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	 ใน​ปี 2558 อาเซียน​จะ​รวม​ตัว​เป็น​ประชาคม​เศรษฐกิจ​อาเซียน  
มี​เป้า​หมาย​เพื่อ​ส่ง​เสริม​ให้​อาเซียน​เป็น​ตลาด​และ​ฐาน​การ​ผลิต​ร่วม​กัน  
(Single market and single production base) มี​การ​เคลื่อน​ย้าย​สินค้า 
บริการ การ​ลงทุน แรงงาน​มี​ฝีมือ​อย่าง​เสรี และ​เงิน​ทุน​อย่าง​เสรี​มาก​ขึ้น 
(free flows of goods, services, investment, and skilled labors, and freer flow of capital)  
ผล​ที่​จะ​เกิด​ขึ้น​หลัง​จาก​เป็น AEC ประกอบ​ด้วย การ​ยกเลิก​ภาษี​ศุลกากร​สำหรับ​สินค้า การ​ลด​ขั้น​ตอน​
พิธีการ​ศุลกากร อนุญาต​ให้​ผู้​ส่ง​ออกรับ​รอง​ถิ่น​กำเนิด​สินค้า​ด้วย​ตนเอง (Self Certification) ตลอด​จน​ 
ลด​เลิก​ข้อ​จำกัด / อุปสรรค​ใน​การ​ให้​บริการ​ทุก​รูป​แบบ มี​การ​เปิด​เสรี​การ​ลงทุน คุ้มครอง​การ​ลงทุน  
สง่​เสรมิ​และ​อำนวย​ความ​สะดวก​การ​ลงทนุครอบคลมุ​ธรุกจิ 5 ภาค​ไดแ้ก ่เกษตร ประมง ปา่​ไม ้เหมอืง​แร ่
และ​ภาค​การ​ผลิต​รวม​ถึง​บริการ​ที่​เกี่ยว​เนื่อง นำ​ไป​สู่​การ​เพิ่ม​ขีด​ความ​สามารถ​ใน​การ​แข่งขัน​ของ​อาเซียน  
ม​ีการ​พฒันา​เศรษฐกจิ​ระหวา่ง​ประเทศ​สมาชกิ​ที​่เสมอ​ภาค​ยิง่​ขึน้ ทำให​้กำลงั​ซือ้​ของ​ประเทศ​เพือ่น​บา้น​ด​ีขึน้  
ขยาย​โอกาส​การ​สง่​ออก​และ​การ​ลงทนุ​ของ​ไทย และ​ม​ีการ​เชือ่ม​โยง​กบั​ประเทศ​ภายนอก โดย​เฉพาะ​ประเทศ​
คู่​เจรจา​ของ​อาเซียน (+6) เป็นการ​เพิ่ม​โอกาส​การ​ค้า​และ​การ​ลงทุน 

	 ใน​ด้าน​ปศุสัตว์ ประเทศไทย​มี​ข้อ​ได้​เปรียบ​ประเทศ​ใน​เขต​อาเซียน​ทั้ง​ด้าน​พันธุกรรม​โค​เนื้อ​คุณภาพ 
และ เทคโนโลยี​การ​ผสมเทียม ซี่​ง​เป็น​สอง​ปัจจัย​หลัก​ใน​การ​ผลิต สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​
ปศุสัตว์ จึง​ได้​พัฒนา​โครงการ​เพื่อ​เตรียม​ความ​พร้อม​ขยาย​การ​ผลิต​โค​เนื้อ​คุณภาพ เพื่อ​รองรับ​การ​เปิด​
ตลาด​เนื้อ​โค​คุณภาพ​ใน​อาเซียน ประกอบ​ด้วย “โครงการ​สร้าง​พันธุ์​โค​เนื้อ​คุณภาพ​ไทย-แบล็ค” และ 
“โครงการ​เรง่รดั​การ​ผลติ​โค​เนือ้​คณุภาพ​สงู โดย​วธิ​ีการ​ผสมเทยีม” ซึง่​ทำให้​สามารถ​จดั​ระเบยีบ​ฟารม์​
ใน​ประเทศไทย​โดย​จำแนก​เป็น Breeding และ Fattening Farm ด้วย​การ​สร้าง​ระบบ​การ​ผสม​พันธุ์​
ที่​ชัดเจน​มี​รูป​แบบ เพื่อ​ให้​เกษตรกร​สามารถ​บริหาร​จัดการ​ฟาร์ม​ได้​อย่าง​เหมาะ​สม​และ​มี​ประสิทธิภาพ  
นำ​ไป​สู่​การ​เป็น​ศูนย์กลาง​ผลิต​พันธุ์​โค​เนื้อ และ​ผลิตภัณฑ์​เนื้อ​โค​คุณภาพ​ใน​อาเซียน ใน​อนาคต​อัน​ใกล้ 

	 ทั้งนี้​สำ​นักฯ ยัง​มุ่ง​มั่น​พัฒนา​งาน​เพื่อ​ให้​ไทย​สามารถ​คง​ความ​เป็น​ผู้นำ​ด้าน​ปศุสัตว์​ใน​อาเซียน​ด้วย​
การ​สง่​เสรมิ สรา้ง​สรร​งาน​วจิยั และ​เผย​แพร​่ใน​วารสาร​เทคโนโลยี​ชวีภาพ​การ​ผลติ​สตัวอ์ยา่ง​ตอ่​เนือ่ง​เปน็​
ประจำ​ทุก​ปี เพื่อ​ให้​เกิด​การ​แลก​เปลี่ยน เรียน​รู้ นำ​ไป​สู่​การ​พัฒนา​ต่อ​ไป

	 (นาย​สัตวแพทย์ จี​ระ​ศักดิ์ พิพัฒ​นพงษ์​โสภณ)

	 ผู้​อำนวย​การ​สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์

สาสน์​จาก​บรรณาธิการ​บริหาร
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	 	 วารสาร​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ 

เป็น​วารสาร​ทาง​วิชาการ​ของ​สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​

การ​ผลติ​ปศสุตัว ์กรม​ปศสุตัว ์กำหนด​ออก​ป​ีละ 1 ฉบบั 

คือ เดือน​กรกฎาคม วารสาร​นำ​ลง​บทความ ผล​งาน​

ค้นคว้า​วิจัย​ด้าน​การ​ผลิต​ปศุสัตว ์ ทั้ง​ด้าน​การ​พัฒนา​

และ​ปรับปรุง​พันธุ์ การ​จัดการ​อาหาร สุขภาพ และ​

ระบบ​สืบพันธุ์ ตลอด​จน​การ​ขยาย​พันธุ์ และ​การ​ใช้​

เทคโนโลยี​ชีวภาพ​ที่​ก้าวหน้า​ใน​การ​ปรับปรุง​และ​เพิ่ม​

ประสิทธิภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์​ด้าน​ต่างๆ​  ที่​กล่าว​มา​

ข้าง​ต้น คณะ​ผู้​จัด​ทำ​วารสาร​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​

ผลิต​ปศุสัตว์ ยินดี​รับ​เรื่อง​จาก​ทุก​ท่าน​ที่​ส่ง​มา​เพื่อ​ 

เผย​แพร่ และ​เพื่อ​ความ​สะดวก​ใน​การ​พิจารณา  

ขอ​เสนอ​แนะ​ดังนี้

1. เรื่อง​ที่​จะ​นำ​ลง

	 1.1	 งาน​ทดลอง วจิยั ทาง​วชิาการ (Technical/ 

Research papers) หรือ​วิทยานิพนธ์ เป็นการ​เสนอ​

ผล​การ​วิจัย​ที่​ผู้​เขียน​ได้​ทำ​ขึ้น​เอง

	 1.2	 บทความ (Articles) และ​ย่อ​เอกสาร  

(Literature reviewed) ทาง​วชิาการ ที​่รวบรวม​ขอ้มลู 

ความ​คิด​เห็น​และ​ประสบการณ์​ของ​ผู้​เขียน

	 1.3	 เรื่อ​งอื่นๆ ที่​คณะ​ผู้​จัด​ทำ​พิจารณา​เห็น​

สมควร

2. ต้นฉบับ

	 2.1	 ต้นฉบับ​ที่​ส่ง​มา​พิมพ์ ​ใน​วารสาร​เทคโนโลยี​

ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ ไม่​ควร​เป็น​เรื่อง​ที่​เคย​พิมพ์ 

หรือ กำลัง​อยู่​ระหว่าง​การ​พิจารณา​เพื่อ​ลง​พิมพ์​

วารสาร​อื่น

ข้อแนะนำสำหรับผู้เขียน

	 2.2	 ต้นฉบับ​เป็น​ภาษา​ไทย​หรือ​ภาษา​อังกฤษ​

พิมพ์​บน​กระดาษ เอ 4 จำนวน​ไม่​เกิน 12 หน้า โดย​

จัด​พิมพ์​ด้วย Microsoft Word for Windows หรือ​

ใช้​ชนิด​และ​ขนาด​ตัว​อักษร​ตาม​ที่​กำหนด 

	 2.3	 ไม่มี​การ​ส่ง​คืน​ต้นฉบับ

3. การ​ลำดับ​เรื่อง​ใน​ต้นฉบับ

	 เพือ่​ให​้ขบวนการ​การ​พจิารณา​ผล​งาน​วชิาการ​และ​

การ​ดำเนนิ​การ​จดั​พมิพ​์วารสาร​เปน็​ไป​อยา่ง​เรยีบรอ้ย​

รวดเร็ว และ​ถูก​ต้อง จึง​จำเป็น​ต้อง​ให้​ผู้​เขียน​ผล​งาน​

วิชาการ​ปฏิบัติ​ตาม​ข้อ​กำหนด​อย่าง​เคร่งครัด ดังนี้

	 3.1	 ให้​ส่ง​ต้นฉบับ​ผล​งาน​วิชาการ​จำนวน 1 ชุด 

และ​ยัง​ไม่​ต้อง​ส่ง​แผ่น​บันทึก​ข้อมูล (Diskette)

	 3.2	 ต้นฉบับ​ผล​งาน​วิชาการ​ที่​ส่ง​มา ให้​ตรวจ​

ความ​ถูก​ต้อง​ของ​ตัว​สะกด รูป​แบบ​การ​จัด​พิมพ์​ผล​

งาน​วิชาการ​ให้​ถูก​ต้อง​ตาม​ที่​กำหนด

	 3.3	 ส่ง​แผ่น​บันทึก​ข้อมูล​มา​ให้ เมื่อ​ผล​งาน​

วิชาการ​นั้น​ได้​ผ่าน​การ​พิจารณา​จาก​คณะ​กรรมการ​

วิจัย​สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ แล้ว​

เท่านั้น โดย​เลขา​คณะ​กรรม​กา​รวิ​จัยฯ จะแจ้ง​กลับ​

ไป​ยัง​เจ้าของ​ผล​งาน​วิชาการ​พร้อม​ส่ง​ต้นฉบับ​เพื่อ​

ให้​แก้ ไข​ตาม​ที่​คณะ​กรรมการ​วิจัย​สำนัก​เทคโนโลยี​

ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ ​ให้​ข้อ​เสนอ​แนะ

	 	 บันทึก​ผล​งาน​วิชาการ​ที่​แก้ ไข ถูก​ต้อง​แล้ว​

ตาม​ขอ้​แนะนำ​ของ​คณะ​กรรมการ​วจิยั​สำนกั​เทคโนโลย​ี

ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ ลง​ใน Diskette ขนาด 3.5 

นิ้ว หรือ CD-ROM ใช้​โปรแกรม Microsoft Word 

for Windows โดย​ม​ีราย​ละเอยีด​บน​สต​ิก​เกอร​์ตดิ​หนา้ 

Diskette หรือ CD-ROM ดังนี้
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ชื่อ​ผล​งาน​วิชาการ..............................................

ชื่อ​เจ้าของ​ผล​งาน..............................................

ชื่อ​ไฟล์..............................................................

ที่​อยู่ เบอร์ ​โทรศัพท์/E-Mail...............................

หรือ​ส่ง​ทาง Internet 

มายัง jureeratn@gmail.com

 	 3.4	 ต้นฉบับ​ผล​งาน​วิชาการ​ที่ ​ส่ง​ให้​คณะ​

กรรมการ​วิจัย สทป. พิจารณา จะ​เป็น​บทความ​ที่​จัด​

รูป​แบบ​ได้​ถูก​ต้อง​ตาม​ที่​กำหนด​เท่านั้น หาก​ผล​งาน​

วิชาการ​ที่​ส่ง​มา​ให้​ไม่​ถูก​ต้อง​ตาม​ข้อ​กำหนด จะ​จัด​ส่ง​

คืนให้​เจ้าของ​ผล​งาน​วิชาการ​กลับ​ไป​แก้ไข​ให้​ถูก​ต้อง

	 3.5	 ตน้ฉบบั​ที​่จดั​สง่​มา​ตอ้ง​ชดัเจน ทัง้​เนือ้หา​และ​

รูปภาพ​ประกอบ​ผล​งาน​วิชาการ โดย​ส่ง​มา​ที่

	 3.6	 หรือ​ติดต่อ​สอบถาม​ได้ที่

	 นาง​จุรี​รัตน์ แสน​โภชน์

	 สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ 

	 ถ.ติวานนท์ ต.บาง​กะดี อ.เมือง

	 จ. ปทุมธานี 12000

	 โทรศัพท์ 02-967-9791 หรือ 02-967-9792

	 โทรสาร. 02-5011386

ดู​ขอ้มลู​ราย​ละเอยีด​เกี่ยว​กบั​ขอ้​แนะนำ​สำหรับ​ผู้​เขียน​

ผล​งาน​ที่ ​ได้ http://www.dld.go.th/biotech

4. การ​ลำดับ​เรื่อง

	 4.1	 ชื่อ​เรื่อง (Title) ควร​ต้อง​ชื่อ​ให้​สั้น​และ​สื่อ​

ความ​หมาย​ให้​ดี และ​พิมพ์ ​โดย​ใช้​ขนาด​ตัว​อักษร 18 

และ​ตัว​หนา

	 4.2	 ชื่อ​ผู้​เขียน​และ​ผู้​ร่วม​งาน (Author and co 

- workers) เขียน​ชื่อ​นามสกุล​เต็ม​ทั้ง​ภาษา​ไทย​และ​

ภาษา​อังกฤษ วาง​กึ่งกลาง​ใต้​ชื่อ​เรื่อง พร้อม​ทั้ง​สถาน​

ที่​ทำงาน​ที่​ติดต่อ​ได้​สะดวก​พิมพ์​ไว้ ​ใต้​ชื่อ​คณะ​ผู้​วิจัย 

โดย​ใช้​ขนาด​ตัว​อักษร 16 และ​ตัว​ปกติ

	 4.3	 บทคดัยอ่ (Abstract) เขยีน​สัน้ๆ​ได​้เนือ้​ความ​

คลุม​วัตถุประสงค์ วิธี​การ และ​ผล​การ​ทดลอง ความ​

ยาว​ไม่​ควร​เกิน 3% ของ​ตัว​เรื่อง บทคัดย่อ​ต้อง​มี​ทั้ง​

ภาษา​ไทย​และ​ภาษา​อังกฤษ แยก​หน้าต่าง​หาก​จาก​

กัน​ส่ง บรรณาธิการ​วารสาร​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​

ผลติ​ปศสุตัว ์สำนกั​เทคโนโลย​ีชวีภาพ​การ​ผลติ​ปศสุตัว ์

ถ.ติวานนท์ ต.บาง​กะดี อ.เมือง จ.ปทุมธานี 12000

	 4.4	 คำ​สำคัญ (Key words) เป็น​คำ​หรือ​ข้อ​

ความ​สั้นๆ ที่​มี​ความ​หมาย​แสดง​ถึง​ความ​เป็น​ไป​ของ​

การ​ทด​ลอง​นั้นๆ รวม​กัน​แล้ว​ไม่​เกิน 5 คำ หาก​ไม่​

สามารถ​แปล​เปน็​ภาษา​ไทย​ได้ ​ให้ ​ใช​้ภาษา​องักฤษ​แทน 

โดย​การ​พิมพ์​อยู่​ใต้​บทคัดย่อ (ขึ้น​บรรทัด​ใหม่)

	 4.5	 เนื้อหา (Text) สำหรับ​งาน​วิจัย​ประกอบ​

ด้วย

	 	 4.5.1	 บทนำ(Introduction) อธิบาย​ถึง​

ปัญหา​และ​วัตถุประสงค์​และ​ควร​มี​การ​ตรวจ​เอกสาร

(literature review)

	 	 4.5.2	 อุปกรณ์​และ​วิธี​การ (Materials 

and Methods) อธิบาย​เครื่อง​มือ อุปกรณ์​ที่ ​ใช้ ​ใน​

การ​ทดลอง วธิ​ีการ​ที่ ​ใช ้ถา้​คดิคน้​ขึน้​ควร​อธบิาย​อยา่ง​

ละเอียด แต่​ถ้า​เป็น​ที่​ทราบ​กัน​โดย​ทั่วไป​ให้​เขียน​ใน​

ลักษณะ​อ้างอิง​ถึง ถ้า​เป็น​เครื่องหมาย​ตรา​หรือ​ชื่อ​ 

การ​คา้ ควร​ทำ​เปน็ foot note ไว​้ที​่ดา้น​ลา่ง​ของ​หนา้​นัน้ 

	 	 4.5.3	 ผล (Results) รายงาน​ผล​การ​

ทดลอง​เปน็​คำ​บรรยาย ให​้ละเอยีด​และ​เขา้ใจ​งา่ย โดย​

แบ่ง​เป็น​หลายๆ ย่อหน้า และ​จัด​ข้อความ​ที่​มี​เนื้อหา​

เดียวกัน​ไว้​ด้วย​กัน หาก​เป็น​ไป​ได้​ควร​เสนอ​ใน​รูป​ของ​

ตาราง​หรือ​รูปภาพ หรือ​กราฟ​พร้อม​ทั้ง​บรรยาย​

ประกอบ ทั้งนี้​ตาราง รูป หรือ​กราฟ ไม่​ควร​แสดง​

ผล​ที่​เหมือน​กัน

	 	 - ตาราง (Tables) ควร​พมิพ์​ให​้ชดัเจน​เหมาะ​

กับ​หน้า ต้อง​มี​ความ​หมาย​ใน​ตัว​เอง และ​มี​คำ​อธิบาย​

ตาราง​อยู่​เหนือ​ตา​ราง​นั้นๆ
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	 	 - รปูภาพ (Figures) ควร​เปน็​ภาพ​ขาว – ดำ 

ภาพ​ส​ีหาก​จำเปน็​ผู​้เขยีน​ตอ้ง​เสยี​คา่​ใช​้จา่ย​เอง​อธบิาย​

ราย​ละเอียด​ไว้ ​ใต้​รู​ปนั้นๆ

	 	 4.5.4	 วิจารณ์ (Discussion) เป็นการ​

วิจารณ์​ผล​การ​ทดลอง โดย​มี​จุด​มุ่ง​หมาย เพื่อ​ให้ 

​ผู้​อื่น​เห็น​คล้อย​ถึง​หลัก​การ​ที่​แสดงออก​มา​จาก​ผล​การ​

ทดลอง หรือ​เพื่อ​สนับสนุน หรือ​คัด​ค้า​นทฤษฏี​ที่​มี​ 

ผู​้เสนอ​มา​กอ่น หรอื​เพือ่​เปรยีบ​เทยีบ​กบั​ผล​การ​ทดลอง​

และ​การ​ตีความ​หมาย​ของ​ผู้​อื่น ผู้​เขียน​ควร​พยายาม​

เน้น​ถึง​ปัญหา​หรือ​ข้อ​โต้​แย้ง​ใน​สาระ​สำคัญ​ของ​เรื่อง​

ที​่กำลงั​กลา่ว​ถงึ ตลอด​จน​ขอ้​เสนอ​แนะ​เพือ่​การ​วจิยั​ใน​

อนาคต​และ​ลู่ทาง​ที่​จะ​นำ​ผล​ไป​ใช้​เป็น​ประโยชน์

	 	 4.5.5	 สรปุ (Conclusion) เขยีน​ใจความ​ที​่

สำคัญ​และ​คุณค่า​ของ​งาน​เพื่อ​ให้​ผู้​อ่าน​เข้าใจ​ง่าย​ขึ้น

	 	 4.5.6	 กิตติกรรมประกาศ (Acknowl-

edgement) ควร​มี​ใน​กรณ​ีที่ ​ได​้รบ​ความ​ชว่ย​เหลอื หรอื​

ความ​ร่วม​มือ​ที่​สนับสนุน​งาน​ค้นคว้า​วิจัย​นั้นๆ

	 	 4.5.7	 เอกสาร​อ้างอิง (References)

	 	 ก. กรณี​ที่​อ้างอิง​ใน​เนื้อ​เรื่อง ควร​อ้างอิง 

​ดังนี้​คือ

	 	 1. กรณี​ที่​อ้าง​จาก​การ​ตรวจ​เอกสาร โดย 

​ผู้​อื่นๆ ให้ ​ใช้​คำ​ว่า​อ้าง​ถึง​โดย (cited by)

	 	 2. กรณี​ผู้​รายงาน​เอกสาร​เป็น​คน​ไทย เมื่อ​

เป็น​ประธาน​ของ​ประโยค ใช้ “วิ​บูรณ์ และ จุร​รัตน์ 

(2549), เลศิ​ชยั และ​คณะ(2549) กลา่ว​วา่.......” หรอื​

เมื่อ​รายงาน​อยู่​กลาง หรือ​ท้าย​ประโยค ใช้ (วิ​บูรณ์, 

2549) หรือ​มี​เอกสาร​อ้างอิง​ใน​เรื่อง​เดียวกัน​มากกว่า 

1 ฉบับ ให้ ​ใช้ (ถาวร​และ​คณะ, 2547; นริศ และ​สิน​

สมุทร, 2543 .....)

	 	 3. กรณี​ผู้​รายงาน​เอกสาร​เป็น​ชาว​ต่าง​

ประเทศ เมื่อ​เป็น​ประธาน​ของ​ประโยค ใช้“Rudbeck 

and Dissing (1998), Kashi et al. (1990) กล่าว​

ว่า......... “ หรือ​เมื่อ​ผู้​รายงาน​อยู่​ระหว่าง​กลาง​หรือ​

ท้าย​ประโยค ใช้ (Rudbeck and Dissing, 1998; 

Kashi et al.,1990 .............)

	 	 4. กรณี​อ้าง​ถึง​บุคคล​หรือ​เรื่อง​ที่ ​ไม่​เคย​ลง​

พิมพ์​มา​ก่อน (personal communication) ให้​อ้าง​

เฉพาะ​ใน​เนื้อ​เรื่อง​เท่านั้น ไม่​ต้อง​นำ​ไป​ลง​ใน​ราย​ชื่อ​

เอกสาร​อา้งองิ เชน่ ....similar results (Walker,J.M., 

unpublished data), .......for other protocols 

(Walker,J.M., personal communication)

	 	 ข. การ​เขียน​เอกสาร​อ้างอิง​ท้าย​เรื่อง ควร​

ขึ้น​ต้น​เอกสาร​อ้างอิง​ภาษา​ไทย​ก่อน เขียน​เรียง​ตาม​

ลำดับ​พยัญชนะ​ของ​ผู้​เขียน ถ้า​เป็น​ภาษา​อังกฤษ​ใช้​

ชื่อ​สกุล​ตาม​ด้วย​ชื่อ​ย่อ​ของ​ผู้​แต่ง แล้ว​ตาม​ด้วย​ปี ชื่อ​

เรื่อง​ชื่อ​หนังสือ หรือ​ชื่อ​ย่อ​วารสาร ปี​ที่ ฉบับ​ที่ และ​

หน้าที่​อ้างอิง ดัง​ตัวอย่าง

	 วิ​บูรณ์ ตุลา​รักษา และ จุรี​รัตน์ แสน​โภชน์ 2549 

การ​สกัด ดีเอ็นเอ เซลล์​ราก​ขน​ใน​โคนม​ไทย​โฮลส​ไตน์ 

การ​ประชุม​วิชาการ​สัตว​ศาสตร์ ครั้ง​ที่ 2 “ก้าว​ทัน​

สมัย​กับ​ปศุสัตว์​ไทย” วัน​ที่ 24 มกราคม 2549 โรง​

แรม​โซฟิ​เทล ขอนแก่น. หน้า 452-463

	 เลิศ​ชัย จินต​พิทักษ์​สกุล รพี​พรรณ เอื้อ​เวช​นิ​ชกุล 

และ​กัลยา เก่ง​วิก​ย์​กรรม 2549 การ​ประเมิน​วิธี​สกัด​

แยก​ดีเอ็นเอ​จาก​เลือด น้ำ​เชื้อ และ​เซลล์​ราก​ขน​ของ​

พ่อ​พันธุ์ ​โค. สัตวแพทย์​สาร56 (3):68-79

	 Jason, R. H. and Callings, D.F. 1971. Trans-

placental infection of piglets with a porcine 

parvovirus. Res. Vet. Sci. 12: 570-572.

	 กรณ​ีอา้งองิ​จาก​ตำรา ให​้ระบ​ุชือ่​ผู​้เขยีน ป​ีที​่ต​ีพมิพ ์

ชือ่​เรือ่ง ชือ่​ตำรา (พมิพ​์ครัง้​ที​่เทา่ใด​และ​บรรณาธกิาร​

หาก​มี) สำนัก​พิมพ์ เมือง​ที่​พิมพ์ หน้า​แรก​และ​หน้า​

สุดท้าย​ที่​อ้าง​ถึง ดัง​ตัวอย่าง

	 Allison, P.D.2005. Survival analysis using 

SAS: A practical guide 8 th edition. SAS 

institute Inc.,Cary, NC, USA. 292 pp.
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วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์

	 Van Oirschot, J. T. 1986. Hog Cholera. In : 

Disease of Swine, 6 th ed. Leman, A. D. ed. 

Lowa state university Press. lowa. p. 293-297. 

	 กรณ​ีอา้ง​องิ​จาก​เวบ​ไซด ์(Online references) ดงั​

ตัวอย่าง

	 Weeden, N.F. 1993. Comparison of DNA 

extraction protocols. [Online] http://home.twony.

rr.com/protocol.htm Access 29/10/2005.

	 จันทรา แป้น​ตุ้ม จุฑา​พร ศรี​วิ​พัฒน์ ว​รวิ​ทย์ แสง​

สิง​แก้ว และ พึ่ง​พิศ ดุลย​พัชร์. 2541. อาหาร​จาก​

ข้าวโพด.คู่มือ​การ​ส่ง​เสริม​การเกษตร​ที่ 43. แหล่ง​

ที่มา: http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.  

27 มีนาคม 2541.

5. การ​พิมพ์​ผล​งาน​ทาง​วิชาการ

	 ตัว​พิมพ์ ให้​พิมพ์​ดีด หรือ​ใช้​เครื่องพิมพ์ (Printer) 

หมึก​พิมพ์​ต้อง​เป็น​สี​ดำ คม​ชัด สะดวก​แก่​การ​อ่าน​

และ​ใช้​ตัว​พิมพ์​แบบ​เดียวกัน​ทั้ง​ฉบับ กรณี​ใช้​เครื่อง​

คอมพิวเตอร์​พิมพ์​เนื้อ​ความ​ให้ ​ใช้​ตัว​อักษร Ang-

sana UPC 16 ตัว​ปกติ เท่านั้น ยกเว้น​หัวข้อ​ใหญ่ 

เช่น ชื่อ​เรื่อง บทคัดย่อ บทนำ อุปกรณ์​และ​วิธี​การ 

ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และ​เอกสาร​

อ้างอิง พิมพ์ ​โดย​ใช้​ตัว​อักษร​แบบ​หนา (Bold) ขนาด 

18 ส่วน​หัวข้อ​ย่อย เช่น ชื่อ​ผู้​วิจัย​และ​คณะ คำ​สำคัญ 

ตาราง รปูภาพ เปน็ตน้ พมิพ์ ​โดย​ใช​้ตวั​อกัษร​แบบ​หนา 

(Bold) ขนาด 16กระดาษ​ที่ ​ใช​้พมิพ ์ให้ ​ใช​้กระดาษ​ขาว​

ไม่มี​บรรทัด ขนาด​มาตรฐาน A4 (210 X297 มม.)  

ใช้​เพียง​หน้า​เดียว

	 การ​เว้น​ที่​ว่าง​ขอบ​กระดาษ

	 - ตั้ง​กั้น​หน้า​บน​และ​ซ้าย​ไว้​ที่ 2.5 เซนติเมตร

	 - ด้าน​ขวา​และ​ด้าน​ล่าง​ไว้​ที่ 2.0 เซนติเมตร	

การ​เว้น​ระยะ​ใน​การ​พิมพ์

	 - การ​เว้น​ระยะ​ระหว่าง​บรรทัด​และ​การ​ย่อหน้า 

ควร​จัด​ตาม​ความ​สวยงาม

	 - กรณี​คำ​สุดท้าย​ไม่​จบ​บรรทัด​นั้นๆ ให้​ยก​คำ​นั้น​

ทัง้​คำ​ไป​พมิพ์ ​ใน​บรรทดั​ตอ่​ไป ไม​่ควร​ตดั​สว่ย​ทา้ย​ของ 

คำ​ไป​พิมพ์ ​ใน​บรรทัด​ใหม่ เช่น กระบือ​ปลัก ไม่​ให้​แยก​

เป็น กระบือ-ปลัก เป็นต้น จุลชีพ เช่น Escherichia 

coli หรือ​พิมพ์​ตัว​เอน Escherichia coli

	 - หลัง​เครื่องหมาย . และ , หรือ; เคาะ 1 เคาะ

พืช เช่น Oryza sativa หรือ​พิมพ์​ตัว​เอน Oryza 

sativa

	 - ระหว่าง​คำ​สุดท้าย กับ​เครื่องหมาย . และ ,  

ไม่​เว้น​ช่อง​ว่าง

สัตว์ เช่น Bos taurus หรือ พิมพ์​ด้วย​ตัว​เอน Bos 

taurus

	 - ไม่​ต้อง​เว้น​ช่อง​ว่าง ระหว่าง​วงเล็บ และ​คำ​ข้าง​

ใน​วงเล็บ เช่น (รพี​พรรณ และ​คณะ)

	 การ​ลำดับ​หน้า

	 - ลำดับ​หน้า​โดย​ใช้​หมายเลข 1,2,3......ที่​กึ่งกลาง​

หน้า​กระดาษ

	 ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ

	 - ตาราง​ประกอบ​ด้วย เลข​ที่​ของ​ตาราง (table 

number) ชือ่​ของ​ตาราง (table title) หวั​ตาราง (table 

heading) และ​ที่มา​ของ​ตาราง (ถ้า​มี) โดย​ให้​ทำ​เป็น​

ภาษา​องักฤษ​หรอื​ภาษา​ไทย​ทัง้​ตาราง พมิพ​์อยู่​ใน​หนา้​

เดียวกัน​ทั้งหมด

	 - กรณี​ตาราง​มี​ความ​ยาว​มาก ไม่​สามารถ​สิ้น​สุด​

ใน​หน้า​เดียว​ได้ ให้​พิมพ์​ส่วน​ที่​เหลือ​ใน​หน้า​ถัด​ไป​โดย​

พิมพ์​เลข​ที่​ตาราง​และ​ตาม​ด้วย​คำ​ว่า (ต่อ)

	 - กรณี​รูปภาพ แผนที่ แผนภูมิ กราฟ ควร​เป็น​

ภาพ​ขาว​ดำ และ​ใช้​แนวทาง​ข้าง​ต้น

	 การ​พิมพ์​ชื่อ​วิทยาศาสตร์​ของ​สิ่ง​มี​ชีวิต ให้ ​ใช้​ตาม​

ประมวล​นาม​ศาสตร์​สากล (International code of 

nomenclature) คือ ขีด​เส้น​ใต้ หรือ พิมพ์​ด้วย​ตัว​เอน 

ชื่อ​วิทยาศาสตร์​เป็น​ไป​ตาม​การ​ตั้ง​ชื่อ
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สารบัญ
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37

44

52

65

75
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94

•	 โครงการ​เร่งรัด​ผลิต​โค​เนื้อ​คุณภาพ​สูง โดย​วิธี​การ​ผสมเทียม

•	 การ​ศึกษา​รูป​แบบ​ของ​ยีน CD18 ที่​ก่อ​โรค Bovine Leukocyte Adhesion 

	 Deficiency (BLAD) ใน​โค​ไทย​โฮลส​ไตน์​ด้วย​เทคนิค PCR

•	 ระดับ​แอนติบอดี​ของ​เชื้อ​โบ​วาย​น์​ไวรัล​ได​อะเรีย​และ​อุบัติ​การณ์​เกิด​โรค​ใน​โค

	 ​​ในพื้นที่​ปศุสัตว์ เขต 1  2  3 และ 7 ของประเทศไทย

•	 ผล​ของ​ระดับ​ฮอร์โมน เอฟ​เอส​เอช ต่อ​การ​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่​ใน​โค​พื้น​เมือง​สาย​อีสาน

•	 ผล​ความ​เข้ม​ข้น​ของ  Cysteine ใน​น้ำยา​เจือ​จาง Egg Yolk Tris 

	 ต่อ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​โคนม

•	 ผล​การ​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​และ​ไกล​ซีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ต่อ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​โคนม

	 ​ภาย​หลัง​การ​ละลาย

•	 สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์​ของ​โค​เนื้อ​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มัน​ใน​ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย

•	 อิทธิพล​ของ​พลังงาน​เชิง​ลบ​ช่วง​หลังค​ลอด​ต่อ​ความ​สมบูรณ์​พันธุ์​ใน​แม่​โคนม​

	 ลูกผสม​ไทย​โฮลส​ไตน์

•	 การ​พัฒนา​ชุด​ตรวจ​สอบ​ความ​เป็น​พ่อ​แม่​ลูก​โค ด้วย​เครื่องหมาย​ดีเอ็นเอ​

	 ชนิด​ไมโคร​แซท​เทิลไลท์ เพื่อ​เพิ่ม​ความ​เชื่อ​มั่น

•	 ความ​สัมพันธ์​ระ​หว่าง​สนิป​ของ​ยีน​เลป​ติ​นกับ​คุณภาพ​ซาก​ใน​โค​เนื้อ​

	 ลูกผสม​แอ​งกัส x พื้น​เมือง 50%

•	 อิทธิ​พล​สนิป​จีโนไทป์​ของ​ยีน​คาลเปน และ​คาล​ปาส​ตา​ติน​ต่อ​ลักษณะ​ความ​นุ่ม​

	 ของ​เนื้อ​ใน​โค​ลูกผสมแอ​งกัส 50 % (Thai-Black)

หน้า
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	 การ​เลีย้ง​โค​เนือ้​เปน็​อาชพี​ทางการ​เกษตร​ที​่สำคญั และ​เกีย่วขอ้ง​กบั​เกษตรกร​ไม​่นอ้ย​กวา่​ลา้น​ครอบครวั 

การ​เลี้ยง​โค​เนื้อ​ของ​เกษตรกร​ไทย ที่​เคย​ใช้​ประโยชน์​เป็น​แรงงาน​ทำการ​เกษตร​เป็น​หลักนั้น ปัจจุบัน​ความ​

เจริญ​เติบโต​ของ​ประชากร​ใน​ประเทศ​ที่​เพิ่ม​ขึ้น​อย่าง​รวดเร็ว การ​ใช้​ประโยชน์ ​ใน​ที่ดิน​ทำ​กิน​มี​จำกัด ต้อง​ใช้​

เกิด​ประโยชน์​คุ้ม​ค่า พื้นที่​สาธารณะ​ประโยชน์​ที่​เคย​มี​พืช​อาหาร​สัตว์​กระจาย​อยู่​ทั่วไป ก็​ลด​ลง​อย่าง​เห็น​ได้​ชัด 

เกษตรกร​จำนวน​มาก​ต้อง​เลิก​เลี้ยง​โค​เนื้อ​แบบ​เลี้ยง​ปล่อย มี​การ​สูญ​เสีย​แม่​พันธุ์ ​โค​ไป​เป็น​จำนวน​มาก แนว​โน้ม​

การ​เลี้ยง​โค​เนื้อ​ต้อง​เปลี่ยน​เป็นการ​เลี้ยง​เพื่อ​จำหน่าย และ​เพื่อ​ผลิต​เนื้อ​โค ทั้งนี้​เพราะ​ความ​ต้องการ​บริโภค​

เนื้อ​สัตว์​เพิ่ม​ขึ้น ทั้ง​จาก​ความ​ต้องการ​ของ​ประชากร​ใน​ประเทศ​เอง และ​นัก​ท่อง​เที่ยว​จาก​ต่าง​ประเทศ ตลอด​

จน​ความ​ต้องการ​ของ​ตลาด​ต่าง​ประเทศ ยิ่ง​ไป​กว่า​นั้น การ​รวม​ตัว​ของ​ประเทศ​ใน​อาเซียน เกิด​เป็น​ประชาคม​

เศรษฐกิจ​อาเซียน ซึ่ง​จะ​เริ่ม​ทำการ​ค้า​เสรี ตั้งแต่​ปี พ.ศ.2558 เป็นต้น​ไป​นั้น การ​เลี้ยง​โค​เนื้อ​จำเป็น​ต้อง​

เปลีย่น​รูป​แบบ​เป็น​ฟาร์ม​ที่​มี​มาตรฐาน​การ​เลีย้ง​ที่​สากล​ยอมรับ การ​ผลิต​เนือ้​โค​คุณภาพ​สูง (Premium Grade) 

ซึ่ง​ประเทศไทย​มี​โอกาส​และ​ศักยภาพ​สูง เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​ประเทศ​ต่างๆ ใน​เขต​เอเชีย​ตะวัน​ออก​เฉียง​ใต้ 

(ASAEN) ม​ีความ​สามารถ​ที​่จะ​ผลติ​โค​เนือ้​คณุภาพ​สงู  เพือ่​การ​บริโภค​ภายใน​ประเทศ​และ​สง่​ออก​ไป​จำหนา่ย​

ต่าง​ประเทศ​ได้  ซึ่ง​ผล​จาก​ข้อ​ตกลง​เขต​การ​ค้า​เสรี​อาเซียน (AFTA) ซึ่ง​มี​ผล​ตั้งแต่​วัน​ที่ 1 มกราคม 2553 

ประเทศไทย​เริ่ม​ส่ง​ออก​โค​เนื้อ​ไป​ต่าง​ประเทศ​เพิ่ม​มาก​ขึ้น 

	 กรม​ปศุสัตว์ กระทรวง​เกษตร​และ​สหกรณ์ ได้​จัด​ทำ​แผน​ยุทธศาสตร์ ​โค​เนื้อ ดำเนิน​การ​ระหว่าง​ปี 

พ.ศ. 2555 – 2559 เพื่อ​เป็น​แผน​แม่บท และ​ใช้​เป็น​แนวทาง​ใน​การ​กำหนด​นโยบาย​ของ​รัฐบาล ใน​การ​ผลิต​

โค​เนือ้​ใน​ประเทศ  โดย​รฐับาล​ได​้บรรจ ุ“โครงการ​เรง่รดั​การ​ผลติ​โค​เนือ้​คณุภาพ” ไว้ ​ใน​แผน​บรหิาร​ราชการ​

