณะปรำกฏของกำรสะสมเม็ดสีที่ผิดปกติ
บริเวณเนือ้เย่ือต่ำง ๆ เหลำ่นีถ้กูเรียกว่ำ fibromelanosis 

(Fm) (Muroya, Tanabe, Nakajima, & Chikuni, 2000) 
ต้นก ำเนิดของไก่กระดูกด ำถูกสนันิษฐำนว่ำมำจำก
ประเทศจีน อินเดีย และอินโดนีเซีย  ไก่กระดูกด ำมี
หลำกหลำยสำยพันธุ์  ซึ่งสำยพันธุ์ไก่กระดูกด ำที่ถูก
บันทึกลงในฐำนข้อมูล  DAD-IS (domestic animal 
diversity information system) ของ  FAO (food and 
agriculture organization of the united nations) มี
ทัง้หมด 25 สำยพันธุ์  (Lukanov, & Genchev, 2013) 
เกือบทัง้หมดมีต้นก ำเนิดมำจำกเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ 
ไก่กระดกูด ำถกูยกให้เป็นสตัว์เศรษฐกิจสำยพนัธุ์หนึ่ง
ที่ได้รับควำมนิยมเลีย้งกนัอย่ำงแพร่หลำยในประเทศไทย 
เนื่องจำกเป็นสัตว์ที่ เลีย้งง่ำยเหมือนไก่บ้ำนทั่วไป  
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และสำมำรถขำยได้รำคำดี รูปร่ำงค่อนข้ำงแตกต่ำง
จำกไก่พืน้เมืองทั่วไป ตรงที่มีผิวหนังสีด ำ สรรพคุณ
ทำงยำมำกมำย ทัง้กำรเพิ่มประสิทธิภำพกำรท ำงำน
ของร่ำงกำย บ ำรุงสุขภำพผู้ สูงอำยุ หญิงมีครรภ์   
และผู้ ป่วย อีกทัง้ยังมีคุณค่ำทำงโภชนำกำรสงู ทัง้นี ้
สดี ำที่ปรำกฏในเนือ้และกระดูกนัน้เป็นผลมำจำกกำร
ท ำงำนของสำรเมลำนิน (melanin) ซึง่พบว่ำท ำหน้ำที่
เป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระและเก่ียวข้องกบักำรท ำงำน
ของภูมิคุ้ มกัน และเมื่อรับประทำนไก่ด ำจะช่วยลด
กำรเกิดโรคมะเร็ง โรคหัวใจ ท ำให้ไก่ด ำเป็นที่นิยม
บริโภคในกลุ่มของคนที่ใส่ใจสุขภำพทัง้ในประเทศ
และต่ำงประเทศ (Shii et al., 2022; Yu, Wang, Liao, & 
Tang, 2018) แต่ในปัจจุบันไก่ด ำยังไม่มีข้อมูลทำง
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของไก่กระดูกด ำ  
ที่เพำะเลีย้งในประเทศไทยรวมทัง้ข้อมลูของต้นก ำเนิด 
ที่แท้จริงของไก่ด ำสำยพันธุ์แท้จึงมีกำรศึกษำควำม
หลำกหลำยทำงพันธุกรรมและข้อมูลทำงพันธุกรรม
ของไก่ด ำในประเทศไทยเพิ่มมำกขึน้ 

ไก่ด ำอินโดนีเซีย เป็นที่ รู้จักกันในชื่อ Ayam 
Cemani หรือ Ayam Kedu เป็นไก่ท้องถ่ินที่เกิดจำก
กำรเลีย้งไก่ป่ำ 4 สำยพันธุ์มำนำนเป็นเวลำหลำยปี  
ประกอบด้วยไก่ป่ำสีเขียว (Gallus varius), ไก่ป่ำสีแดง 
(Gallus gallus), ไก่ป่ำสเีทำอินเดีย (Gallus soneratti) 
และไก่ป่ำสีส้มซีลอน (Gallus lavayetti) (Muladno, 2008) 
โดยมีต้นก ำเนิดมำจำกเมืองเตมนักงุ (Temanggung) 
ในชวำกลำง (Habsari, Nugroho, & Azizah, 2018) 
ชำวอินโดนีเซียเชื่อว่ำไก่ด ำมีควำมเก่ียวข้องกับเร่ือง
สิ่งลีล้บัในอินโดนีเซีย บำงภูมิภำคมักใช้ไก่พันธุ์นี ใ้น
งำนทำงศำสนำหรือประเพณีของชำวอินโดนีเซีย  
และเป็นไก่ที่มีเอกลักษณ์ที่สุดในอินโดนีเซียโดยมี 