แผ่นดิน (4ปี) แล้ว โดย​หวัง​ว่า​จะ​ให้การ​เลี้ยง​โค​เนื้อ​เป็น​อาชีพ​ที่​ทำ​ราย​ได้ ​ให้​เกษตรกร​อย่าง​สมํ่า​เสมอ 

	 โครงการ​เร่งรัด​การ​ผลิต​โค​เนื้อ​คุณภาพ​สูง​โดย​วิธี​การ​ผสมเทียม ได้​รับ​การ​จัดสรร​งบ​ประมาณ​ดำเนิน​

การ ระยะ 4 ปี ระหว่าง​ปีงบประมาณ พ.ศ.2555-2558 โดย​สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ เป็น​

ผูร้บั​ผดิ​ชอบ​ดำเนนิ​การ​ผสมเทยีม​แม่​โค​เนือ้​พืน้​ฐาน​ใน​ประเทศ คอื​พนัธุ​์พืน้​เมอืง พนัธุ​์ลกู​ผสม​บรา​ห​์มนั ให้​ได​้ลกู​

เกิด​โค​เนื้อ​คุณภาพ​สูง​สาย​เลือด 50 % ของ​พันธุ์​ชาร์ ​โร​เลย์ หรือ พันธุ์​แอ​งกัส ใน​เบื้อง​ต้น โดย​มี​วัตถุประสงค์ 

เพื่อ​ยก​ระดับ​คุณภาพ​การ​ผลิต​โค​เนื้อ​คุณภาพ​และ​เพิ่ม​ราย​ได้ ​ให้​กับ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​ผู้​เลี้ยง​โค​เนื้อ เพื่อ​สนอง​

ตอบ​ความ​ต้องการ​ของ​ตลาด​โค​เนื้อ​คุณภาพ​ที่​ขยาย​ตัวอย่าง​รวดเร็ว และ​เพื่อ​ปรับ​เปลี่ยน​ทัศนคติ​ผู้​บริโภค ให้​

นิยม​บริโภค​เนื้อ​คุณภาพ​เพิ่ม​ขึ้น เป้า​หมาย ผสมเทียม​แม่​โค​เนื้อ​ใน​ประเทศ จำนวน 600,000 ตัว ผลิต​ลูก​เกิด​

โค​เนื้อ​คุณภาพ​ดี จำนวน 180,000 ตัว

โครงการ​เร่งรัด​การ​ผลิต​โค​เนื้อ​คุณภาพ
​โดย​วิธี​การ​ผสมเทียม

นายรัตน์  ฉายารัตนศิลป์
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	 เกษตรกร​เปา้​หมาย คอื เกษตรกร​ตน้นำ้ ผลติ​โค​เนือ้​คณุภาพ ปอ้น​สู​่ตลาด​เกษตรกร​กลาง​นำ้ คอื กลุม่​

โค​เตรยีม​ขนุ และ​หรือ เกษตรกร​ปลาย​นำ้​กลุม่​โค​ขนุ และ​เชื่อม​โยง​กบั​ผู้​ประกอบ​การ​เนื้อ​โค​คณุภาพ ตอ่​ไป โดย​

คาด​ว่า เกษตรกร​ต้นน้ำ​จะ​สามารถ​ผลิต​ลูก​เกิด​โค​เนื้อ​คุณภาพ ตอบ​สนอง​ความ​ต้องการ​ของ​ตลาด​ใน​ประเทศ 

ได้​จำนวน 180,000 ตัว ใน​ช่วง​เวลา 4 ปี (ปี 2556-59) และ​มี​กำไร​ตอบแทน​จาก​การ​ผลิต​ลูก​โค​เนื้อ​คุณภาพ 

ตัว​ละ 5,500 บาท ตั้งแต่​ปี​ที่2 ของ​โค​รง​การฯ จาก​ผลผลิต จำนวน 60,000 ตัว เป็น​เงิน 564 ล้าน​บาท 

	 กลไก​การ​ขบั​เคลือ่น​โครงการ  ม​ีการ​จดั​ตัง้​และ​ขึน้​ทะเบยีน​กลุม่​ผสมเทยีม​โค​เนือ้​คณุภาพ​ผา่น​ศนูยว์จิยั​

การ​ผสมเทยีม​และ​เทคโนโลยี​ชวีภาพ​ทัง้ 10 ศนูย ์การ​ให​้ผสมเทยีม​แม่​โค​ของ​กลุม่​เกษตร​กรฯ การ​ตดิตาม​ตรวจ​

ท้อง ติดตาม​ลูก​เกิด การ​บันทึก​ข้อมูล​ประวัติการ​ผสมเทียม และ​การ​รับรอง​พันธุ์​เพื่อ​การ​จำหน่าย​โค​หย่านม​

ของ​กลุ่ม​เกษตร​กรฯ  การ​ปรับปรุง​พันธุ์ ​โค​เนื้อ​คุณภาพ​สูง  ใช้​หลัก​การ​ปรับ​พันธุ์​แบบ Terminal Cross Breed 

ซึ่ง​ช่วย​ให้​เกิด Hybrid Vigor ที่ ​ได้​ประโยชน์​สูง โดย​การ​ผสม​ข้าม​สาย​เลือด​ระหว่าง​โค​สาย​เลือด Bos Indicus 

ได้แก่​โค​พันธุ์​ลูกผสม​พื้น​เมือง โค​พันธุ์​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มัน กับ​โค​สาย​เลือด Bos Taurus ได้แก่ โค​พันธุ์​ชาร์ ​โร​เลย์ 

หรือ แอ​งกัส เป็นต้น 

	 สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ กำหนด​แผนภูมิ​ภาพ​การ​ปรับปรุง​พันธุ​โดย​วิธี​การ​ผสมเทียม 

เพื่อ​มุ่ง​เน้น​การ​ผลิต​ลูก​โค​ขุน​คุณภาพ​ใน​ฟาร์ม​เกษตรกร​ราย​ย่อย (รุ่น F1) ที่​เกิด​จาก​แม่​พันธุ์ ​โค​พื้น​เมือง 

ผสมเทียม​กับ​น้ำ​เชื้อ​โค​พ่อ​พันธุ์ ชาร์ ​โร​เลย์ หรือแอ​งกัส ซึ่ง​ตรง​ตาม​ความ​ต้องการ​ของ​กลุ่ม​ผู้​ประกอบ​การ​

โค​ขุน โดย​เกษตรกร​สา​มาร​ขาย​ลูก​โค รุ่น F1 นี้ ​ได้​ทั้ง​ตัวผู้​และ​ตัว​เมีย ใน​ราคา​ที่ ​ใกล้​เคียง​กัน สำหรับ  

ลูก​โค รุ่น F1 เพศ​เมีย ที่​เกษตรกร​ต้องการ​เลี้ยง​ไว้​ทำ​พันธุ์​ต่อ​ไป​นั้น สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์ 

ไม่​แนะนำ​ให้​ผสมเทียม​ด้วย​น้ำ​เชื้อ​โค​พ่อ​พันธุ์​ชาร์ ​โร​เลย์​อีก แต่​สามารถ​ผสม​พันธุ์​กับ​น้ำ​เชื้อ​พ่อ​โค​พันธุ์​ตาก​หรือ​

พันธุ์​กำแพงแสน จะ​ได้​ลูก​เกิด รุ่น F2 และ​รุ่น F3 ที่​สามารถ​ขาย​ให้​กับ​ผู้​ประกอบ​การ​โค​ขุน​ได้ แต่​การ​เลี้ยง​

การ​จัดการ​อาจ​ยุ่ง​ยาก​ขึ้น ไม่​เหมาะ​สำหรับ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​ทั่วไป

	 จาก​ผล​การ​ดำเนิน​โครงการ​ใน​ปี​แรก​ของ​ปีงบประมาณ 2555 เกษตรกร​ทั่วไป ได้​รับ​โอกาส​ใน​การ​

เชิญ​ชวน​เข้า​ร่วม​โครงการ และ​ผสมเทียม​แม่​โค​ไป​แล้ว​จำนวน 41,713 ตัว คิด​เป็น​ร้อย​ละ 84 ของ​เป้า​หมาย 

แม่​โค​และ​ลูก​โค​ที่​เกิด​จะ​ได้​รับ​การ​ติด​หมายเลข​ประจำ​ตัว (NID= National livestock Identification and 

Registration system) และ​การ​รับรอง​พันธุ์ เพื่อ​การ​ซื้อ​ขาย​ที่ ​ได้​มูลค่า​ที่​สูง​ขึ้น

	 ปีงบประมาณ	 ผสมเทียมแม่โค	 ตรวจท้อง	 ลูกเกิด	 ลูกโคผู้	 ลูกโคเมีย

	 2555	 50,000	 45,000	 -	 -	 -	

	 2556	 100,000	 90,000	 30,000	 15,000	 15,000

	 2557	 200,000	 180,000	 60,000	 30,000	 30,000

	 2558	 250,000	 225,000	 120,000	 60,000	 60,000

	 2559	 0	 0	 150,000	 75,000	 75,000

	 รวม	 600,000	 540,000	 360,000	 180,000	 180,000
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บทคัดย่อ
	 โรค Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency (BLAD) เป็น​โรค​ทาง​พันธุกรรม ที่​เกิด​จาก​ยีน​

ด้อย CD18 ชนิด​โฮ​โม​ไซ​กัส (homozygous) ทำให้​เป็น​โรค​บกพร่อง​ภูมิคุ้มกัน และ​ขาด​ความ​สมบูรณ​์พันธุ์  

พบ​ใน​โคนม​สาย​พันธุ์ ​โฮลส​ไตน์ และ​มัก​จะ​ตาย​ตั้งแต่​อายุ​น้อย 1-2 เดือน แต่​โคนม​ที่​มี​ยีน​ด้อย แบบ​เฮ​เทอ​

โร​ไซ​กัส (heterozygous) จะ​มี​อาการ​ปกติ และ​เป็น​ตัว​ที่​แพร่​ยีน​ด้อย​นี้ ​ไป​ใน​ฝูง​โคนม​ที่​มี​สาย​เลือด​โฮลส​ไตน์  

มี​การ​ค้น​พบ​ครั้ง​แรก​ใน​สหรัฐอเมริกา ว่า​โคนม​พ่อ​พันธุ์ ​โฮลส​ไตน์ เป็น​พาหะ​ของ โรค​นี้ (BLAD carrier)  

และ​ต่อ​มา​พบ​พาหะ​โรค BLAD เพิ่ม​ขึ้น​ใน​ประเทศ​บราซิล และ​ประเทศ​ญี่ปุ่น จาก​รายงาน​ที่​พบ​มาก​ขึ้น ผู้​วิจัย​

จึง​เริ่ม​ทำการ​ศึกษา​เรื่อง​นี้ ใน​ปี พ.ศ. 2554 ขึ้น​เป็น​ครั้ง​แรก​ใน​ประเทศไทย​และ​ได้​นำ​เทคนิค PCR -RFLP  

ซึง่​ให​้ผล​การ​ตรวจ​ที​่รวดเรว็​มา​ใช ้เพราะ​ม​ีความ​เทีย่ง​ตรง มากกวา่​การ​ตรวจ​นบั​เมด็​เลอืด​ขาว ซึง่​เปน็การ​ตรวจ​

แบบ​ดัง้เดมิ การ​ศกึษา​รปู​แบบ​ยนีCD18ครัง้​นี ้ได​้นำ​ตวัอยา่ง​ดเีอน็เอ ซึง่​สกดั​จาก​เลอืด​ของ​ฝงู​โคนม​ลกูผสม​ไทย​

โฮลส​ไตน์ จำนวน 220 ตัว​ของ​เกษตรกร ที่​เกิด​มา​จาก​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​พ่อ​พันธุ์ ​โค​นม​โฮลส​ไตน์​ของ​อเมริกา และ​

ตรวจ​เช็ค​ความ​แม่นยำ​ของ​ชิ้น​ดีเอ็นเอ​ที่​ถูก​ตัด​ด้วย​เอ็น​ไซ​มด้ว​ยกา​รวิ​เคราะห์​ลำดับ​เบส (DNA sequencing) 

ด้วย​เครื่อง​วิเคราะห์​อัตโนมัติ พบ​ว่า​ใน​จำนวน​โค​ทั้งหมด (220 ตัวอย่าง) มี​โค​ที่​เป็น​พาหะ​โรค​นี้ จำนวน 1 ตัว 

และ​มี​รูป​แบบ​ยีน CD18 คือ156 bp, 201 bp และ357 bp แต่​ตัวอย่าง​ของ​ยีน CD18 ใน​โคนม​อีก​จำนวน 199 

ตัว​ที่ ​ไม่​เป็น​พาหะ​โรค​นี้ มี​รูป​แบบ​ของ​ยีน CD18 คือ 156 bp และ201 bp จาก​การ​ศึกษา​พบ​ว่า prevalence 

rate ของ​การ​พบ​พาหะ​โรค​นี้ มี​ค่า​เท่ากับ 0.045% และ​มี​ความถี่​ของ​ยีนCD 18 เท่ากับ 0.094 แสดง​ว่า​พาหะ​

ของ​โรค​นี้​ยัง​มี​จำนวน​น้อย​อยู่ 

คำ​สำคัญ : รูป​แบบ​ของ​ยีน CD18, Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency (BLAD) โค​ไทย​โฮลส​ไตน์​

	 เทคนิค PCR

กัลยา เก่งวิกย์กรรม1, ณชัย ศราธพันธุ์1, ณัฐนันท์ ศิริรัตนธัญญะกุล1 และ สายใจ ชื่นสุข1 
1สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์

การศึกษารูปแบบของยีน CD18 ที่ก่อโรค Bovine ​
Leukocyte Adhesion Deficiency (BLAD) ใน​
​โค​ไทย​โฮลส​ไตน์​ด้วย​เทคนิค PCR



11

Journal of Biotechnology in Livestock Production

Abstract
	 BLAD is a specific Holstein autosomal recessive genetic disorder characterized by 

immuno-deficiency, recurrent infections and infertility resulting in death of homozygous animals 

at the early age (1-2 months).  Heterozygous cows and bulls are clinically normal but they have 

a chance of producing homozygous calves affected by the disease.  It was firstly identified in 

Holstein sires of North American, then Brazil and Japan. According to those reports of finding 

BLAD carriers from many countries using deep frozen semen of American BLAD carrier sires, 

in 2011 PCR-RFLP was chosen to identify genotypes of gene CD18 for the first time in Thai-

land.  Blood samples of Thai Holstein cattle population (n=220) to find out BLAD carriers. The 

PCR –RFLP procedure and DNA sequencing were adjusted for optimum conditions. The results 

showed that the genotype of BLAD carrier has three fragments of 156 bp, 201 bp and 357 bp 

whereas unaffected cattle have only two fragments of 156 bp and 201 bp. All genotypes were 

confirmed by DNA sequencing method.  The prevalence rate of the BLAD-carrier were 0.045% 

and allelic frequency of CD 18, was only 0.094.  It was concluded that the prevalent of CD18 

gene mutation in Thai Holstein cattle was still very low. 

Keywords : Genotyping, Gene CD18, Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency, BLAD, 

	 Thai Holstein cattle, Polymerase Chain Reaction, PCR

Kalaya Kengvikkum1, Nachai Sarataphan1, Nattanant Sirivattanatanyakul1 and Saijai Cheunsuk1

1Bureau of Biotechnology in Livestock Production Department of Livestock Development

Genotyping of Gene CD18 Causing Bovine ​
Leukocyte Adhesion Deficiency (BLAD) in 
Thai Holstein Cattle using Polymerase Chain ​
Reaction (PCR).
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Introduction
	 BLAD is a specific Holstein autosomal recessive genetic disorder and results in death 
of homozygous animals at the early age (1-2 months). It was firstly identified in North Ameri-
can Holstein (Shuster et al 1992).  BLAD carriers were among the most popular top bulls of 
the Holstein breed such as Osborrndale Ivanhoe, Penstate Ivanhoe Star, and Carlin-M Ivanhoe 
Bell (Shuster et al 1992, Powell et al 1996). Widespread use of Artificial insemination (AI) and 
multiple ovulation embryo transfer (MOET) techniques caused demanding semen from those elite 
Holstein bulls. Affected cattle with BLAD were linked to common the ancestor sires that were 
proved to be carriers (Shuster et al 1992, Jørgensen et al 1993).  Thai Holstein cattle inherited 
disorder by autosomal recessive gene and expressed as a diseased phenotype if both alleles 
are present (Homozygous). Homozygous individuals can be identified by different methods such 
as clinical examination, analysis of enzyme activity in blood and genomic analysis. With the 
molecular basis, the screening of carriers (Heterozygous) is possible at the direct genetic de-
tection.   This study aims to develop the PCR-RFLP conditions and estimate the BLAD allele 
in 220 Thai Holstein cattle. 

Material and Methods
	 Blood samples were collected from 220 cattle of Thai Holstein cattle’s jugular vein into 
EDTA containing tubes.  DNA was isolated using Axyprep Blood Genomic DNA Miniprep Kit 
and stored at 4°C until analysis.  

	 Genotyping for BLAD was carried out using PCR-RFLP methods. PCR was made in 
20µl reaction mixture containing 1µl Genomic DNA, 1U Taq polymerase, 0.2mM dNTP, 5 µM of 
each primer (F: 5’ GAA TAG GCA TCC TGC ATC ATA TCC ACC A 3’ R: 5’ CTT GGG GTT 
TCA GGG GAA GAT GGA GTAG 3’) The primers were designed to amplify a DNA fragment 
of 357 bp. (Meydan, et al. 2010)  The cycling reaction were performed in a Personal Thermal 
Cycler (MJ Mini™) with an initial denaturation for 3 min  at 96๐C followed by the thermal 
cycles as follows : denaturation step at 94๐C for 30s, annealing step at 66๐C for 30s, and an 
elongation step at 72๐C for 30s. The reaction was completed with a final elongation step at 
72๐C for 5 min PCR products were analyzed with 2% agarose gel. The 357 bp DNA fragment 
was amplified by PCR.  Aliquots of 2 µl of PCR product were subjected to restriction digestion 
with TaqI in a 10 µl reaction volume. Using 0.2 µl TaqI restriction endonuclease with BSA per 
one sample, the mixture was incubated at 65oC for 3 hr.  The digested amplified PCR product 
on 2% agarose gel yielded two bands of 201 and 156 bp for normal animals and three bands 
of 201, 156 and 357 bp for carriers.  The amplified PCR product of 357 bp was for the BLAD 
locus.  
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	 One DNA of known carrier of BLAD as a control was obtained from Dr. Istvan Anton, 
Research Institute for Animal Breeding and Nutrition (ATK) Herceghalom, Hungary.  All geno-
types were confirmed by DNA sequencing technique.  After gel electrophoresis, the amplicons 
were purified using NucleoSpin® Extract II and sequenced by Big Dye Terminator chemistry on 
an ABI 3130 Automated DNA Sequencing.

	 Allelic Frequency estimate

	 The gene frequency estimate of the CD18 was calculated based on the Hardy-Weinberg 
law as follow: p = 2(AA) + (Aa)  	 	 q = 1-p         (Crow, J F. 1999). 
                         2N

Where p = normal allele frequency, q=mutant allele frequency, N= total number of animal tested,   
AA = number of BLAD-free cattle, and Aa = number of BLAD carriers.

Results 

	 The primer mentioned above successfully amplified the DNA fragments of 357 bp 
for BLAD.  In figure 1, there were five BLAD carriers: an example from Hungary as a control 
and four samples in Thai Holstein have three fragments of 156 bp, 201 bp and 357 bp whereas 
unaffected cattle have only two fragments of 156 bp and 201 bp.  The BLAD positive and nega-
tive samples were sequenced by Big Dye Terminator chemistry on an ABI 3130 Automated 
DNA sequencing (Applied Biosystems, USA). The DNA sequences were analyzed using the 
Sequencing Analysis Software Version 3.3 (Applied Biosystems). Among five carriers’ allele, 
there were only two mutant alleles: a control sample DNA from Hungary and one sample 
from Thai Holstein bull. The other three alleles (Figure 1: in the column 5, 6, 7) were found 
to be false positive when confirmed by DNA sequencing method. To improve that PCR-RFLP 
analysis should be a strong and reliable method for identification of BLAD. Many trials have 
been done in both PCR and of TaqI enzyme conditions in order to find the optimum procedure.  
Finally, a proper condition of TaqI enzyme was found by adding BSA 1 µl (0.1%) and reducing 
DDW (deionized distil water) from 6.8 µl to 5.8 µl in total solution 10 µl. DNA samples from 
Thai Holstein cattle in column 5, 6, and 7 in Figure 1 were truly false positive when checking 
sequences. (Figure 2)
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Figure1: Visualization of restriction fragments 
produced by TaqI enzyme on the PCR products.                               
Column M: 100 bp ladder.                      

Column 1-2: Positive control DNA from  
Hungary cow and positive sample of Thai  
Holstein cattle respectively.                                              

Column 3-4: Negative DNA samples

of Thai Holstein cattle                                                                                          

Column 5, 6, 7:  (false) positive DNA samples 
of Thai Holstein cattle                                                

Figure 2: Visualization of restriction frag-
ments produced by TaqI enzyme on the PCR 
products.                                

Column M: 100 bp ladder.                       

Column 1-2: Positive control DNA from  
Hungary cow and positive sample of Thai 
Holstein cattle                                                

Column 3, 4, 5, 6, 7: Negative DNA samples 
of Thai Holstein cattle                                                

	 The results from 220 DNA samples showed that there were only two genotypes.  One 
type was of known carrier (heterozygous; Aa) and the other was of normal cow (homozygous; 
AA).  The homozygous of recessive gene of CD18 cannot be found. All genotypes were confirmed 
by sequencing method. The nucleotide sequence was in the GenBank with accession number 
FJ853493 for BLAD.  The result of sequencing for the mutant BLAD allele was confirmed a 
single point mutation at the nucleotide 383 in the CD18 gene as the other reports (Figure 3) 
(Kriegesmann, et al 1997, Meydan, et al. 2010). In this paper: the prevalence of BLAD carriers 
in Thai Holstein cattle was found 0.045% and the gene frequency of CD 18, calculated according 
to the Hardy-Weinberg Law was only  0.01in the 220 samples.  The other incidence of BLAD 
carriers among Top sires was also found to be 23% in U.S.A. (Shuster et al 1992), 10% in 
France (Tainturier et al 1995), 16% in Japan (Nagahara et al 1995), 3.33% in Iran (Norouzy et 
al 2005) and 4.76%(Patel et al 2011)
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Figure 3 Alignment of BLAD sequences from normal Thai Holstein cow (green peak pointed 
by the arrow represented the A/A bp), mutant1 (positive control DNA from Hungary; two 
peaks pointed by the arrow represented the A/G bp) and mutant 2 from normal Thai Holstein  
(positive BLAD-DNA from a Thai sample; two peaks pointed by the arrow represented the 
A/G bp) on the second and third rows respectively.  The mutation consists of a single point 
mutation of nucleotide 383 in the CD18 gene.  The box indicates the single point mutation site 
(A to G)
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Discussion
	 The PCR-RFLP procedure was adjusted by our team to eliminate the false positive.  
Finally, the restriction enzyme TaqI digested the PCR product into two fragments of 156 bp and 
201 bp (Figure 2, lane 3, 4, 5, 6 and 7) in normal homozygote.  Heterozygote animals gave 
three fragments of 156 bp, 201 bp and 357 bp (Figure 2, lane 1 and 2).  It was the same as 
other experiments that normal unaffected BLAD cattle have two fragments of alleles and the 
carriers had three fragments in PCR-RFLP method.  Ribeiro, et al (2000) surveyed BLAD in 
Holstein and Gir cattle in Brazil and used the enzyme TaqI to digest the PCR product.  In normal 
homozygote there were two fragments of 26 and 32 bp and in BLAD carrier had three fragments 
of 58, 26 and 32 bp.  Meyden, et al (2010) used PCR-RFLP method and DNA sequencing for 
screening genotyping BLAD of 350 Holstein cows in South East Anatolia in Turkey between 
the years 2007-2009.   The normal unaffected BLAD cattle alleles produced two fragments of 
156 bp and 201 bp.  BLAD carriers exhibited three fragments of 156, 201 and 357 bp.

	 The prevalence of BLAD in this paper is still low at 0.045% and allelic frequency of         
CD 18, was only 0. 094.  It was because of small investigated number of samples and could 
be higher in the coming years.  As the selection within Holstein breed, its’ crosses and AI 
programs are of major factors to spread of undesirable genetic disorder of BLAD. Routine 
checking of bulls and dams by the Real time PCR is required to reduce the recessive lethal 
gene in Thai Holstein cattle population.
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บทคัดย่อ
	 การ​ศึกษา​ความ​ชุก​ของ​โรค​ไวรัส​โบ​วาย​น์​ไวรัล​ได​อะเรีย (Bovine Viral Diarrhea: BVD)  

ใน​เขต​พื้นที่​ปศุสัตว์​เขต 1, 2, 3 และ 7 ของ​ประเทศไทย โดย​เก็บ​ตัวอย่าง​เลือด​จาก​ฟาร์ม​โคนม​ลูก​ผสม 

​โฮลส​ไตน์-ฟรี​เชี่ยน 108 ฟาร์ม จำนวน 3,380 ตัวอย่าง​และ​เจาะ​เก็บ​ตัวอย่าง​เนื้อเยื่อ​หู​จาก 89 ฟาร์ม  

จำนวน  2,679 ตัวอย่าง ตรวจ​แอนติบอดี โดย​ใช้ PrioCHECK®BVDV Ab และ​ตรวจ​แอนติเจน​จาก​เนื้อเยื่อ​

หนัง​หู​โดย​ใช้ PrioCHECK® BVDV AgPIfocus ซึ่ง​เป็น​ชุด​ตรวจ​อีไล​ซ่า​สำเร็จรูป ของ​ประเทศ​เนเธอร์แลนด์   

ผล​การ​ตรวจ​แอนติบอดี พบ​ว่าพื้นที่​ปศุสัตว์​เขต 7 มี​จำนวน​ฟาร์ม​ที่​ตรวจ​พบ​แอนติบอดี​ต่อ​เชื้อ​ไว​รัส​บี​วี​ดี​สูงสุด 

เป็น​ร้อย​ละ 83.9 ขณะ​ที่​พื้นที่​เขต 3, 1 และ 2 พบ​ร้อย​ละ 72.0, 62.5 และ 53.6 ตาม​ลำดับ และ​พบ​ว่า​โค​ใน​

พื้นที่ ปศุสัตว์​เขต 7 มี​จำนวน​โคนม​ที่​ตรวจ​พบ​แอนติบอดี​ต่อ​เชื้อ​ไว​รัส​บี​วี​ดี​สูงสุด​เช่น​กัน คิด​เป็น​ร้อย​ละ 30.21 

ขณะ​ที่​พื้นที่​ปศุสัตว์​เขต 3, 1,และ 2 พบ​ ร้อย​ละ 20.05, 14.97 และ 2.86  ตาม​ลำดับ พบ​ระดับ​แอนติบอดี​

ใน​ฟาร์ม​ที่​มี และ​ไม่มี​ประวัต​ิแท้ง​ลูก​หรือ​ลูก​ตาย ทั้ง 4 เขต เป็น​ร้อย​ละ 71.43 และ 64.44 ตาม​ลำดับ 

และ​พบ​ระดับ​แอนติบอดี​ใน​กลุ่ม​แม่​โค โค​สาว​และ​ลูก​โค​เป็น​ร้อย​ละ  20.79, 10.88 และ 10.36 ตาม​ลำดับ   

สำหรับ​ผล​การ​ตรวจ​แอนติเจน​เนื้อเยื่อ​หนัง​หู ใน​ระดับ​ฟาร์ม​พบ​ใน​ฟาร์ม​ของ​พื้นที่​ปศุสัตว์​เขต 2, 3 และ 7  

คิด​เป็น​ร้อย​ละ 4.5, 5.6 และ 6.9 ตาม​ลำดับ แต่​ไม่​พบ​ใน​พื้นที่​ปศุสัตว์​เขต 1  อัตรา​การ​พบ​ใน​โค​เพศ​เมีย​ของ​

พื้นที่​ปศุสัตว์​เขต 2, 3, และ 7 เป็น​ร้อย​ละ 0.2, 0.2,และ 0.2 ตาม​ลำดับ ไม่​พบ​ใน​โค​ของ​พื้นที่​ปศุสัตว์​เขต 1  

และ​ตรวจ​พบ​แอนติเจน​เฉพาะ​ใน​ฟาร์ม​ที่​มี​ประวัติ​แท้ง​ลูก​หรือ​ลูก​ตาย เป็น​ร้อย​ละ 6.45 โดย​พบ​แอนติเจน​ใน​

กลุ่ม​แม่​โค โค​สาว​เป็น​ร้อย​ละ  0.11, 0.52 ตาม​ลำดับ ไม่​พบ​ใน​ลูก​โค  ผล​จาก​การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้​จะ​เป็น​ประโยชน์​

ใน​การ​วาง​มาตรการ​ควบคุม​และ​กำจัด​โร​คบี​วี​ดี​ไม่​ให้​แพร่​กระจาย​ต่อ​ไป 

คำ​สำคัญ : โบ​วาย​น์​ไวรัล​ได​อะเรีย ไว​รัส​บี​วี​ดี โคนม  แอนติบอดี แอนติเจน

ไกรวรรณ หงษ์ยันตรชัย1  อรุณ จันทร์กระจ่าง1 พรรณพิไล เสกสิทธิ์2

1ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี จ. สระบุรี 
2สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ จ. ปทุมธานี 12000

ระดับแอนติบอดีของเชื้อโบวายน์ไวรัลไดอะเรีย
และอุบัติการณ์เกิดโรคในโคในพื้นที่ปศุสัตว์
เขต 1 2 3 และ 7 ของประเทศไทย
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Abstract
	 A prevalence study of Bovine Viral Diarrhea (BVD) by detecting BVDV antibodies and 

antigens in cattle was conducted. A total of 3,380 blood and 2,679 ear notch tissue samples 

were collected from female crossbred Holstein-Friesian of 108 farms in the areas of Livestock 

Region (LR) 1, 2, 3 and 7 of Thailand. The blood samples were screened for antibodies against 

BVDV using ELISA test kit :PrioCHECK®BVDV Ab, while ear notch tissue samples were tested 

for BVDV antigens using PrioCHECK®BVDV Ag PIfocus . Results of BVDV antibody prevalence 

showed that the farms in LR7 had highest seroprevalence of 83.9%  followed by  LR3, 1, 2, 

(72%, 62.5%  and 53.6%,  respectively). The number of cattle with seroprevalence was also 

highest in LR7 (30.21%) followed by the same sequence of LR3, 1, 2, (20.05%, 14.97% and 

2.86%, respectively). In addition, the farms with history of abortion had higher seroprevalence 

than those without history ones (71.43% and 64.44%, respectively). While cows had higher 

seroprevalence than heifers and calves (20.70%, 10.88% and 10.36%, respectively).  Results of 

BVDV antigens detection from 89 farms, there were positive in LR2, 3 and 7 (4.5%, 5.6% and 

6.9%, respectively) but not in LR1. While the number of positive antigen detected from 2,679 

cattle in LR1, 2, 3 and 7 were 0%, 0.2%, 0.2%, and 0.2%, respectively. The positive antigen 

was detected only in the farms with abortion history (6.45%) but not in the farms without 

abortion. The positive antigens prevalence in cows, heifers and calves were 0.11%, 0.52% and 

0%, respectively.  This study provides beneficial information for dairy cattle reproductive herd 

health management planning and BVD prevention program.
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Introduction
	 In Thailand, artificial insemination activity mainly supported by the Bureau of Biotechnology   
in Livestock Production (BBLP) has taken a major role in livestock improvement especially in 
dairy cattle.  Normally, dairy farmers prefer to get high production by gaining a calf/year and 
minimizing day-open period.  Some cows aborted at the first 3 months or the 3 months of  
midterm or at the late 3 months of gestation period.  The abortions included early embryonic 
death and mummification.  Any cow that had an early embryonic death could be on heat as usual. 
As a result, the owner might think about infertility problem or an accident in case of abortion.  
Some newborn calves died of weakness with unknown cause.  Therefore, infectious diseases 
those result in abortion, for example, bovine viral diarrhea (BVD) should not be excluded.

	 The BVDV, distributed worldwide, is a heterogeneous group of viruses belonging to 
genus pestivirus, family flaviviridae (Becher et al., 2002). It exists as a cytopathogenic (CP) 
and noncytopathogenic (NCP) biotype, based on the presence or absence of visible cytopathic 
effects in the cell culture (Dubovi, 1990). Fetuses infected with non-cytopathogenic biotype of 
BVDV in the period of between 30 to 120 days of gestation develop immune tolerance and will 
be persistently infected (PI). These PI calves are highly susceptible to other diseases.  As the 
PI animals have very high and persistent viremia, consequently, they were primary reservoir 
of BVDV and can disseminate infection by shedding the virus through nasal discharge, saliva, 
semen, urine, feces, tear and milk (Brock, 1995). 

	 There is no adequate information about prevalence of BVDV persistency in Thailand. 
Therefore, the present study was aimed to survey the prevalence of PI animals among  
Holstein dairy cattle herds in the Livestock Region 1st, 2nd, 3rd and 7th of Thailand.  The design of  
effective control and eradication strategy depends on the knowledge of epidemiological parameters, 
including the prevalence of PI animals which reflected from the antibody and antigen detection. 

Material and Methods
	 The study comprised of 22 months period from October 2009 – July 2011. A total of 
3,380 animals from 108 farms in the Livestock Region 1st, 2nd, 3rd and 7th non – vaccinated 
with any BVD virus vaccines, were randomly purposive sampling.  Both serum and ear notch 
biopsy samples were taken from each animal that has history record such as abortion, bearing  
weak calf and in addition with complete history: age, breed of the animals, total number of 
animals on a farm, pregnancy status, and previous diseases. The blood samples were analyzed 
for the presence of BVDV antibodies using an ELISA test kit, PrioCHECK®BVDV Ab, while ear 
notch tissue samples were tested for BVDV antigens using PrioCHECK®BVDV Ag PIfocusat 
the BBLP central lab, Pathumthani province. The kit detected the highly stable virus protein, 
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which was secreted extracellularly during virus replication. The sensitivity (Se) and specificity 
(Sp) of the tests were 98% and 99% for BVDV antibodies, 100% and 99.4% for BVDV  
antigens, respectively, as indicated by the manufacturer.

Statistic analysis.  All data were calculated into 4 aspects as follows; 

	 1.	 The prevalence = number of infected cattle 

	 2.	 Percentage of farms with positive to BVDV antibodies

	 3.	 Percentage of heads of cattle with positive antibodies 

	 4.	 Percentage of  farms and heads of cattle with positive to BVDV antigen  

Results
	 Table 1 showed that a total of 3,380 cows within 108 dairy cattle herds in the  
Livestock Region 1st, 2nd, 3rd and 7th there were 108 farms (68.5%) positive to antibody against 
BVDV.  Among those farms in the regions, it was found that farms in LR7th had the highest 
antibody prevalence of 83.9%, followed by the, farms in the LR3rd, 1st and 2nd (72%, 62.5% and 
53.6%, respectively).  Also the prevalence of cattle (heads) in LR7th having the antibody was 
higher (30.21%) than that of cattle in LR1st (14.97%), 2nd (2.86%) and 3rd (20.05%).

	 Table 2 showed that the cows had the higher prevalence of serum antibody (20.79%) 
than heifers (10.88%) and young calves (10.36%) 

	 Table 3 showed the detection of BVDV antigen from ear notch biopsy samples of 4 
Livestock Regions, by PrioCHECK® BVDV AgPIfocus ELISA test kit. It was found that there 
were 4 infected farms located in LR 2nd (1 farms), LR 3rd (1 farms), and LR 7th (2 farms).  The 
farms having prevalence of abortion were found BVDV antigen positive test at 6.45%. While 
there were no prevalence BVDV antigen positive in the farms without prevalence of abortion.

	 Table 4 showed that out of 1,849 cows and 389 heifers, BVDV antigen detection was 
lower in cows than heifers (0.11% and 0.52%, respectively). Whereas there was no BVDV 
antigen positive in 441 samples from calves.

	 Table 5 showed status of farms and cattle with positive antibody detected by 
PrioCHECK®BVDV Ab and positive antigen by PrioCHECK®BVDV Ag PIfocus. There are 4 farms 
and 4 cattle with antigen positive, 2 farms in LR7, one farm LR3 and LR2. Farm 1-3 had high 
antibody prevalence (83.9%, 97.6% and 97.1%, respectively) in all cattle and 6-12 months cattle 
(100%, 75% and 100%, respectively), except for farm 4 that had low antibody and antigen 
prevalence (8.3% and 0%, respectively). Most of the cattle that positive antigen detection (3/4), 
had negative antibody. 

 number of cattle examined
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Discussion and Conclusion
	 The detection of BVDV antigen and antibody had been done in farm level and cattle 
in 4 important Livestock Regions. The results showed that the farms in the Livestock Region 
7th (LR7) had highest prevalence of both BVDV antibody and antigen.  Physically the LR7 oc-
cupied large area with the most congested farms and population of dairy cattle (DLD, 2012). 
Aiumlamai et al. (1992) reported 4.4% prevalence of BVDV antibody from bulk milk tanks of 
dairy farms in the Muaglek area, while Virakul et al. (1997) reported at 15.8%, 39.6% 32.9% 
and 11.2% in LR 1,2,3, and 7, compared with this report (Table 1) at 62.5%, 53.6%, 72.0% and 
83.9% respectively, in the same regions. The 2 reports showed that BVDV spreaded rapidly in 
all studied regions. Every cattle in this study were non-vaccinated herd. Therefore, the antibody, 
found in every cattle was active immunity. However the antibody of calves might be the passive 
immune derived from their dams or be the immunity producing by themselves when they were 
125 days embryo facing the BVDV (Kampa, 2008). It is difficult to prevent and control BVD 
disease effectively. Therefore the outbreak of BVD disease can happen rapidly and widely.  

	 The antibody prevalence was not so different between farms with and without  
abortions (71.43% vs. 64.44%). So, BVDV antibody might not influence on abortion. It is  
generally considered that serologically positive; nonviremic cattle are ‘safe’, providing that they 
are not pregnant (Drew, 2008).

	 From Table 2, according to positive antibody prevalence of cows, heifers and young 
calves (20.79%, 10.88% and 10.36%) compared to the study of Ajariyakhajorn et al. (2000)  in 
milking cows, dry cows, heifers and calves (66.1%, 82.4%, 54.2% and 43.3%, respectively).  
The positive antibody prevalence was the same sequence by adult cattle had highest antibody 
prevalence, then heifers and calves. Transmission is most efficient by direct contact. However, 
as infections have been observed in closed, non-pasturing herds, other transmission routes 
seem likely to have some practical importance, Differences in BVDV prevalence among regions 
or introduction of virus in herds previously free of BVDV are often associated with particular 
epidemiological determinants such as cattle population density, animal trade and pasturing prac-
tices (Houe,2003). 

	 In this study, the total prevalence of antigen detection figures from farms and cattle 
were 4.5% and 0.1% respectively (Table 3). The status of antigen positive cattle was acute 
infectious or PI cattle. PI cattle are the main source for transmission of the virus. However, 
acutely infected cattle as well as other ruminants, either acutely or persistently infected, may 
transmit the virus (Houe, 2003). In generally, there were 1-2% PI cattle within the cattle population 
and such animals had no or low antibodies to BVDV (Drew, 2008). Groom (2005) reported that 
high BVDV titer in non-vaccinated calves 6-12 month of age had been showed to be a reliable 
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indicator that cattle persistently infected with BVDV were present in the herd. Since BVDV 
antigen was found in only farms that had abortion (6.45%) but not in the farms without abortion.  
It might be concluded that BVDV is one of the causes of abortions on those farms.

	 From table 4, there was no positive antigen detection in young calves, inconsistent 
with positive antibody in table 2. It might be due to the last longing of maternal antibody in 
colostrums which could be lasted for 13 months for BVD (Virakul et al., 1997).  Coria and   
McClurkin (1978) studied the duration of active and colostrum-derived passive antibodies to 
bovine viral diarrhea virus in 14 calves. Five calves born with actively induced antibodies to 
BVDV retained high titers during the year of observation. Colostrum-derived antibodies to BVDV 
in nine calves declined at an expected rate for the first four to six months of age. However, 
titers of six of these calves increased at five to eight months of age and either remained  
constant or increased through one year of age.

	 From table 5, most of the farms (3 out of 4) had high prevalence of BVDV antibodies 
(83.9%, 97.6% and 97.1%), but only farm 4 that located in LR2nd had low prevalence (8.3%). It 
might be due to the first infection in the farm, the immunity in the cow could develop at the third 
week after infection, stable in 10th-13th week then a little decline and still in longlife (Kampa, 
2008). The 12-year old cow with positive antibody and antigen and history of repeat breed was 
still pregnancy at 3.5 months (Farm 1), according to Drew (2008) reported that the dam would 
often have high antibody titres (›1/2000) to BVDV, which was suggestion of fetal infection and 
was probably due to the fetus providing the dam an extended challenge of virus. The problem 
might occur when the antigen  positive pregnant cow in farm 1 might serve as reservoir animal 
that had a potential to transferring BVDV to her fetus or other cattle on farm (Moenning and 
Liess, 1995). Most of the 6-12 month cattle (farm 1, 2 and 3) had high prevalence of antibody 
against BVDV (100%, 75% and 100%, respective). The high antibody in non vaccinated young 
calves aged at 6-12 months indicated virus persistency in herds (Groom, 2005).

	 Based on the results obtained from this study, antibodies prevalence can be found in 
cattle, ether in farms with or without abortions. However, antigen prevalence was neither found 
in farms without abortion nor in calves. According to the reports of Aiumlamai et al.(1992), 
Virakul et al. (1997), Kampa et al. (2004) antibodies prevalence can be found in generally  and  
should be tested for PI cattle. When BVDV still circulates in those areas, it may cause losses 
in Thai dairy production in the future (Kampa et al., 2011).

	 To get rid of PI by a proper country-control plan, Department of Livestock Development 
should educate the dairy farmers, dairy cooperatives and the government officers in order to 
corporate and investigate the infected farms and cattle. 
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No. farms

BVD positive (farms)

Prevalence (%) 

No. cattle (heads)

BVD positive (heads)

Prevalence (%)

No. farms prevalence of abortion

BVD positive in farms (prevalence of abortion).

Prevalence (%) in farms (prevalence of abortion).

No.farms no prevalence of abortion                                         

BVD positive in farms (no prevalence of abortion).

Prevalence (%) in farm (no prevalence of abortion).

	 	 	 cows	 	 	 heifers	 	 	 Young calves

	   LR	 No.	 positive	 prevalence	 No.	 positive	 prevalence	 No.	 positive	 prevalence

	 	 (head)	 (head)	 (%)	 (head)	 (head)	 (%)	 (head)	 (head)	 (%)

	 LR 1st	 453	 88	 19.4 	 110	 10	 9.1 	 132	 6	 4.5 

	 LR 2nd	 652	 19	 1.4 	 113	 4	 3.5	 109	 2	 1.8 

	 LR 3rd	 495	 121	 24.4 	 140	 13	 9.3 	 163	 26	 16.0

	 LR 7th	 724	 255	 35.2 	 152	 29	 19.1	 137	 22	 16.1

	 Total	 2,324	 483	 20.79	 515	 56	 10.88	 541	 56	 10.36

the Livestock Region (LR)

LR 1st

24

15

62.5

695

104

14.97 

10

6

60.0 

14

9

64.29 

LR 2nd

28

15

53.6

874

25

2.86 

15

8

53.33

13

7

53.85 

LR 3rd

25

18

72.0

798

160

20.05 

13

10

76.92 

12

8

66.67

LR 7th

31

26

83.9

1,013

306

30.21

25

21

84.00

6

5

83.33 

Total

108

74

68.5

3,380

595

17.60

63

45

71.43

45

29

64.44

Table 1 The prevalence of BVDV antibody detected by and PrioCHECK®Ab in 3,380 cattle from 

108 farms selected out of the Livestock Region (LR) 1st, 2nd, 3rd and 7th

Table 2 The prevalence  of Antibody against BVDV in serum  of cows, heifers and young calves 

selected out of the Livestock Region 1st, 2nd, 3rd and 7th detected by ELISA PrioCHECK®BVDV 

Ab  
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No. farms

BVD positive (farms)

Prevalence (%) 

No. cattle (heads)

BVD positive (heads)

Prevalence (%)

No. farms prevalence of abortion

BVD positive  in farms (prevalence of abortion).

Prevalence (%) in farms (prevalence of abortion).

No.farms no prevalence of abortion                                         

Prevalence in farms (no prevalence of abortion).

BVD positive (%) in farm (no prevalence of abortion).

	 	 	 cows	 	 	 heifers	 	 	 Young calves

	   LR	 No.	 positive	 prevalence	 No.	 positive	 prevalence	 No.	 positive	 prevalence

	 	 (head)	 (head)	 (%)	 (head)	 (head)	 (%)	 (head)	 (head)	 (%)

	 LR 1st	 379	 0	 0	 82	 0	 0	 120	 0	 0

	 LR 2nd	 429	 1	 0.2	 82	 0	 0	 86	 0	 0

	 LR 3rd	 378	 0	 0	 96	 1	 1	 115	 0	 0

	 LR 7th	 663	 1	   	 129	 1	 0.8	 120	 0	 0

	 Total	 1,849	 2	 0.11	 389	 2	 0.52	 441	 0	 0

the Livestock Region (LR)

LR 1st

20

0

0

581

0

0

10

0

0

10

0

0

LR 2nd

22

1

4.5 

597

1

0.2

15

1

6.67

7

0

0

LR 3rd

18

1

5.6

589

1

0.2

13

1

8.33

5

0

0

LR 7th

29

2

6.9 

912

2

0.2

25

0

8.00

4

0

0

Total

89

4

4.5

2,679

4

0.1

6326

6.45

26

0

0

Table 3 The prevalence of BVDV antigen detected by PrioCHECK®AgPIfocus from ear notch 

samples selected out of the Livestock Region (LR) 1st, 2nd, 3rd and 7th

Table 4 The prelalence of BVDV antigen from ear notch samples of cows, heifers and 

young calves selected out of the Livestock Region 1st, 2nd, 3rd and 7th detected by ELISA 

PrioCHECK®AgPIfocus
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Table 5 Status of farms and cattle with positive antibody detected by PrioCHECK®BVDV Ab 

and positive antigen by PrioCHECK®BVDV Ag PIfocus 

Farm 1 in LR 7

Farm 2 in LR 7

Farm 3 in LR 3

Farm 4 in LR 2

Farm

47/56 (83.9%)*

40/41 (97.6%)*

34/35 (97.1%)*

3/36 (8.3%)*

Positive antibody 

prevalence in adult 

cattle

11	 112 years old cow with 3.5

	 month pregnancy, repeat 

	 breeder and positive antibody 

	 detection 

                 

12	 22.5 years, positive antigen  

	 but negative antibody heifer.

13	 33 years, positive antigen 

	 but negative antibody heifer.

14	 48 years olds cow, repeat 

	 breeder, post antigen but 

	 negative antibody.

No positive

antigen cattle

1/1 (100%)*

3/4 (75%)*

5/5 (100%)*

0/0 (0%)

Positive antibody 

prevalence in  

6-12 mo. cattle

*No. of positive/Total no. in the farm (%) 
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บทคัดย่อ
	 วัตถุประสงค์​ของ​การ​ศึกษา​นี้​เพื่อ​เปรียบ​เทียบ​ขนาด​ฮอร์ โมน เอฟ เอส เอช (FSH; Follicle  

stimulating hormone)  2 ระดับ คือ  150 และ 200 มิลลิกรัม ใน​การก​ระ​ตุ้น​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่​ใน​โค​พื้น​เมือง​

อสีาน โค​ให​้ตวั​ออ่น​เปน็​โค​พืน้​เมอืง​อสีาน​ที​่ม​ีสขุภาพ​แขง็​แรง สมบรูณ​์และ​ม​ีวงจร​การ​เปน็​สดั​ปกต ิอาย​ุประมาณ 

3-5 ปี นํ้า​หนัก​ระหว่าง 250-350 กิโลกรัม ทำการ​เหนี่ยว​นำ​การ​เป็น​สัด​ด้วย​ฮอร์ โมน​โปร​เจ​ส​เต​อร์ ​โรน​ 

ชนิด​สอด​ใน​ช่อง​คลอด (CIDR-B®) และ​กระตุ้น​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่ ​โดย​ใช้​ฮอร์ โมน FSH (Folltropin-V®,  

Australia) แบ่ง​กลุ่ม​แม่​โค​แบบ​สุ่ม​เป็น 2 กลุ่มๆ ละ 5 ตัว วางแผน​การ​ทดลอง​แบบ crossover design 

ทำ​ซ้ำ 4 ครั้ง โคก​ลุ่ม​ที่​หนึ่ง ใช้​ฮอร์ โมน FSH ขนาด 150 มิลลิกรัม ต่อ​ตัว และ​กลุ่ม​ที่​สอง ใช้​ฮอร์ โมน 

FSH ขนาด 200 มิลลิกรัม​ต่อ​ตัว โดย​ฉีด​เข้า​กล้าม​เนื้อ เช้า-เย็น ห่าง​กัน 12 ชั่วโมง และ​ฉีด​ติดต่อ​กัน​แบบ​

ลด​ขนาด​ลง​ทุก​วัน​เป็น​เวลา 3 วัน ร่วม​กับ​การ​ฉีด พรอสต้า​แก​รน​ดิน (Estrumate, New Zealand) ขนาด 

500 ไมโครกรัม เข้า​กล้าม​เนื้อ บันทึก​เวลา​และ​อาการ​เป็น​สัด หลัง​จาก​นั้น​ผสมเทียม​ใน​แม่​โค​ตัว​ให้​พร้อม​กับ 

​ฉีด​ฮอร์ โมน gonadotrophic releasing hormone (Receptal®, Germany) ขนาด 100 ไมโครกรัม  

เข้า​กล้าม​เนื้อ ผล​การ​ทดลอง​ใน​กลุ่ม​ที่ 1 ได้​อัตรา​การ​เก็บ​ตัว​อ่อน​ได้ 80% (76/95) เป็น​ตัว​อ่อน​ที่​มี​คุณภาพ​

ย้าย​ฝาก​ได้ (เกรดA, B, C) จำนวน 35 ตัว​อ่อน เฉลี่ย (mean ± SE) 2.00 ± 1.6 ตัว​อ่อน/ตัว แม่​โค​ใน​กลุ่ม​

ที่ 2 ได้​ตัว​อ่อน​ที่​มี​คุณภาพ​ย้าย​ฝาก​ได้ (เกรดA, B, C) จำนวน 26 ตัว​อ่อน เฉลี่ย 1.53±1.48 ตัว​อ่อน/ตัว 

อัตรา​การ​เก็บ​ตัว​อ่อน​ได้ 66.31% (63/95) ขนาด​ฮอร์ โมน FSH 150 และ 200 มิลลิกรัม ให้​จำนวน CL 

เฉลี่ย (mean ± SE) ต่อ​ตัว (5.94±2.14 และ 5.6±1.00) และ​จำนวน​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้ ไม่​แตก​ต่าง​กัน​อย่าง​

มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (P>0.05) จำนวน​ตัว​อ่อน​เกรด A, B, C และ D+UFO ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​อย่าง​มี​

นัย​สำคัญ​ระหว่าง​กลุ่ม​ที่ 1 และ 2 คือ เกรด A = 1.29±1.08 และ 1.0±0.47, เกรด B = 0.53±0.44  

และ 0.13±0.07, เกรด C = 0.24±0.22 และ 0.18±0.16, D+UFO = 1.88±1.25 และ 1.76±1.57 ตาม​ลำดับ  

(P >0.05) ผล​การ​ศึกษา​นี้​แสดง​ว่า​ขนาด​ฮอร์ โมน FSH 150 มิลลิกรัม หรือ 200 มิลลิกรัม ให้​ผล​ไม่​แตก​ต่าง​

กัน​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ต่อ​การ​ตอบ​สนอง​ต่อ​ฮอร์ โมน​สำหรับ​กระตุ้น​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่​ใน​โค​พื้น​เมือง​สาย​อีสาน

คำสำคัญ : โคพื้นเมืองอีสาน ฮอร์ โมน เอฟ เอส เอช การกระตุ้นเพิ่มการตกไข่

ณรงค์กร เกษมสุข1   อนนท์ เทืองสันเทียะ2 ณรงค์ เลี้ยงเจริญ2  บรรลือ กล่ำพูล2 และมาลี อภิเมธีธำรง3

1 ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพอุบลราชธานี
2 ศูนย์พัฒนาเทคโนโลยีการย้ายฝากตัวอ่อน จ.นครราชสีมา

3 สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์กรมปศุสัตว์

ผลของระดับฮอร์โมน เอฟ เอส เอช ต่อการเพิ่มการตกไข​่
ในโคพื้นเมืองสายอีสาน 
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Abstract
	 The objective of this study was to compare the efficacy of different follicle stimulating 

hormone (FSH) doses; 150 and 200 mg. on superovulatory response in north-eastern Thai  

native cattle (Bos indicus). Cyclic donor cows (n = 10) were assigned randomly into 2  

treatment groups (n = 5 in each group) with a crossover design, 4 replications. They were 3-5 

years of age and live weight 250-350 kg. Estrous synchronization was done in all donors with 

CIDR-B® and Prostaglandin F2α. Then they were injected with Folltropin®-V (FSH) twice daily 

for 3 days in decreasing doses according to its dose assignment, 150 (Group 1) or 200 mg. 

(Group 2). On the last day of FSH injection, PGF2α was given and CIDR-B® was removed. 

On standing heat, cows were artificial inseminated (AI) with same frozen semen batch of a 

north-eastern Thai native bull and injected i.m. with 100 µg gonadotrophic releasing hormone 

(Receptal®, Germany). Numbers of corpora lutea were determined by rectal palpation and  

embryos were collected on day 7 after AI. Data were analyzed by Student, s t test. In Group 1, 

a total of 35 transferable embryos (A, B, C grades = 2.00 ± 1.6, mean ± SE) were collected, 

for a recovery rate of 80% (76/95). In Group 2, a total of 26 transferable embryos (1.53±1.48, 

mean ± SE) were collected, for a recovery rate of 66.31% (63/95). No significant difference in 

the numbers of CL and transferable embryos (mean ± SE) were found between Group 1 and 

Group 2 (5.94±2.14 and 5.6±1.0; 2.00 ± 1.6 and 1.53±1.48, respectively, P>0.05). There were 

also no significant differences in the numbers of embryo grade A, B, C, and D+UFO between 

two treatment groups (A grade= 1.29±1.08 and 1.0±0.47, B grade = 0.53±0.44 and 0.13±0.07, 

C grade = 0.24±0.22 and 0.18±0.16, and D+UFO = 1.88±1.25 and 1.76±1.57, for Group 1 and 

2, respectively, P>0.05). This study demonstrated that 150 or 200 mg of FSH did not give 

different results on superovulatory response in north-eastern Thai native cattle. 

Keywords : north-eastern Thai native cows, FSH, superovulation 

Effect of FSH Dosages on Superovulatory ​
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บทนำ
	 โค​พื้น​เมือง​ของ​เมือง​ไทย จัด​เป็น​โคก​ลุ่ม Bos indicus เป็น​โค​ที่​เลี้ยง​ง่าย ใช้​งาน​ได้​ดี ทน​ต่อ​โรค  

แมลง อากาศ​ร้อน มี​ความ​สมบูรณ์​พันธุ์​สูง เป็น​สัด​เร็ว ผสม​ติด​ง่าย และ​ให้​ลูก​อย่าง​สม่ำเสมอ​ตลอด​ทั้ง​ปี   

ทั้ง​ที่ ​ไม่​ได้​รับ​อาหาร​ที่​สมบูรณ์​นัก ปัญหา​และ​อุปสรรค​ใน​การ​เลี้ยง​โค​พื้น​เมือง ได้แก่ มี​พื้นที่​เลี้ยง​น้อย​ลง  

ขาด​การ​ปรับปรุง​พันธุ์ จำนวน​ประชากร​โค​ลด​ลง มี​การ​เลี้ยง​ตัวผู้​และ​ตัว​เมีย​รวม​กัน ความ​หลาก​หลาย​

สาย​พันธุ์​ลด​ลง ทำให้​เกิด​สาย​เลือด​ชิด ลูก​เกิด​มา​แคระ​แก​รน​ไม่​แข็ง​แรง อีก​ทั้ง​ผู้​เลี้ยง​ไม่​ค่อย​เลี้ยง​ดู​และ​

เอาใจ​ใส่​เกี่ยว​กับ​สุขภาพ​เท่า​ที่​ควร นอกจาก​นี้ ​โค​พื้น​เมือง​มัก​ถูก​นำ​ไป​ผสม​กับ​โค​สาย​พันธุ์​ต่าง​ประ​เท​ศอื่นๆ  

​ทั้ง​พันธุ์​เนื้อ​และ​นม เพื่อ​ใช้ ​ใน​การ​ปรับปรุง​พันธุ์ โดย​อาศัย​ข้อดี​ของ​โค​พื้น​เมือง ทำให้​โค​พื้น​เมือง​สาย​พันธุ์​ 

ไทย​แท้ๆ กลาย​เป็น​โค​ลูกผสม​ไป​เป็น​จำนวน​มาก และ​เมื่อ​ผสม​กับ​โค​สาย​พันธุ์​อื่น​ไป​หลายๆ​รุ่น​ผล​ที่​ตาม​มา​ คือ  

ระดบั​สาย​เลอืด​ของ​โค​พืน้​เมอืง​ไทย​จะ​ลด​นอ้ย​ลง​เรือ่ยๆ และ​ใน​อนาคต​อาจ​หา​โค​พืน้​เมอืง​พนัธุ​์แท​้ของ​ไทย​ไม่​ได ้

หาก​ไม่มี​การ​ดำเนิน​งาน​ด้าน​การ​อนุรักษ์​สาย​พันธุ์​อย่าง​จริงจัง การ​พัฒนา​โค​พันธุ์ ​ใหม่​ที่​ต้อง​อาศัย​พันธุ์​พื้น​ฐาน​

จาก​พันธุ์​พื้น​เมือง ก็​จะ​กระทำ​ได้​อย่าง​ลำบาก 

	 การ​อนุรักษ์​พันธุกรรม​สัตว์ สามารถ​ดำเนิน​การ​ได้​สอง​แนวทาง​คือ การ​อนุรักษ์ ​ใน​สภาพ​ธรรมชาติ 

และ​นอก​สภาพ​ธรรมชาติ การ​อนุรักษ์ ​ใน​สภาพ​ธรรมชาติ หมาย​ถึง การ​เลี้ยง​ดู ที่​มี​การ​จัดการ​ฝูง การ​จัด​แผน​

ผสม​พันธุ์​เพื่อ​ให้​ดำรง​สาย​พันธุ์​และ​รักษา​ระยะ​ห่าง​ทาง​พันธุกรรม ซึ่ง​มี​หน่วย​งาน​ของ​กรม​ปศุสัตว์​ดำเนิน​การ​

อยู่ ส่วน​การ​อนุรักษ์​นอก​สภาพ​ธรรมชาติ หมาย​ถึง การ​เลี้ยง​ดู​ใน​สวนสัตว์ การ​เก็บ​รักษา​พันธุกรรม​ใน​รูป​ของ​

เซลล์​สืบพันธุ์​และ​ตัว​อ่อน​โดย​เก็บ​ใน​สภาพ​แช่​แข็ง สามารถ​นำ​ไป​ผสมเทียม หรือ​ฝากตัว​อ่อน​เพื่อ​ให้​มี​ลูก​เกิด​ได้​

ใน​อนาคต ทั้งนี้​พบ​ว่า​อัตรา​การ​ตั้ง​ท้อง​จาก​การ​ผสมเทียม​และ​ย้าย​ฝากตัว​อ่อน​ไม่​แตก​ต่าง​กัน​เมื่อ​ตรวจ ณ วัน​

ที่ 28 หลัง​การ​เป็น​สัด (Demetrio, 2007) ปกติ​โค​พื้น​เมือง​ของ​ไทย​จะ​ถูก​เลี้ยง​อยู่​กระจาย​ทั่ว​ประเทศ มี​หลาย​

ชื่อ​เรียก มัก​เรียก​ชื่อ​ตาม​ถิ่น​ที่​อยู่ เช่น​โค​ขาว​ลำพูน โค​พื้น​เมือง​สาย​อีสาน โค​พื้น​เมือง​ภาค​ใต้ โดย​จะ​มี​ลักษณะ​

ปรากฏ​ตา่ง​กนั  กรม​ปศสุตัว ์โดย​สำนกั​เทคโนโลย​ีชวีภาพ​การ​ผลติ​ปศสุตัว ์ได​้เริม่​ศกึษา​การ​อนรุกัษ์ ​โค​พืน้​เมอืง 

​ภาค​ใต ้และ​โค​ขาว​ลำพนู โดย​เทคโนโลย​ีการ​ยา้ย​ฝากตวั​ออ่น (อ​นนท ์และ​คณะ, 2547; ณรงค ์และ​คณะ, 2550)  

พบ​ว่า​โค​ทั้ง​สอง​สาย​พันธุ์​มี​การ​ตอบ​สนอง​ต่อ​ฮอร์ โมน​กระตุ้น​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่​ไม่​เท่า​กัน​แม้ว่า​จะ​ใช้​ขนาด​ฮอร์ โมน​

เท่า​กัน (150-200 มิลลิกรัม Folltropin-V®, Bioniche Animal Health (A/Asia) Pty. Ltd., Australia) 

การ​ใช้​ขนาด​ฮอร์ โมน​สูง​เกิน​ไป (260 มิลลิกรัม) ทำให้​เกิด​การ​ตอบ​สนอง​มาก​เกิน​ไป (overstimulation)  

มี​ไข่​ไม่​ได้​รับ​การ​ผสม​จำนวน​มาก และ​ได้​ตัว​อ่อน​น้อย มี​รายงาน​ว่า Bos indicus มี​การ​ตอบ​สนอง​ต่อ​ฮอร์ โมน 

FSH มากกว่า Bos Taurus และ​สามารถ​ใช้​ฮอร์ โมน​ใน​ขนาด​ที่​น้อย​กว่า​ที่ ​ใช้ ​ใน Bos Taurus 25-30%  

(Lewis, 1992) วัตถุประสงค์​ของ​การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้ เพื่อ​เปรียบ​เทียบ​ขนาด​ของ​ฮอร์ โมน FSH  2  ระดับ คือ 

200 และ 150 มิลลิกรัม ใน​การก​ระ​ตุ้น​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่​ใน​โค​พื้น​เมือง​อีสาน
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อุปกรณ์และวิธีการ
	 1.	 คดั​เลอืก​แม่​โค​พืน้​เมอืง​อสีาน​ที​่เปน็​ตวั​ให​้ตวั​ออ่น (Donor) จำนวน 10 ตวั ม​ีสขุภาพ​แขง็​แรง​สมบรูณ ์

และ​มี​วงจร​การ​เป็น​สัด​ปกติ อายุ​ประมาณ 3–5 ปี  มี​น้ำ​หนัก​ระหว่าง 250 –350 กิโลกรัม

	 2.	แม่​โค​พื้น​เมือง​สาย​อีสาน​ทุก​ตัว จะ​ได้​รับ​การ​เหนี่ยว​นำ​การ​เป็น​สัด​ด้วย​ฮอร์ โมนโปร​เจ​ส​เต​อร์​

โรน​ชนิด​สอด​ใน​ช่อง​คลอด (CIDR-B®, InterAg, New Zealand) และ​กระตุ้น​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่​โดย​ใช้​ฮอร์ โมน  

FSH (Folltropin-V®, Bioniche Animal Health (A/Asia) Pty. Ltd., Australia) โดย​แบ่ง​กลุ่ม​แม่​โค​ 

พืน้​เมอืง​ภาค​ตะวนั​ออก​เฉยีง​เหนอื​แบบ​สุม่​เปน็ 2 กลุม่ๆ ละ 5 ตวั  วางแผน​การ​ทดลอง​แบบ crossover design 

ทำ​ซ้ำ 4 ครั้ง  กลุ่ม​ที่​หนึ่ง ใช้​ฮอร์ โมน FSH ขนาด 150 มิลลิกรัม​ต่อ​ตัว และ​อีก​กลุ่ม​หนึ่ง  ใช้​ฮอร์ โมน FSH 

ขนาด 200 มิลลิกรัม​ต่อ​ตัว  ซึ่ง​จะ​เริ่ม​ฉีด​ใน​วัน​ที่ 9  หลัง​ใส่​ฮอร์ โมน​โปร​เจ​ส​เต​อร์ ​โรน​ชนิด​สอด​ใน​ช่อง​คลอด​

โดย​ฉีด​เข้า​กล้าม​เนื้อ เช้า-เย็น ห่าง​กัน 12 ชั่วโมง และ​ฉีด​ติดต่อ​กัน​แบบ​ลด​ขนาด​ลง​ทุก​วัน​เป็น​เวลา 3 วัน

	 3.	ใน​วัน​ที่ 3 ของ​การ​ฉีด​ฮอร์ โมน​กระตุ้น​เพิ่ม​การ​ตก​ไข่ ฉีด​สา​รพ​รอสต้า​แก​รน​ดิน (Estrumate®, 

Cloprostenol, Schering-Plough Animal Health, NSW, Australia) ขนาด 2 ml. (500 ไมโครกรัม)  

เข้า​กล้าม​เนื้อ​เช้า-เย็น  ร่วม​กับ​การ​ถอด​ฮอร์ โมน​โปร​เจ​ส​เต​อร์ ​โรน 

	 4.	บันทึก​เวลา​และ​อาการ​เป็น​สัด หลัง​จาก​นั้น​ผสมเทียม​ใน​แม่​โค​ตัว​ให้ จำนวน 4 ครั้ง ห่าง​กัน  

12  ชั่วโมง  โดย​ใช้​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​ของ​พ่อ​พันธุ์ ​โค​พื้น​เมือง​ที่​ผ่าน​การ​ทดสอบ​คุณภาพ​หลัง​การ​ละลาย​แล้ว พร้อม​

กับ​ฉีด​ฮอร์ โมน gonadotrophic releasing hormone (Receptal®, Intervet International B.V., Holland)  

ขนาด 100 ไมโครกรัม เข้า​กล้าม​เนื้อ ให้​กับ​แม่​โค​ตัว​ให้​หลัง​จาก​ผสมเทียม​ครั้ง​แรก

	 5.  ใน​วนั​ที ่7 หลงั​อาการ​สดั ลว้ง​ตรวจ​และ​บนัทกึ​การ​ตอบ​สนอง​ตอ่​การก​ระ​ตุ​้นการ​ตก​ไข ่โดย​การ​นบั​ 

จำ​นวน​คอร์ปัสลู​เทียม (Corpus lutium : CL) บน​รังไข่​ทั้ง 2 ข้าง จาก​นั้น​ทำการ​เก็บ​ตัว​อ่อน​จาก​แม่​โค​

ตัว​ให้ โดย​ใช้​น้ำยา​ชะล้าง​ตัว​อ่อน (Emcare®, Har-vet, New Zealand) ชะล้าง​ตัว​อ่อน​ออก​จาก​ปีก​มดลูก​

ทั้ง 2 ข้าง ด้วย​น้ำยา​ข้าง​ละ 500 ml. โดย​ใช้​ชุด​สาย​ยาง​สำหรับ​ชะล้าง​ตัว​อ่อน (flushing set) ต่อ​กับ 

​ท่อ​สวน​ตาม​วิธี​ของ Saito (1994) และ​ปล่อย​น้ำยา​ไหล​ผ่าน​ถ้วย​กรอง​ตัว​อ่อน

	 6.	นำ​ถ้วย​กรอง​ตัว​อ่อน​ไป​ตรวจ​หา​ตัว​อ่อน และ​ประเมิน​คุณภาพ​ตัว​อ่อน​ภาย​ใต้​กล้องจุลทรรศน์​

สเตอริโอ บันทึก​จำนวน และ​คุณภาพ​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้ โดย​การ​ประเมิน​คุณภาพ​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้ ตาม​วิธี​ของ  

Linder และ Wright (1983) ตาม​ราย​ละเอียด ดังนี้	

	 เกรด A ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ดี​มาก มี​พัฒนาการ​ปกติ ลักษณะ​ของ​เซลล์​ตัว​อ่อน​หรือ​บ​ลา​ส​โต​เมียร์ 

ต้อง​เป็น​ทรง​กลม​เกาะ​กัน​แน่น ไม่มี​เซลล์​แตก

	 เกรด B ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ดี มี​พัฒนาการ​ปกติ   ลักษณะ​ของ​ตัว​อ่อน​เป็น​ทรง​กลม มี​บาง​เซลล์  

แยก​ออก​จาก​เซลล์​กลุ่ม​ใหญ่  10-20%  ของ​เซลล์​ทั้งหมด

	 เกรด C เป็น​ตัว​อ่อน​คุณภาพ​พอใช้​ตัว​อ่อน​อาจ​มี​รูป​ร่าง​เป็น​ทรง​กลม มี​การ​เสื่อม​ของ​เซลล์​ประมาณ 

30 - 40 %
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	 เกรด  D  เป็น​ตัว​อ่อน​ที่​มี​การ​เสื่อม​สลาย​ของ​เซลล์​มาก มี​เซลล์​ที่​ยัง​เกาะ​แน่น​ต่ำ​กว่า  40 % หรือ​

เป็น​ตัว​อ่อน​ที่​มี​พัฒนาการ​ช้า​กว่า​ปกติ​และ​หยุด​เจริญ  หรือ​ไข่​ที่​ยัง​ไม่​ได้​รับ​การ​ผสม (UFO; unfertilized ova) 

	 ตัว​อ่อน​เกรด A, B และ C เป็น​ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ที่​สามารถ​นำ​ไป​ฝาก​ให้​ตัว​รับ​ได้ (Transferable   

embryo) และ​ตัว​อ่อน​เกรด A และ B เป็น​ตัว​อ่อน​ที่​นำ​ไป​แช่​แข็ง​ได้

	 7.	 รวบรวม​ผล​การ​ดำเนิน​การ  และ​นำ​ข้อมูล​ไป​วิเคราะห์​ผล​โดย​ใช้  Student’s t test

ผล​การ​ทดลอง
	 ตาราง​ที่ 1 (Table 1) แสดง​จำนวน CL ที่​ตรวจ​พบ​บน​รังไข่ จำนวน​ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ดี​ย้าย​ฝาก​ได้ 

จำนวน​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้​ทั้งหมด ตาราง​ที่ 2 เปรียบ​เทียบ​จำนวน CL ที่​ตรวจ​พบ จำนวน​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้​เกรด​

ต่างๆ กัน จำนวน​ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ดี​ที่​ย้าย​ฝาก​ได้​ต่อ​ตัว/ครั้ง

a = ตัวเลข​ที่​มี​ตัว​อักษร​กำกับ​เหมือน​กัน​ใน​คอลัมน์​เดียวกัน​คือ​ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ​ที่​

ระดับ​ความ​เชื่อ​มั่น 95%

Data are shown as mean ± SE.

UFO : unfertilized ova 

Transferable embryos : ตัว​อ่อน​เกรด A, B และ C

	 ผล​การ​ทดลอง ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​กัน​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ (P>0.05) ของ จำนวน CL ที่​ตรวจ​พบ 

จำนวน​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้ จำนวน​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้​เกรด A, B, C, D-UFO และ​ตัว​อ่อน​ที่​คุณภาพ​ที่​ย้าย​ฝาก​ได้ 

(Transferable embryos, A+B+C grades)

	 FSH Level	  No.	 No.	 No. recovered ova/embryo	 % Recovery rate

	 	 session	 (range)	 (range)

	 150 mg	 16	 95 (3-17)	 76 (0-11)	 80.0% (76/95)

	 200 mg	 17	 95 (3-17)	 63 (0-13)	 66.3% (63/95)

	 FSH mg	 CL	 A	 B	 C	 D + UFO	 transferable 

	 (n) 	 	 	 	 	 	 embryos

	 150 (n=16)	 5.94±2.14a	 1.29±1.08a	 0.53±0.44a	 0.24±0.22a	 1.88±1.25a	 2.00±1.6a

	 200 (n=17)	 5.6±1.00a	 1.0±0.74a	 0.13±0.07a	 0.18±0.16a	 1.76±1.57a	 1.53±1.48a

Table 1 Effects of FSH on CL and embryo numbers

Table 2 Effects of FSH on CL number and embryo quality
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วิจารณ์
	 จาก​การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้ พบ​ว่า​จำนวน CL ที่​ตรวจ​พบ​ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​กัน​ทาง​สถิติ (P>0.05)  

ใน​โค​พื้น​เมือง​อีสาน​ที่ ​ได้​รับ​ฮอร์ โมน FSH ขนาด 150 หรือ 200 มิลลิกรัม ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ที่​ย้าย​ฝาก​ได้ 

(Transferable embryos, จำนวน​รวม​ตัว​อ่อน​เกรด A, B และ C) จาก​ทั้ง 2 กลุ่ม (Table 2) ก็​ให้​ผล​ไม่​

แตก​ต่าง​กัน​ทาง​สถิติ (เฉลี่ย 2.00±1.60 และ 1.53±1.48 ตัว​อ่อน) ที่​ระดับ​ความ​เชื่อ​มั่น 95% (P < 0.05) 

อยา่งไร​กต็าม​ม​ีแนว​โนม้​ที​่การ​ใช ้FSH ขนาด 150 มลิลกิรมั จะ​ได​้จำนวน​ตวั​ออ่น​คณุภาพ​ที​่ยา้ย​ฝาก​ได​้มากกวา่  

การ​ใช ้FSH 200 มลิลกิรมั ซึง่​อาจ​เกดิ​จาก​การ​ที่ ​โค​พืน้​เมอืง​อสีาน​ม​ีนำ้​หนกั​ตวั​นอ้ย​การ​ใช ้FSH ปรมิาณ​เทา่กบั 

​โค​สาย​พันธุ์​อื่น​อาจ​จะ​กระตุ้น​รังไข่​มาก​เกิน​ไป เช่น​เดียว​กับ​รายงาน​ของ Barati et al. (2006) รายงาน​ว่า  

FSH ขนาด 250 มิลลิกรัม ทำให้​รังไข่​ได้​รับ​การก​ระ​ตุ้​นมาก​เกิน​ไป​และ​มี​จำ​นวนฟอล​ลิ​เคิล ที่ ​ไม่มี​การ​ตก​ไข่​

จำนวน​มาก และ​รายงาน​ของ  Barros et al.(2003) ที่​พบ​ว่า​ขนาด​ฮอร์ โมน FSH 200 มิลลิกรัม มี​แนว​โน้ม 

​ให้​ผล​จำนวน​ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ดี​มากกว่า​ขนาด 120 มิลลิกรัม แต่​เมื่อ​ทดลอง​ใช้​ขนาด 250 มิลลิกรัม  

พบ​ว่า​ทำให้​มี​การ​ตอบ​สนอง​มาก​เกิน​ไป (overstimulation) จาก​จำนวน​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้​ซึ่ง​แยก​ตาม​คุณภาพ​ 

ของ​ตัว​อ่อน​คือ เกรด A, B, C, D+UFO และ Transferable แสดง​ใน​ตาราง​ที่ 2 ซึ่ง​จะ​เห็น​ว่า จำนวน​ตัว​

อ่อน​ใน​กลุ่ม​คุณภาพ A, B, C และ D+UFO ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ระหว่าง กลุ่ม​ที่ 1 และ 2 

คือ เกรด A = 1.29±1.08 และ 1.0±0.47, เกรด B = 0.53±0.44 และ 0.13±0.07, เกรด C = 0.24±0.22 

และ 0.18±0.16, D+UFO = 1.88±1.25 และ1.76±1.57 ตาม​ลำดับ (P>0.05) 

	 พบ​ว่า​จำนวน CL ที่​ตรวจ​พบ​ทั้ง​จาก​การ​ใช้  FSH ขนาด 150 และ 200  มิลลิกรัม (5.94±2.14 

และ 5.6±1.00) ต่ำ​กว่า​ใน​รายงาน​ของ​โค​ขาว​ลำพูน (ณรงค์ และ​คณะ, 2549) และ​แตก​ต่าง​กัน​กับ​รายงาน​

การ​ใช้ ​ใน​โค​พืน้​เมอืง​ภาค​ใต ้(ชาญ​ยทุธ และ​คณะ, 2551) โดย​ใช​้ขนาด​ฮอร์ โมน​เทา่​กนั จงึ​เปน็​ไป​ได​้วา่ รงัไข​่ของ 

​โค​พื้น​เมือง​อีสาน​อาจ​จะ​มี​การ​ตอบ​สนอง​ต่อ​ฮอร์ โมน FSH ต่าง​จาก​โค​ขาว​ลำพูน​และ​โค​พื้น​เมือง​ภาค​ใต้​หรือ 

​อาจ​มา​จาก​ปัจจัย​ด้าน​อื่น​เช่น​น้ำ​หนัก​ตัว​หรือ​สภาพ​แวดล้อม และ​เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​โค​สาย​พันธุ์​ยุโรป​ตาม​

รายงาน​ของ Hasler (1992) ที่​ว่า​โค​ใน​กลุ่ม Bos indicus ให้การ​ตอบ​สนอง​มากกว่า Bos taurus เมื่อ 

​เหนี่ยว​นำ​การ​ตก​ไข่​โดย​ใช้ FSH ใน​ปริมาณ​เท่า​กัน​ทั้ง​ได้​ด้าน​ปริมาณ​ตัว​อ่อน และ​คุณภาพ​ตัว​อ่อน  

	 พิจารณา​จาก​อัตรา​การ​เก็บ​ตัว​อ่อน​ได้ (Recovery rate, Table 1) ทั้ง​สอง​กลุ่ม คือ FSH 150 และ 