สดี ำตลอดทัง้ตัวจนถึงกระดกู ขน จะงอยปำก ผิวหนัง 
เลบ็ และเนือ้ที่มีสดี ำ เมื่อไก่อำยมุำกขึน้สก็ีจะด ำมำก
ขึน้ จึงเรียกว่ำไก่ด ำ ไก่ด ำอินโดนีเซียมีรำคำค่อนข้ำง
สูงเพรำะเป็นไก่หำยำกที่ เชื่อกันว่ำมีคุณค่ำทำง
กำรแพทย์ ได้แก่  กำรรักษำโรคหัวใจ  หลอดเลือด  
และระบบทำงเดินหำยใจ เป็นเหตผุลที่คนจ ำนวนมำก
ต้องกำรไก่ด ำอิน โดนี เซี ยเพื่อบ ริโภคและ เ ลี ย้ ง 
เพื่อกำรปศุสตัว์ (Kostaman, Sopiyana, Isbandi, & 
Pasaribu, 2021) 

จีโนมไมโทคอนเดรียของไก่เป็นโมเลกลุ DNA 
ทรงกลมมีควำมยำวล ำดับเบสทัง้หมด 16,785 bp 
(Bao, Zhao, Li, & Wu, 2008) ซึ่งประกอบด้วยรหัส
โปรตีนจ ำนวน 13 ยีน, ribosomal RNA (rRNA) จ ำนวน 
2 ยีน และ transfer RNA ( tRNA)  จ ำนวน 22 ยีน  
ในลกัษณะเดียวกับไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอ (mtDNA) 
ชนิดอื่นของสตัว์มีกระดูกสนัหลงั (Desjardins, & Morais, 
1990) mtDNA เป็นกำรถ่ำยทอดทำงพันธุกรรมจำกมำรดำ 
(maternal inheritance) (Miao et al., 2013) ท ำให้ไก่มีรหัส
พันธุกรรมของ mtDNA เหมือนกัน นอกจำกนี ้mtDNA 
ไม่มีกำร recombination (lack of recombination) และมี
ควำมผันแปรของล ำดับเบส (mutation rate) สูงกว่ำใน 
nuclear DNA (Meerasen, Duangjit, & Yasothonsrikul, 
2009) บริเวณ control region หรือ displacement loop 
(D-loop) ใน mtDNA มีข้อมูลควำมหลำกหลำยสงูเป็น
บริเวณที่นิยมวิจัยทรัพยำกรพนัธุกรรมที่ส ำคัญในกำร
หำควำมสมัดนนพันธ์ทำงสำยวิวฒันำกำร ตรวจสอบ
ต้นก ำเนิดของมำรดำ ประเมินควำมหลำกหลำยของ
ประชำกร และก ำหนดโครงสร้ำงสำยวิวัฒนำกำร 
(Groeneveld et al., 2010; Wilkinson, Wiener, Teverson, 
Haley, & Hocking, 2012) 
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mtDNA เ ป็นหนึ่งในเคร่ืองหมำยบน DNA  
ที่ใช้กันอย่ำงแพร่หลำยมำกที่สุดในกำรศึกษำทำง
พันธุกรรมเพื่อกำรอนุรักษ์ เพื่อประเมินวิวัฒนำกำร 
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของประชำกร  
และควำมสมัพันธ์ของบุคคล (Arif et al., 2011) และ
ตัง้แต่ปี 1990 เป็นต้นมำ mtDNA D-loop ถูกน ำมำ 
ใช้กันอย่ำงแพร่หลำยในกำรติดตำมประวัติกำรเลีย้ง
ไก่เนื่องจำกมีอัตรำกำรกลำยพันธุ์สูง (Di Lorenzo, 
Ceccobelli, Panella, Attard, & Lasagna, 2015; Lan, 
Hu, Zhu, & Liu, 2017) กำรหำเคร่ืองหมำยพนัธุกรรม 
(genetic maker) ที่แตกต่ำงกันในไก่สำยพันธุ์ ต่ำง ๆ 
และกำรศึกษำควำมสมัพันธ์เชิงวิวัฒนำกำรและกำร
สืบต้นก ำเนิดของไก่สำยพันธุ์ ต่ำง ๆ นอกจำกนี ้Cui, 
Ibtisham, Xu, Huang, & Su (2017) ได้พัฒนำ DNA 
barcoding เพื่อใช้คัดเลือก ไก่พืน้เมืองของจีนโดย 
ได้ออกแบบไพร์เมอร์ของ PCR จำกยีน cytochrome c 
oxidase I (COI) ออกมำ 2 ชุดคือ bar1 และ bar2 
หลงัจำกนัน้มีกำรน ำ bar2 มำใช้เพื่อหำควำมหลำกหลำย
ทำงพันธุกรรมของไก่พืน้เมืองในประเทศไทยหลำย
งำนวิจยัเชน่ Likittrakulwong, Poolprasert, & Roytrakul 
(2018) ได้น ำ bar2 มำใช้เพื่อศกึษำควำมหลำกหลำย
ของไก่ไข่ ไก่ต่อ และไก่เหลอืงหำงขำวและได้รำยงำนว่ำ 
bar2 นัน้ไม่ได้มำจำกยีน COI แต่มำจำก mtDNA  
D-loop และ Siriwadee, Wirot, Thanapol, & Wirawan 
(2023) ได้น ำ bar2 มำใช้เพื่อศกึษำควำมหลำกหลำย
ของไก่เขียวพำลีกับไก่พืน้เมืองของประเทศไทย และ
แสดงว่ำ bar2 มำจำก 3 สว่นของยีนใน mtDNA คือ ยีน 
D-loop, Phe-tRNA และ 12S-rRNA จงึมีกำรน ำ bar2 
มำใช้เพื่อหำควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมในงำนวิจัยนี  ้
ซึ่งงำนวิจัยนีส้ำมำรถเป็นแนวทำงที่จะช่วยในกำร