200 มิลลิกรัม คือ 80% (76/95) และ 66.3% (63/95) ใกล้​เคียง​กับ​รายงาน​ใน​โค​พื้น​เมือง Sistani cattle 

(Bos indicus) ของ​อิหร่าน (Barati et al., 2006) ที่ ​ได้​อัตรา​การ​เก็บ​เฉลี่ย 61-84% เมื่อ​ให้​ฮอร์ โมน FSH 

ขนาด 160-200 มิลลิกรัม ใน​ขณะ​ที่​มี​ตัว​อ่อน​คุณภาพ​ที่​นำ​ไป​ย้าย​ฝาก​ได้ (รวม​เกรด A, B, C) จำนวน 35 

และ 26 ตัว​อ่อน (Table 1) นับ​ว่า​ได้​น้อย​กว่า 50 % เมื่อ​เทียบ​กับ​จำนวน​ไข่​และ​ตัว​อ่อน​ที่​เก็บ​ได้​ทั้งหมด​คือ 76 

และ 63 ใบ/ตัว​อ่อน (FSH 150 มิลลิกรัม​ได้ 46.1%, 35/76 และ FSH 200 มิลลิกรัม​ได้ 41.3%, 26/63) 

ทั้งนี้​อาจ​มี​สาเหต​ุจาก​คุณภาพ​ของ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​มี​ความ​แปรปรวน​มาก การ​ทดลอง​ครั้ง​นี้ ​ใช้​น้ำ​เชื้อ​โค​พื้น​เมือง​

อสีาน 100% ซึง่​รดี​เกบ็​มา​แลว้​นาน​กวา่​สบิ​ป​ีและ​ม​ีประวตักิาร​เปลีย่น​สถาน​ที​่จดั​เกบ็​บอ่ย​ครัง้ จาก​การ​สุม่​ตรวจ​

พบ​อัตรา​การ​เคลื่อนที่ (motility) 15 - 35% ใน​ชุด​การ​ผลิต​เดียวกัน เพื่อ​ป้องกัน​ความ​ผิด​พลาด​จาก​คุณภาพ 
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​น้ำ​เชื้อ​จึง​ได้​ทำการ​ผสมเทียม​ให้​กับ​แม่​โค 4 ครั้งๆ ละ 2 โด๊ส พร้อม​กับ​สุ่ม​ตรวจ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​ก่อน​การ​

ผสมเทยีม​ดว้ย ใน​ปจัจบุนั​ม​ีนำ้​เชือ้​โค​พืน้​เมอืง​อสีาน​เหลอื​อยู​่นอ้ย​แลว้ ดงั​นัน้ หาก​จะ​ม​ีการ​ดำเนนิ​งาน​ยา้ย​ฝากตวั​

อ่อน​ใน​โค​พื้น​เมือง​อีสาน​ต่อ​ไป​ใน​อนาคต ควร​มี​การ​รีด​เก็บ​น้ำ​เชื้อ​จาก​โค​พื้น​เมือง​อีสาน​เพิ่ม​เติม เพื่อ​ให้การ​ใช้​

ประโยชน์​เทคโนโลยี​การ​ย้าย​ฝากตัว​อ่อน​มี​ประสิทธิภาพ​สูงสุด     

	 จาก​การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้​พบ​ว่า ขนาด​ฮอร์ โมน FSH 150 มิลลิกรัม ให้​ผล​เทียบ​เท่า​และ​มี​แนว​โน้ม​ให้​ผล​

สูง​กว่า​ขนาด 200 มิลลิกรัม แสดง​ให้​เห็น​ว่า ปริมาณ​ฮอร์ โมน​มาก ก็​ไม่​ได้​ส่ง​ผล​ดี​เสมอ​ไป ซึ่ง​นับ​ว่า​มี​ข้อดี​

เนื่องจาก​สามารถ​ใช้​ฮอร์ โมน​ใน​ขนาด​ที่​น้อย​ลง​แต่​ได้​ผล​เท่า​เทียม​กัน​หรือ​ดี​กว่า​ทำให้​ประหยัด​ค่า​ใช้​จ่าย​จาก​ 

การ​ใช้​ฮอร์ โมน​เหนี่ยว​นำ​การ​ตก​ไข่ เป็น​ผล​ดี​ต่อ​งาน​อนุรักษ์ ​โค​พื้น​เมือง​อีสาน​ต่อ​ไป 
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บทคัดย่อ
	 การ​เปรียบ​เทียบ​ผล​ของ​การ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อี​นที่​ระดับ​ความ​เข้ม​ข้น 5 10 และ15 มิลลิ​โมล​ 

ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​โคนม Egg Yolk Tris ต่อ​คุณภาพ​ขอ​งอะ​โคร​โซม เยื่อ​หุ้ม​ตัว​อสุจิ และ​อัตรา​การ​มี​

ชีวิต​ของ​ตัว​อสุจิ​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง​ด้วย​เครื่อง flow cytometer และ CASA (computerized automatic  

semen analyzer) วางแผน​การ​ทดลอง​แบบ RCBD โดย​รีด​เก็บ​น้ำ​เชื้อ​จาก​โค​นม​ทรอ​ปิ​คอล​โฮลส​ไตน์  

จำนวน 5 ตัว​ด้วย Artificial vagina สัปดาห์​ละ​ครั้ง​ต่อ​เนื่อง​กัน 5 สัปดาห์ ใน​แต่ละ​สัปดาห์​น้ำ​เชื้อ​ของ 

​พ่อ​พันธุ์ ​โคนม​ถูก​แบ่ง​ออก​เป็น 4 ส่วน​ตาม​ทรีต​เมน​ต์​ที่​วางแผน​ทดลอง ได้แก่ กลุ่ม​ควบคุม เส​ริม​ซิ​ส​เต​อีน  

ที่​ระดับ 5, 10 และ15 มิลลิ​โมล ผล​การ​ศึกษา​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​ด้วย​เครื่อง CASA พบ​ว่า​น้ำ​เชื้อ​ที่​ 

เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อี​นทั้ง สาม​ระดับ​มี​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​ตัว​อสุจิ​ร้อย​ละ 51.62±2.03, 49.12±1.83  

และ 47.52±2.43 ตาม​ลำดับ สูง​กว่า​กลุ่ม​ที่ ​ไม่​เส​ริม​ซิ​ส​เต​อี​นอ​ย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (P<0.05) ซึ่ง​ 

มี​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ร้อย​ละ 40.03±1.78 ลักษณะ​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​พบ​ว่า​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่ ​ไม่​เส​ริ​ม 

ก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน​คือ​ลักษณะ Beat frequency (BCF), Linearity (LIN) และStraightness (STR)  

สูง​กว่า​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อี​นอ​ย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (P<0.01) ลักษณะ​ 

ความ​สมบูรณ์​ของ​เยื่อ​หุ้ม​เซลล์​และ​โคร​โซม​ของ​อสุจิ​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง​พบ​ว่า​แตก​ต่าง​กัน​อย่าง​ไม่มี​นัย​สำคัญ​ 

ทาง​สถิติ (P<0.05) ผล​จาก​การ​ศึกษา​แสดง​ว่าการ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ  

Egg Yolk Tris สามารถ​เพิ่ม​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​โคนม ซึ่ง​การ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน 5 มิลลิ​โม​ล 

มี​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​สูง​ที่สุด ส่วน​การ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน 10 มิลลิ​โม​ลมี​ลักษณะ​ความ​สมบูรณ์​ของ​ 

เยื่อ​หุ้ม​เซลล์​และ​โคร​โซม​สูง​ที่สุด

คำ​สำคัญ : พ่อ​โคนม, Egg Yolk Tris, ซิ​ส​เต​อีน

สุดา จันทาสี1 และ จตุพร พงษ์เพ็ง1  
1 ศูนย์ผลิตน้ำเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์ผสมเทียมลำพญากลาง 

ผลความเข้มข้นของ Cysteine ในน้ำยาเจือจาง Egg 
Yolk Tris ต่อคุณภาพน้ำเชื้อโคนม
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Abstract
	 This study was performed to evaluate the effect of cysteine concentration in Egg Yolk 

Tris on dairy cattle semen quality. Semen from five Tropical–Holstein bulls were collected and 

frozen once a week for five consecutive weeks. Each Bull´s semen sample was accessed 

weekly for 4 treated groups: non-cysteine treated (control) and supplement treated with 5, 10 

and 15 mM of cysteine. Percentage of motility of frozen-thawed semen extender with cysteine 

treated groups showed highly significant (P<0.05) compared to control group (51.62±2.03, 

49.12±1.83, 47.52±2.43 and 40.03±1.78 respectively). For Kinetic movement of spermatozoa: 

BCF LIN and STR, all cysteine treated groups showed highly significant (P<0.01). However 

percent of spem membrane and acrosome integrity was not significant different (P>0.05). 

The results from this study indicated that cysteine treated in Egg Yolk Tris improved after thaw 

motility of bull spermatozoa which  5 mM of cysteine showed the highest response  whereas 

10mM of cysteine showed the highest live acrosome intact (LAI).

Keywords :  dairy bull, DFS, Egg Yolk, Cysteine 
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บทนำ
	 การ​ผสมเทยีม​ให​้เกดิ​ความ​สำเรจ็​นัน้ ตอ้ง​อาศยั​ปจัจยั​หลาย​ประการ เชน่ การ​จบั​สดั การ  ผสมเทยีม​
ใน​ชว่ง​เวลา​ที​่เหมาะ​สม เและ​คณุภาพ​นำ้​เชือ้​แช​่แขง็​ที่ ​ใช​้ผสมเทยีม เปน็ตน้ คณุภาพ​นำ้​เชือ้​แช​่แขง็​ม​ีความ​สำคญั​
เนื่องจาก​มี​กระบวนการ​และ​ขั้น​ตอน​ใน​การ​ผลิต​ที่​ต้องอาศัย​เทคนิค วิชาการ​และ​ความ​ชำนาญใน​การ​ผลิต​และ​
ควบคุม​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง ตั้งแต่​ขั้น​ตอน​การ​รีด​เก็บ​น้ำ​เชื้อ​สด​จาก​พ่อ​โค  การ​ตรวจ​ประเมิน​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​
เบือ้ง​ตน้  การ​ควบคมุ​อณุหภมู​ิและ​ลด​อณุหภมู​ินำ้​เชือ้  การ​เจอื​จาง​นำ้​เชือ้ การ​บรรจ​ุใน​หลอด​นำ้​เชือ้ การแช​่แขง็​
น้ำ​เชื้อ​และ​การ​ตรวจ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง (ปริ​ฉัตร,2544) เพื่อ​ให้​ได้​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​ที่​มี​คุณภาพ​ดี มี​ศักยภาพ​
ใน​การ​ผสม​ติด​ดี​ที่สุด

	 ใน​การ​ผลิต​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​ต้อง​ใช้​สาร cryoprotectant ซึ่ง​ทำ​หน้าที่​ช่วย​ป้องกัน​และ​ลด​ความ​เสีย​หาย​
ที่​เกิด​กับ​อสุจิ​จาก​การ​ลด​อุณหภูมิ​ใน​ขณะ​ทำการ​แช่​แข็ง (Foote, 1970) สาร​ที่​กล่าว​ถึง​นี้ ได้แก่ กลี​เซล​รอล 
เป็นต้น ปัจจุบัน​มี​การ​ศึกษา​ผล​ของ​การ​ใช้​กรด​อะ​มิ​โน​เพื่อ​ช่วย​ลด​ความ​เสีย​หาย​จาก​กระบวน การ​แช่​แข็ง​น้ำ​
เชื้อ​พ่อ​พันธุ์ ​ใน​สัตว์​หลาย​ชนิด เช่น น้ำ​เชื้อ​กระบือ El-Sheshtawy at el. (2008) ได้​ทำการ​ศึกษา​พบ​ว่า 
การ​เติม   glutamine glycine alanine และ cystein ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ทำให้​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​ภาย​หลัง​การ​
แช่​แข็ง​ดี​ขึ้น โดย​การ​เติม cysteine ความ​เข้ม​ข้น 5 mM สามารถ​รักษา​ความ​สมบูรณ์​ของ​เยื่อ​หุ้ม​อสุจิ  
(Membrane Integrity) ได้​ดี​ที่สุด​คือ 53.90% น้ำยา​เจือ​จาง​ปกติ​ที่ ​ไม่​ได้​เติม​คือ 41.10% ส่วน​ใน​แกะ  
Uysal et al. (2007)  รายงาน​ว่า การ​เติม cysteine ความ​เข้ม​ข้น 10 mM ช่วย​เพิ่ม​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ 
และ​อัตรา​การ​มี​ชีวิต​สูงสุด​ของ​ตัว​อสุจิ ใน​ขณะ​ที่​อัตรา​ความ​ผิด​ปกติ​ของ​ตัว​อสุจิ​ต่ำ​กว่า​การ​ไม่​เสริม cysteine 
คือ 9.8% เปรียบ​เทียบ​กับ 30.1% 

	 ดัง​นั้น การ​ศึกษา​เปรียบ​เทียบ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​โค โดย​ใช้​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ egg yolk tris  
ที่​เติม cysteie ปริมาณ 0 mM, 5 mM, 10 mM และ 15 mM  เพื่อ​ทำ​หน้าที่​เป็น​สาร​เสริม​จะ​ช่วย​ให้​คุณภาพ​
น้ำ​เชื้อ​ภาย​หลัง​ขบวนการ​แช่​แข็ง​มี​ชีวิต​รอด​มาก​ขึ้น​และ​มี​ประสิทธิภาพ​มาก​ขึ้น

อุปกรณ์​และ​วิธี​การ
การ​ทดลอง

	 1.	 รีด​น้ำ​เชื้อ​พ่อ​พันธุ์ ​โค​นม​ทรอ​ปิ​คอล​โฮลส​ไตน์ อายุ​ประมาณ 5 - 6 ปี จำนวน 5 ตัว ที่​น้ำ​เชื้อ​มี​ 
ความ​เข้ม​ข้น​ของ​ตัว​อสุจิ​ไม่​น้อย กว่า 500 ล้าน​ตัว/มล. ตัว​อสุจิ​มี​ชีวิต​ไม่​น้อย​กว่า 70% ตัว​อสุจิ​มี​ความ 
​ผิด​ปกติ​ส่วน​หัว และ​ส่วน​หาง​ไม่​เกิน 10% และ 5% ตาม​ลำดับ สัปดาห์​ละ 1 ครั้ง 5 สัปดาห์​ติดต่อ​กัน  
โดย​ใช้​โยนี​เทียม (Artificial Vagina: AV)

	 2.	ตรวจ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​เบื้อง​ต้น​ดังนี้ ปริมาตร สี ความ​หนืด การ​เคลื่อนไหว​หมู่ และ​ตรวจ​นับ​ 
ความ​เข้ม​ข้น​ของ​น้ำ​เชื้อ​โดย​ใช้ spectrophotometer (Model: REF Z160, Minitube, Germany) 

	 3.	นำ​น้ำ​เชื้อ​มา​แบ่ง​เป็น 4 ส่วน​เท่าๆ กัน เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง ให้​มี​จำนวน​ตัว​อสุจิ  
96 ล้าน​ตัว/มล. ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง​ดังนี้
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	 	 1.	 น้ำยา​เจือ​จาง egg yolk tris

	 	 2.	 น้ำยา​เจือ​จาง egg yolk tris เสริม cysteine 5 mM

	 	 3.	 น้ำยา​เจือ​จาง egg yolk tris เสริม cysteine 10 mM

	 	 4.	 น้ำยา​เจือ​จาง egg yolk tris เสริม cysteine 15 mM

	 4.	นำ​น้ำ​เชื้อ​ที่​เจือ​จาง​แล้วไป​ทำการ​บรรจุ​และ​พิมพ์​หลอด ที่​อุณหภูมิ 25oC แล้ว​นำ​ไป​ลด​อุณหภูมิ​ที่ 
4° C นาน 4 ชั่วโมง

	 5.	แช่​แข็ง​น้ำ​เชื้อ​ด้วย​เครื่อง​แช่​แข็ง​น้ำ​เชื้อ​อัตโนมัติ (Digitcool 5300 ZH 350 & UE 350 with 
900 HP programmer French) โดย​เรียง​น้ำ​เชื้อ​บน​แท่น​เรียง​น้ำ​เชื้อ​แล้ว​นำ​ไป​วาง​เรียง​ใน​เครื่อง​แช่​แข็ง​ 
น้ำ​เชื้อ​อัตโนมัติ อุณหภูมิ -140° C นาน 6 นาที จาก​นั้น​นำ​หลอด​น้ำ​เชื้อ​แช่​ใน​ไนโตรเจน​เหลว​ทันที เมื่อ​ครบ 
24 ชั่วโมง นำ​มา​ตรวจ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ ดังนี้

	 ตรวจ​ร้อย​ละ​ตัว​อสุจิ​มี​ชีวิต (% living sperm) อัตรา​การ​เคลื่อนที่ (% motilityและ​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​
ไป​ข้าง​หน้า (% progressive motility) ใน​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​โดย​ใช้​เครื่อง CASA (computer assisted semen 
analyzer) (Hamilton Thorn Motility Analyzer, IVOS12.3) โดย ตั้ง​ค่า​เพื่อ​การ​ตรวจ​ดังนี้ Frames Per 
Sec.50Hz, No. of Frames 30, minimum contrast 60, minimum cell size 5 pix, Path velocity, 
VAP 55ul/s, STR50%,  cell Intensity 55,  VAP cut off 21.9 u/s, VSL cut off 6 u/s

	 ตรวจ​ร้อย​ละ​ความ​สมบูรณ์​ของ​ผนัง​เซลล์​และ​อะ​โคร​โซม​ของ​ตัว​อสุจิ​ใน​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง ตรวจ​คุณภาพ 
​น้ำ​เชื้อ​หลัง​จาก​แช่​แข็ง​อย่าง​น้อย 24 ชั่วโมง โดย​ตรวจ​ร้อย​ละ​ของ​ความ​ผิด​ปกติ​ของ​เยื่อ​หุ้ม​ตัว​อสุ​จิ​และ​ 
อะ​โคร​โซม​ใน​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​โดย​ใช้​เครื่อง Flow Cytometer   

	 การ​วิเคราะห์​และ​ประมวล​ผล  วางแผน​การ​ทดลอง​แบบ RCBD เปรียบ​เทียบ​ร้อย​ละ​ความ​ผิด​ปกติ​
ขอ​งอะ​โคร​โซม​และ​เยือ่​หุม้​ตวั​อสจุิ​ใน​นำ้​เชือ้​แช​่แขง็ และ​เปรยีบ​เทยีบ​รอ้ย​ละ​อสจุ​ิมชีวีติ​ใน​นำ้ยา​เจอื​จาง​นำ้​เชือ้​ทัง้ 
4 ชนิด วิเคราะห์​ความ​แปรปรวน​โดย​วิธี ANOVA เปรียบ​เทียบ​ความ​แตก​ต่าง​ของ treatments โดย DMRT 
(Duncan’s Multiple Range test)

ผล​การ​ทดลอง
	 ผล​การ​ศกึษา​คณุภาพ​นำ้​เชือ้​แช​่แขง็​พอ่​พนัธุ์ ​โคนม​ที​่เจอื​จาง​ดว้ย​นำ้ยา​เจอื​จาง​นำ้​เชือ้ Egg Yolk Tris ที​่
เสริม​ด้วย​กรด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน   5 15 และ 15 มิลลิ​โมล ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง​น้ำ​เชื้อ และ​นำ​น้ำ​เชื้อ​ที่​แช่​แข็ง​มา​
ละลาย​ด้วย​น้ำ​อุณ​ที่​อุณหภูมิ 37 องศา​เซล​เซี​ยล เป็น​เวลา 30 วินาที พบ​ว่า​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​ที่​เสริม​
น้ำยา​เจือ​จาง Egg Yolk Tris ด้วย​กรด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน มี​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​สูง​กว่า​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​
ที่ ​ไม่​เสริม​น้ำยา​เจือ​จาง Egg Yolk Tris ด้วย​กรด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน (51.62±2.03, 49.12±1.83,  47.52±2.43, 
40.03±1.78)  อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (P<0.05) ส่วน​ลักษณะ​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​พบ​ว่า​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​
จาง​ที่ ​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อี​นมี​ลักษณะ Beat frequency( BCF) Linearity;(LIN) และStraightness( 
STR) สงู​กวา่​อสจุิ​ใน​นำ้ยา​เจอื​จาง​ที​่เส​ร​ิมก​รด​อะ​มิ​โน​ซ​ิส​เต​อ​ีนอ​ยา่ง​ม​ีนยั​สำคญั​ทาง​สถติ(ิP<0.01) แต​่ความเรว็​
ใน​การ​เคลื่อนที่​เป็น​เส้น​ตรง Straight-line velocity (VSL) พบ​ว่า​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่ ​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​
ซิ​ส​เต​อีน​สูง​กว่า​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน​คือ 71.10±1.63 µm/s, 66.34±1.02 µm/s, 
66.34±1.02 µm/s  และ66.96±1.08 µm/s ตาม​ลำดับ (ตาราง​ที่ 1)
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1/: a ,b : อักษร​ที่​เหมือน​กัน​ใน​แถว​เดียวกัน​ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (p>0.05)

	 เมื่อ​ศึกษา​ความ​สมบูรณ์​ขอ​งอะ​โคร​โซม​และ​เยื่อ​หุ้ม​ตัว​อสุจิ​ใน​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​โคนม​ที่​ผลิต​โดย​
ใช้​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ Egg Yolk Tris เสริม​ด้วย​กรด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน 5 15 และ 15 มิลลิ​โมล ด้วย 
​เครื่อง flow cytometer แสดง​ใน​ตาราง​ที่ 2 โดย​พบ​ว่า​ไม่​แตก​ต่าง​กัน​ทาง​สถิติ (p<0.05) แต่​น้ำ​เชื้อ​ที่​เจือ​จาง​
ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง Egg Yolk Tris เสริม​ด้วย​กรด​อะ​มิ​โน​ซิ​ส​เต​อีน 10 มิลลิ​โม​ลมี​เยื่อ​หุ้ม​เซลล์​และ​อะ​โคร​โซม​ 
สมบูรณ์​สูง​ที่สุด​คือ​ร้อย​ละ 44.65±6.39 เมื่อ​เทียบ​กับ​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน และ​การ​เสริมcysteine 5 และ  
15 มิลลิ​โมล (40.07±2.25, 42.00±3.57 และ 38.66±4.30 ตาม​ลำดับ)

Motility (%)

Progressive motility (%)

ความเร็วในการเคลื่อนที่ (µm/s)

   Curvilinear velocity ;VCL (µm/s)

   Straight-line velocity ;VSL(µm/s)

   Average path velocity ;VAP(µm/s)

   Amplitude of lateral head displacement;

     ALH(µm/s)

ลักษณะการเคลื่อนที่

   Beat frequency; BCF (Hz)

   Linearity; LIN (%)

   Straightness; STR (%)

40.03b±1.78

26.58±1.24

151.06b±3.65

71.10a±1.63

88.43±1.94

6.89b±0.16

26.58a±0.62

48.12a±0.80

79.18a±0.89

0 mM

49.12a±1.83

26.20±1.20

166.53a±4.19

67.83b±1.14

92.10±1.99

8.13a±0.15

21.80b±0.41

43.17b±1.00

73.20b±0.64

10 mM

51.62a±2.03

26.05±1.19

163.22a±3.55

66.34b±1.02

90.82±1.69

7.81a±0.09

22.98b±0.43

42.22b±0.64

72.54b±0.79

5 mM

น้ำยาเจือจาง Egg Yolk Tris  ที่มีความเข้มข้น Cysteine
ลักษณะการเคลื่อนที่

47.52a±2.43

24.82±1.31

164.57a±2.65

66.96b±1.08

89.42±1.25

8.01a±0.13

22.42b±0.41

41.58b±0.64

73.05b±0.78

15 mM

ตารางที่ 1 แสดงค่าเฉลี่ย ± SE ของร้อยละของตัวอสุจิมีชีวิต และการเคลื่อนที่ทาง kinetic ของตัวอสุจิ 

ภายหลังการแช่แข็งในน้ำเชื้อโคนมที่มีน้ำยาเจือจางน้ำเชื้อ Egg Yolk Tris 
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Dead- acrosome intact (%)

Dead- acrosome damage (%)

Live- acrosome intact (%)

Live- acrosome damage (%)

32.39±2.82

28.39±2.34

40.07±2.25

0.03±0.01

0 mM

30.67±2.94

25.13±2.14

44.65±6.39

0.03±0.01

10 mM

31.72±3.09

25.20±2.41

42.00±3.57

0.007±0007

5 mM

น้ำยาเจือจาง Egg Yolk Tris  ที่มีความเข้มข้น Cysteine
ลักษณะของอะโครโซมของอสุจิ

34.70±3.17

26.25±2.49

38.66±4.30

0.02±0.01

15 mM

ตารางที่ 2 ร้อยละของความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มตัวอสุจิและอะโครโซมภายหลังการแช่แข็งของอสุจิใน 

น้ำเชื้อแช่แข็งโคนมในน้ำยาเจือจาง Egg Yolk Tris เสริมด้วยกรดอะมิโน cysteine 5 10 และ 15 มิลลิโมล 

เมื่อตรวจด้วยเครื่อง Flow Cytometer (ค่าเฉลี่ย±SE)

1/: a ,b : อักษรที่เหมือนกันในแถวเดียวกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) 

วิจารณ์
	 ผล​การ​ศึกษา​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​โคนม​ที่ ​ใช้​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ Egg Yolk Tris เสริม​ด้วย​ 
กรด​อะ​มิ​โน cysteine 5 10 และ 15 มิลลิ​โมล พบ​ว่า​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​กลุ่ม​ที่​เสริม​ด้วย​กรด​อะ​มิ​โน 
cysteine สูง​กว่า​กลุ่ม​ที่ ​ไม่​เสริม​โดย​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน cysteine 5 มิลลิ​โมล สูง​ที่สุด แต่​ 
ความ​สมบูรณ์​ขอ​งอะ​โคร​โซม​และ​เยื่อ​หุ้ม​ตัว​อสุจิ​พบ​ว่า​ทั้ง​สอง​กลุ่ม​ไม่​พบ​ความ​แตก​ต่าง เนื่องจาก cysteine  
เป็น​กรด​อะ​มิ​โน​ที่​เป็น​องค์​ประกอบ​ของ glutatthione และ glutathione สามารถ​ป้องกัน reduction of  
fertility potential หลัง​การ​แช่​แข็ง (Kaeoket at al.,2008) นอกจาก​นี้ cysteine ยัง​ป้องกัน​สาร​ออกซิเจน​
ที่​เป็น​พิษ​ต่อ​ตัว​อสุจิ​จาก​ขบวนการ​เม​ตา​บอ​ลิ​ซึม (toxic oxygen metabolites) ซึ่ง​เป็น​สาเหตุ​ทำให้ plasma 
membranes ของ​ตัว​อสุ​จุ​เสีย​หาย (Meister and tate, 1976)ซึ่ง​แตก​ต่าง​กับ​การ​ทดลอง Tuncer และ​ 
คณะ (2010) พบ​ว่าการ​เสริม cysteine 5 มิลล​โมล​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง Laiciphose®ไม่​ทำให้​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​
ของ​ตัว​อสุจิ​โคนม​เพิ่ม​ขึ้น​แต่​สามารถ​ลด​ความ​เสีย​หาย​ของ DNA ได้​นอกจาก​นี้​ยัง​มี​รายงาน​การ​ทดลอง​ใน​ 
สัตว์​หลาย​ชนิด​ที่ ​ให้​ผล​ใกล้​เคียง​กัน เช่น Andreea และ​คณะ (2010) พบ​ว่า การ​เสริม cysteine ที่​ระดับ 
10 มิลลิ​โมล​  ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​แพะ​เพิ่ม​อัตรา​การ​การ​เคลื่อนที่ อสุจิ​มี​ชีวิต และ​ความ​สมบูรณ์​ของ 
​เยื่อ​หุ้ม​เซลล์​ที่​ดี​ที่สุด รายงาน​ใน​หมู​พบ​ว่าการ​เสริม cysteine ที่​ระดับ 5 มิลลิ​โมล​สามารถ​เพิ่ม​อัตรา​ 
การ​เคลื่อนที่​ดี​ที่สุด (Chanapiwat P. at al,2008)

	 จาก​ผล​การ​ศึกษา​แสดง​ว่าการ​เส​ริม​ซิ​ส​เต​อีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ Egg Yolk Tris ที่​ระดับ​ 
ความ​เข้ม​ข้น 5 มิลลิ​โมล​ให้​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ดี​ที่สุด ทำให้​มี​ประโยชน์​ที่​จะ​ช่วย​เพิ่ม​ประสิทธิภาพ​ของ​น้ำ​เชื้อ​
ดี​ยิ่ง​ขึ้น
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บทคัดย่อ
	 การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้​มี​วัตถุประสงค์​เพื่อ​เปรียบ​เทียบ​การ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​สอง​ชนิด​คือ กลู​ตา​มีน  

และ​ไกล​ซีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ Egg Yolk Tris (EYT) ต่อ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​โคนม วางแผน​การ​

ทดลอง​แบบ​บล็อก​สมบูรณ์ (randomized complete block design: RCBD) ใช้​พ่อ​โค​นม​ทรอ​ปิ​คอล​โฮล​ไส​ตน์​ 

จำนวน 5 ตัว (บล็อก) ทำการ​รีด​น้ำ​เชื้อ​สัปดาห์​ละ 1 วัน​เป็น​เวลา 5 สัปดาห์ (ซ้ำ) ใน​แต่ละ​สัปดาห์​น้ำ​เชื้อ 

​ถูก​แบ่ง​ออก​เป็น 4 ส่วน​สำหรับ​การ​ทดลอง 4 กลุ่ม คือ กลุ่ม​ที่ 1 เจือ​จาง​ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง EYT ที่ ​ไม่​เส​ริ​ม 

ก​รด​อะ​มิ​โน, กลุ่ม​ที่ 2 เส​ริ​มก​ลูตา​มีน 50 mM, กลุ่ม​ที่ 3 เสริม​ไกล​ซีน 50 mM และ กลุ่ม​ที่ 4 เส​ริ​มก​ลูตา​

มีน 25 mM ร่วม​กับ​ไกล​ซีน 25 mM ผล​การ​ศึกษา​พบ​ว่า อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​ใน​กลุ่ม​ที่​เจือ​จาง​ด้วย 

​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ EYT ไม่​แตก​ต่าง​กับ​กลุ่ม​ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน หรือ​ไกล​ซีน และ​กลุ่ม​ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​ร่วม​กับ​

ไกล​ซีน (P>0.05) แต่​ความเร็ว​ใน​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​พบ​ว่า​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง EYT ที่​เสริม กลู​ตา​มีน 

​ร่วม​กับ​ไกล​ซีน​มี​ความเร็ว​ที่ ​ใช้ ​ใน​การ​เคลื่อนที่​วิถี​ตรง (straight-line velocity: VSL) ต่ำ​ที่สุด​คือ 64.07±2.19 

μm/s (P<0.05) ใน​ขณะ​ที่​ลักษณะ​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ที่ ​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ 

มี​ความ​กว้าง​ใน​การ​ส่าย​หัว​มาก​ที่สุด (amplitude of latereal head displacement: ALH) คือ 6.80±0.11 μm 

เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​กลุ่ม​ที่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน กลู​ตา​มีน หรือ​ไกล​ซีน และ​กลู​ตา​มีน​ร่วม​กับ​ไกล​ซีน โดย​มี​

ค่า 6.56±0.11, 6.66±0.08 และ 6.40±0.12 μ m ตาม​ลำดับ (P<0.05) ส่วน​ลักษณะ​ความ​สมบูรณ์​ของ​ 

เยื่อ​หุ้ม​อสุ​จิ​และ​อะ​โคร​โซม​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง พบ​ว่า​เมื่อ​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ EYT  

ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​อสุจิ​มี​เยื่อ​หุ้ม​เซลล์​และชอะ​โคร​โซม​สมบูรณ์​สูง​กว่า​กลุ่ม​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน (P<0.05)   

แต่​ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​กัน​ทาง​สถิติ​เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่​เสริมไกล​ซีน หรือ​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน 

​ร่วม​กับ​ไกล​ซีน คือ​มี​ค่า​ร้อย​ละ 52.90±2.45, 42.72±3.30, 48.66±3.53 และ 44.17±2.80 ตาม​ลำดับ   

จาก​การ​ศึกษา​แสดง​ว่าการ​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ EYT สามารถ​ช่วย​เพิ่ม​คุณภาพ​ของ​น้ำ​เชื้อ​

โคนม​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง โดย​ทำให้​อสุจิ​มี​ความ​สมบูรณ์​ของ​เยื่อ​หุ้ม​อสุจิ​และอะ​โคร​โซม​สูงสุด
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Abstract
	 This study was performed to evaluate the effects of glutamine, glycine and glutamine+glycine 

added in Egg Yolk Tris (EYT) extender on cryopreservation of dairy bull semen. Semen was 

collected at five weekly intervals from five mature crossbreed Holstein-Friesian bulls. Each bull 

semen sample (n=4) was accessed weekly for treated groups: non-amino acid treated (control) 

and supplemented with 50 mM of glutamine, glycine and 25 mM glutamine+25 mM glycine. 

	 Amino acid treated groups showed no significant different (P>0.05) post-thawing sperm 

motility compared to the control group. However, for the sperm velocity, the glutamine+glycine 

added group had the lowest straight-line velocity (VSL) (P<0.05). For the kinetic movement, 

the control group had the highest amplitude of lateral head displacement (ALH) compared  

with the amino acid treated groups (P<0.05). Additionally, the statistically significant (P<0.05) 

sperm membrane and acrosome integrity as live-acrosome intact (LAI) was observed only in 

the glutamine added group as 52.90±2.45% vs 42.72±3.30, 48.66±3.53 and 44.17±2.80%  

for the control, the glutamine and the glutamine+glycine added group respectively.