อนุรักษ์และหำเคร่ืองหมำยทำงพันธุกรรมเพื่อช่วย 
ในกำรพฒันำปรับปรุงสำยพนัธุ์ไก่โดยกำรประยุกต์ใช้
ข้อมลู SNPs มำใช้จะช่วยให้สำมำรถคดัเลอืกสัตว์ได้
ตัง้แต่อำยุยังน้อย (Wolc et al., 2011) และลดกำรเกิด
อัตรำ เลือดชิ ด  (Daetwyler, Villanueva, Bijma, & 
Woolliams, 2007) รวมทัง้ยังเป็นข้อมูลทำงควำม
หลำกหลำยทำงพันธุกรรมของไก่กระดูกด ำที่เพำะเลีย้ง
ในประเทศไทยในอนำคตต่อไป 

ดังนัน้วัตถุประสงค์ในงำนวิจัยนีจ้ึงเพื่อหำ
ควำมหลำกหลำยและศึกษำควำมสมัพันธ์เชิงวิวฒันำกำร
ของไก่กระดูกด ำโดยศึกษำในยีน D-loop, Phe-tRNA 
และ 12S rRNA ของไมโทคอนเดรียในไก่กระดูกด ำ
และไก่สำยพนัธุ์พืน้เมืองจำกฐำนข้อมลู GenBank 