	 The results from this study indicated that addition of glutamine in EYT extender enhanced 

post-thawed semen quality, interms of improved membrane and acrosome integrity of dairy bull 

frozen semen.
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บทนำ
	 ใน​การ​ผลิต​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​อาจ​มี​ความ​เสีย​หาย​เกิด​ขึ้น​กับ​ตัว​อสุจิ​จาก​ปัจจัย​หลาย​อย่าง เนื่องจาก​อสุจิ​

มี​ความ​ไว​ต่อ​การ​เปลี่ยนแปลง​ของ​สาร​เคมี การ​ลด​อุณหภูมิ​ขณะ​ทำการ​แช่​แข็ง ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​มี​สาร​

ที่​สำคัญ​คือ​สาร cryoprotectants ที่​ช่วย​ป้องกัน​อสุจิ​เสีย​หาย​หรือ​ตาย​ระหว่าง​การ​ลด​อุณหภูมิ​ขณะ​แช่​แข็ง 

(McLaughlin et al., 1992) โดย​ช่วย​ป้องกัน​การ​เกิด​เกล็ด​น้ำ​แข็ง​ใน​เซลล์ (Curry, 2000) ลด​ความ​เสีย​หาย​

ของ​ผนัง​อสุจิ (Peters and Ball, 1995) ซึ่ง​ถ้า​ผนัง​เซลล์​อสุจิ​เสีย​หาย​จะ​ส่ง​ผล​ให้​เกิด​ความ​เสีย​หาย​ต่อ​เยื่อ​หุ้ม​

อส​ุจ​ิและ​อะ​โคร​โซม​ซึง่​เปน็​สว่น​สำคญั​ที​่อสจุิ​ใช​้เจาะ​ผา่น​ผนงั​เซลล์​ไข ่ถา้​หา​กอะ​โคร​โซม​เสยี​หาย​หรอื​ไม​่สมบรูณ ์

ถึง​แม้ว่า​อสุจิ​ไม่​ตาย​แต่​ก็​ไม่​สามารถ​ปฏิสนธิ​กับ​ไข่​ได้ (Januskauskas et al., 2003)

	 	 เมือ่​อณุหภมู​ิเยน็​จดั สตัว​์และ​พชื​หลาย​ชนดิ​จะ​ม​ีการ​สะ​สม​กรด​อะ​มิ​โน​ไว้ ​ใน​เซลล​์รวม​ทัง้​ใน​นำ้​เชือ้​ดว้ย 

เชื่อ​ว่า​สามารถ​ช่วย​ป้องกัน​อันตราย​ให้​กับ​เซลล์​ได้ (El-Sheshtawy et al., 2008) และ​กรด​อะ​มิ​โน​กลู​ตา​มีน​ 

ก็​เป็น​กรด​อะ​มิ​โน​ที่​พบ​มาก​ที่สุด​ประมาณ​ร้อย​ละ 90 ขอ​งก​รด​อะ​มิ​โน​ทั้งหมด รอง​ลง​มา​ได้แก่ ไกล​ซีน​และ 

​อะ​ลา​นนี ใน​นำ้​เชือ้​พอ่​พนัธุ์ ​โค​ยงั​พบ​กรด​อะ​มิ​โน​ใน​รปู​แบบ​ของ​สารประกอบ​ไน​โตร​เจ​นอืน่ๆ​ดว้ย  ซึง่​สารประกอบ​

เหล่า​นี้​ทำ​หน้าที่​เป็น​สาร​เสริม​ช่วย​ป้องกัน​ความ​เสีย​หาย​ให้​แก่​ตัว​อสุจิ​ใน​กระบวนการ​แช่​แข็ง (Brown and 

White, 1974) และ​ยัง​มี​ส่วน​เกี่ยวข้อง​ใน​กระบวนการ​เปลี่ยน​น้ำตาล​โมเลกุล​เดี่ยว​ให้​เป็น​พลังงาน​เพื่อ​ใช้ ​ใน​

กิจกรรม​ของ​เซลล์​และ​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​อีก​ด้วย (Bhargava et al., 1959) อย่างไร​ก็ตาม​กลไก​ทาง​

สรีรวิทยา​ขอ​งก​รด​อะ​มิ​โน​เหล่า​นี้​ยัง​ไม่​เป็น​ที่​ทราบ​แน่ชัด (El-Sheshtawy et al., 2008) แต่​มี​การ​ศึกษา​

ชนิด​ขอ​งก​รด​อะ​มิ​โน​ที่​นิยม​ใช้​เสริม​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ใน​การ​ผลิต​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​ของ​สัตว์​ชนิด​ต่างๆ ได้แก่  

การ​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​ไกล​ซีน​และ​โปร​ลีน 100-150 mM สามารถ​เพิ่ม​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​ภาย​หลัง​การ 

​แช่​แข็ง​น้ำ​เชื้อ หรือ​การ​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน 80 mM สามารถ​เพิ่ม​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​มนุษย์​และ​อสุจิ​ม้า​

ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง (Renard et al, 1996; Scanchez-Partidata et al, 1992) ส่วน El-Sheshtawy et 

al. (2008) ทำการ​ศึกษา​ใน​น้ำ​เชื้อ​กระบือ​พบ​ว่าการ​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน ไกล​ซีน อะ​ลา​นีน​และ​ซี​ส​เต​อีน​ใน​น้ำยา​ 

เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​มี​ผล​ทำให้​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง​แตก​ต่าง​กัน และ​อธิบาย​ว่าการ​เสริม​ไกล​ซีน​ที่​ 

ความ​เข้ม​ข้น 25 mM สามารถ​รักษา​ความ​สมบูรณ์​ขอ​งอะ​โคร​โซม​ได้​ดี​ที่สุด​คือ 61.30% เปรียบ​เทียบ​กับ 

​น้ำยา​เจือ​จาง​ปกติ​ที่ ​ไม่​ได้​เสริม​ซึ่ง​มี​ความ​สมบูรณ์​ขอ​งอะ​โคร​โซม 50.30% ใน​ขณะ​ที่​การ​เสริม กลู​ตา​มีน​ที่​ 

ระดับ 25 mM สามารถ​เพิ่ม​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​เป็น 42.50% เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่​ 

ไม่​เสริม มี​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ 32.50% และ Amirat-Briand et al. (2009) ก็​ทำการ​ศึกษา​เส​ริ​ม 

ก​ลูตา​มีน ขนาด 10 mM ใน​น้ำยา​เจือ​จาง EYT ที่ ​ใช้ low density lipoproteins (LDL) แทน​ไข่​แดง​พบ​ว่า​

สามารถ​เพิ่ม​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​โค​ให้​สูง​ขึ้น​เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่ ​ไม่​เสริม กลู​ตา​มีน

	 	 ดัง​นั้น​จึง​ทำการ​ศึกษา​การ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน 2 ชนิด คือ​กลู​ตา​มีน​ไกล​ซีน​และ​กลู​ตา​มีน​ร่วม​กับ 

​ไกล​ซีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​โคนม​เพื่อ​เพิ่ม​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง
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อุปกรณ์ และ​วิธี​การ
	 วางแผน​การ​ทดลอง​แบบ​บล็อก​สมบูรณ์(randomized complete block design: RCBD) กำหนด​

ให้​น้ำ​เชื้อ​พ่อ​พันธุ์ ​โค​ทรอ​ปิ​คอล​โฮลส​ไตน์ อายุ​ประมาณ 3-5 ปี​จำนวน 5 ตัว​เป็น​บล็อก รีด​เก็บ​น้ำ​เชื้อ​ด้วย  

artificial vagina สัปดาห์​ละ 1 ครั้ง โดย​กำหนด​ให้​น้ำ​เชื้อ​ต้อง​มี​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​ไม่​ต่ำ​กว่า 70%   

รีด​เก็บ​ติดต่อ​กัน 5 สัปดาห์ ​โดย​แบ่ง​น้ำ​เชื้อ​ออก​เป็น 4 ส่วน​เท่าๆ กัน ทำการ​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง​ 

ใน​แต่ละ​กลุ่ม​ทดลอง​ดังนี้  กลุ่ม​ที่ 1 เจือ​จาง​ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง EYT (tris 30.28 g, citricacid 17 g, fructose 

12.5 g, deminralised water 920.0 ml., glycerol 80 ml., egg yolk 250 ml., penicillin G sodium  

1,000,000 IU และstreptomycinsulfate 1 g) ที่ ​ไม่​เสริม​กรดอะ​มิ​โน กลุ่ม​ที่2 น้ำยา​เจือ​จาง EYT  

เส​ริ​มก​ลูตา​มีน 50 mM  กลุ่ม​ที่3 น้ำยา​เจือ​จาง EYT เสริม​ไกล​ซีน 50 mM และ​กลุ่ม​ที่ 4 น้ำยา​เจือ​จาง EYT 

เส​ริ​มก​ลูตา​มีน 25 mM ร่วม​กับ​ไกล​ซีน 25 mM โดย​คำนวณ​ให้​มี​จำนวน​อสุจิ 96 ล้าน​ตัว/ml

	 การ​บรรจุ​และ​การ​แช่​แข็งบรรจุ​น้ำ​เชื้อ​ใน French ministraw 0.25ml ด้วย​เครื่อง​บรรจุ​น้ำ​เชื้อ 

(Typemachine  MRS3, Code YC250, IMV, France) นำ​ไป​บ่ม​ไว้​ที่​อุณหภูมิ 4oC เป็น​เวลา 4 ชั่วโมง  

จาก​นั้น​ทำการ​แช่​แข็ง​น้ำ​เชื้อ​ด้วย​เครื่อง​แช่​แข็ง​น้ำ​เชื้อ​อัตโนมัติ (Digitcool 5300, ZH 350 & UE 350  

with 900 HP program 3T Software, IMV, France) และ​เก็บ​ไว้ ​ใต้​ระดับ​ไนโตรเจน​เหลว​ใน​ถัง​เก็บ​น้ำ​เชื้อ

	 การ​ตรวจ​วิเคราะห์​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง ทำการ​ละลาย​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​ด้วย​น้ำ​อุ่น 37oC เป็น​เวลา  

30 วินาที เช็ด​ให้​แห้ง ตัด​ปลาย​หลอด​ให้​น้ำ​เชื้อ​หยด​ลง​ใน​หลอด​แก้ว​เล็ก ทำการ​ตรวจ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​ทันที

	 การ​ตรวจ​วิเคราะห์​ด้วย​เครื่อง CASA (computer assisted semen analysis) โปรแกรม IVOS 

motility analyzer  version 12.0 (Hamilton-Thorne, Biosciences, MA, USA.) ทำการ​ตรวจ​วิเคราะห์​

ดังนี้

	 	 -	 การเคลื่อนที่ (motility) และการเคลื่อนที่ ไปข้างหน้า (progressive motility)

	 	 -	 ความเร็วในการเคลื่อนที่ ได้แก่ pathvelocity (VAP), straight-line velocity (VSL)  

	 	 	 และ curvilinear velocity (VCL)

	 	 -	 ลักษณะการเคลื่อนที่ ได้แก่ amplitude of lateral headdis placement (ALH),  

	 	 	 beatcros frequency (BCF), straightness (STR) และ linearity (LIN)

	 การ​ตรวจ​ความ​ผิด​ปกติ​ขอ​งอะ​โคร​โซม (acrosome integrity) โดย​ย้อม​สี FITC-PNA  

(fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut agglutinin) และ​ตรวจ​ความ​สมบูรณ์​ของ​เยื่อ​หุ้ม​เซลล์ 

(plasma membrane integrity) โดย​ย้อม​ด้วย​สี PI (propridium iodide) วิธี​การ​คือ​ทำการ​ละลาย​น้ำ​เชื้อ​แช่​

แข็ง​ที่ 37oC นาน 30 วินาที เจือ​จาง​ด้วย Hepes-buffered modified Tyrode medium (CaCl2 2.0 mM, 

KCl 3.1 mM, MgCl2 0.4 mM, NaCl 100 mM, NaHCO3 25 mM, NaH2PO4 0.3 mM, sodium 

pyruvate 1.0 mM, sodium lactate 21.6 mM, Hepes 10.0 mM และ BSA 6.0 mg/ml) ปริมาตร 

10 เท่า​ของ​น้ำ​เชื้อ​ที่​อุณหภูมิ 37oC กรอง​ผ่าน nylon mesh ขนาด 41 µm (Spectrum, Los Angeles, CA, 

USA) จาก​นั้น​ย้อม​ด้วย​สี FITC-PNA โดย​ใช้​น้ำ​เชื้อ 440 µl ผสม​กับ​สี FITC-PNA 50 µl (10 mg/ml)  
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นำ​ไป​ไว้​ที่​อุณหภูมิ 37oC นาน 30 นาที จาก​นั้น​ย้อม​ด้วย​สี PI ก่อน​นำ​ไป​ตรวจ​ด้วย​เครื่อง flow cytometer 

รุ่น FACS caliber (Becton Dickinson, NJ, USA.)

	 การ​วิเคราะห์​และ​แปล​ผล วิเคราะห์​ค่าตัว​ชี้​วัด​ต่างๆ ด้วย Analysis of Variance และ​วิเคราะห์​

ความ​แตก​ต่าง​ของ​ค่า​เฉลี่ย​ด้วย​วิธี Duncan’s Multiple Range Test

ผล​การ​ทดลอง​และ​วิจารณ์
	 การ​ศึกษา​เปรียบ​เทียบ​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​พ่อ​พันธุ์ ​โคนม​ที่​เจือ​จาง​ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ  

Egg Yolk Tris ที่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ต่างๆ ได้แก่ กลู​ตา​มีน ไกล​ซีน และ​กลู​ตา​มีน​ร่วม​กับ​ไกล​ซีน พบ​ว่า​อัตรา 

​การ​เคลื่อนที่ (motility) และ​อัตรา​การ​เคลื่อนที่ ​ไป​ข้าง​หน้า (progressive motility) ของ​อสุจิ​ใน​กลุ่ม​ที่​ 

เจอื​จาง​ดว้ย​นำ้ยา​เจอื​จาง​นำ้​เชือ้ EYT  ไม​่แตก​ตา่ง​กบั​กลุม่​ที​่เส​ร​ิมก​ลตูา​มนี ไกล​ซนี และ​กล​ูตา​มนี​รว่ม​กบั​ไกล​ซนี 

(P>0.05) ซึ่ง​แตก​ต่าง​กับ​น้ำ​เชื้อ​กระบือ​ที่​การ​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง  สามารถ​เพิ่ม​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​

ของ​อสุจิ​ให้​สูง​ขึ้น เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่ ​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน แต่​เมื่อ​เพิ่ม​ถึง​ระดับ 100 mM กลับ​

ทำให้​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​ลด​ลง (El-Sheshtawy et al., 2008) แสดง​ว่าการ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​สามารถ​เพิ่ม​

คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​สัตว์​หลัง​การ​แช่​แข็ง​ได้​หลาย​ชนิด​แต่​การ​เสริม​อาจ​มี​ระดับ​ที่​จำกัด​แตก​ต่าง​กัน​ใน​สัตว์​แต่ละ​ชนิด

	 ส่วน​ความเร็ว​ใน​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ (velocity) ซึ่ง​เป็น​ตัว​ชี้​วัด​ที่ ​ให้​ทราบ​ถึง​ความ​สามารถ​ใน​การ​

เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​ใน​ช่วง​เวลา​หนึ่ง ได้แก่ VAP เป็น​ความเร็ว​ใน​การ​เคลื่อนที่​จริง​ใน​หนึ่ง​วินาที ส่วน VCL (การ​

เคลื่อนที่​วิถี​โค้ง) เป็นการ​คำนวณ​แนว​โน้ม​ของ​การ​เคลื่อนที่​เฉลี่ย​ใน 1 วินาที และ VSL (การ​เคลื่อนที่​วิถี​ตรง)  

เปน็การ​คำนวณ​จาก​จดุ​หนึง่​ไป​ยงั​อกี​จดุ​หนึง่​ใน​แนว​เสน้​ตรง​ใน​ชว่ง​ระยะ​เวลา 1 วนิาท ีซึง่​ความเรว็​ใน​การ​เคลือ่นที​่

ของ​อสจุ​ิที​่ม​ีคา่​มาก​แสดง​วา่​อสจุ​ินา่​จะ​ม​ีความ​สามารถ​ใน​การ​เคลือ่นที่ ​ได​้ด ีซึง่​ม​ีความ​สมัพนัธ​์กบั​ความ​สามารถ​

ใน​การ​ผสม​ติด (กิตติ​ศักดิ์ และ​คณะ 2551) จาก​การ​ทดลอง​พบ​ว่า​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง EYT ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​

ร่วม​กับ​ไกล​ซีน​มี​ความเร็ว​ที่ ​ใช้ ​ใน​การ​เคลื่อนที่​วิถี​ตรง (VSL) ต่ำ​ที่สุด​คือ 64.07±2.19 μm/s เทียบ​กับ​กลุ่ม​ที่​

ไม่​เสริม กลุ่ม​ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน และ​กลุ่ม​ที่​เสริม​ไกล​ซีน​เพียง​อย่าง​เดียว (P<0.05) ซึ่ง​มี​ค่า​เท่ากับ 72.15±1.23, 

69.55±1.13 และ 68.82±1.39 μm/s ตาม​ลำดับ ใน​ทำนอง​เดียว​กับ​ความเร็ว​ใน​การ​เคลื่อนที่​วิถี​โค้ง (VCL) 

อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​ร่วม​กับ​ไกล​ซีน​ให้​ค่า​ต่ำ​ที่สุด เมื่อ​เทียบ​กับ​ไม่​เส​ริ​มอะ​มิ​โน หรือ​เส​ริ​

มก​ลูตา​มีน หรือ​เสริม​ไกล​ซีน​เพียง​อย่าง​เดียว (P<0.05) ซึ่ง​มี​ค่า VCL เท่ากับ 139.45±2.45, 150.42±2.51, 

145.57±2.57 และ 142.46±2.84  μm/s ตาม​ลำดับ

	 สว่น​ลกัษณะ​การ​เคลือ่นที ่(kinetic movement) เปน็​ตวั​ชี​้วดั​ที​่บอก​ให​้ทราบ​วา่​ใน​การ​เคลือ่นที​่ของ​อสจุ ิ

มี​ลักษณะ​การ​ส่าย​ของ​หัว​มาก​น้อย ซึ่ง​ลักษณะ​การ​เคลื่อนที่​ของ​อสุจิ​ควร​มี​การ​ส่าย​น้อยๆ หรือ​มี​การ​เคลื่อนที่​

ได้​ตรง​ที่สุด​ซึ่ง​มี​ความ​เกี่ยวข้อง​กับ​คุณสมบัติ​ของ​ผนัง​เซลล์ และ​การ​ควบคุม​การ​ผ่าน​เข้า​ออก​ของ​สาร​และ​องค์​

ประกอบ​ของ​ผนัง​เซลล์ (Shannon and Vishwanath, 1995) และ​ผลก​ระ​ทบ​จาก​การ​เปลี่ยน​สถานะ​ของ​

สารละลาย​อัน​เนื่อง​มา​จาก​การ​แช่​แข็ง (Holt and North, 1994) เมื่อ​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​

ที่ ​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน พบ​ว่า​อสุจิ​มี​ช่วง​กว้าง​ขณะ​ส่าย​หัว (ALH) มาก​ที่สุด คือ 6.80±0.11 μm เมื่อ​เปรียบ​

เทียบ​กับ​กลุ่ม​ที่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​กลู​ตา​มีน ไกล​ซีน และ​กลู​ตา​มีน​ร่วม​กับ​ไกล​ซีน (P<0.05)โดย​มี​ค่า 6.56±0.11, 

6.66±0.08 และ 6.40±0.12 μ m ตาม​ลำดับ (Table 1) แสดง​ว่า​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​ที่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​มี​ 

ส่วน​ช่วย​ลด​ผลก​ระ​ทบ​จาก​การ​แช่​แข็ง​ได้​ดี​กว่า
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	 ลักษณะ​ความ​สมบูรณ์​ของ​เยื่อ​หุ้ม​เซลล์​และ​อะ​โคร​โซม​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง พบ​ว่า​เมื่อ​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ​

ด้วย​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ EYT ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน มี​ผล​ทำให้​อสุจิ​ที่​มี​ชีวิต​มี​ความ​สมบูรณ์​ของ​เยื่อ​หุ้ม​อสุ​จิ​และ 

​อะ​โคร​โซม​สูง​กว่า อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่ ​ไม่​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน (P<0.05) แต่​ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​กัน​ทาง​สถิติ​

เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​อสุจิ​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่​เสริม​ไกล​ซีน หรือ​ที่​เส​ริ​มก​ลูตา​มีน​ร่วม​กับ​ไกล​ซีน คือ​มี​ค่า​ร้อย​ละ 

52.90±2.45, 42.72±3.30, 48.66±3.53 และ 44.17±2.80 ตาม​ลำดับ (Table 2) ซึ่ง​มี​ผล​การ​ทดลอง​เป็น​

ไป​ใน​ทำนอง​เดียว​กับ El-Sheshtawy et al. (2008) พบ​ว่าการ​เสริม​ไกล​ซีน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​สามารถ​รักษา​

ความ​สมบูรณ์​ขอ​งอะ​โคร​โซม​ได้​ดี​กว่า​เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​น้ำยา​เจือ​จาง​ที่ ​ไม่​ได้​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน

Motility (%)

Progressivemotility (%)

Velocity

Averagepathvelocity:VAP (μm/s)

Straight-linevelocity:VSL (μm/s)

Curvilinearvelocity:VCL (μm/s)

Kineticmovement

Amplitudeoflateralhead:ALH (μm)

Beatcross frequency:BCF (HZ)

Straightness: STR (%)

Linearity: LIN (%)

Dead-acrosome intact (DAI)

Dead-acrosome damage (DAD)

Live-acrosome intact(LAI)

Live-acrosome damage (LAD)

50.85±1.17

32.45±0.95

113.56±24.58

72.15a±1.23

150.42a±2.51

6.80a±0.11

27.07±0.53

79.29±0.62

48.49±0.59

29.13bc±1.86

28.12±2.97

42.72a±3.30

0.05±0.01

Control

Control

51.00±2.17

30.68±1.46

85.07±1.55

68.82a±1.39

142.46b±2.84

6.66ab±0.08

26.61±0.45

79.77±0.65

49.69±0.72

26.16ab±1.19

25.18±3.46

48.66ab±3.53

0.03±0.01

Glycine

Glycine

52.58±2.41

32.67±1.55

86.36±1.36

69.55a±1.13

145.57ab±2.57

6.56ab±0.11

27.18±0.56

79.40±0.72

49.14±0.68

24.70a±1.50

23.14±2.72

52.90b±2.45

0.06±0.02

Glutamine

Glutamine

Post-thawing semen in EYT supplements

Post-thawing semen in EYT supplements

Sperm quality parameters

Sperm quality parameters (%)

49.59±2.14

30.69±1.45

82.46±1.48

64.07b±2.19

139.45b±2.45

6.40b±0.12

26.77±0.61

78.77±0.74

48.46±0.72

31.00c±1.77

24.76±2.99

44.17ab±2.80

0.04±0.01

Glutamine+Glycine

Glutamine+Glycine

Table 1 Post-thawing sperm quality parameterswere examined by CASA

Table 2 Post-thawing sperm quality parametersexamined by Flow Cytometer

ab ตัวอักษรที่แตกต่างกันอยู่ในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05)

ab ตัวอักษรที่แตกต่างกันอยู่ในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05)
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สรุป​ผล​การ​ทดลอง
	 ผล​จาก​การ​ศึกษา​สามารถ​สรุป​ได้​ว่าการ​เส​ริ​มก​รด​อะ​มิ​โน​ใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ สามารถ​ช่วย​เพิ่ม​
คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​ภาย​หลัง​การ​แช่​แข็ง​ได้ โดย​สามารถ​ช่วย​ลด​ผลก​ระ​ทบ​จาก​การ​แช่​แข็ง และ​ช่วย​เพิ่ม​ความ​
สมบูรณ์​ของ​เยื่อ​หุ้ม​เซลล์​และ​อะ​โคร​โซม​ให้​สูง​ขึ้น  แต่​ไม่​ทำให้​อัตรา​การ​เคลื่อนที่​และ​ความเร็ว​ใน​การ​เคลื่อนที่​
แตก​ตา่ง​กบั​การ​เจอื​จาง​ดว้ย​นำ้ยา​เจอื​จาง​นำ้​เชือ้ EYT ที่ ​ไม​่เส​ร​ิมก​รด​อะ​มิ​โน  และ​จาก​ผล​การ​ทดลอง​การ​เส​ร​ิม 
ก​ลูตา​มีน 50 mMใน​น้ำยา​เจือ​จาง​น้ำ​เชื้อ EYT สามารถ​ช่วย​เพิ่ม​คุณภาพ​น้ำ​เชื้อ​แช่​แข็ง​ได้ อสุจิ​มี​ความ​สมบูรณ์​
ของ​เยื่อ​หุ้ม​อสุ​จิ​และ​อะ​โคร​โซม​สูง​ขึ้น
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บทคัดย่อ
	 ศึกษา​สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์ ​โค​เนื้อ​ลูกผสม​ภาย​ใต้​สภาพ​การ​จัดการ​ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​

ทาง​ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย ใช้​ข้อมูล​ผสมเทียม​ราย​ตัว​ของ​โค​ที่​รวบรวม​ไว้ ​ใน​ระบบ​ฐาน​ข้อมูล​ของ​ศูนย์วิจัย​ 

การ​ผสมเทียม​และ​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​สุราษฎร์ธานี กรม​ปศุสัตว์ ใน​ช่วง​ปี พ.ศ. 2548-2553 จำนวน 8,095  

บันทึก มี​การ​ตรวจ​สอบ​ความ​ถูก​ต้อง​จาก​บัตร​บันทึก​ผสมเทียม (ผท.2) ประจำ​หน่วย​ผสมเทียม แบ่ง​กลุ่ม​

พันธุ์ ​โค​ออก​เป็น 5 กลุ่ม คือ AB75%xNA25%, AB50%xNA50%, AB50% xCHA50%, AB25% 

xCHA50%xNA25% และ NA 100 % และ​แม่​โค​แบ่ง​ออก​เป็น 2 กลุ่ม คือ โค​สาว (Heifer) และ​แม่​โค 

(Primiparous และ Multiparous) สมรรถภาพ​การ​สืบพันธุ์​ที่​วิเคราะห์​ได้ ดังนี้ อายุ​เมื่อ​ให้​ลูก​ตัว​แรก (AFC) 

จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ต่อ​การ​ผสม​ติด (SPC) และ​ระยะ​อุ้ม​ท้อง (GL) ใน​โค​สาว มี​ค่า​เท่ากับ 38.84+0.29 

เดือน 1.56+0.08 ครั้ง​และ 282.02+0.02 วัน ตาม​ลำดับ ส่วน​ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถึง​ผสม​ครั้ง​แรก 

(PTF) จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ต่อ​การ​ผสม​ติด (SPC) ระยะ​เวลา​ตั้งแต่​คลอด​ถึง​ผสม​ติด (DO) ระยะ​อุ้ม​ท้อง 

(GL) และ​ช่วง​ห่าง​การ​คลอด​ลูก (CI) ของ​ใน​กลุ่ม​แม่​โค  มี​ค่า​เท่ากับ 148.59+4.02 วัน 1.43+0.03 ครั้ง  

174.82+5.76 วัน 282.25+0.10 วัน และ 465.56+4.43 วัน ตาม​ลำดับ กลุ่ม​โค​ที่​มี​ระดับ​สาย​เลือด​

บรา​ห์​มัน​จะ​ให้​ผล​การ​วิเคราะห์​ตัว​ชี้​วัด​ของ AFC, PTF, SPC, DO และ CI สูง​กว่า​กลุ่ม​แม่​โค​พื้น​เมือง  

ความ​แตก​ต่าง​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ยิ่ง (p<0.01) โดย​เฉพาะ​กลุ่ม AB75%xNA25% จะ​ให้​ค่า​เฉลี่ย​ของ​ 

ตัว​ชี้​วัด​เหล่า​นี้​สูงสุด แม่​โค​ใน​กลุ่ม Primiparous ทุก​ระดับ​สาย​เลือด​มี​ประสิทธิภาพ​การ​สืบพันธุ์ ​โดย​เฉลี่ย​ 

ต่ำ​กว่า​กลุ่ม Multiparous มี​ความ​แตก​ต่าง​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ยิ่ง (p<0.01) ยกเว้น SPC และ GL เมื่อ​มี​ 

การ​เลี้ยง​ดู​ภาย​ใต้​สภาพ​การ​จัดการ​ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​ทาง​ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย

คำ​สำคัญ : โค​เนื้อ ลูกผสม บรา​ห์​มัน สมรรถภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์  

จิตศักดิ์ เมืองเขียว1 และ ธวัชชัย โพธิ์คำ1

1 ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสุราษฎร์ธานี อ.พุนพิน จ.สุราษฎร์ธานี

สมรรถนะทางการสืบพันธุ์ของโคเนื้อลูกผสมบราห์มัน​
ในภาคใต้ของประเทศไทย
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Abstract
	 The main objective of this study was to determine reproductive performances of mixed 

breed beef cattle under small farm holder management in Southern Thailand.  Between 2005 

to 2010, 8,095 AI records (AI 2 form) from AI units of  Surathani Artificial Insemination and 

Research Center, Department of Livestock Development. were checked and analyzed. The 

beef cattle on the AI records were divided according to their breed percentage into 5 groups 

as follows; AB75% x NA25%, AB50% x NA50%, AB50% x CHA50%, AB25% x CHA50% 

x NA25% and NA100%. These female beef cattle were also divided into heifer and cow 

groups.   The cow group was then subdivided into Primiparous and Multiparous. Reproductive  

performances studied in heifer group were Age at First Calving (AFC), Service per Conception 

(SPC) and Gestation Length (GL) which the results showed 38.84±0.29 months, 1.56±0.08 

services and 282.02±0.02 days, respectively.  Whereas results of  Day from parturition to first 

service (PTF), Service per Conception (SPC), Days Open (DO), Gestation Length (GL) and 

Calving Interval (CI) in the cow group were 148.59±4.02 days, 1.43±0.03 services, 174.82±5.76 

days, 282.25±0.10 days and 465.56±4.43 days, respectively.  Study in mixed Brahman cattle 

group revealed significant superior performances in term of AFC, PTF, SPD, DO and CI to 

Native cattle (p<0.01) which the best performance index was from AB75% x NA25% group.  

Cows in primiparous group of any breed percentage showed significantly inferior in term of all 

reproductive performance indexes to the multiparous group except SPC and GL (p<0.01). 

Keywords : Brahman crossbred, reproductive performance

Jitthasak Maungkhiow1 and Tawutchai Pothkom1

1 Suratthani Artificial Insemination and Biotechnology research Centre, Punpin District, Suratthani 
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บทนำ
	 การ​เลีย้ง​โค​เนือ้​ใน​พืน้ที​่ภาค​ใต​้สว่น​ใหญ​่เปน็​เกษตรกร​ราย​ยอ่ย ใช​้หญา้​ตาม​ธรรมชาต​ิและ​ผลพลอยได​้

ทางการ​เกษตร​เป็น​แหล่ง​อาหาร​หยาบ อาจ​มี​การ​สร้าง​แปลง​พืช​อาหาร​สัตว์​ขนาด​เล็ก​และ​มี​การ​เสริม​วัตถุดิบ​

อาหาร​สัตว์​บ้าง​ใน​บาง​ราย โดย​มี​วัตถุประสงค์​ของ​การ​เลี้ยง​เพื่อ​ขาย​ลูก​โค​และ​นำ​เนื้อ​มาบ​ริ​โภค นอกจาก​นี้​ 

มูลโค​ยัง​เป็น​ผลพลอยได้​ที่​สำคัญ​ใช้​เป็น​ปุ๋ย​บำรุง​ดิน​ให้​กับ​พืช​เศรษฐกิจ​หลัก ทั้ง​ยางพารา​และ​ปาล์ม​น้ำมัน  

ทั้งนี้​ยัง​รวม​ถึง​โค​พื้น​เมือง​ภาค​ใต้​ที่​ผ่าน​การ​คัด​เลือก​และ​ปรับปรุง​พันธุ์ ​โดย​ภูมิปัญญา​ใน​ท้อง​ถิ่น​มา​ยาวนาน​ 

จน​เกดิ “กฬีา​ชน​โค” ซึง่​แสดง​ความ​เปน็​เอกลกัษณ​์ของ​โค​ทาง​ภาค​ใต ้สิง่​เหลา่​นี​้แสดง​ให​้เหน็​วา่การ​เลีย้ง​โค​เนือ้​

มี​บทบาท​ต่อ​วิถี​ชีวิต สังคม และ​วัฒนธรรม​ของ​คน​ทาง​ภาค​ใต้​เป็น​อย่าง​มาก

	 จาก​รายงาน​ของ​กรม​ปศสุตัว​์ระยะ​เวลา 10 ป​ีที​่ผา่น​มา​ปรมิาณ​โค​เนือ้​ใน​พืน้ที​่ภาค​ใต​้ม​ีทศิทาง​ที​่เพิม่​ขึน้ 

โดย​ใน​ปี 2542 มี​จำนวน​โค​เนื้อ​เท่ากับ 685,669 ตัว (กอง​แผน​งาน, 2542) และ​ใน​ปี พ.ศ. 2552 มี​จำนวน 

​โค​เนื้อ​เท่ากับ 776,019 ตัว (ศูนย์​สารสนเทศ, 2553) ส่วน​ใหญ่​เป็น​โค​ลูกผสม​ที่​เกิด​จาก​การ​ใช้​โค​พื้น​เมือง​ 

เป็น​แม่​โค​พื้น​ฐาน​ผสมเทียม​ด้วย​น้ำ​เชื้อ​โค​พันธุ์​แท้​จาก​ต่าง​ประเทศ โดย​เฉพาะ​น้ำ​เชื้อ​จาก​โค​พันธุ์​บรา​ห์​มัน 

​และ​โค​พันธุ์​ชาร์ ​โรเลส์​สำหรับ​ผลิต​โค​เนื้อ​คุณภาพ โค​เพศ​ผู้​จะ​นำ​ไป​เลี้ยง​เป็น​โค​ขุน​หรือ​เลี้ยง​เป็น​โค​เนื้อ​ส่ง​ 

โรง​ฆ่า ส่วน​โค​เพศ​เมีย​จะ​เลี้ยง​ไว้​เป็น​แม่​โค​เพื่อ​ผลิต​ลูก​ใน​รุ่น​ต่อๆ ​ไป 

	 สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์ เช่น อายุ​เมื่อ​ให้​ลูก​ตัว​แรก (Age at first calving) ระยะ​เวลา 

​อุ้ม​ท้อง (Gestation length) ช่วง​ห่าง​ของ​การ​คลอด​ลูก (Calving interval) ระยะ​เวลา​ตั้งแต่​คลอด​ถึง 

​ผสม​ครั้ง​แรก (Calving to first service interval) ระยะ​เวลา​ตั้งแต่​คลอด​ถึง​ผสม​ติด (Days open) อัตรา​

การ​ผสม​ติด​ครั้ง​แรก (First service conception rate) จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ต่อ​การ​ผสม​ติด (Service per 

conception) เป็นต้น เป็น​ตัว​ชี้​วัด​ประสิทธิภาพ​การ​ผลิต​โค​ที่​สำคัญ โดย​ทั่วไป​แม่​โค​ที่​มี​ประสิทธิภาพ​การ​ผลิต​

ที่​ดี​ควร​จะ​ให้​ลูก​ปี​ละ​ตัว คือ​แม่​โค​ต้อง​ได้​รับ​การ​ผสม​พันธุ์​และ​ผสม​ติด​ภายใน 60 - 90 วัน  (สุณี​รัตน์, 2550) 

แต่​ข้อมูล​ทาง​ด้าน​สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์ ของ​แม่​โค​เนื้อ​ลูกผสม​ภาย​ใต้​สภาพ​การ​เลี้ยง​ของ​เกษตรกร​ 

ราย​ยอ่ย​และ​สภาพ​แวดลอ้ม​ทาง​ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย ม​ีผู​้ศกึษา​นอ้ย​และ​ไม่​ครอบคลมุ​ทัว่​ทกุ​จงัหวดั​ใน​พืน้ที่ 

จึง​มี​ความ​จำเป็น​ที่​จะ​ต้อง​ศึกษา​ทาง​ด้าน​นี้​เพื่อ​เป็น​ข้อมูล​พื้น​ฐาน​ใน​การ​จัดการ​เลี้ยง​ดู วางแผน​ปรับปรุง​พันธุ์ 

และ​วางแผน​ส่ง​เสริม​ใน​การ​ผลิต​ต่อ​ไป

	 ใน​การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้​มี​วัตถุประสงค​์เพื่อ​ศึกษา​สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์​ของ​โค​เนื้อ​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มัน​ใน​

ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย ภาย​ใต้​สภาพ​การ​จัดการ​ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย
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อุปกรณ์ และ​วิธี​การ
	 1.	 ข้อมูล​และ​การ​จัดการ​ข้อมูล 

	 เป็นการ​ศึกษา​ข้อมูล​สมรรถนะ​การ​สืบพันธุ์​จาก​ฐาน​ข้อมูล​ผสมเทียม​ราย​ตัว​โค​เนื้อ​ของ​ศูนย์วิจัย​การ​

ผสมเทียม​และ​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​สุราษฎร์ธานี กรม​ปศุสัตว์ ใน​ช่วง​ปี พ.ศ. 2548-2553 โดย​มี​การ​ตรวจ​สอบ​

ความ​ถูก​ต้อง​จาก​บัตร​ผสมเทียม (ผท.2) ประจำ​หน่วย​ผสมเทียม จำนวน 8,095 บันทึก 

	 โค​เนื้อ​ใน​ฟาร์ม​ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​ทาง​ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย ที่​มี​การ​เลี้ยง​ดู​โดย​ใช้​พืช​อาหาร​

สัตว์​จาก​แปลง​ขนาด​เล็ก​ที่​ปลูก​เอง​และ​หญ้า​ตาม​ธรรมชาติ​รวม​ทั้ง​ผลพลอยได้​จาก​พืช​ผล​ทางการ​เกษตร 

​เป็น​แหล่ง​อาหาร​หยาบ 

	 สมรรถนะ​ภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์​ที่ ​ใช้​เป็น​ตัว​ชี้​วัด​ใน​โค​สาว​ประกอบ​ด้วย อายุ​เมื่อ​ให้​ลูก​ตัว​แรก  

(Age at first calving, AFC) จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ต่อ​การ​ผสม​ติด (Service per conception, SPC) และ​

ระยะ​อุ้ม​ท้อง (Gestation length, GL)

	 ใน​แม่ ​โค​ประกอบ​ด้วย​ระยะ​เวลา​ตั้งแต่​คลอด​ถึง​ผสม​ติด (Days open, DO) ระยะ​อุ้ม​ท้อง  

(Gestation length, GL) และ​ช่วง​ห่าง​การ​คลอด​ลูก (Calving interval, CI) ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถึง​ 

ผสม​ครั้ง​แรก (Day from parturition to first service, PTF) และ​จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ต่อ​การ​ผสม​ติด  

(Service per conception, SPC)

	 การ​จัดการ​ข้อมูล​การ​ผสมเทียม​เบื้อง​ต้น​จะ​ประยุกต์​ตาม​วิธี​การ​ของ Kadarmideen and Coffey 

(2001) ที่​กำหนด​ให้​ระยะ​เวลา​การ​ตั้ง​ท้อง​อยู่​ใน​ช่วง 268 - 296 วัน ส่วน​ข้อ​จำกัด​และ​เกณฑ์​ใน​การ​ตรวจ​สอบ​ 

ความ​ถูก​ต้อง​และ​ความ​น่า​เชื่อ​ถือ​ของ​ข้อมูล​การ​ผสมเทียม​เพิ่ม​เติม​ได้​มี​ข้อ​กำหนด​ดังนี้

	 - อายุ​เมื่อ​คลอด​ลูก​ตัว​แรก​อยู่​ใน​ช่วง 18 - 52 เดือน

	 - ช่วง​ห่าง​จาก​คลอด​ถึง​การ​ผสมเทียม​ครั้ง​แรก​จะ​ต้อง​อยู่​ใน​ช่วง 20 - 240 วัน

	 - จำนวน​ครั้ง​การ​ผสมเทียม​ต่อ​การ​ผสม​ติด​จะ​ต้อง​บันทึก​อยู่​ใน​ช่วง 20 - 340 วัน​หลังค​ลอด

	 - ค่า​เฉลี่ย​จำนวน​ครั้ง​การ​ผสมเทียม​ต่อ​การ​ผสม​ติด​ของ​ฝูง​จะ​ต้อง​อยู่​ใน​ช่วง 1.5 - 3.5 ครั้ง

	 - ช่วง​ห่าง​การ​คลอด​ลูก​จะ​ต้อง​อยู่​ใน​ช่วง 290 - 630 วัน 

	 จำแนก​ปัจจัย​หลัก​ที่​เป็นก​ลุ่ม​ได้​คือ

	 กลุ่ม​พันธุ์​จำแนก​ออก​เป็น 5 กลุ่ม​คือ AB75%xNA25%, AB50%xNA50%, AB50%xCHA50%, 

AB25%xCHA50%xNA25% และ NA 100 %

	 กลุ่ม​แม่​โค​แบ่ง​ออก​เป็น 2 กลุ่ม​คือ โค​สาว (Heifer) และ​แม่​โค แบ่ง​เป็น 2 กลุ่ม​ย่อย​คือ แม่​โค​มี​ลูก​

แล้ว 1 ตัว (Primiparous) และ แม่​โค​มี​ลูก​มากกว่า 1 ตัว (Multiparous)

	 เดอืน​ที​่ผสมเทยีม และ​เดอืน​ที​่คลอด​ใน​แตล่ะ​ป​ีแบง่​เปน็ 2 ฤด ูคอื ฤด​ูรอ้น ตัง้แต ่ธนัวาคม​ถงึ​พฤษภาคม 

และ​ฤดู​ฝน ตั้งแต่ มิถุนายน​ถึง​พฤศจิกายน (จิต​ศักดิ์, 2550)

	 ปี​ของ​การ​ผสมเทียม และ​การ​คลอด​จำนวน 5 ปี คือ ปีพ.ศ. 2548 - 2553
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	 2.	การ​วิเคราะห์​ข้อมูล 

	 วิเคราะห์​ข้อมูล ด้วย GLM procedure ที่​มี​ตัว​แบบ​ดัง​ต่อ​ไป​นี้

	 Y = µ + bAgeB
i
 +  Hr

j
 +Yb

k
 +Db

1
 + BG

m
 + e (โค​สาว)

	 Y = µ + bAgeC
i
 + Hr

j
 + Yc

k
 + Dc

1
 + BG

m
 + CG

n
 + (BG x CG) o + e (แม่​โค)

	 เมื่อ :	 Y	 =	 ค่า​สังเกต​จาก​โค​สาว หรือ​แม่​โค​สำหรับ​ลักษณะ​ข้อมูล​ต่อ​เนื่อง		

	 	 µ	 =	 ค่า​เฉลี่ย

	 	 bAgeB
i
	 =	 สัมประสิทธิ์​การ​ถดถอย​เชิง​เส้น​ตรง​ของ​อายุ​ของ​โค​สาว​เมื่อ​ผสม

	 	 	 	 เทียม​ครั้ง​แรก	 	 	 	

	 	 bAgeC
i
	 =	 สัมประสิทธิ์​การ​ถดถอย​เชิง​เส้น​ตรง​ของ​อายุ​ของ​แม่​โค​เมื่อ​คลอด​ลูก

	 	 Hr
j
	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​ฝูง

	 	 Yb
k
  	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​ปี​เกิด

	 	 Db
1
  	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​ฤดูกาล​ที่​เกิด

	 	 Yc
k
	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​ปี​ที่​คลอด​ลูก

	 	 Dc
1
  	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​ฤดูกาล​ที่​คลอด​ลูก

	 	 BG
m
  	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​ระดับ​สาย​เลือด​โค

	 	 CG
n
	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​กลุ่ม​แม่​โค

	 	 (BG x CG)
o
	 =	 ปัจจัย​คงที่​ของ​การ​ปฏิสัมพันธ์​ระหว่าง​ระดับ​สาย​เลือด​กับ​กลุ่ม​แม่​โค

	 	 e	 =	 ค่า​ความคลาด​เคลื่อน

ผล​การ​ศึกษา
	 ค่า​สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์​ของ​โค​เนื้อ 

	 จาก​ผล​การ​วิเคราะห์​ค่า​เฉลี่ย สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์​ของ​โค​เนื้อ​ลูกผสม​ภาย​ใต้​สภาพ​การ​จัดการ​

ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​ทาง​ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย อายุ​เมื่อ​ให้​ลูก​ตัว​แรก (AFC) จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ต่อ​การ​

ผสม​ติด (SPC) และ​ระยะ​อุ้ม​ท้อง (GL) ใน​โค​สาว 5 กลุ่ม มี​ค่า​เท่ากับ 38.84+0.29 เดือน 1.56+0.08 ครั้ง 

​และ 282.02+0.02 วัน ตาม​ลำดับ ส่วน​ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถึง​ผสม​ครั้ง​แรก (PTF) จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​

ต่อ​การ​ผสม​ติด (SPC) ระยะ​เวลา​ตั้งแต่​คลอด​ถึง​ผสม​ติด (DO) ระยะ​อุ้ม​ท้อง (GL) และ​ช่วง​ห่าง​การ​

คลอด​ลูก (CI) ของ​ใน​แม่​โค 5 กลุ่ม​มี​ค่า​เท่ากับ 148.59+4.02 วัน 1.43+0.03 ครั้ง 174.82+5.76 วัน   

282.25+ 0.10 วัน และ 465.56+4.43 วัน ตาม​ลำดับ (ตาราง​ที่ 1 - 6)

	 อิทธิพล​ของ​ระดับ​สาย​เลือด​ใน​โค​สาว

	 จาก​การ​วเิคราะห์​อทิธพิล​ของ​ระดบั​สาย​เลอืด​ใน​โค​สาว​ตอ่​สมรรถนะ​ทางการ​สบืพนัธุ์ พบ​วา่​คา่ AFC   

มี​ความ​แตก​ต่าง​กัน​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ยิ่ง (P<0.01) ส่วน​ค่า SPC และ GL ไม่มี​ความ​แตก​ต่าง​ทาง​สถิติ  

(P>0.05) ดัง​ที่​แสดง​ไว้ ​ใน​ตาราง​ที่ 1
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AB75% x NA25%

AB50% x NA50%

AB50% x CHA50%

AB25% x CHA50%x NA25%

NA100%

Overall means

AB75% x NA25%

AB50% x NA50%

AB50% x CHA50%

AB25% x CHA50% x NA25%

NA100%

Cow group means

41.88±0.83a

40.82±0.41a

40.88±0.93a

39.20±0.41b

38.21±0.54b

38.84±0.29

186.02±15.15aA      

182.55±4.53aA

171.68±12.17abA 

184.40±8.90aA

142.96±3.37bA

173.52±4.60A

AFC (month)

Primiparous

282.97±0.58

282.01±0.29

282.71±0.64

282.55±0.37

281.93±0.29

282.02±0.11 

176.41±9.07a

169.47±2.61a

161.81±7.47b

169.34±5.50a

135.60±1.85c

148.59±4.02*

GL (day)

1.54±0.11

1.52±0.05

1.51±0.12

143±0.07

1.41±0.54

1.56±0.83 

166.80±9.89aA

156.38±2.40aB 

151.95±8.43aA

154.30±6.19aB 

128.25±1.40bB

151.53±3.00B        

SPC (service)

Multiparous

Least square means + SE

Cow groups

Breed groups

Breed groups Breed group means

Table 1 Least square means and standard error for AFC SPC and GL of heifer in different 

breed groups.