 
วิธีการศึกษา 

การสุ่มตัวอย่างและการเก็บรวบรวมข้อมูล 
งำนวิจัยนีไ้ด้รับกำรอนุมัติจำกคณะกรรมกำร

จรรยำบรรณและมำตรฐำนกำรเลีย้งและกำรใช้สัตว์
เพื่องำนทำงวิทยำศำสตร์ของมหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์ 
(เลขที่ ACKU65-AGK-027) โดยท ำกำรเก็บเลือดไก่ด ำ
อินโดนีเซีย จำกฟำร์มไก่เอกชน อ ำเภอก ำแพงแสน 
จงัหวดันครปฐม ระบบกำรเลีย้งแบบเล้ำเปิด แบ่งเป็น 
3 คอก ๆ ละ 10 ตวั ท ำกำรคดัเลอืกไก่เพศเมีย อำย ุ7-8 
เดือน น ำ้หนกัประมำณ 1.70-2 กิโลกรัม จ ำนวน 20 ตวั 
ท ำกำรเจำะเส้นเลอืดด ำที่ปีกโดยใช้เข็มฉีดยำที่ปลอด
เชือ้และเก็บไว้ในหลอดเก็บเลือด จำกนัน้เก็บไว้ที่ตู้ เย็น
อณุหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ตวัอย่ำงเลอืด (1 มิลลลิติร) 
ผสมกบัสำรละลำยต้ำนกำรแข็งตัวของเลอืด 0.50 มิลลิลิตร 
[กรดเอทิลนีไดอำมีนเตตรำอะซิติก (ethylene diamine 
tetra-acetic acid: EDTA)] เพื่อใช้ส ำหรับกำรวิเครำะห์
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ทำงพันธุกรรม และจำกนัน้เก็บไว้ที่ตู้ เย็นอุณหภูมิ  
-20 องศำเซลเซียส เพื่อรอกำรน ำไปสกดัดีเอ็นเอต่อไป  
 

การวิเคราะห์ทางพันธุกรรมโดยใช้ล าดับ mtDNA 
 

1. กำรสกดั DNA 
น ำตัวอย่ำงเลือดที่เก็บมำจำกฟำร์มละลำย

แล้วดูดใส่หลอดใหม่ 100 ไมโครลิตร จำกนัน้น ำมำ
ป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ือง centrifuge ที่ควำมเร็ว 12,000 
รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที แล้วเทสว่นที่เหลวออก 
เ ติม CTAB buffer 600 ไมโครลิตรต่อ 1 ตัวอย่ำง  
เติม proteinase K ที่ควำมเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยเติม 20 ไมโครลิตรต่อ 1 ตัวอย่ำง แล้ว 
vortex ให้เข้ำกนั น ำไปบ่มข้ำมคืนที่อณุหภูมิ 65 องศำ-
เซลเซียส ด้วยเคร่ือง heatblock แล้วน ำแช่ที่ตู้ เ ย็น
อณุหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำคร่ึงชัว่โมง แล้ว
ท ำให้ละลำยที่อุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส 15 นำที 
จำกนัน้ใส่ chloroform : isoamyl alcohol (IAA)(24:1) 
500 ไมโครลิตรต่อ 1 ตัวอย่ำง vortex ให้เข้ำกัน แล้ว
น ำเข้ำเคร่ือง centrifuge ที่ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อ
นำที เป็นเวลำ 10 นำที จำกนัน้ดูดส่วนใสด้ำนบนใส่ 
tube ใหม่ ประมำณ 400 ไมโครลติร เติม isopropanal 
1000 ไมโครลิตรต่อ 1 ตัวอย่ำง แล้ว invert ให้เข้ำกนั
แล้วน ำแช่ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ทิง้ไว้ข้ำมคืน 
น ำออกมำ centrifuge ที่ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อ
นำที เป็นเวลำ 10 นำที แล้วเทของเหลวออกให้เหลอื
ตะกอน เติม 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol น ำ centrifuge ที่
ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที แล้ว
เทของเหลวเพื่อน ำไปตำกตะกอนให้แห้ง เมื่อตะกอน
แห้งใส่ TE buffer 120 ไมโครลิตรต่อ 1 ตัวอย่ำง เพื่อ
ท ำให้ตะกอนละลำยและ vortex ให้เข้ำกัน (Robertson, 
Shore, & Miller, 1997) 

2. กำรท ำ PCR และหำล ำดบัเบส DNA  
 

วัดควำมเข้มข้น DNA ที่สกัดได้จำกกำรสกัด 
DNA โดยใช้เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่มีค่ำกำร
ดูดกลืนที่ 260/280 นำโนเมตร และปรับควำมเข้มข้น
ของ DNA ให้เท่ำกันทุกตัวอย่ำง น ำไปท ำ PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่คู่จ ำเพำะกับยีน D-loop, Phe-tRNA และ 
12S-rRNA ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA)  
มีขนำดของ PCR product ที่ 648 bp (bar2 F 5′- TCA AGT 
GAA GCC TGG ACT AC-3′, bar2 R 5′- TGC GGA TAC TTG 