Table 2 Least square means and standard error for PTF in different breed groups and cow 

groups.

a b Least square means with different letters within the column are high significantly difference.     
   (P < 0.01)

a b c Least square means with different letters within the column are high significantly 
    different. (P<0.01)    
a b  Least square means with different letters within the row are high significantly different. 
    (P<0.01)
*   Overall means

	 อิทธิพล​ของ​ระดับ​สาย​เลือด กลุ่ม​แม่​โค และ​ปฏิสัมพันธ์​ระหว่าง​ระดับ​สาย​เลือด​กับ​กลุ่ม​แม่​โค

	 จาก​การ​วเิคราะห​์ปจัจยั​ที​่ม​ีผลก​ระ​ทบ​ตอ่​สมรรถภาพ​ทางการ​สบืพนัธุ์ ​ใน​กลุม่​แม่​โค และ​การ​ปฏสิมัพนัธ​์

ระหว่าง​ระดับ​สาย​เลือด​กับ​กลุ่ม​แม่​โค พบ​ว่า​ทุก​ปัจจัย​มี​ผลก​ระ​ทบ​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ยิ่ง ต่อ PTF, SPC, DO, 

GL และ CI (P<0.01) (ตาราง​ที่ 2 - 6)
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AB75% x NA25%

AB50% x NA50%

AB50% x CHA50%

AB25% x CHA50% x NA25%

NA100%

Cow group means

AB75% x NA25%

AB50% x NA50%

AB50% x CHA50%

AB25% x CHA50% x NA25%

NA100%

Cow group means

1.42±0.15

1.38±0.05

1.61±0.12

1.50±0.08

1.39±0.03

1.46±0.04 

242.31±17.62aA

204.82±5.27aA

212.06±14.16aA

218.90±10.35aA

162.73±3.91bA

208.16±5.34A

Primiparous

Primiparous

1.54±0.09

1.40±0.03

1.52±0.08

1.48±0.05

1.37±0.01

1.43±0.03*

223.75±10.54a

192.95±3.03b

191.72±8.68b

201.49±6.39b

155.53±2.15c

174.82±5.76*

1.66±0.10ab

1.41±0.02ab

1.42±0.08ab

1.45±0.06ab

1.36±0.14b

1.46±0.03

205.20±11.50aA

181.09±2.80aB

171.39±9.81abB

184.08±7.20aB

148.33±1.63bB

178.02±3.48B

Multiparous

Multiparous

Cow groups

Cow groups

Breed groups

Breed groups

Breed group means

Breed group means

Table 3 Least square means and standard error for SPC in different breed groups and cow 

groups.

Table 4 Least square means and standard error for DO in different breed groups and cow 

groups

a b	 Least square means with  different letters within the column are high significantly different.  
	 (P<0.01)    
*	 Overall means

a b c	 Least square means with different letters within the column are high significantly different.  
	 (P<0.01)    
A B	 Least square means  with  different letters within the row are high significantly different.  
	 (P<0.01)
*	 Overall means
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AB75% x NA25%

AB50%xNA50%

AB50% x CHA50%

AB25% x CHA50% x NA25%

NA100%

Cow group means

AB75% x NA25%

AB50% x NA50%

AB50% x CHA50%

AB25% x CHA50% x NA25%

NA100%

Cow group means

280.54±0.86abA

282.37±0.25abA

283.15±0.69abA

283.77±0.52aA

281.61±0.19bA

282.29±0.86A

522.84±17.65aA

487.83±5.28aA

495.21±14.18aA

502.67±10.36aA

444.34±3.92bA

490.45±5.36A

Primiparous

Primiparous

281.59±0.52b

282.42±0.14a

282.70±0.43ab

282.87±0.32a

281.74±0.10b

282.25±0.10*

505.34±10.54a

475.38±3.04a

474.42±8.70a

484.36±6.41a

437.27±2.15b

465.56±4.43*

282.53±0.57abA

282.46±0.13aA

282.25±0.48abA

281.97±0.35abB

281.85±0.08bA

282.23±0.57A

487.83±11.52aA

463.56±2.80aB

453.64±9.83aA

466.05±7.21aB

430.19±1.63aB

460.25±3.50B

Multiparous

Multiparous

Cow groups

Cow groups

Breed groups

Breed groups

Breed group means

Breed group means

Table 5 Least square means and standard error for GL in different breed groups and cow 

groups.

Table 6 Least square means and standard error for CI in different breed groups and cow 

groups

a b c	 Least square means with different letters within the column are significantly different  
	 (P<0.01)     
A B	 Least square means with different letters within the row are significantly different  
	 (P<0.01)
*	 Overall means

a b c	 Least square means with different letters within the column are high significantly different  
	 (P<0.01)  
A B	 Least square means with  different letters within the row are high significantly different  
	 (P<0.01)
*	 Overall means
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วิจารณ์
	 ผล​การ​วิเคราะห์​สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์​ของ​โค​เนื้อ​ลูกผสม​ภาย​ใต้​สภาพ​การ​จัดการ​ของ​เกษตรกร​

ราย​ย่อย​ใน​ภาค​ใต้​ของ​ประเทศไทย พบ​ว่า​โค​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มัน​มี​ค่า​เฉลี่ย​ของ​ตัว​ชี้​วัด​สูง​กว่า​โค​พื้น​เมือง  

โดย​เฉพาะ​โค AB75%xNA25% จะ​มี​ค่า​เฉลี่ย​ของ​ตัว​ชี้​วัด​สูงสุด​แสดง​ว่า​มี​ประสิทธิภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์​

ต่ำ​กว่า สอดคล้อง​กับ Tamwasorn et al. (1982) ที่​ศึกษา​ใน​ฟาร์ม​ทดลอง​โค​เนื้อ​กำแพงแสน​พบ​ว่า​โค​พื้น​

เมือง​มี​ประสิทธิภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์​ดี​กว่า โค​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มันxพื้น​เมือง และ​โค​ลูกผสม ชา​โรเลส์xพื้น​เมือง  

นอกจาก​นี​้ผล​การ​วเิคราะห​์พบ​วา่​แม่​โคก​ลุม่ Primiparous ม​ีคา่​เฉลีย่​ของ​ตวั​ชี​้วดั​สงู​กวา่​แม่​โคก​ลุม่ Multiparous 

สอดคล้อง​กับ​การ​ศึกษา​ใน​โคนม​ของ ชา​ลี​และ​คณะ (2549) และ​รายงาน​ใน​ต่าง​ประเทศ​ก็​พบ​ว่า​แม่​โคก​ลุ่ม 

Primiparous มี​ประสิทธิภาพ​การ​สืบพันธุ์​ต่ำ​กว่า​เมื่อ​เปรียบ​เทียบ​กับ​แม่​โคก​ลุ่ม Multiparous (Kinsel and 

Etherington ,1998) เนื่องจาก สาร​อาหาร​ที่​แม่​โคก​ลุ่ม Primiparous ได้​รับ​เข้าไป​ร่างกาย​จำเป็น​ต้อง​มี​การ​

แบ่ง​ส่วน​สาร​อาหาร (partition) ไป​เพื่อ​การ​เจริญ​เติบโต​ใน​สัดส่วน​ที่​สูง​เมื่อ​เทียบ​กับ​แม่​โคก​ลุ่ม Multiparous 

(Bellows and Short,1978)  ดงั​นัน้​แม่​โคก​ลุม่ Multiparous แบง่​สว่น​สาร​อาหาร​เพือ่​การ​สบืพนัธุ​์จงึ​ม​ีสดัสว่น​

สงู​กวา่​แม่​โคก​ลุม่ Primiparous นอกจาก​นี​้อาจ​เปน็​ไป​ไดท้ี​่วา่​เกษตรกร​ได​้ทยอย​ขาย​แม่​โค​ที​่ม​ีความ​สมบรูณ​์พนัธุ​์

ต่ำ​ออก​ไป ทำให้​เหลือ​แม่​โคก​ลุ่ม​ที่​มี​ความ​สมบูรณ์​พันธุ์​สูง​ใน​ฝูง 

	 เมื่อ​พิจารณา​แยก​ตาม​ตัว​ชี้​วัด​ที่ทำการ​ศึกษา​ปรากฏ ดังนี้ 

	 อาย​ุเมือ่​ให​้ลกู​ตวั​แรก (AFC) พบ​วา่​โค​ลกูผสม​ที​่ม​ีระดบั​สาย​เลอืด​อเมรกินั​บรา​ห​์มนั​ตัง้แต ่50% ขึน้​ไป 

มีอายุ​เมื่อ​ให้​ลูก​ตัว​แรก​สูง​กว่า​โค​ที่​มี​ระดับ​สาย​เลือด​อเมริกัน​บรา​ห์​มัน​ต่ำ​กว่า 50% และ​โค​พื้น​เมือง สอดคล้อง​

กับ Tamwasorn et al. (1982) และ​รายงาน​ใน​เม็กซิโก(Magana and Segura ,1997) แต่​ต่ำ​กว่า​โค​บรา​ห์​มัน​ 

พันธุ์​แท้ (AB100%) ที่​เลี้ยง​ใน​ศูนย์ฯ / สถานี ซึ่ง​มี​ค่า​เท่ากับ 3.91 ปี หรือ​ประมาณ 46.92 เดือน  

(กอง​บำรงุ​พนัธุ​์สตัว,์ 2545) ทัง้นี​้เปน็​ผล​มา​จาก​โค​พนัธุ​์บรา​ห​์มนั​มอีาย​ุการ​เปน็​หนุม่​สาว​ชา้​ประกอบ​กบั​อาย​ุการ​เปน็ 

​หนุ่ม​สาว​ของ​โค​พันธุ์​บรา​ห์​มัน​มี​ค่า​อัตรา​พันธุกรรม​สูง ทำให้​โค​ลูกผสม​ที่​มี​ระดับ​สาย​เลือด​บรา​ห์​มัน​สูง​มีอายุ​ 

เมื่อ​ให้​ลูก​ตัว​แรก​ช้า​ตาม​ไป​ด้วย (Nogueira,2004)

	 ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถึง​ผสม​ครั้ง​แรก (PTF) พบ​ว่า​แม่​โค​ที่​มี​สาย​เลือด​อเมริกัน​บรา​ห์​มัน​จะ​มี​ค่า 

PTF ยาวนาน​กว่า​แม่​โค​พื้น​เมือง​เนือง​จาก​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มัน​มี​โครงสร้าง​ของ​รูป​ร่าง​ใหญ่​กว่า​โค​พื้น​เมือง​จึง​มี​ 

ความ​ตอ้งการ​อาหาร​เพือ่​การ​ดำรง​ชพี​และ​สบืพนัธุ​์สงู​กวา่ Hentges and Howes (1963) รายงาน​วา่​ใน​สภาพ​

การ​เลีย้ง​ของ​เกษตรกร​ราย​ยอ่ย ใช​้หญา้​ตาม​ธรรมชาติ​และ​ผลพลอยได้​ทางการ​เกษตร​เปน็​แหลง่​อาหาร​หยาบ 

จึง​มี​แนว​โน้ม​ให้​โค​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มัน​ได้​รับ​อาหาร​ไม่​เพียง​พอ​ทำให้​กลับ​มา​เป็น​สัด​ช้า​กว่า​โค​พื้น​เมือง 

	 แม่​โคก​ลุ่ม Primiparous มี​ค่า PTF ยาวนาน​กว่า​กลุ่ม Multiparous วัน สอดคล้อง​กับ Nahar et 

al.(1992) ที่ทำการ​ศึกษา​สมรรถนะ​แม่​โค​สาย​พันธุ์​ซีบู (Zebu type) พบ​ว่า ช่วง​ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถึง​ผสม​

ครั้ง​แรก​ของ​กลุ่ม​แม่​โค​ลำดับ​ท้อง​ที่ 2 (151.97 + 14.44 วัน) ยาวนาน​กว่า​กลุ่ม​แม่​โค​ลำดับ​ท้อง​ที่ 3 (127 + 

10.22 วัน) อย่างไร​ก็​ดี​จาก​การ​ศึกษา​ใน​ครั้ง​นี้​พบ​ว่า​ช่วง​ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถึง​ผสม​ครั้ง​แรก​ของ​โค​ลูก​ผสม​

บรา​ห์​มัน​และ​โค​พื้น​เมือง สูง​กว่า​ค่า​ทาง​อุดมคติ​ที่​ว่า​แม่​โค​ต้อง​ได้​รับ​การ​ผสม​พันธุ์​และ​ผสม​ติด​ภาย 90 - 100 

วัน​หลังค​ลอด​ทั้งนี้​เนื่อง​มา​จาก​การ​เลี้ยง​โค​เนื้อ​ใน​ภาค​ใต้​เป็น​เกษตรกร​ราย​ย่อย​และ​เลี้ยง​โค​เป็น​อาชีพ​เสริม 

ทั้ง​ขาดแคลน​อาหาร​หยาบ​คุณภาพ​ดี​และ​ขาด​การ​จัดการ​ฟาร์ม​ที่​ดี โดย​เฉพาะ​ไม่มี​การ​จัดการ​หย่านม​ลูก​โค 
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มี​ผล​ทำให้​แม่​โค​ไม่​กลับ​สัด​หลังค​ลอด​นาน​ประมาณ 7- 8 เดือน (Morrow et al, 1969) ซึ่ง Spicer and  

Echternkamp (1986) รายงาน​ว่า​แม่​โค​ที่​ลูก​ดูด​นม​ต่อ​เนื่อง​และ​ยาวนาน จะ​มี​ผล​ไป​ยับยั้ง​การ​เจริญ​ของ​

กระเปาะ​ไข​่และ​กระบวนการ​ตก​ไข ่นา่​จะ​เปน็​เหตผุล​สำคญั​ประการ​หนึง่​ที​่ทำให​้การก​ลบั​สดั​ใน​แม่​โค​หลงัค​ลอด​

ยาวนาน​ออก​ไป

	 จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ต่อ​การ​ผสม​ติด (SPC) พบ​ว่า​ระดับ​สาย​เลือด​ลูกผสม​อเมริกัน​บรา​ห์​มัน รวม​ทั้ง​

ลำดับ​การ​ให้​ลูก​ไม่มี​ผล​ต่อ SPC แต่​ใน​กลุ่ม Multiparous พบ​ว่า​แม่​โค​พื้น​เมือง​มี​ค่า SPC เท่ากับ 1.36 ต่ำ​

ที่สุด​สอดคล้อง​กับ​การ​ศึกษา​ของ Tamwasorn et al. (1982)  และ ณัฐ​พร​และ​คณะ (2549) ซึ่ง​ค่า SPC ที่​

วัด​ได้​จาก​การ​ศึกษา​ใน​ครั้ง​นี้​อยู่​ใน​เกณฑ์​ดี​มาก ซึ่ง​กรม​ปศุสัตว์ (2545) แนะนำ​ไว้​คือ 1.5 ครั้ง

	 ระยะ​เวลา​ตั้งแต่​คลอด​ถึง​ผสม​ติด (DO) พบ​ว่า​ค่า DO จะ​ผันแปร​โดยตรง​กับ​ระดับ​สาย​เลือด​อเมริกัน​

บรา​ห์​มัน​ของ​แม่​โค แสดง​ว่า​แม่​โค​ที่​มี​ระดับ​สาย​เลือด​อเมริกัน​บรา​ห์​มัน​สูง​จะ​มี​ค่า DO มากกว่า สอดคล้อง​

กับ​ที่ Roberts (1986) สำหรับ​ลำดับ​การ​ตั้ง​ท้อง​พบ​ว่า แม่​โคก​ลุ่ม Primiparous มี​ค่า DO มากกว่า​แม่​โค 

ก​ลุ่ม Multiparous สอดคล้อง​กับ​พิพัฒน์​และ​คณะ (2541) ที่​ศึกษา​ใน​โค​ออ​ส​เตร​เลี่ยน​บรา​ห์​มัน​รายงาน​ว่า 

​ค่า​เฉลี่ย​ระยะ​เวลา​ท้อง​ว่าง​ของ​แม่​โค​ให้​ลูก​ระหว่าง​ตัว​ที่ 1 - 2 (247.89+8.71วัน) นาน​กว่า​ระยะ​เวลา​ 

ท้อง​ว่าง​ของ​แม่​โค​ให้​ลูก​ระหว่าง​ตัว​ที่ 2 – 3 ( 148.91+13.98 วัน)

	 เป็น​ที่​น่า​สังเกต​ว่า จาก​ค่า​ดัชนี​ชี้​วัด PTF และ SPC ที่​ปรากฏ จะ​เห็น​ว่าการ​ที่​แม่​โค​มี​ระยะ​เวลา​ท้อง​

วา่ง​หรอื​ระยะ​เวลา​ตัง้แต่​คลอด​ถงึ​ผสม​ตดิ​ยาว​มิได้​ม​ีสาเหตุ​มา​จาก​การ​ที​่แม่​โค​ผสม​ตดิ​ยาก หาก​เปน็​ผล​จาก​คา่ 

PTF ที่​นาน​มากกว่า นั้น​คือ​การ​ที่​แม่​โค​มี​ระยะ​การก​ลับ​สัด​หลังค​ลอด​หรือ​การก​ลับ​มา​มี​วง​รอบ​การ​ทำงาน​ของ​

รังไข่​อีก​ครั้ง​หลังค​ลอด​ยาวนาน 

	 ระยะ​อุ้ม​ท้อง (GL) พบ​ว่า​โค​สาว มี​ระยะ​อุ้ม​ท้อง​เฉลี่ย 282.02+0.11 วัน​และ​ระดับ​สาย​เลือด​ของ​แม่​

โค​ลูกผสม​มี​ผล​ต่อ​ระยะ​เวลา​การ​ตั้ง​ท้อง​โดย​พบ​ว่า​โค​ที​มี​สาย​เลือด​ชาร์ ​โร​เลย์​มี​แนว​โน้ม​มี​ค่า GL นาน​กว่า​สาย​

เลือด​ลูกผสม​อเมริกัน​บรา​ห์​มัน​และ​พันธุ์​พื้น​เมือง โดย​ลำดับ​การ​ตั้ง​ท้อง​มี​ค่า GLไม่​แตก​ต่าง​กัน

	 ช่วง​ห่าง​การ​คลอด​ลูก (CI) พบ​ว่า​ระดับ​สาย​เลือด​ลูกผสม​อเมริกัน​บรา​ห์​มัน​ไม่มี​ผล​ต่อ​ระยะ​ห่าง​การ​

คลอด​ลูก​แต่​มี​ค่า​มากกว่า​ของ​แม่​โค​พันธุ์​พื้น​เมือง​ซึ่ง​สอดคล้อง​กับ Tamwasorn et al. (1982) และ​จิต​ศักดิ์​

และ​คณะ (2550)

	 อย่างไร​ก็ตาม ช่วง​ห่าง​การ​คลอด​ลูก​ของ​แม่​โค​เป็น​ตัว​ชี้​วัด​ประสิทธิภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์​ที่​ดี​ที่สุด​ที่​บ่ง​

ชี้​ถึง​ประสิทธิภาพ​การ​ผลิต​ของ​สัตว์​ทั้งหมด​ของ​ฝูง (Mukasa - Mugerwa, 1989) จาก​การ​ศึกษา​ใน​ครั้ง​นี้​พบ​

ว่า​สูง​กว่า​ค่าที่​ยอมรับ​ได้ ​ใน​โค​เนื้อ​เขต​ร้อน​ที่ 410 - 440 วัน ทั้งนี้​เพราะ​มี​หลาย​ปัจจัย​มาก​ระ​ทบ​ทั้ง สภาพ​

แวดล้อม การ​จัดการ​และ​พันธุกรรม (Lôbo et al., 1988) 

สรุป​ผล
	 สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์​ของ​โค​ลูก​ผสม​บรา​ห์​มัน​และ​ชาร์ ​โร​เล่ย์ มี​ประสิทธิภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์​ต่ำ​

กว่า​โค​พื้น​เมือง และ​แม่​โคก​ลุ่ม Primiparous มี​ประสิทธิภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์​ต่ำ​กว่า​กลุ่ม​แม่​โค Multiparous 

นอกจาก​นี​้ยงั​พบ​วา่ ชว่ง​ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถงึ​ผสม​ครัง้​แรก​ของ​โค​ลกู​ผสม​บรา​ห​์มนั​และ​โค​พืน้​เมอืง สงู​กวา่​คา่​

ทาง​อดุมคต​ิที​่วา่​แม่​โค​ตอ้ง​ได​้รบั​การ​ผสม​พนัธุ​์และ​ผสม​ตดิ​ภาย 90 - 100 วนั​หลงัค​ลอด ม​ีผล​ทำให​้แม่​โค​ใน​ภาค​

ใต้​มี​ช่วง​ห่าง​การ​คลอด​ลูก​ของ​แม่​โค​ยาว ส่ง​ผล​ถึง​ประสิทธิภาพ​การ​ผลิต​โค​เนื้อ​โดย​รวม​ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย 
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ข้อ​เสนอ​แนะ
	 ระยะ​เวลา​จาก​คลอด​ถงึ​ผสม​ครัง้​แรก​เปน็​ชว่ง​สำคญั​ทีส่ดุ  แม่​โค​ตอ้งการ​อาหาร​คณุภาพ​ด ีโดย​เฉพาะ​

โค​ลกู​ผสม​บรา​ห​์มนั​ที​่มี​โครงสรา้ง​ใหญ ่ และ​การ​หยา่นม​ลกู​โค​จะ​เปน็​ประโยชน​์อยา่ง​ยิง่​กบั​แม่​โค​ใน​ชว่ง​ที​่อาหาร​

สัตว์​ไม่​สมบูรณ์  โดย​สามารถ​หย่านม​ได้​ตั้งแต่​ลูก​โค​อายุ 6 – 7 เดือน หรือ​ใช้​การ​หย่านม​แบบ​ชั่วคราว คือ​ 

การ​แยก​แม่​โค​กับ​ลูก​เป็น​ชั่ว​เวลา​สั้นๆ เพื่อ​ไม่​ให้​ลูก​โค​ดูด​นม​ต่อ​เนื่อง​นาน​เกิน​ไป จะ​ช่วย​แม่​โคก​ลับ​มา​เป็น​ 

สัด​หลังค​ลอด​เร็ว​ขึ้น ทั้งนี้​ควร​พิจารณา​สุขภาพ​ของ​ลูก​โค​ประกอบ​การ​หย่านม

กิตติกรรมประกาศ
	 ขอ​ขอบคุณ​นาย​สัตวแพทย์​ชาญ​ยุทธ กา​พล ผู้​อำนวย​การ​ศูนย์วิจัย​การ​ผสมเทียม​และ​เทคโนโลยี​

สุราษฎร์ธานี เจ้า​หน้าที่​ผสมเทียม​ประจำ​หน่วย เจ้า​หน้าที่​ของ​ศูนย์ฯ ผสมเทียม​สุราษฎร์ธานี​ทุก​ท่าน​ที่​ช่วย​

ตรวจ​สอบ​ความ​ถูก​ต้อง​ของ​ข้อมูล คุณ​จุรี​รัตน์ แสน​โภชน์​  และ​คุณ​สายัณห์ บัว​บาน นัก​วิชาการ​สัตวบาล 

ชำนาญ​การ​พเิศษ สำ​นกั​เทคโล​ย​ีชวีภาพ​การ​ผลติ​ปศสุตัว ์กรม​ปศสุตัว ์ที่ ​ให​้คำ​แนะนำ​ใน​การ​วเิคราะห​์ขอ้มลู​และ 

​ตรวจ​แก้ไข​ต้นฉบับ

เอกสาร​อ้างอิง
	 กรม​ปศุสัตว์ 2545 คู่มือ​สำหรับ​เจ้า​หน้าที่​ผสมเทียม เล่ม 5 กรุงเทพ : กระทรวง​เกษตร​และ​สหกรณ์ 

	 กอง​บำรุง​พันธุ์​สัตว์ 2545 คู่มือ​การ​ปฏิบัติ​งาน​ผลิต​และ​วิจัย​โค​เนื้อ​ใน​ศูนย์​วิจัยฯ/สถานี​บำรุง​พันธุ์​สัตว์                  

	 	 กอง​บำรุง​พันธุ์​สัตว์ กรม​ปศุสัตว์ กรุงเทพฯ  290 หน้า 

	 กอง​แผน​งาน ข้อมูล​จำนวน​ปศุสัตว์ ​ใน​ประเทศไทย ปี 2542 กรม​ปศุสัตว์ กระทรวง​เกษตร​ 

	 	 และ​สหกรณ์ - กรุงเทพฯ 376 หน้า 

	 จิต​ศักดิ์ เมือง​เขียว และ ชาญ​ยุทธ กา​พล 2550 ปัจจัย​ที่​มี​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​ช่วง​ห่าง​การ​ให้​ลูก​ของ 

	 	 ​โค​พืน้​เมอืง​และ​ลกู​ผสม​ชาร์ ​โรเลส ์วารสาร​เทคโนโลย​ีชวีภาพ​สรุาษฎรธ์าน ีป​ีที ่2 ฉบบั​ที ่1 สงิหาคม  

	 	 2550

	 ชา​ลี ลี​ละ​สิริ สายัณห์ บัว​บาน และ จุรี​รัตน์ แสน​โภชน์ 2549 สมรรถภาพ​การ​สืบพันธุ์ ​โคนม​ลูกผสม​ 

	 	 ระดับ​สาย​เลือด​ต่างๆ ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​ใน​ประเทศไทย วารสาร​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ 

	 	 ปศุสัตว์ ปี​ที่ 1 ฉบับ​ที่ 1 สิงหาคม 2549 

	 ณัฐ​พร จุ้ย​จุล​เจิม สม​พงษ์ เทศ​ประ​สิทธ์ และ​ศิริชัย ศรี​พงศ์​พันธุ์ 2549 สมรรถภาพ​ทางการ​ 

	 	 สบืพนัธุ​์บาง​ประการ​ของ​โค​พืน้​เมอืง​เพศ​เมยี​ใน​จงัหวดั​ชมุพร​และ​ระนอง รายงาน​การ​ประชมุ​วชิาการ​ 

	 	 สัตว​ศาสตร์ ภาค​ใต้ ครั้ง​ที่ 4 ณ มหาวิทยาลัย​สงขลา​นคร​ริ​นทร์ วิทยาเขต​หาดใหญ่ จังหวัด​ 

	 	 สงขลา ระหว่าง 15 – 16 สิงหาคม 2549  หน้า 354 -363

	 ณัฐ​พร จุ้ย​จุล​เจิม 2550 สมรรถภาพ​ทางการ​สืบพันธุ์​บาง​ประการ​ของ​โค​พื้น​เมือง​เพศ​เมีย​ทาง​ 

	 	 ภาค​ใต้​ตอน​บน​ของ​ไทย​จาก​ฐาน​ข้อมูล​ซึ่ง​บันทึก​โดย​เจ้า​หน้าที่​ผสมเทียม​ของ​รัฐ วิทยานิพนธ์​วิทยา​ 

	 	 ศาสตร​มหา​บัณฑิต มหาวิทยาลัย​สงขลา​นครินทร์  95 หน้า
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บทคัดย่อ
	 การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้​มี​วัตถุประสงค์​เพื่อ​ประเมิน​ค่า​พลังงาน​เชิง​ลบ​คือ​ระดับ​ความ​เข้ม​ข้น​ของ​ค่า  

non – esterified   fatty   acid (NEFAs)   และ​กลูโคส​ใน​ซี​รั่ม ที่​มี​ผล​ต่อ​ค่า​สมรรถนะ​การ​สืบพันธุ์ ​ คือ 

ระยะ​คลอด​ถึง​ผสม​ครั้ง​แรก (days to first service) ระยะ​คลอด​ถึง​ผสม​ติด (days open) จำนวน​ครั้ง​

ที่​ผสมเทียม​ต่อ​การ​ผสม​ติด (service per conception) อัตรา​การ​ผสม​ติด​จาก​การ​ผสมเทียม​ครั้ง​แรก  

(first service conception rate) รวม​ถึง​ความ​สัมพันธ์​ระหว่าง​ค่า NEFAs และ​กลูโคส​กับ​ค่า​สมรรถนะ 

​การ​สืบพันธุ์ ใน​โคนม​ลูกผสม​ไทย​โฮลส​ไตน์​ช่วง​ก่อน​และ​หลังค​ลอด​จำนวน 69 ตัว ใน​อำเภอ ชัยบาดาล  

และ​ท่า​หลวง จังหวัดลพบุรี โดย​เก็บ​ตัวอย่าง​เลือด​ที่ 2 สัปดาห์​ก่อน​คลอด​และ หลังค​ลอด ผล​ปรากฏ​ว่า  

ระดับ​กลูโคส​ก่อน​คลอด​มี​ค่า​เท่ากับ 34.90±1.65 mg/dL และ​หลังค​ลอด​มี​ค่า​เท่ากับ 26.17±1.47 mg/

dL ส่วน​ระดับ NEFAs ก่อน​คลอด​มี​ค่า​เท่ากับ 0.398±0.035 mEq/L และ​หลังค​ลอด 0.475±0.049 

mEq/L และ​ค่า​สมรรถนะ​ระบบ​สืบพันธุ์​ได้แก่  จำนวน​วัน​ผสม​ครั้ง​แรก​หลังค​ลอด (Days to first service) 

มี​ค่า​เท่ากับ 83.86±4.11 วัน จำนวน​วัน​คลอด​จนถึง​ผสม​ติด (Days open) มี​ค่า​เท่ากับ 106.76±5.66 วัน  

จำนวน​ครัง้​ที​่ผสม​ตดิ (Service  per conception)  ม​ีคา่​เทา่กบั 1.65±0.14 ครัง้ และ​อตัรา​การ​ผสม​ตดิ​ครัง้​แรก   

(First  service conception  rate)  ร้อย​ละ 47.62  ซึ่ง​จะ​พบ​ว่า​แม่​โค​ใน​ฟาร์ม​ดัง​กล่าว​มี​ระดับ​ของ​การ​เกิด​

พลังงาน​เชิง​ลบ​โดย​สังเกต​จาก​ระดับ​ของ​กลูโคส​ที่​ลด​ต่ำ​ลง​และ​ระดับ NEFAs มี​ค่า​สูง​ขึ้น​ใน​ช่วง​หลังค​ลอด  

ซึ่ง​การ​เกิด​สภาวะ​พลังงาน​เชิง​ลบ​ดัง​กล่าว​ส่ง​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​ความ​สมบูรณ์​พันธุ์​ทำให้​จำนวน​วัน​ผสม​ครั้ง​แรก​

หลังค​ลอด​ยาวนาน​ขึ้น

คำ​สำคัญ : กรด​ไข​มัน​อิสระ กลูโคส ความ​สมบูรณ์​พันธุ์ พลังงาน​เชิง​ลบ แม่​โคนม                       
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1ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี  จ. สระบุรี 18260            
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Abstract
	 The aim of this study was to evaluate the effects of the negative energy balance 

such as the concentration of non – esterified fatty acid (NEFAs) and serum glucose on  

reproductive performance including days to first service, days open, services per conception, 

first service conception rate as well as the relationship between NEFAs and serum glucose and  

reproductive performance. The study was performed in 69 Thai Holstein Crossbred dairy cows 

at Chaibadarn and Thaluang district in Lopburi province. Blood samples were collected two 

times at two weeks prepartum and two weeks postpartum. Means and standard deviations of 

glucose pre and postpartum were 34.90±1.65 mg/dL and 26.17±1.47 mg/dL whereas NEFAs 

pre and postpartum were 0.398±0.035 mEq/L and 0.475±0.049 mEq/L.  Means and standard 

deviations of days to first service, days open, services per conception, first service conception 

rate were 83.86±4.11 days, 106.76±5.66 days, 1.65±0.14 times and 47.62% respectively.  

The results showed that at postpartum NEFAs increased significantly (p< 0.05) while glucose 

decreased significantly (p< 0.05) compared to those of prepartum. It was concluded that  

negative energy balance had effect on prolonging days to first service.