CAT GTA TAT- 3′) (Likittrakulwong, Poolprasert, & 
Roytrakul, 2018) ปฏิกิริยำ PCR แต่ละปฏิกิริยำถูก
ด ำเนินกำรโดยใช้ปริมำตรสุดท้ำย 25 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยน ำ้บริสทุธ์ิที่ปรำศจำกเชือ้ 10.50 ไมโครลติร, 
มำสเตอ ร์มิก ซ์  RealStartDNA 17.50 ไมโครลิตร ,  
F ไพรเมอร์ 1 ไมโครลติร (10 มิลลโิมลำร์), R ไพรเมอร์ 1 
ไมโครลิตร (10 มิลลิโมลำร์)  และเทมเพลต DNA 5 
ไมโครลิตร โปรแกรมของ PCR ประกอบด้วย  pre 
denaturing 5 นำทีที่ อุณหภูมิ  94 องศำเซล เ ซี ย ส  
ตำมด้วย denaturing 30 วินำที ที่อุณหภูมิ 94 องศำ-
เซลเซียส, annealing 30 วินำที ที่อุณหภูมิ 50 องศำ-
เซลเซียส,  extension 1 นำที ที่อุณหภูมิ 68 องศำ-
เซลเซียส  วนกลับไปที่  denaturing ท ำซ ำ้  35 รอบ  
และสุดท้ำย final extension 5 นำทีที่อุณหภูมิ  68  
องศำเซลเซียส PCR product ตรวจสอบผลภำยใต้แสง
ยูวีหลังจำกท ำอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอำกำโรส 2 
เปอร์เซ็นต์ ที่ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (Robertson, 
Shore, & Miller, 1997) ส่ง ไป เพื่ อท ำ  PCR product 
gel extraction และหำล ำดับเบสโดยกำรส่งไปยัง 
บริษัท เอ ที จี ซี จ ำกัด กรุงเทพมหำนคร ประเทศไทย  
ที่ใช้เคร่ือง 3730XL ในกำรวิเครำะห์ดีเอ็นเอ 
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การจดัข้อมูล DNA sequencing และหา haplotype 
จดัข้อมลู DNA sequencing ของไก่กระดูกด ำ

อินโดนี เซียและข้อมูลล ำดับเบสจำกฐำนข้อมูล  
NCBI โ ดย ใ ช้ โป รแกรม  molecular evolutionary 
genetics analysis 11 (MEGA 11) เพื่อท ำกำร multiple 
sequence alignment โดยใช้ CLUSTALW และตัด
ล ำดับเบสส่วนเกินที่ไม่เข้ำกันออก จำกนัน้ยืนยัน
ต ำแหน่งสนิป (SNP) และหำ haplotype โดยกำร 
ใช้โปรแกรม DNA sequence polymorphism 6 (DnaSP6) 
(Rozas et al., 2017)  เพื่ อท ำกำรหำ  haplotype  
และหำต ำแหน่งของ haplotype จำกกำรท ำ  DNA 
sequencing เปรียบเทียบกบัข้อมลูอ้ำงอิงจำก NCBI  

 

การท าต้นไม้วิวัฒนาการ (phylogenetic tree)  
ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  molecular evolutionary 

genetics analysis 11 (MEGA 11) เ พื่ อ ท ำ ก ำ ร
วิเครำะห์ phylogenetic tree โดยใช้วิธี  maximum 
likelihood (Tamura et al., 2011) และ ใ ช้ โม เ ด ล 

Tamura-Nei (Tamura, & Nei, 1993) +G, parameter 
เพื่อท ำให้ผลออกมำเป็นกรำฟต้นไม้วิวัฒนำกำร 
(phylogenetic tree) 
 

 
ผลการศึกษาและอภิปรายผล 

ผลการท า PCR และหาล าดับเบส DNA ของไก่ด า 
ผลกำรท ำ PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่คู่จ ำเพำะ 

กับยีน D-loop, Phe-tRNA และ 12S-rRNA ในไมโท-
คอนเดรียดีเอ็นเอ (mtDNA) มีขนำดของ PCR product 
ที่  648 bp และถูกท ำให้มองเห็นภำยใต้แสงยู วี   
หลังจำกท ำอิ เล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอำกำโรส 2 
เปอร์เซ็นต์  ที่ ย้อมด้วยเอธิ เ ดียมโบรไมด์ พบว่ ำ
บำร์โค้ด DNA ของตัวอย่ำงไก่ด ำอินโดนีเซียจำก 20 
ตัว เมื่อมองภำยใต้แสงยูวีพบ  PCR product ของ 
ไก่ด ำอินโดนีเซีย 14 ตัวที่ควำมเข้มของแบนเพียงพอ 
ต่อกำรน ำส่งไปหำล ำดับเบส และมีขนำดของ  PCR 
product อยู่ในขนำดประมำณ 650 bp ดงั (Figure 1)

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 1 Electrophoresis on a 2% agarose gel of D-loop, tRNA, and rRNA genes in mitochondrial DNA 
 (mtDNA) of 14 Indonesian black chickens. PCR product size of 648 bp. (M:DNA marker 
 100 bp ladder). 
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ผลการหา haplotype 
 

กำรวิเครำะห์ควำมหลำกหลำยล ำดบันิวคลีโอไทป์
ของยีน D-loop, Phe-tRNA และ 12S-rRNA จำกไก่ด ำ
อินโดนีเซีย 14 ตัวอย่ำง และข้อมูลไก่จำกฐำนข้อมูล 
GenBank 70 ตวัอย่ำง รวมทัง้หมดในกำรวิเครำะห์กำรหำ 
haplotype 84 ตัวอย่ำง พบ haplotype ทัง้หมด 14 
haplotype ไก่ด ำอินโดนีเซียมี haplotype ทัง้หมด 7 
haplotype อยู่ใน haplotype 1-7 โดย haplotype 1 
มีไก่ด ำอินโดนีเซียมำกที่สดุ คือ B5, B11, B13, B14, B18 
และ B21 สว่นของ haplotype 2 มีไก่ด ำอินโดนีเซียจ ำนวน 
2 ตัว คือ B3 และ B7 ส่วนของ haplotype 3 มีไก่ด ำ
อินโดนีเซียจ ำนวน 2 ตัว คือ B9 และ B16 ส่วนของ 
haplotype 4-7 มีไก่ด ำอินโดนีเซียจ ำนวน 1 ตวั คือ B10, 
B12, B17 และ B20 ตำมล ำดับ และไก่ส่วนใหญ่จำก
ฐำนข้อมูล GenBank อยู่ใน haplotype 9 และ haplotype 
13 จ ำนวน 28 และ 34 ตวัอย่ำง ตำมล ำดบั และต ำแหน่ง
ของนิวคลีโอไทป์ต่ำงกัน 17 ต ำแหน่ง คือ 801, 802, 
803, 812, 834, 907, 919, 930, 1149, 1151, 1255, 1256, 
1310, 1318, 1347, 1381 และ 1392 bp ดงั (Table 1) 
ผล haplotypes ทัง้หมดท ำให้พบว่ำล ำดับเบสตรง
ต ำแหน่งที่ 812 bp มีล ำดับเบสจ ำเพำะส ำหรับไก่ด ำ
อินโดนีเซีย โดยที่ใน haplotypes 1-7 ของไก่ด ำมีเบส
เป็น T ทัง้หมด ในขณะที่ haplotypes 8-14 ของไก่จำก
ฐำนข้อมูล GenBank มีเบสเป็น C ทัง้หมด จำกกำร
ทดลองแสดงให้เห็นได้อย่ำงชัดเจนว่ำไก่ด ำอินโดนีเซีย
ที่เลีย้งในประเทศไทยมีควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม
ที่สงูโดยดจูำกผลที่แสดงไก่ด ำอินโดนีเซียมี haplotype 
ทัง้หมด 7 haplotype กำรที่ไก่สำยพันธุ์ เดียวกันสำมำรถ
มี haplotype ในไมโทคอนเดรียต่ำงกันได้นัน้เกิดจำกกำร
ที่มีบรรพบรุุษต่ำงกนัเพรำะ mtDNA เป็นกำรถ่ำยทอด