Keywords : Non – esterified fatty acid, Glucose, Fertility, Negative Energy Balance, Cows     
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บทนำ
	 ความ​ไม่​สมบูรณ์​พันธุ์ ​ใน​แม่​โคนม เกิด​จาก​ปัจจัย​หลาย​สาเหตุ​ซึ่ง​เป็น​ปัญหา​ที่​ก่อ​ให้​เกิด​ความ​สูญ​เสีย 

ทาง​ด้าน​เศรษฐกิจ​อย่าง​มาก​ต่อ​เกษตรกร​ผู้​เลี้ยง​โคนม สาเหตุ​ที่​สำคัญ​ประการ​หนึ่ง​คือ พลังงาน​เชิง​ลบ  

(Negative  energy  balance, NEB) ใน​ชว่ง​หลงัค​ลอด พลงังาน​เชงิ​ลบ หมาย​ถงึ ภาวะ​ที​่รา่งกาย​ได​้รบั​สาร​ให​้

พลงังาน​ไม​่เพยีง​พอ​กบั​ที​่รา่งกาย​ตอ้งการ​ใช ้ซึง่​เกดิ​จาก​ความ​ตอ้งการ​พลงังาน​เพิม่​ขึน้ รวม​ถงึ​การ​เปลีย่นแปลง​

ทาง​สรีระ​และ​ระดับ​ฮอร์ โมน​ช่วง​ก่อน​และ​หลังค​ลอด​เป็น​สาเหตุ​ให้​ร่างกาย​แม่​โค​นำ​ไป​สู่​สภาวะ​ที่​มี​พลังงาน 

เชงิ​ลบ (Harrison et al., 1990) ระยะ​นี​้แม่​โค​ม​ีความ​อยาก​อาหาร​ลด​ลง ทำให​้กนิ​ได​้นอ้ย จงึ​สญู​เสยี​นำ้​หนกั​ตวั 

และ​แสดง​อาการ​ตอบ​สนอง​ต่อ​พลังงาน​เชิง​ลบ​โดย​ดึง​พลังงาน​ที่​ร่างกาย​เก็บ​สำรอง​ไว้​มา​ใช้  ได้แก่ ไกลโคเจน 

ไข​มัน และ​โปรตีน เพื่อ​ชดเชย​พลังงาน​ที่​ต้องการ (Rakkwamsuk et al., 2006) การ​สลาย​ไข​มัน​ที่​สะสม​ใน​

เนื้อเยื่อ​ของ​ไข​มัน​ทำให้​ระดับ non – esterified fatty  acid (NEFAs)  ใน​เลือด​สูง​ขึ้น ส่ง​ผล​ให้​แม่​โค​มี​ปัญหา​

การ​สะสม​ของ​ไข​มัน​ใน​ตับ​และ​รบกวน​การ​ทำงาน​ของ​ตับ นำ​ไป​สู่​ภาวะ ketosis และfatty liver รวม​ทั้ง​เป็น​พิษ​

ต่อ​รัง​ไข่​และ​ฟอล​ลิ​เคิล และ​พลังงาน​เชิง​ลบ​จะ​ทำให้​ลด​การ​หลั่ง GnRH และLH ส่ง​ผล​ต่อ​วง​รอบ​การ​เป็น​สัด 

(Butler and Canfield, 1989) ทำให้​การ​ตก​ไข่​ครั้ง​แรก​หลังค​ลอด​ล่าช้า​ออก​ไป (Staples et al., 1990)  

และ​อัตรา​การ​ผสม​ติด​ลด​ลง (Wathes et al. 2003 and 2007) 

	 ค่าที่​บ่ง​ชี้​ถึง​สภาวะ​พลังงาน​เชิง​ลบ​มี 2 ชนิด ได้แก่ กลูโคส ซึ่ง​เป็น​แหล่ง​พลังงาน​หลัก​สำหรับ​รังไข่ 

และ NEFAs ใน​กระแส​เลือด (Rabiee et al., 1999) ที่​สะท้อน​ถึง​สภาพ​การ​จัดการ​ด้าน​โภชนาการ​ใน 

แม่​โคนม​ทั้ง​ก่อน​และ​หลังค​ลอด​ของ​เกษตรกร ซึ่ง​สภาวะ​พลังงาน​เชิง​ลบ​ใน​ช่วง​หลังค​ลอด จะ​เกิด​ขึ้น​โดย​ปกติ​

อยู่​แล้ว (Butler, 2006) ถ้า​แม่​โค​ที่​มี​ร่างกาย​แข็ง​แรง​และ​มี​ความ​สมบูรณ์​ดี​จะ​แก้ไข​สภาพ​พลังงาน​เชิง​ลบ​และ​

สามารถ​ฟืน้​ตวั​ได​้เรว็ โดย​แม่​โค​สว่น​ใหญ​่จะ​ปรบั​ตวั​จน​เขา้​สู​่สภาวะ​สมดลุ​ของ​พลงังาน​ที​่ประมาณ 6-8 สปัดาห์​

หลังค​ลอด (Block et al., 2001; Heuer et al., 2001) โดย​แม่​โค​ที่​ร่างกาย​ไม่​สมบูรณ์​ต้อง​ใช้​ระยะ​เวลา​นาน 

ใน​การ​ปรบั​ตวั​เขา้​สู​่สภาวะ​สมดลุ​ของ​พลงังาน  การ​ทดลอง​ครัง้​นี​้เพือ่​ศกึษา​ขอ้มลู​ของ​ระดบั​กลโูคส และ NEFAs 

ใน​กระแส​เลอืด ที​่ทำให​้เกดิ​ปญัหา​พลงังาน​เชงิ​ลบ​ใน​แม่​โคนม​ที​่เลีย้ง​ใน​ฟารม์​เกษตรกร​ราย​ยอ่ย จงัหวดั ลพบรุ ี

และ​ใช้​เป็น​แนวทาง​ใน​การ​เฝ้า​ระวัง​ป้องกัน​ไม่​ให้​แม่​โค​เกิด​ปัญหา​พลังงาน​เชิง​ลบ​ภาย​หลังค​ลอด อัน​จะ​ส่ง​ผล​

ให้​แม่​โค​ไม่​กลับ​เป็น​สัด​ตาม​ปกติ มี​ปัญหา​ผสม​ติด​ล่าช้า มี​จำนวน​วัน​ท้อง​ว่าง​ยาวนาน และ​ลด​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​

ประสิทธิภาพ​การ​ผลิต จน​เกษตรกร​เกิด​ความ​สูญ​เสีย​ทาง​ด้าน​เศรษฐกิจ   
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อุปกรณ์​และ​วิธี​การ
	 สัตว์​ทดลอง

	 โค​ลูกผสม​ไทย​โฮลส​ไตน์ มี​ระดับ​สาย​เลือด ตั้งแต่ 87.5 – 93.75 เปอร์เซ็นต์ แม่​โค​ทั้งหมด​มี​สุขภาพ​

สมบูรณ์ อายุ​ใน​ช่วง 3-7 ปี เลี้ยง​ใน​ฟาร์ม​โคนม​ของ​เกษตรกร​ราย​ย่อย​ใน​จังหวัด ลพบุรี โดย แม่​โค​ทั้งหมด​

ได้​รับ​การ​เลี้ยง​ดู​และ​การ​จัดการ​ที่​คล้ายคลึง​กัน คือ อยู่​ใน​โรง​เรือน​แบบ​ปล่อย​ตลอด​เวลา รีด​นม​วัน​ละ 2 ครั้ง 

พร้อม​สังเกต​การ​เป็น​สัด คือ ช่วง​เช้า 06.00 – 07.00 น. ใน​ช่วง​บ่าย 14.00 – 15.00 น. การ​ให้​อาหาร​ข้น​

โปรตีน 16 % วัน​ละ 2 ครั้ง โดย​ให้​เป็น​สัดส่วน​คือ ให้​อาหาร​ข้น 1 กิโลกรัม ต่อ​ปริมาณ​น้ำนม 2 กิโลกรัม  

ที่​แม่​โค​ผลิต​ได้ สำหรับ​อาหาร​หยาบ​ช่วง​เดือน มิถุนายน – ธันวาคม​ให้​หญ้า​สด​เช่น หญ้า​ขน หญ้า​รู​ซี่  

หญ้า​เน​เปีย​ร์ กิน​เต็ม​ที่ สลับ​กับ​ฟาง​วัน​ละ 2 มื้อ ส่วน​ช่วง​เดือน​มกราคม-พฤษภาคม​ให้​ฟาง​หรือ​ฟาง​หมัก 

วัน​ละ 2 มื้อ 

	 การ​เก็บ​ตัวอย่าง

	 สุ่ม​ตัวอย่าง​โคนม​ตั้ง​ท้อง​จำนวน   69   ตัว จด​บันทึก​ประวัติ และ​เก็บ​ตัวอย่าง​เลือด​ตัว​ละ​จำนวน  

10 ซี​ซี. ก่อน​และ​หลังค​ลอด 2 สัปดาห์ ปั่น​แยก​ซี​รั่ม แช่​แข็ง​ไว้​ส่ง​ห้อง​ปฏิบัติ​การ​เพื่อ​ตรวจ​ระดับ กลูโคส 

และ NEFAs สังเกต​อาการ​เป็น​สัด​ของ​แม่​โคนม​หลังค​ลอด​และ​ผสมเทียม​โดย​น้ำ​เชื้อ​จาก​พ่อ​พันธุ์​และ​ชุด​การ​

ผลิต​เดียวกัน​ของ​กรม​ปศุสัตว์ โดย​เจ้า​หน้าที่​ผสมเทียม​ที่​มี​ความ​ชำนาญ​เพียง​คน​เดียว จนกว่า​จะ​ผสม​ติด ถ้า​

แม่​โค​ไม่​กลับ​แสดง​อาการ​เป็น​สัด​หลัง​การ​ผสมเทียม 60 วัน จะ​ตรวจ​การ​ตั้ง​ท้อง ติดตาม​และ​บันทึก​ข้อมูล​

สมรรถนะ​ทางการ​สบืพนัธุ์​ไดแ้ก ่ระยะ​คลอด​ถงึ​ผสม​ครัง้​แรก (days to first service)  ระยะ​คลอด​ถงึ​ผสม​ตดิ  

(days open) จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสมเทียม​ต่อ​การ​ผสม​ติด (service per conception) และ​อัตรา​การ​ผสม​ติด 

จาก​การ​ผสมเทียม​ครั้ง​แรก (first service conception rate)

	 การ​วิเคราะห์​ข้อมูล

	 วิเคราะห์​สถิติ​โดย​ใช้ Regression analysis โดย​มี Independent variable คือ ระดับ​กลูโคส กับ 

NEFAs และ Dependent variable คือ 1. ระยะ​คลอด​ถึง​ผสม​ครั้ง​แรก 2. ระยะ​คลอด​ถึง​ผสม​ติด 3. จำนวน​

ครั้ง​ที่​ผสมเทียม​ต่อ​การ​ผสม​ติด 4. อัตรา​การ​ผสม​ติด​จาก​การ​ผสมเทียม​ครั้ง​แรก โดย​แยก​วิเคราะห์​เฉพาะ​ผล​

ของ​กลูโคส กับ NEFAs ที่​มี​ต่อ​ค่า​สมรรถนะ​ทางการ​สืบพันธุ์​ทั้ง 4 ค่า และ​วิเคราะห์ Multiple regression 

ของ​ผล​ร่วม​ของ​กลูโคส กับ NEFAs กับ​ทั้ง 4 ตัว เพื่อ​ดู​ความ​สัมพันธ์​ระหว่าง​กลูโคส กับ NEFAs ว่า​จะ​มี 

Interaction กัน​หรือ​ไม่

ผล​การ​ทดลอง​และ​วิจารณ์
	 ระดับ​กลูโคส​ใน​ซี​รั่ม​ของ​แม่​โคนม​ก่อน​และ​หลังค​ลอด​มี​ค่า​ดังนี้  คือ​ก่อน​คลอด 2 สัปดาห์ มี​ค่า​เท่ากับ  

34.90±1.65 mg/dL และ​หลังค​ลอด  2 สัปดาห์​มี​ค่า​เท่ากับ 26.17±1.47 mg/dL ซึ่ง​ลด​ลง​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ 

(P<0.05) ส่วน​ระดับ NEFAs ใน​ช่วง​ก่อน​คลอด 2 สัปดาห์ มี​ค่า​เท่ากับ 0.398±0.035 mEq/L และ​หลัง 

ค​ลอด 2 สัปดาห์  มี​ค่า​เท่ากับ 0.475±0.049 mEq/L ซึ่ง​เพิ่ม​ขึ้น​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ (P<0.05) ดัง​ตาราง​ที่ 1  
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และ​ขอ้มลู​สมรรถนะ​ระบบ​สบืพนัธุ​์ของ​แม่​โคนม​ไดแ้ก ่จำนวน​วนั​ผสม​ครัง้​แรก​หลงัค​ลอด (Days to first  service) 

มี​ค่า​เท่ากับ 83.86±4.11 วัน จำนวน​วัน​คลอด​จนถึง​ผสม​ติด (Days open)  มี​ค่า​เท่ากับ 106.76±5.66 วัน 

จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ติด (Service  per conception)  มี​ค่า​เท่ากับ 1.65±0.14 ครั้ง  อัตรา​การ​ผสม​ติด​ครั้ง​

แรก  (First service conception rate) มี​ค่า​เท่ากับ​ร้อย​ละ 47.62  ดัง​ตาราง​ที่ 2 และ​จาก​ผล​การ​วิเคราะห์​

ความ​สัมพันธ์​ของ​ค่า​กลูโคส​และ NEFAs พบ​ว่า​ไม่มี​ความ​สัมพันธ์ ​ใน​ทาง​สถิติ​กับ​ค่า​สมรรถนะ​ระบบ​สืบพันธุ์ 

(P>0.05)

NEFAs (mEq/L)

Glucose (mg/dL)

0.398a±0.035

34.90a±1.65

means±SD

0.475b±0.049

26.17b±1.47

means±SD

0.122-1.588

13.40-61.28

range

ก่อนคลอด หลังคลอด

0.096-2.371

7.505-51.812

range

ตาราง​ที่ 1 แสดงระดับ NEFAs (mEq/L) และGlucose (mg/dL) ในซีรั่มของแม่โคนมจำนวน 69 ตัว 

ตรวจวัดระดับที่ก่อนคลอด 2 สัปดาห์ (prepartum) และหลังคลอด 2 สัปดาห์ (postpartum)	

ตาราง​ที่ 2 แสดงค่าสมรรถนะระบบสืบพันธุ์ของแม่โคนมที่ศึกษา

a b c	 แสดงค่าเฉลี่ยของระดับ NEFAs และ Glucose ระหว่างก่อนและหลังคลอดที่ความแตกต่างอย่าง 
	 มีนัยสำคัญ (P<0.05)

*	 ค่าที่เหมาะสมของค่าสมรรถนะระบบสืบพันธุ์ โคนม (Herman et al.,1994 และ Dahl et al.,1991)

จำนวนโค (ตัว)

จำนวนวันผสมครั้งแรกหลังคลอด (วัน)

จำนวนวันคลอดจนถึงผสมติด (วัน)

จำนวนครั้งที่ผสมติด (ครั้ง)

อัตราการผสมติดครั้งแรก (ร้อยละ)

69

83.86±4.11

106±5.66

1.65±0.14

47.62

means±SD

52-142

56-215

1-4

60

<100

<2.0

70

range ค่าที่เหมาะสม*ค่าสมรรถนะระบบสืบพันธุ์

	 ชว่ง​ระหวา่ง​การ​คลอด คา่​ชวีเคม​ีของ​เลอืด​ที​่บง่​ชี​้ถงึ​สภาวะ​พลงังาน​เชงิ​ลบ​ถกู​ประเมนิ​โดย​ระดบั​กลโูคส​

และ NEFAs ใน​กระแส​เลอืด (Jim spain, 2005) การ​ศกึษา​นี​้ระดบั​กลโูคส​ใน​ซ​ีรัม่​ของ​แม่​โคนม​ที ่ 2  สปัดาห​์

หลังค​ลอด ลด​ลง​จาก​ที่ 2 สัปดาห์​ก่อน​คลอด อย่าง​มี​นัย​สำคัญ (P<0.05) สอดคล้อง​กับ Rukkwamsuk  

(2010)  ซึ่ง​ชี้ ​ให้​เห็น​ว่า​แม่​โคนม​เข้า​สู่​ช่วง​พลังงาน​เชิง​ลบ​หลังค​ลอด​โดย​เฉพาะ​ช่วง 2 สัปดาห์​ของ​การ​ให้​นม  

	 การ​ลด​ลง​ของ​ระดับ​กลูโคส​ใน​กระแส​เลือด​จาก​ผล​ของ​การ​เกิด​พลังงาน​เชิง​ลบ​ใน​ช่วง​หลังค​ลอด​นี้  

จะ​ทำให้​แม่​โคนม​มี​การ​เพิ่ม​การ​เคลื่อน​ย้าย​ของ​พลังงาน​สำรอง​โดย​การ​เพิ่ม​ขบวนการ​สลาย​ไข​มัน​จาก​เนื้อเยื่อ​

ไข​มัน (MacNamara, 1986 ;   Rukkwamsuk et al., 1999) ส่ง​ผล​ให้​มี​ระดับ NEFAsใน​กระแส​เลือด 

​มาก​ขึ้น ซึ่ง NEFAs เป็น​ตัว​บ่ง​ชี้​ถึง​ระดับ​ของ​การ​เคลื่อน​ย้าย​ไข​มัน​และ​สภาวะ​พลังงาน​เชิง​ลบ
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	 ใน​ช่วง​การ​เจริญ​เติบโต​ของ​โอ​โอ​ไซต์ (oocyte) ระยะ​แรก กลูโคส และNEFAs  สามารถ​ผ่าน​เข้าไป​

ใน​ของ​เหลว​ใน​ฟอล​ลิ​เคิล(follicular fluid) ได้​ง่าย และ​มี​ผล​ต่อ​โอ​โอ​ไซต์ โดยตรง (Fernandez et at., 2006)  

โดย​ระดับความ​เข้ม​ข้น​ของ​กลูโคส​ใน​กระแส​เลือดใน​ช่วง​สภาวะ NEB จะ​มี​ค่า​ลด​ลง​อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​และ​ 

มี​ผล​โดยตรง​ต่อ​ระดับ​ความ​เข้ม​ข้น​ของ​กลูโคส​ใน​ของ​เหลว​ใน​ฟอล​ลิ​เคิล (Lopez et al., 2003 ; Martin et 

al., 2008) มี​ผล​ทำให้​ยับยั้ง​การ​เจริญ​เติบโต​ของ โอ​โอ​ไซต์ เนื่องจาก​ขาด​กลูโคส​ซึ่ง​ใช้​เป็น​แหล่ง​พลังงาน  

ส่วน NEFAs ใน​กระแส​เลือด​จะ​เป็น​พิษ​โดย​ตรง​ต่อ​ฟอล​ลิ​เคิล ซึ่ง​จะ​ชักนำ​ให้ Cumulus cells ตาย และ​ 

ฟอล​ลิ​เคิล​หยุด​การ​เจริญ​เติบโต (Jorritsma et al., 2004; Friggens, 2003; Bossaert et al., 2008) 

	 การ​ขาด​พลงังาน​หลงัค​ลอด​ทำให้​ไม​่เกดิ​การ​ตก​ไข​่ซึง่​ตอ่​มา​จะ​พฒันา กลาย​เปน็​ถงุ​นำ้​ใน​รงัไข ่(Boland 

et al., 2001; Vanholder  et al., 2006) และ​มี​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​การ​ทำงาน​ของ​คลอ​ปัสลู​เทียม​และ​ส่ง​ผล​ถึง​ 

การ​ผลิต​โปร​เจ​ส​เตอ​โรน (Van Knegsel et at., 2007; Vanholder et al., 2006) ซึ่ง​สภาวะ​เหล่า​นี้​ทำให้​

เยื่อ​บุ​มดลูก​ไม่มี​การ​เปลี่ยนแปลง​ทั้ง​รูป​ร่าง​และ​การ​ทำงาน​ใน​ช่วง​การ​ผสม​ครั้ง​แรก​หลังค​ลอด และ​มี​ผล​ที่ ​ไม่​ดี​

ต่อ​สภาพ​แวดล้อม​ภายใน​มดลูก​ซึ่ง​จำเป็น​ต่อ​การ​ฝัง​ตัว​ของ​ตัว​อ่อน ทำให้​การ​เข้า​อู่​ของ​มดลูก​ล่าช้า​หลังค​ลอด 

(30-40 วัน) และ​เป็น​สาเหตุ​หลัก​ของ​การ​เกิด​มดลูก​อักเสบ​ใน​ฝูง (Rossi et al., 2008; Huzzey et al., 

2007) เช่น​เดียว​กับ Jackson et al. (2011) และ LeBlanc et al. (2010) รายงาน​ว่า NEB ก่อน​คลอด​มี​

ความ​สมัพนัธ​์กบั​การ​เกดิ endometritis และ NEB หลงัค​ลอด​สมัพนัธ​์กบั​การ​เกดิ​ถงุ​นำ้​ใน​รงัไข​่และ​การ​ทำงาน​

ของ​คลอ​ปัสลู​เทียม​ที่​ล่าช้า 

	 ใน​ชว่ง​กอ่น​และ​หลงัค​ลอด​เปน็​จดุ​วกิฤต​ิที​่สำคญั​ตอ่​สขุภาพ​และ​ความ​สมบรูณ​์พนัธุ ์แม่​โค​สว่น​ใหญ​่จะ​เกดิ​

พลงังาน​เชงิ​ลบ สง่​ผล​ถงึ​วง​รอบ​การ​เปน็​สดั​ปกต​ิและ​อตัรา​การ​ผสม​ตดิ (Wathes et al., 2009) ภาวะ​พลงังาน​

เชิง​ลบ จะ​เริ่ม​เกิด​ประมาณ 1 สัปดาห์​ก่อน​คลอด เนื่องจาก​การ​กิน​ได้​ลด​ลง​และ​ยัง​คง​ดำเนิน​ต่อ​ไป​มากกว่า  

2-3 สัปดาห์ และ​ถึง​จุด​สูงสุด​ที่​ประมาณ 2 สัปดาห์​หลังค​ลอด (Butler, 2006) โค​ส่วน​ใหญ่​จะ​ปรับ​ตัว​จน​เข้า​

สู่​ภาวะ​สมดุล​ของ​พลังงาน​ที่​ประมาณ 6-8 สัปดาห์​หลังค​ลอด (Block et al., 2001; Heuer et al., 2001) 

หรือ อาจ​เป็น​ระยะ​เวลา​นาน​หลาย​สัปดาห์​ก่อน​ที่​จะ​กลับ​เข้า​สู่​สภาวะ​ปกติ (Wathes, 2008) ซึ่ง​ระยะ​นี้​อาจ​

ยาวนาน ถ้า​โค​ไม่​ได้​รับ​พลังงาน​จาก​สาร​อาหาร​เพียง​พอ (Grummer et al., 2004) ความ​รุนแรง​และ​ระยะ​

เวลา​ของ​การ​ขาด​พลังงาน มี​ผล​ต่อ​ระบบ​สืบพันธุ์​และ​ความ​สมบูรณ์​พันธุ์ (Pryce et at., 2001;Wathes, 

2008) โดย​ปกติ​แล้ว​แม่​โค​ควร​ได้​รับ​การ​ผสม​ครั้ง​แรก​ไม่​เกิน 60 วัน​หลังค​ลอด (Dahl et al., 1991) แต่​จาก​

การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้​จำนวน​วัน​ผสม​ครั้ง​แรก​หลังค​ลอด​มี​ค่า​เท่ากับ 83.86±4.11 วัน​ซึ่ง​มี​ค่า​มากกว่า​ปกติ แสดง​ให้​

เห็น​ว่า​ภาวะ​ดัง​กล่าว​ส่ง​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​จำนวน​วัน​ผสม​ครั้ง​แรก​หลังค​ลอด ซึ่ง​มี​ค่า​ใกล้​เคียง​กับ Rukkwamsuk 

(2010) รายงาน​ว่า จำนวน​วัน​คลอด​ถึง​เป็น​สัด​ครั้ง​แรก​มี​ค่า​เท่ากับ 72±65 วัน​ซึ่ง​มี​ค่า​มากกว่า​ปกติ  

และ​สอดคล้อง​กับGeorge ที่​รายงาน​ว่าการ​เพิ่ม​ภาวะ​พลังงาน​เชิง​ลบ อาจ​ทำให้​การ​ตก​ไข่​ครั้ง​แรก​ล่าช้า 

ที่ 60-75 วัน หรือ​ยาวนาน​กว่า​นั้น 

	 จำนวน​วัน​คลอด​จนถึง​ผสม​ติด​มี​ค่า​เท่ากับ 106.76±5.66  วัน​ซึ่ง​มี​ค่า​มากกว่า​ปกติ ส่วน​จำนวน​ครั้ง​

ที่​ผสม​ติด​มี​ค่า​เท่ากับ 1.65±0.14 ครั้ง​อาจ​เนื่องจาก​แม่​โค​สาม​รถ​กลับ​เข้า​สู่​สภาวะ​สมดุล​ของ​พลังงาน​และ 

สภาพ​แวดล้อม​ภายใน​มดลูก​พร้อม​รับ​การ​ผสม​ทำให้​จำนวน​ครั้ง​ที่​ผสม​ติด​มี​ค่า​น้อย และ​อัตรา​การ​ผสม​ติด​ครั้ง​

แรก​มี​ค่า​เท่ากับ​ร้อย​ละ 47.62 ซึ่ง​มี​ค่า​น้อย​กว่า​ปกติ ใน​ขณะ​ที่ Rukkwamsuk (2010) รายงาน​อัตรา​การ 
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ตัง้​ทอ้ง​จาก​การ​ผสมเทยีม​ครัง้​แรก เทา่กบั​รอ้ย​ละ 28.6 ซึง่​การ​ศกึษา​นี​้แสดง​ให​้เหน็​วา่​แม่​โคนม​ใน​ฟารม์​ที​่ศกึษา​

ม​ีระดบั​การ​เกดิ​พลงังาน​เชงิ​ลบ​แต่​ไม​่รนุแรง​และ​เปน็​ระยะ​เวลา​นาน​ใน​การก​ลบั​สู​่สภาวะ​พลงังาน​สมดลุ​ซึง่​ภาวะ​

ดัง​กล่าว​ทำให้​ส่ง​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​จำนวน​วัน​ผสม​ครั้ง​แรก​หลังค​ลอด​ยาวนาน​ขึ้น

	 แม่​โค​ใกล้​คลอด​การ​กิน​ได้​จะ​ลด​ลง 25-40 เปอร์เซ็นต์ (Grummer et al., 2004) ซึ่ง​การ​ลด​การ​กิน​

ได้​ส่ง​ผล​กับ​การ​เกิด​สภาวะNEB (Huzzey et al., 2007) ทำให้​แม่​โค​สูญ​เสีย​คะแนน​ร่างกาย โดย​สภาวะ 

NEB สามารถ​สงัเกต​จาก​การ​เปลีย่นแปลง​คะแนน​รา่งกาย​ของ​แม่​โค​ซึง่​เปน็​วธิ​ีการ​ที่ ​ใช​้มาก​ทีส่ดุ​เพือ่​ใช​้ประเมนิ​

ค่า​สมดุล​ของ​พลังงาน (Pryce et al., 2001) และ​สามารถ​ใช้ ​ใน​การ​ประเมิน​สภาวะ​การ​สลาย​ไข​มัน​ที่​สะสม​

ใน​เนื้อเยื่อ​ไข​มัน​ได้ (Rukkwamsuk et al., 2006) ถ้า​คะแนน​ร่างกาย​ลด​ลง 0.5 หน่วย​ระหว่าง​ช่วง​แห้ง​นม​

และ​สัปดาห์​แรก​ของ​การ​ให้​นม​อัตรา​การ​ผสม​ติด​จะ​ลด​ลง 10 เปอร์เซ็นต์ (Butler, 2003)และ​อัตรา​การ​ผสม​

ติด​ลด​ลง​น้อย​กว่า​ร้อย​ละ 30 เมื่อ​คะแนน​ร่างกาย​ลด​น้อย​ลง​กว่า 1 หน่วย (Formigoni  et al., 2003) ดัง​นั้น 

แม่​โค​ควร​จะ​สูญ​เสีย​คะแนน​ร่างกาย​ประมาณ 1 หน่วย​ใน​ช่วง 4 สัปดาห์​หลังค​ลอด ถ้า​สูญ​เสีย​มากกว่า​นั้น​จะ​

ส่ง​ผล​ต่อ​อัตรา​การ​ผสม​ติด​ครั้ง​แรก​ลด​ต่ำ​ลง 

สรุป​ผล​การ​ทดลอง
	 จาก​ผล​การ​ทดลอง​นี้​ชี้ ​ให้​เห็น​ว่า​แม่​โคนม​ใน​ฟาร์ม​เกษตรกร​มี​การ​เกิด​สภาวะ​พลังงาน​เชิง​ลบ​ที่​ส่ง 

​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​ความ​สมบูรณ์​พันธุ์​ทำให้​จำนวน​วัน​ผสม​ครั้ง​แรก​หลังค​ลอด​ยาวนาน​ขึ้น ทำให้​เรา​ต้อง​ใส่ใจ​ใน​ 

การ​ป้องกัน​โดย​เฉพาะ​การ​จัดการ​ด้าน​โภชนาการ​และ​การ​กิน​ได้ ​ใน​ช่วง​ก่อน​และ​หลังค​ลอด โดย​การ​เพิ่ม​ 

เข้ม​ข้น​ของ​โภชนะ​ใน​สูตร​อาหาร​และ​ความถี่​ของ​การ​ให้​อาหาร​ต่อ​วัน​ให้​มาก​ขึ้น  ให้​อาหาร​สด​ใหม่​และ​เพียง​พอ​

กับ​ระดับ​ของ​พลังงาน​ที่ ​โค​ต้องการ ทั้งนี้​เกษตรกร​ผู้​เลี้ยง​โคนม​ควร​หมั่น​สังเกต​คะแนน​ร่างกาย​ของ​แม่​โคนม  

อย่าง​สม่ำเสมอ เพ่ือ​ใช้​เป็นการ​เฝ้า​ระวัง​การ​เกิด​ปัญหา​ภาวะ​พลังงาน​เชิง​ลบ​ท่ี​จะ​ส่ง​ผลก​ระ​ทบ​ต่อ​ความ​สมบูรณ์​พันธ์ุ 

นอกจาก​นี้​ควร​ทำการ​ศึกษา​เพิ่ม​เติม​เกี่ยว​กับ​การก​ลับ​เข้า​สู่​ภาวะ​พลังงาน​สมดุล​ของ​แม่​โคนม​หลังค​ลอด​เพื่อ​ 

นำ​ไป​ใช้​ประโยชน์ ​ใน​การ​วางแผน​การ​จัดการ​เพิ่ม​ประสิทธิภาพ​ระบบ​สืบพันธุ์​ต่อ​ไป
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บทคัดย่อ
	 งาน​วิจัย​นี้​เพื่อ​พัฒนา​ชุด​เครื่องหมาย​ดีเอ็นเอ​ชนิด​ไมโคร​แซท​เทิลไลท์ (ไพร​เม​อร์ 11 คู่)  

สำหรับ​ตรวจ​สอบ​ความ​เป็น​พ่อ​แม่​ลูก (parentage test) และ​เอกลักษณ์ (identification) ใน​โค เพื่อ​เพิ่ม​ 

ความ​เชื่อ​มั่น จำนวน 11 ตำแหน่ง​ใน​โครโมโซม​คือ HEL1, HEL5, ILSTS005, INRA063, INRA005,  

HEL13, BM1818, MM12, CSRM60, HEL9 และ ETH185 โดย​เก็บ​ตัวอย่าง​เลือด​โคนม​ลูกผสม  

ไทย​โฮลส​ไตน์ จำนวน​ทั้ง​สิ้น 234 ตัว นำ​ไป​ทดสอบ​ด้วย​ชุด​ตรวจ​สอบ​ที่​พัฒนา​ขึ้น​ใหม่ พบ​ว่า​สามารถ​

เพิ่ม​ปริมาณ​ดีเอ็นเอ สำหรับ​การ​ตรวจ​สอบ​เอกลักษณ์​ได้ ​ใน​ตัวอย่าง​ทั้งหมด 234 ตัว และ​สามารถ​ตรวจ​

สอบ​พ่อ​แม่​ลูก​ได้ เครื่องหมาย​ดีเอ็นเอ​ชนิด​ไมโคร​แซท​เทิลไลท์ ทุก​ตำแหน่ง​แสดง​รูป​แบบ​ความ​หลาก​หลาย 

​ขอ​งอัล​ลีล อยู่​ระหว่าง 6 - 23 อัล​ลีล โดย​มี​ค่า​เฉลี่ย​เท่ากับ 12.09 อัล​ลีล ค่า​เฮ​เทอ​โร​ไซ​โก​ซิตี้  

(Heterozygosity) มี​ค่า​เฉลี่ย​ของ Ho = 0.6788  (พิสัย 0.444-0.902), ค่า​เฉลี่ย​ของ He เท่ากับ 0.7508  

(พิสัย0.610 - 0.924) และ​ค่า​เฉลี่ย​ของ​โพ​ลี​มอร์​ฟิก อิน​ฟ​อร์​เม​ชั่น​คอน​เทน (Polymorphic Information  

Content; PIC) คือ 0.7122 (พิสัย 0.535-0.924) และ​ตำแหน่ง​ที่ ​ใช้​ตรวจ​ลาย​พิมพ์​ดีเอ็นเอ​ที่ ​ให้​ผล​แม่นยำ​สูง​ 

คือ HEL9 (23 alleles, Ho= 0.902, He = 0.924, PIC = 0.917), BM1818 (15 alleles, Ho = 0.762,  

He = 0.805, PIC = 0.781) และETH185 (14 alleles, Ho = 0.816, He=0.836, PIC = 0.815) และ CSRM60  

(13 alleles, Ho = 0.833, He = 0.801, PIC = 0.776) ตาม​ลำดบั ผล​การ​วเิคราะห์​พบ​วา่​ขอ้มลู​ทาง​พนัธกุรรม​

หลาย​ตำแหน่ง​ร่วม​กัน (Combined Exclusion Probability; CEP) ของ 11 marker kit ที่​พัฒนา​เป็น 2 ชุด  

multiplex PCR ใหม่ มี​ค่า​ความ​ถูก​ต้อง​ใน​การ​ตรวจ​สอบ​สูงสุด​ที่ 0.999999 ให้​ค่า​ความ​เชื่อ​มั่น​สูง​ถึง  

99.99% และ​พบ​ค่า exclusion probability (PE) มี​ค่า​อยู่​ระหว่าง 8.86x10-12 จะ​เพิ่ม​ความ​แม่นยำ  

และ​ความ​เชื่อ​มั่น​สูง​ขึ้น ใน​การ​ตรวจ​พิสูจน์​พ่อ​แม่​ลูก​โค และ​น้ำ​เชื้อ​ปลอม

คำ​สำคัญ : ชุด​ตรวจ​สอบ​ความ​เป็น​พ่อ​แม่​ลูก โค เครื่องหมาย​ดีเอ็นเอ​ชนิด​ไมโคร​แซท​เทิลไลท์

กัลยา เก่งวิกย์กรรม1 ณัฐนันท์ ศิริรัตนธัญญะกุล1 และ บุหงา จินดาวานิชสกุล1

1 สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์

การพัฒนาชุดตรวจสอบความเป็นพ่อแม่ลูกโค ด้วย​
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทิลไลท์เพื่อเพิ่มความ
เชื่อมั่น
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Abstract
	 The objective of this study is to develop new sets of bovine eleven microsatellite  

markers; HEL1, HEL5, ILSTS005, INRA063, INRA005, HEL13, BM1818, MM12, CSRM60,  

HEL9 and ETH185 for evaluating parentage verification and identity test. The blood samples 

from 234 Holstein crossbred cattle (Holstein –Thai native cattle) population in Thailand were 

extracted for genotyping by four capillary electrophoresis injections. All markers were highly 

polymorphic with a mean number of 12.09 alleles per locus with range of 6-23 alleles. At 

the 11 tested loci, a total of 133 alleles were detected. An average observed and expected 

heterozygosity was 0.6788 (with range 0.444-0.9020) and 0.7508 (with range 0.610-0.924) 

respectively.  An average Polymorphic Information Content (PIC) was 0.7122 and values ranged 

0.535 – 0.917.  The high polymorphic markers were HEL9 (23 alleles, Ho= 0.902, He = 0.924, 

PIC = 0.917), BM1818 (15 alleles, Ho = 0.762, He = 0.805, PIC = 0.781) ETH185 (14 alleles,  

Ho= 0.816, He=0.836, PIC = 0.815) and CSRM60 (13 alleles, Ho= 0.833, He = 0.801, PIC = 

0.776) respectively. The results of Combined Exclusion Probability; CEP for parentage testing 

was high at 0.999999 (99.99%) and the range of exclusion probability (PE) was 8.86x10-12. 

The present study confirms that the new two sets of multiplex for 11 microsatellite markers are 

suitable for parentage testing and identification in Thai Holstein Crossbred cattle.   

Keywords : Bovine, Parentage test kit, Microsatellite DNA markers

Kalaya Kengvikkum1 Nattanant Sirivattanatanyakul1 and Buh-nga Chindawanichsakul1

1 Bureau of Biotechnology in Livestock Production Department of Livestock Development

Development of Bovine Parentage Test Kit ​
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Introduction
	 Correct pedigree information and identification are essential for successful improvement 

of productivity and cattle breeding program. Misidentification can lead to inaccurate genetic  

evaluation and the structure of selection indexes (Rehout et al., 2006). Cattle parentage analysis, 

using blood type showed a high frequency of incorrect paternity in Germany (4-23%)  

(Geldermann et al., 1986) Advance molecular technology such as Polymerase Chain Reaction 

(PCR) development and the discovery of many new DNA markers for example Microsatellite 

have been used to solve this limitation. Many microsatellites markers are useful in parentage 

analysis because it is due to their highly polymorphisms, simple nucleotide repeats known as 

Short Tandem Repeat (STR) (Divine et al., 2010, Lewis Jr., 2010) and distributed throughout 

genome. In 2008, The International Society for Animal Genetics (ISAG) recommended 11  

microsatellite loci (TGLA227, Bm2113, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA023, ETH225, 

BM1824, ETH3, and TGLA53) as the International Panel of Microsatellites for Cattle Parentage 

Testing (ISAG Panel). Other countries developed more microsatellite markers for their cattle 

populations. (Carolino et al., 2009, Ozkan et al., 2009)  To increase efficacy in parentage 

testing and identification, additional 11 markers (HEL1, HEL5, ILSTS005, INRA063, INRA005, 

HEL13, BM1818, MM12, CSRM60, HEL9 และ ETH185) from ISAG panel using two multiplex 

PCR were evaluated.

Materials and Methods
	 Sample collection and DNA extraction

	 Genomic DNA from blood samples of 234 Thai Holstein cattle from private farms located 

in various regions of Thailand were isolated with AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit 

and kept at 4oC.  DNA yield was checked with Agarose Gel Electrophoresis.

	 Multiplex PCR and Genotype determination.

	 Eleven microsatellites used in this study as recommended by the International Society 

for Animal Genetics (ISAG Conference, 2008) for cattle paternity testing were divided into 2 

sets.  The first multiplex set has 6 primers and another has 5 primers. All primers were labeled 

with fluorescence dye (Table 1). DNA samples were amplified using 1X PCR buffer, 3 mM MgCl, 

200 µM dNTP, 0.1 µM primers and 1U Platinum Taq  (InvitrogenTM) The cycling reactions were 

performed in a programmable MJ Mini Personal Thermalcycler with  an initial denaturation for 10 

min  at 950C  followed by  the thermal cycles as follows: denaturation step at 950C for 45 s, 

annealing step: the first multiplex group at 570C and the second multiplex group at 620C 
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for 45s, and an elongation step at 720C for 1 min. The reaction was completed with a final 

elongation step at 720C for 60 min. PCR products were checked with Gel Electrophoresis 

(2% agarose gel), and stained with ethidium bromide and took a picture with UV light of Gel 

Documentation. The fluorescent labeled PCR products were submitted to fragments analysis by 

four capillary electrophoresis, with an automated sequencer (3130 Genetic Analyzer: Applied 

Biosystem) using the GeneScanTM-500 ROXTM Size Standard (Applied Biosystem), according 

to the manufacturer specifications. Results were read and interpreted using GeneScan® 

and GeneMapper software respectively.  

 

1

2

HEL1

(FAM)

HEL13

(FAM)

HEL5

(VIC)

MM12

(VIC)

INRA063

(PET)

INRA005

(FAM)

CSRM60

(PET)

HEL9

(NED)

ILSTS005

(NED)

BM1818

(FAM)

ETH 185

(FAM)

98–118

177–197

151–181

107–133

175–188

137–143

93–111

143–171

181–193

252–272

220-238

F- CAACAGCTATTTAACAAGGA

R- AGGCTACAGTCCATGGGATT

F- TAAGGACTTGAGATAAGGAG

R- CCATCTACCTCCATCTTAAC

F- GCAGGATCACTTGTTAGGGA

R- AGACGTTAGTGTACATTAAC

F- CAAGAGAGGTGTTTCAATCT

R- ATCGACTCTGGGGATGATGT

F- ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC

R- AAACCACAGAAATGCTTGGAAG

F- CAATCTGCATGAAGTATAAATAT

R- CTTCGAGCATACCCTACACC

F- AAGATGTGATCCAAGAGAGAGGCA

R- AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG

F- CCCATTCAGTCTTCAGAGGT

R- CACATCCATGTTCTCACCAC

F- GGAAGCAATGAAATCTATAGCC

R- TGTTCTGTGAGTTTCTAAGC

F- AGCTGGGAATATAACCAAAGG

R- AGTGCTTTCAAGGTCCATGC

F- TGCATGGACAGAGCAGCCTGGC

R- GCACCCCAACGAAAGCTCCCAG

Kaukinen and Varvio 1993

(15)

Kaukinen and Varvio 1993

(11)

Kaukinen and Varvio 1993

(21)

Mommens and Coppieters 1994 (9)

Vaiman et al. 1994

(18)

Vaiman et al. 1992

(12)

Moore et al. 1994

(10)

Kaukinen and Varvio 1993

(8)

Brezinsky et al. 1993

(10)

Bishop et al. 1994

(23)

Steffen, P. et al. 1993 (17) 

Multiplex
Locus
(Dye)

Allelic 
range (bp)

Primer Sequence 
(5’ - 3’)

Reference 
(chromosome)

Table 1 Composition of two multiplexes for the new bovine microsatellite loci examined
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Kaukinen and Varvio 1993

(15)

Kaukinen and Varvio 1993

(11)

Kaukinen and Varvio 1993

(21)

Mommens and Coppieters 1994 (9)

Vaiman et al. 1994

(18)

Vaiman et al. 1992

(12)

Moore et al. 1994

(10)

Kaukinen and Varvio 1993

(8)

Brezinsky et al. 1993

(10)

Bishop et al. 1994

(23)

Steffen, P. et al. 1993 (17) 

Data analysis
	 Standard statistical procedures were used to assess the informativeness of selected 

microsatellite markers. The number of alleles (N), Heterozygosity (Ho, He), Polymorphism  

Information Content (PIC) according to Hardy Weinberg equilibrium, (Bostein et al., 1980). The 

Combined Exclusion Probability (CEP) and the Probability of Exclusion (PE) was defined for 

two cases (Jamison and Taylor, 1997) and the probability of Identity (PI) was calculated for each 

microsatellite marker.  All were determined by the CERVUS 3.0 software (Kalinowski et al., 

2007)

Results
	 From Table 1, according to ABI PRISM Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems), 

genotyping data were analyzed with GeneMapper® version 3.0 software (Applied Biosystems), 

and were sized due to GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard, an internal lane size standard 

developed for the use with the Applied Biosystems fluorescence-based DNA. Eleven new 11 

microsatellite markers were evaluated for their use in parentage analysis.  