ทำงพันธุกรรมจำกมำรดำ (maternal inheritance) 
(Miao et al., 2013) และไม่มีกำร recombination จะท ำให้
ไก่มีรหสัพนัธุกรรมของ mtDNA เหมือนกนัจงึสำมำรถ
ใช้เพื่อวิเครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมได้ 

 

ผลการวิเคราะห์ต้นไม้วิวัฒนาการ phylogenetic tree 
กำรวิเครำะห์ล ำดบัเบสของไก่ด ำอินโดนีเซีย 14 ตวั 

ได้แก่ B3, B5, B7, B9, B10, B11, B12, B13, B14, B16, 
B17, B18, B20 และ B21 ใน mtDNA บริเวณยีน D-loop, 
Pre-tRNA และ 12S-rRNA น ำข้อมลูล ำดบัเบสที่ได้ส่ง
เข้ำฐำน GenBank ภำยใต้หมำยเลข OP661325.1, 
OP661327.1, OP661326.1, OP661328.1, OP661329.1, 
OP661330.1, OP661331.1, OP661332.1, OP661333.1, 
OP661334.1, OP661335.1, OP661336.1, OP661337.1 
และ OP661338.1 ตำมล ำดบั แล้วน ำมำเปรียบเทียบ
กบัล ำดบันิวคลีโอไทป์จำกฐำนข้อมูล GenBank และ
เป็นยืนยันว่ำล ำดับนิวคลีโอไทป์ที่ ได้จำกไก่ด ำคือ
ล ำดับนิวคลีโอไทป์ของยีน D-loop, Phe-tRNA และ 
12S-rRNA จำกไก่สำยพันธุ์ ต่ำง ๆ โดยมีล ำดับเบส
คล้ำยกันและพบว่ำมีล ำดับนิวคลีโอไทป์ที่คล้ำยกับ
ตัวอย่ำงในงำนวิจัย 99-100 เปอร์เซ็นต์ จ ำนวน 70 
ตัวอย่ำง จำกนัน้ใช้โปรแกรม Molecular evolutionary 
genetics analysis 11 (MEGA 11) เพื่อท ำกำรวิเครำะห์ 
phylogenetic tree 

ผลกำรวิเครำะห์ phylogenetic tree ดงั (Figure 2) 
ตัวอย่ำง B5, B9, B10, B11, B12, B13, B14, B16, B17, 
B18, B20 และ B21 เปรียบเทียบกบัข้อมลูจำกฐำนของ 
NCBI ผลกำรวิเครำะห์พบว่ำ ไก่ด ำอินโดนีเซียส่วน
ใหญ่มีล ำดับนิวคลีโอไทป์ในส่วนของยีนเป้ำหมำยมี
ควำมแตกต่ำงอย่ำงจ ำเพำะจำกไก่ชนิดอื่น (outgroup) 
แต่ไก่ด ำอินโดนีเซียส่วนใหญ่มีระดับวิวัฒนำกำรที่
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ใกล้เคียงกับไก่ซิลกีจ้ำกประเทศจีน เมื่อเปรียบเทียบ
ลกัษณะภำยนอกพบว่ำไก่ทัง้สองชนิดมีผิวหนังและ
อวยัวะภำยในที่เป็นสดี ำเหมือนกนั งำนวิจยัของ Prakash 
et al. (2023) ได้แสดงให้เห็นว่ำไก่ซิลกีม้ียีนจ ำเพำะที่ท ำ
ให้เกิดรอยด ำจำกกำรเพิ่มจ ำนวนของยีน endothelin 3 
(EDN3) ซึ่งท ำให้เกิดเม็ดสีเมลำนิน (melanin) สีด ำหรือ
สีเข้มจ ำนวนมำกในเนือ้เย่ือทัง้ภำยในและภำยนอก 
(ผิวหนัง) ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Dharmayanthi 
et al. (2017) กล่ำวว่ำไก่ด ำอินโดนีเซียแสดงรอยด ำ

บนผิวหนังหรือ fibromelanosis คล้ำยกับไก่ซิลกีข้อง
ประเทศจีน เนื่องจำกมียีน endothelin 3 (EDN3) มี 2 
ชุดบนโครโมโซมที่ 20 และไก่ด ำอินโดนีเซีย B3 และ 
B7 มีระดับวิวัฒนำกำรที่ใกล้เคียงกับไก่แจ้ (Kai-Tor),  
ไก่เหลอืงหำงขำว (WTY), ไก่ไข่ (HL) ซึง่เป็นไก่พืน้เมือง
ของประเทศไทยและไก่เจิ ง้หยำงจำกประเทศจีน  
ท ำให้สนันิษฐำนได้ว่ำไก่ด ำอินโดนีเซียในประเทศไทย
อำจมีกำรผสมข้ำม (crossbreed) กบัไก่พืน้เมืองของ
ประเทศไทย 

 

 
Figure 2 Phylogenetic tree of chicken breeds from mitochondrial genes using the Tamura-Nei model 
 (Tamura, & Nei, 1993) +G, parameter, repeated at 100 bootstrap. 
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Table 1 Polymorphic sites of haplotypes. 
haplotype 

polymorphic nucleotide site no. 
birds 801 802 803 812 834 907 919 930 1149 1151 1255 1256 1310 1318 1347 1381 1392 

1 A G T T G T G T A G T G A G A A G 6 
2 * * * * * * * * G * * * G * G G * 2 
3 * * * * * * * * * A * * * * * * * 2 
4 * * * * * * * * * A * * * A * * * 1 
5 G T C * * A * * * * * * * * * * A 1 
6 T T C * * * * * * A * * * * * * * 1 
7 * * * * * * * * * * * * * * G * * 1 
8 G T C C * * * * G * C A G * G G * 3 
9 G T C C * * * * G * * * G * G G * 28 
10 G T C C * * A * G * C * G * G G * 1 
11 G T C C A * * * G * C A G * G G * 1 
12 G T C C * * * * * * * * * * G G * 1 
13 G T C C * * * * G * C * G * G G * 34 
14 G T C C * * * C G * C * G * G G * 1 

note: * indicates nucleotides that are identical to haplotype 1. 

 
สรุป 

 

ผลข อ ง  phylogenetic tree พ บ ว่ ำ ไ ก่ ด ำ
อิน โดนี เ ซี ย  (B5, B9, B10, B11, B12, B13, B14, 
B16, B17, B18, B20 และ  B21)  มีควำมสัมพัน ธ์
ใกล้เคียงกับไก่ซิลกีม้ำกที่สุด สนันิษฐำนได้ว่ำไก่ด ำ
อินโดนีเซียและไก่ซิลกีม้ีบรรพบุรุษร่วมกัน และไก่ด ำ
อินโดนีเซีย (B3 และ B7) มีกำรผสมข้ำมสำยพันธุ์  
(crossbreed) กับไก่พืน้เมืองของประเทศไทย ท ำให้ 
มีนิวคลีโอไทด์ในส่วนของไมโทคอนเดรียใกล้เคียง  
กับ ไ ก่ประจ ำ ถ่ินของประ เทศไทย  และผลของ 
haplotypes พบว่ำไก่ด ำอินโดนีเซียมีควำมหลำกหลำย
ทำงพันธุกรรมเนื่องจำกสำมำรถแบ่ง haplotype  
ได้ออกเป็น 7 haplotype จำกไก่ด ำอินโดนีเซียทัง้หมด 
14 ตัว ซึ่งสำมำรถบ่งบอกถึงควำมหลำกหลำยทำง
พันธุกรรมที่มีสงูของไก่ด ำอินโดนีเซียในประเทศไทย
ได้ และสำมำรถพบเบสที่มีควำมจ ำเพำะกับไก่ด ำ
อินโดนี เซียที่ ล ำดับ เบสตรงต ำแหน่งที่  812 bp  
มีล ำดับเบสจ ำเพำะใน haplotypes 1-7 ของไก่ด ำ 

โดยมีเบสเป็น T ทัง้หมด ในขณะที่ haplotypes 8-14 
ของไก่จำกฐำนข้อมลู GenBank มีเบสเป็น C ทัง้หมด 
ดังนัน้ ในงำนวิจัยต่อไปสำมำรถน ำล ำดับนิวคลีโอไทป์
ของไก่อินโดนีเซียในต ำแหน่ง 812 bp ที่เป็นต ำแหน่ง 
สนิปส์ (SNPs) ไปพัฒนำเป็น molecular maker ใช้
ในกำรคดัเลอืกไก่ด ำได้ในอนำคต 
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