	 The results are presented in Table 2. Among the 11 microsatellite sequences, an  

amplification product was obtained for 11 loci. All are effective in parentage testing and pedigree 

verification depending on polymorphism (number of alleles), and their relative population  

frequencies (Taylor, 1997).  In the studied group of 234 cattle (N), the alleles per locus (K) ranged 

from 6 to 23. The mean K per locus was 12.09 and the total number of alleles was 133. The 

allele frequency per locus was shown.  Ho had an average value at 0.6788 with range from 

0.444 to 0.902 and He had values an average value at 0.7508 with range from 0.610 to 0.924.  

PIC values ranged from 0.535 to 0.917 with the mean value of 0.712 (Table 2).



80

วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์

Table 1 Composition of two multiplexes for the new bovine microsatellite loci examined

HEL1 (D15S10)**

INRA005 (D9S1)***

HEL13 (D11S15)

ETH185 (D17S1)

BM1818 (D23S21)

MM12 (D9S20)*

HEL5 (D21S15)

HEL9 (D8S4)

ILSTS005 (D10S25)***

CSRM60 (D10S5)

INRA063 (D18S5)***

Mean

12

6

8

14

15

11

13

23

9

13

9

12.09

234

234

234

234

231

234

234

234

124

233

232

0.662

0.641

0.637

0.816

0.762

0.564

0.611

0.902

0.444

0.833

0.595

0.6788

0.742

0.737

0.610

0.836

0.805

0.653

0.693

0.924

0.711

0.801

0.748

0.7508

0.704

0.689

0.535

0.815

0.781

0.594

0.645

0.917

0.670

0.776

0.707

0.712

(0.006 - 0.386)

(0.002 - 0.352)

(0.004 - 0.376)

(0.002 - 0.284)

(0.002 - 0.342)

(0.002 - 0.342)

(0.002 - 0.451)

(0.002 - 0.147)

(0.009 - 0.459)

(0.004 - 0.347)

(0.002 - 0.375)

K N Ho He PICAllele FreqMarker / (Locus) / HWE

K	 Alleles per locus, N-number of individuals, Allele Freq – Allele frequency, 
	 Ho - observed Heterozygosity, 
H

e	
Expected Heterozygosity PIC – Polymorphism Information Content. 

*, **,* **  were results of chi square test.

	 High number of alleles, Heterozygosity and PIC values were observed for HEL9, ETH185, 

CSRM60, BM1818 and HEL1. In addition, those are the most informative markers among  

tested loci in this study. The results of the chi square test of goodness-of-fit revealed that the  

population was in Hardy- Weinberg Equilibrium (HWE) proportions for six microsatellite loci 

(HEL13, ETH185, BM1818, HEL5, HEL9 and CSRM60).  The remaining five Loci (HEL1, INRA005, 

MM12, ILSTS005 and INRA063) showed significant from HWE. It might be attributed to  

selection, mutation, genetic drift and null allele (not amplifying alleles).
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PE1	 Probability of exclusion (both parents known), PE2- Probability of exclusion (only one  
	 parent known), 
PI	 Average probability of two individuals have identical genotype, PI-Sib = Average probability  
	 of two full siblings has identical genotypes. 

	 The two sets of 11 markers in this study had similar exclusion probabilities and  

probability of Identity (PI) to the commercially available StockMarks® kit. (Applied Biosystems) 

(Showed in Table 3) By comparing with the results using other 11 microsatellite loci: TGLA227, 

Bm2113, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA023, ETH225, BM1824, ETH3, and TGLA53  

(the “StockMarks for Cattle ® Bovine Genotyping Kit” (Applied Biosystems Inc., Foster City, 

CA) (in Figure 1)

11 marker 

(StockMarks® kit)

11 new marker kit                              

0.9999999                  

0.999999             

PE
1

2.14 x 10-11

8.86 x 10-12

0.999821

0.97900

PE
2

Combined
probability

probability
PI PI-Sib

exclusion 

7.72 x 10-6

5.418 x 10-5

Table 3 The combined exclusion probability and multi locus probability of identity estimation of 

two marker sets (commercial and developed marker set)

Figure 1 Parentage testing using fragments analysis by 4 capillary electrophoresis, with an 

automated sequencer (3130 Genetic Analyzer: Applied Biosystems) using the GeneScanTM-500 

ROXTM Size Standard (Applied Biosystem)
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Discussion
	 The commercial “StockMarks for Cattle ® Bovine Genotyping Kit” has 11 microsatellite 

loci: TGLA227, Bm2113, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA023, ETH225, BM1824, 

ETH3, and TGLA53 that has been already approved for their accuracy. This study tried to 

develop more marker sets of microsatellite loci and had spent time finding optimal conditions 

in multiplex PCR using the other 11 new microsatellites markers also recommended by ISAG.  

Two sets of multiplex PCR have the optimal conditions as mention above. Every 11 microsatel-

lites HEL1, HEL5, ILSTS005, INRA063, INRA005, HEL13, BM1818, MM12, CSRM60, HEL9 

and ETH185 can amplify DNA fragment at 11 loci and showed similar PE and PI in parentage 

testing as using the “StockMarks for Cattle ® Bovine Genotyping Kit” (Figure3 and Table3).  

Theoretically, the PIC values should be higher than 0.5. In this study, the mean PIC value for all 

loci was found to be 0.712 and ranged from 0.535 (HEL13) to 0.917 (HEL9) similar to Zhang, 

et al., (2010), Rehout, et al., (2006) and Ozken, et al., (2009).  

	 The high genetic variability of markers indicated their high effectiveness for parentage 

testing.  The combined exclusion probability (CEP) is a measure of ability of markers to identify 

genetic paternity and exclude all suspected candidates. The probability of exclusions is shown 

in Table3. PE
1
 estimated the probability of exclusion of a parent when genotypes of the offspring 

and two parents are known. PE
2
 estimated the probability of exclusion of parentage test 

when genotypes of offspring and only one parent was known, PI – Average probability of two  

individuals have identical genotype, PI-Sib = Average probability of two full siblings has identical 

genotypes. In this study PE
1
 were 0.999999 for both the commercial kit and new two sets 

of 11 microsatellite kits. PE
2
 of the commercial kit valued 0.999821 and was 0.97900 for new 

two sets of 11 microsatellite kits.  PI and PI-sib estimations were high (2.14x10-11, 7.72x10-6 

and 8.86x10-12, 5.48x10-5 respectively) in both commercial StockMarks and new 11 marker kits.  

PI indicated high effectiveness in parentage analysis. All PE
1
 PE

2
, PI and PI-sib were similar 

to Zhang, et. Al., (2010).  

	 In conclusion, this study developed a new convenient and efficient two set multiplex 

PCR (6 and 5 microsatellite markers) for routine identification and parentage testing in cattle 

population.  By using both commercial StockMarks and new set kit of 11 microsatellite markers 

can be useful and increase the accuracy in pedigree and parentage analysis.  
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บทคัดย่อ
	 วัตถุประสงค์ ​ใน​การ​ศึกษา​ครั้ง​นี้ เพื่อ​ตรวจ​หาความ​ถี่​ของ​การ​เปลี่ยนแปลง​ของ​นิว​คลี​โอ​ไทด์​หนึ่ง​

ตำแหน่​ง (สนิป) ใน​ส่วน​โปรโมเตอร์​ของ​ยีน​เลป​ติน (leptin5) และ​เพื่อ​หา​หาความ​สัมพันธ์​กับ​คุณภาพ​ของ​ซาก​

รวม​ทั้ง​ผล​จาก​อัลตรา​ซา​วน์ ตัวอย่าง​ดีเอ็นเอ​จำนวน 66 ตัวอย่าง​ของ​โค​ลูกผสม​แอ​งกัส x พื้น​เมือง​ไทย 50% 

ถูก​นำ​มา​เพิ่ม​ปริมาณ​สาร​พันธุกรรม​ด้วย​วิธี TaqMan probe real-time PCR และ​นำ​ผล​มา​วิเคราะห์​หาค 

วาม​ถี่​ขอ​งอัล​ลิล​และ​สนิป​จี โนไทป์​ของ​ยีน​เลป​ติน​ส่วน​โปรโมเตอร์​ที่​ตำ​แหน่​ง​นิว​คลี​โอ​ไทด์ 528 หมายเลข​ 

ธนาคาร​ยีน AB070368 ซึ่ง​มี​การ​เปลี่ยนแปลง​จาก​เบส C เป็น T ผล​การ​วิเคราะห์​พบ​ว่า ความถี่​ขอ​ง 

อัล​ลิล C ใน​โค​เพศ​ผู้​และ​เมีย เท่ากับ 0.79 และ0.69 ส่วน​อัล​ลิล T เท่ากับ 0.21 และ 0.31 ตาม​ลำดับ 

สนิป​จีโนไทป์ CC, CT และ TT ใน​โค​เพศ​ผู้​เท่ากับ 0.63, 0.33 และ 0.04 ส่วน​ใน​เพศ​เมีย​เท่ากับ 0.47, 

0.43 และ 0.10 ตาม​ลำดับ ซึ่ง​พบ​ว่า​ความ​ถี่​สนิป​จี โนไทป์​ของ​โค​เพศ​ผู้​มี​การก​ระ​จา​ยอ​ยู่ ​ใน​สัดส่วน​ของ 

Hardy-Weinberg equilibrium คุณภาพ​ซาก​จาก​ผล​อัลตรา​ซา​วน์​พบ​ว่า​โค​เพศ​เมีย​มี​ความ​หนา​ไข​มัน​ที่​สะโพก 

(RF) เท่ากับ 7.54±1.16 มม มากกว่า​ใน​เพศ​ผู้ (3.91±1.53 มม) อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (p<0.05)  

ใน​ทาง​ตรง​กัน​ข้าม ใน​โค​เพศ​ผู้​มี​เปอร์เซ็นต์​ไข​มัน​แทรก​เนื้อ (IMF) เท่ากับ 3.56±0.24% มากกว่า​ใน​โค​เพศ​

เมีย (2.29±0.01%) อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (p<0.05) ค่า​เฉลี่ย (LS mean) ของ​คุณภาพ​ซาก​ของ​โค​เพศ​

ผู้​และ​เพศ​เมีย ได้แก่ พื้นที่​หน้า​ตัด​กล้าม​เนื้อ​สัน​นอก​ส่วน​ริบ​อาย (REA) คะแนน​ไข​มัน​แทรก​เนื้อ (BMS) และ​

ค่าแรง​ตัด​ผ่าน​เนื้อ (WBSF) เท่ากับ 62.24 ซม2, 7.28 มม และ 14.63 กก ตาม​ลำดับ ผล​การ​วิเคราะห์​

พบ​ว่า เพศ​ไม่มี​อิทธิพล​ต่อ REA (R2 = 0.25, p = 0.827) และ WBSF (R2 = 0.675, p = 0.145)  แต่​มี​

อิทธิพล​ต่อ BF (R2 = 0.92, p = 0.021) และ BMS (R2 = 0.92, p = 0.012) อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ 

(p<0.05)  นอกจาก​นี้​พบ​ว่า BMS ได้​รับ​อิทธิพล​จาก​ระยะ​เวลา​การ​ขุน (p<0.05) น้ำ​หนัก​สุดท้าย (p<0.05) 

และ​ยีน leptin5 (p<0.01) การ​ศึกษา​นี้ ​ได้​ผล​ที่​น่า​สนใจ​คือ ค่า BMS และ WBSF มี​ความ​สัมพันธ์​อย่าง​

มี​นัย​สำคัญ (p = 0.035) กับ​สนิป​จีโนไทป์​ของ​ยีน leptin5  โค​ที่​มี​สนิป​จีโนไทป์ CT มี​ค่า​เฉลี่ย​ของ BMS  

สูง​กว่า (3.42±0.47; 1.14±0.43) และ​มี​ค่า​เฉลี่ย​ของ WBSF ต่ำ​กว่า (2.97±4.42; 14.86±1.91) โค​ที่​มี​ 

สนิป​จีโนไทป์ CC อย่าง​มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (p<0.05) ผล​การ​ศึกษา​นี้​สรุป​ได้​ว่า สนิป​จีโนไทป์​ของ​ยีน  

leptin5 มี​ความ​สัมพันธ์​กับ​คะแนน​ไข​มัน​แทรก​เนื้อ และ​ความ​นุ่ม​ของ​เนื้อ

คำ​สำคัญ : โค​ลูกผสม​แอ​งกัส x พื้น​เมือง​ไทย50% คุณภาพ​ซาก สนิป จีโนไทป์ เลป​ติน

ณชัย ศราธพันธุ์1 ณัฐนันท์ ศิริรัตนธัญญะกุล1 สายใจชื่นสุข1 และ กัลยา เก่งวิกย์กรรม1

1 สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์

ความสัมพันธ์ระหว่างสนิปของยีนเลปติน กับคุณภาพ​
ซากในโคเนื้อลูกผสมแองกัส x พื้นเมือง 50%
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Abstract
	 The objective of this study was to determine frequency of a single nucleotide  
polymorphism (SNP) in the leptin promoter region (leptin5) and examine associations of  
ultrasound and carcass quality traits. Sixty-six DNA samples from 50% Angus x Thai-native 
crossbred beef were analyzed allele and genotype frequency of a SNP of leptin gene at the 
promoter region (g528C>T, AB070368) by TaqMan probe real-time PCR. Frequency of allele 
C was 0.79 and 0.69 as well as allele T was 0.21 and 0.31 in the male and female animals, 
respectively. The genotype frequency of CC, CT and TT was 0.63, 0.33 and 0.04, as well 
as 0.47, 0.43 and 0.10 in male and female animals, respectively. The genotype frequency of 
the leptin5 SNP were distributed according to Hardy-Weinberg equilibrium proportions in the 
male animals. The carcass quality traits of rump fat (RF) from ultrasound measurement was 
significantly higher in female (7.54±1.16 mm) than male (3.91±1.53 mm) animals (p<0.05). 
In contrast, intramuscular fat (IMF) in male animals (3.56±0.24 %) was significantly higher 
than female (2.29±0.01 %) animals (p<0.01). The least square mean of dependent variable of  
carcass quality traits included rib eye area (REA), back fat (BF), beef marbling standard score 
(BMS; 0-9) and Warner-Bratzler Shear Force (WBSF) was 62.24 cm2, 7.08 (mm), 2.28 and 
14.63 kg respectively. The result showed that no effect of sex on REA (R2=0.25, p=0.827) and 
WBSF (R2=0.675, p=0.145) but it had significantly effect on BF (R2=0.92, p=0.021) and BMS 
(R2=0.92, p=0.012). The BMS of the carcasses was significantly effected on duration of fattening 
(p<0.05), final weight (p<0.05) and leptin5 genotype (p<0.01). Interestingly, the WBSF of rib eye 
steak muscle was significantly effected on leptin5 genotype (p=0.035). The effects of leptin5  
genotype were only found significantly on BMS and WBSF. The animals carried CT genotype 
had significantly higher BMS (3.42±0.47; 1.14±0.43) and lower WBSF (2.97±4.42; 14.86±1.91) 
than animals carried CC leptin5 genotype, respectively (p<0.05). The results concluded that 
the SNP in bovine leptin5 gene had highly significant association with beef marbling standard 
score and also association with meat tenderness.  

Keywords : Angus x Thai-native 50%, Beef, Carcass quality traits, Genotype, Leptin, SNP
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Introduction
	 Leptin is a 16-kDa protein that is synthesized by adipose tissue and is involved in 

regulation of feed intake, energy balance, fertility, and immune functions (Fruhbeck et al., 1998). 

Leptin binds to a receptor mainly localized on neuropeptide Y-neurons, which results in a  

reduction of feed intake and an increase of energy expenditure. Neuropeptide Y is also involved 

in the control of reproductive function (Magni et al., 2000). Although poly-morphisms in the bovine 

leptin gene have been described (Pomp et al., 1997; Haegeman et al., 2000) and an association 

with fat deposition in beef cattle was reported (Fitzsimmons et al., 1998). These physiological 

properties support leptin as a strong candidate gene for evaluation of genetic polymorphisms 

that could affect carcass fat content in cattle.   

	 Polymorphisms in the bovine leptin promoter had been reported by Nkrumah et al. (2005). 

The study indicated that Bos taurus x Bos taurus crossbred cattle with the TT genotype at 

nucleotide position 528 according to GenBank accession No. AB070368 show 48 and 39% 

increases highly significant in serum leptin concentration, 39 and 31% increases in backfat 

thickness and 13 and 9% increase significant in marbling score, compared with CC or CT 

genotypes, respectively. Association studies of SNP in the bovine leptin promoter with carcass 

quality traits have not been reported yet in Angus x Thai – native 50% crossbred beef cattle. 

The objective of this study was to determine frequency of a single nucleotide polymorphism 

(SNP) in the leptin promoter region (leptin5) and examine associations of ultrasound and  

carcass quality traits in Angus x Thai – native 50% crossbred beef cattle. 

Material and Methods
	 Experimental animals

	 Sixty-six 50% Angus x Thai native crossbred beef from the project of a high quality 

Thai-Black beef production under the Bureau of Biotechnology in Livestock Production (BBLP), 

Department of Livestock Development (DLD) were used in this study. Eleven castrated male 

at average 1.71±0.08 yr of age with 294.36±11.32 kg and 10 female at average 1.66±0.07 yr of 

age with 295.10±15.37 kg were used in experiment of carcass quality traits. The male were 

fed with stems and sweet corn pulps by-product of sweet corn can.  Fourteen percent protein 

of commercial concentrated feed were added daily at 4 kg per animal. The female animals were 

fed with 14 % protein of total mix ration (TMR) including concentrated and dry Pangola hays. 
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	 DNA samples

	 Blood samples of each animal were collected from the jugular vein into 6 ml of EDTA 

tube. The blood samples were kept in ice box and submitted to our laboratory. Two hundred ml 

of each blood sample was extracted genomic DNA by commercial kit (AxyPrep  Blood Genomic 

DNA Miniprep kit : Axygen Bio science; USA). Frozen semen samples of Angus bull were 

extracted DNA by the standard phenol: chloroform method (Sambrook et al. 1989). Twenty 

nanogram of the DNA samples were prepared for detecting a single nucleotide polymorphism 

(SNP) in the promoter region of bovine leptin (leptin5) gene.

	 SNP detection and genotyping

	 A SNP of leptin5 gene at the bovine leptin promoter according to GenBank acces-

sion AB070368 (g528 C>T) was amplified by primer and specific probes. The forward primer: 

5’-aggtgcccagggactca-3’, the reverse primer: 5’-caacaaaggccgtgtgaca-3’ and two ABI TaqMan 

fluorogenic probes: Probe 1, 5’-caagctctagagcctGtgt-3’and Probe 2, 5’-aagctctagagcctAtgt-3’ were 

designed according to Nkrumah et al. (2005). The probe 1 and 2 were tagged with VIC and 

FAM fluorescent dyes which showed green and blue color of amplification curve in a result of 

analysis by StepOnePlus software (StepOnePlus, ABI, USA).  A specific match of the probe 

sequence to the target sequence will result in amplification, during which cleavage and release 

of the reporter dye occurs. Fluorescent signal for one or two dyes indicated homozygosity or 

heterozygosity for a particular allele of the SNP.   

	 Ultrasound for carcass quality traits

	 At termination of the experiment, the animal’s weight were recorded. Mean±SE (n)  

values of male and female animals were average 2.5±0.1 and 2.1±1.3 yr of age with live weight 

of 425.4±17.7 and 400.9±22.1 kg. Economic important traits for carcass quality including, rib 

eye area (REA) of Longissimus dorsi muscle (cm2), back fat (BF) thickness (mm), lump fat 

(LF) thickness (mm) and percentage of intramuscular fat (%IMF) were measured at the 12th 

and 13th rib interface. The ultrasound measurement was done before submitting to slaughter by 

real-time ultrasound (Aloka, Japan) with a 17 cm, 3.5 MHz linear array transducer. The data 

were analyzed by Image Analysis Software (Designer Genes Technologies, Inc., USA).    

	 Carcass examination

	 In each carcass, rib eye area muscle between the 10th to 13th rib were cut  and submitted 

to our laboratory for 14 d of ageing. One half of the REA muscle samples were cut into 250-300 

g of rib eye steak for REA, back fat thickness and beef marbling score (BMS) measurement 

(0-9) using Australian’ score card. The other half of the carcasses were deboned and cut 3 x 

2 x 5 cm of longitudinal Longissimus dorsi muscle for submitting to measure Warner-Bratzler 
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Shear Force (WBSF) using the machine of  Instron Model 1011 (Instron Corporation, USA ) at 

the Chiang Mai’s meat laboratory under the DLD.

	 Statistical analyses

	 The genotype and allele frequencies of each polymorphism were examined for devia-

tions from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) within both Angus x Thai native 50% crossbred  

and Angus bull by X2 test with statistic on 1 df. The carcass quality traits between the  

experimental male and female animals as well as genotypes of leptin5 gene were compared 

by PROC MEANS (least squares means ± standard error). Co-variable data eg. final weight, 

duration of fattening were also calculated using the GLM procedure of SAS manual.   

Results and Discussion
	 SNP genotype and allele frequencies

	 Expected genotype and allele frequencies of leptin5 gene in male and female Angus x 

Thai-native50% crossbred beef was shown in Table 1. The results of the X2 test of goodness-

of-fit revealed that the male animals was in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) proportions 

(p=0.784). But the female animals showed significant departure from HWE proportions (p=0.048) 

which might be to systemic selection force in the population. However, inbreeding coefficient 

(F) were negative F values (F<0) in both male and female animals indicating the absence of 

inbreeding at this gene. In contrast, the result of X2 test of goodness-of fit in Angus 100% 

bull was in HWE proportions (p=0.166) and F value was below zero indicating outbreeding in 

these bulls. The frequency of the T allele of leptin5 gene was 0.21 and 0.31 in male and female 

Angus x Thai native 50% crossbred beef, respectively. The frequency of the T allele was 0.40 

in Angus 100% bull which was higher than the Angus x Thai native 50% crossbred cattle. 

The frequency of the T allele of leptin5 gene of the animals in this study was nearly similar 

to experimental animals in a study of Nkrumah et al. (2005). The T allele frequency (0.11-0.26) 

was significant different among crossbred lines using Angus, Herford and Charolais sires. 

	 The overall average and standard errors for the traits tested are in Table 2. Ultrasound 

rump fat showed significant different (p=0.028) among the male and female animals. Ultrasound 

intramuscular fat (IMF,%) was highly significant different (p=0.001) among the male (3.56±0.24) 

and female (2.29±0.01) animals. Carcass back fat thickness was significant (p=0.021)  

different among the male (3.83±2.01) and the female (13.58±2.06) animals. Carcass beef  

marbling score (BMS 0-9) was also significant (p=0.012) different among the male (2.74±0.18) 

and the female (0.84±0.21) animals. In addition, duration of fattening and final weight of the 

animals was significantly (p=0.010 and p=0.023) associated with BMS as shown in table 3. 
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	 SNP genotype effects

	 The leptin5 genotype was highly significant (p=0.005) associated with BMS and was 

significantly (p=0.035) associated with WBSF as presented in Table 3. The effects of leptin5 

genotype on the carcass quality traits analyzed are shown in Table 4. The leptin5 genotype 

was not associated with ultrasound and carcass REA, BF, RF and IMF. The BMS differed 

(p<0.05) among genotypes and was higher for animals with genotype CT (3.42±0.47) than for 

animals with genotype CC (1.14±0.43). The sample size of animal with genotype TT was too 

small for statistic comparison in this study. However, animals inheriting with genotype TT had 

highly significantly higher ultrasound BF and BMS (p=0.01) compared with genotype CT or CC 

(Nkrumah et al., 2005). Interestingly, animals with CT genotype (2.97±4.42 kg) had significant  

(p<0.05) lower WBSF compared with genotype CC (14.86±1.91 kg). The sample size of  

animal with genotype TT was too small for statistic comparison in this study. In present study 

indicated that SNP genotypic effect of leptin5 gene was indirectly influenced on WBSF due to 

effect of leptin5 genotype on BMS. In addition, the mean value of BMS was slightly associated 

(r = -0.32) with WBSF value, those were similarly to the study of (Bertrand et al., 2001). It 

indicated that greater marbling is slightly associated with greater meat tenderness. The results 

represent the initial associations of leptin5 genotypes with carcass quality traits and further 

efforts are required to validate these findings in other animal populations before their application 

in marker-assisted selection. 
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Table 1 Expected genotype and allele frequency of the SNP leptin5 gene derived from Hardy-

Weinberg equilibrium calculation in 50% Angus x Thai native (TN) crossbred beef and Black 

Angus bull

Angus x TN50%	

   -Male	 29	 0.63	 0.33	 0.04	 0.79	 0.21	 0.07	 0.784	 -0.050

   -Female	 37	 0.47	 0.43	 0.10	 0.69	 0.31	 3.90*	 0.048*	 -0.324

Angus 100%	 10	 0.36	 0.48	 0.16	 0.60	 0.40	 0.28	 0.166	  0.166

	 	 n	 CC	 CT	 TT	 C	 T	 x2	 P	 F

	 	 	   Exp. Genotype      Allele

	 	 	      Frequency ofBreed

	 	 	    Tests for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

X2	 chi-square, P = Pearson’s goodness of fit chi-square, F = Inbreeding coefficient, *p<0.05 
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Ultrasound (n=30)	   8	 22 

Rib eye are (cm2)	 79.15±6.4	 73.59±4.87	 0.388	

Rib eye area (cm2/100 kg BW)	 19.09±1.81	 18.36±1.37	 0.682

Back fat (mm)	 3.17±1.21	 5.35±1.21	 0.085

Rump fat (mm)	 3.91±1.53	 7.54±1.16	 0.028* 

Intramuscular fat (IMF, %)	 3.56±0.24	 2.29±0.01	 0.001**

Carcass (n=26)	 8	 18

Rib eye area (cm2)	 67.28±12.81	 70.54±9.83	 0.818

Rib eye area (cm2/100 kg BW)	 16.40±3.27	 17.32±2.51	 0.767

Back fat (mm)	  3.83±2.01	 13.58±2.06	 0.021*

Beef marbling standard score (0-9)	 2.74±0.18	 0.84±0.21	 0.012*

Male Female

Mean±SE 
Carcass quality traits

P

Table 2 Least squares means±SE showing the effect of sex on muscle quality traits of male 

and female 50% Angus x Thai native crossbred beef

Table 3 Probability of dependent variable of carcass quality traits associated with co-variable 

data in 50% Angus x native crossbred beef 

*p<0.05, **p<0.01

*p<0.05, **p<0.01

Dependent variable of carcass quality traits	

	 REA	 REA/100	 Back fat	 BMS	 WBSF	

Mean	 62.24	 15.26	 7.08	 2.28	 14.63

R2	 0.254	 0.287	 0.922	 0.732	 0.675

	 	             Probability (P)

Sex	 0.827	 0.767	 0.021*	 0.012*	 0.145

Duration of fattening	 0.287	 0.322	 0.062	 0.010*	 0.453

Final weight	 0.927	 0.214	 0.817	 0.023* 	 0.089

Leptin5 genotype	 0.904	  0.904	 0.859	 0.005**	 0.035*



93

Journal of Biotechnology in Livestock Production

Ultrasound (n=30)	   14	 15	 1

Rib eye area (cm2)	 71.57±4.29	 75.85±5.01	 81.69±9.88

Rib eye area (cm2/100 kg BW)	 18.74±2.73	 18.42±1.01	 19.02±2.07

Back fat thickness (mm)	 5.20±0.85	 4.59±0.94	 2.97±1.86

Rump fat (mm)	 5.66±1.08	 6.72±1.19	 4.80±2.35 

Intramuscular fat (%)	 2.93±0.23	 2.94±0.26	 2.91±0.49 

Carcass (n)	 10	 15	 1

Rib eye area (cm2)	 69.59±9.91	 64.92±10.85	 72.23±17.62

Rib eye area (cm2/100 kg BW)	 16.99±2.53	 15.68±2.77	 17.58±4.49 

Back fat thickness (mm)	 8.22±1.34	 9.44±2.15	 8.54±2.64	 

Beef marbling score (0-9)	 1.14±0.43a	 3.42±0.47b	 0.81±0.77a

Warner-Bratzler Shear Force (kg)	 14.86±1.91*	 2.97±4.42*	 nd

CC CT

Leptin5 genotype
Carcass quality traits

TT

Table 4 Mean±SE values of carcass quality traits of the animals carried CC, CT and TT geno-

type of the leptin5 gene 

a, b 	 Within the carcass quality traits in a column, genotypes without a common superscript  
	 letter differ (p<0.05), *p < 0.05, nd = not done
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บทคัดย่อ
	 วัตถุประสงค์​ของ​การ​ศึกษา​ใน​ครั้ง​นี้ เพื่อ​หา​ความ​ถี่​อัล​ลิล​และ​สนิป​จีโนไทป์ ​ใน​ยีน​คาลเปน​และ​ 

ยีน​คา​ปาส ตา​ติน และ​หาความ​สัมพันธ์​กับ​ความ​นุ่ม​ของ​เนื้อ​ของ​โค​ลูกผสม​แอ​งกัสxพื้น​เมือง 50%  

ตัวอย่าง​ดีเอ็นเอ​จำนวน 66 ตัวอย่าง ได้​นำ​มา​วิเคราะห์​ด้วย​เครื่อง​หมาย​สนิป CAPN1 4751 และ CAST-

T1 โดย​เทคนิค TaqMan Probe real-time PCR ผล​การ​ศึกษา​พบ​ว่า​ตัวอย่าง​โค​มี​ความ​ถี่​อัล​ลิล C และ T  

ของ​ยีน​คาลเปน​เท่ากับ 0.55 และ 0.45 ใน​โค​เพศ​ผู้ ส่วน​ใน​โค​เพศ​เมีย​มี​ความ​ถี่​อัล​ลิล​เท่ากับ 0.42 และ 0.58 

ตาม​ลำดับ ความ​ถี่​สนิป​จีโนไทป์ CC, CT และ TT เท่ากับ 0.30, 0.49 และ 0.21 ใน​โค​เพศ​ผู้ และ​เท่ากับ 

0.17, 0.49 และ 0.34 ใน​เพศ​เมีย​ตาม​ลำดับ  ส่วน​ยีน​คาล​ปาส​ตา​ติ​นมี​ความ​ถี่​อัล​ลิล G และ A  เท่ากับ 0.28 

และ 0.72 ใน​โค​เพศ​ผู้ และ​เท่ากับ 0.20 และ 0.80 ใน​โค​เพศ​เมีย  ตาม​ลำดับ ความ​ถี่​สนิป​จีโนไทป์ GG, 

AG และ AA เท่ากับ 0.07, 0.36 และ 0.56 ใน​โค​เพศ​ผู้ และ​เท่ากับ  0.04, 0.30 and 0.66 ใน​โค​เพศ​เมีย 

ตาม​ลำดับ การก​ระ​จาย​ของ​ความ​ถี่​สนิป​จี โนไทป์​ของ​ยีน​คาลเปน​และ​คาล​ปาส​ตา​ติน พบ​ว่า​อยู่ ​ใน​ภาวะ 

​ไม​่สม​ดลุย​์และ​สม​ดลุย​์ของ Hardy-Weinberg equilibrium ตาม​ลำดบั ความ​นุม่​ของ​เนือ้​สนั​นอก​สว่น​รบิ​อาย​ของ​

โค​ลูกผสม​แอ​งกัสxพื้น​เมือง 50% จำนวน 20 ตัว ได้​จาก​การ​วัด​ค่าแรง​ตัด​ผ่าน​เนื้อ หลัง​จาก​บ่ม​ซาก 14 วัน 

โค​ตัวผู้​มี​ค่าแรง​ตัด​ผ่าน​เนื้อ​เท่ากับ 5.96±3.36 กก. ส่วน​ใน​ตัว​เมีย​มี​ค่า​เท่ากับ 11.87±2.83 กก. แสดง​ว่า 

​โค​ตัวผู้​มี​ค่าแรง​ตัด​ผ่าน​เนื้อ​ต่ำ​กว่า​ใน​ตัว​เมีย​อย่าง​ไม่มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (p>0.05) ใน​โค​ที่​มี​สนิป​จีโนไทป์​ 

ของ​ยีน​คาล เปน​เป็น CT และ TT มี​ค่าแรง​ตัด​ผ่าน​เนื้อ​เท่ากับ 11.53±1.95 และ 6.31±4.17 กก. ตาม​ลำดับ  

ซึ่ง​มี​ค่า​เฉลี่ย​ไม่​แตก​ต่าง​กัน​ทาง​สถิติ (p=0.241) ส่วน​ใน​โค​ที่​มี​สนิป​จีโนไทป์​ของ​ยีน​คาล​ปาส​ตา​ติน​เป็น AA, 

AG และ GG มี​ค่าแรง​ตัด​ผ่าน​เนื้อ​เท่ากับ 9.5±3.41, 8.15±3.97 และ 9.05±3.51  กก. ตาม​ลำดับ ซึ่ง​มี​ 

คา่​เฉลีย่​ไม​่แตก​ตา่ง​กนั​ทาง​สถติ ิ(p=0.751-0.922) การ​ทดลอง​ใน​ครัง้​นี​้สรปุ​ได​้วา่ สนปิ​จีโนไทป์​ของ​ยนี​คาลเปน​

และ​คาล​ปาส​ตา​ติ​นมี​อิทธิพล​ต่อ​ความ​นุ่ม​ของ​เนื้อ​อย่าง​ไม่มี​นัย​สำคัญ​ทาง​สถิติ (p>0.05)

คำ​สำคัญ : โค​ลูกผสม​แอ​งกัสxพื้น​เมือง​ไทย50% คาลเปน คาล​ปาส​ตา​ติน  ความ​นุ่ม​ของ​เนื้อ สนิป​จีโนไทป์  
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Abstract
	 The objective of this study was to determine frequency and association of SNP genotype 

in calpain (CAPN1) and calpastatin (CAST) gene with meat tenderness. Sixty-six DNA 

samples from 50% Angus x Thai-Native crossbred beef were analyzed two single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) and SNP genotype frequency of CAPN1 and CAST gene by CAPN1 

4751 and CAST-T1 markers via TaqMan probe real-time PCR. Frequency of allele C and T in 

CAPN1 gene was 0.55 and 0.45 as well as 0.42 and 0.58 in male (n=29) and female (n=37) 

animals, respectively. The SNP genotype frequencies of CC, CT and TT in CAPN1 gene was 

0.30, 0.49 and 0.21, as well as 0.17, 0.49 and 0.34 in male and in female animals, respectively. 

Allele frequency of G and A in CAST gene was 0.28 and 0.72 as well as 0.20 and 0.80 in 

male and female animals, respectively. The SNP genotype frequency of CAST gene, including 

GG, AG and AA was 0.07, 0.37 and 0.56 in male, as well as 0.04, 0.30 and 0.66 in female 

animals, respectively. The SNP genotype frequency of the CAPN1 and CAST genes were not 

and were distributed according to Hardy-Weinberg equilibrium proportions, respectively. Meat 

tenderness of rib-eye steak muscles was measured by Warner-Bratzler Shear Force (WBSF) 

at 14 d postmortem ageing from 11 male and 9 female of 50% Angus x Thai-Native crossbred 

beef. The WBSF values were 5.96±3.36 and 11.87 ± 2.83 kg in male and female animals, 

respectively. It revealed that the rib eye steak muscle of male animal had no significantly  

(p >0.05) more tender than those of female animals.  Moreover, the WBSF values were 11.53±1.95 

and 6.31±4.17 in animals carried CT and TT genotype of CAPN1 gene (p=0.241). In addition, 

the WBSF values were 9.5±3.41, 8.15±3.97 and 9.05±3.51 in animals carried AA, AG and GG 

genotype of CAST gene (p=0.751-0.922). It was concluded that there was no significant effect 

of the SNP genotype of CAPN1 and CAST genes on meat tenderness in this study.  

Keywords : Angus x Thai-native 50%, Beef, µ-Calpain, Calpastatin, Gene, Meat tenderness
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Introduction
	 Meat tenderness is a critical trait in determining consumer satisfaction, and there 

has been significant interest in genetic selection to decrease problems with meat tenderness  

variation. However, the problem of variability in meat tenderness has not diminished, in part 

because of an inability to accurately select for increased tenderness. Identification of genetic 

markers for meat tenderness variation would provide some selection criteria to facilitate ge-

netic improvement in this trait. Previous study identified a QTL influencing meat tenderness on  

chromosome 29 (Casas et al., 2000). Subsequently, the bovine calcium-activated neutral protease 

(CAPN1) gene, encoding the protease-calpain, was mapped to the QTL interval (Smith et al., 

2000). This protease seems to be the primary enzyme in postmortem tenderization (Koohmaraie, 

1996), suggesting from both positional and functional standpoints that variation in the gene 

sequence might be associated with meat tenderness in cattle. Sequencing the bovine CAPN1 

gene in a multibreed panel of cattle identified >150 sequence variations spread along >11,000 

bp. Two single-nucleotide polymorphisms (SNP) predict variation in the protein sequence of the 

protease (Page et al., 2002).  

	 The physiological change in muscle structure during the postmortem period is complex 

(Koohmaraie, 1994). The calpain/calpastatin system is an endogenous, calcium-dependent  

proteinase system, theorized to mediate the proteolysis of key myofibrillar proteins during 

postmortem storage of carcass and cuts of meat at refrigerated temperatures (Koohmaraie et 

al., 1995b). Calpain is responsible for the breakdown of myofibrillar proteins, which are closely 

related to meat tenderness (Wheeler and Koohmaraie, 1994). Calpastatin (CAST) inhibits calpain 

activity and, therefore, regulates postmortem proteolysis. Increased postmortem CAST activity 

has been correlated with reduced meat tenderness (e.g., Koohmaraie et al., 1995a; Pringle et 

al., 1997). The CAST gene, mapped to BTA 7 (Bishop et al., 1993), is considered a candidate 

gene for beef tenderness. More recently, genetic tests for meat tenderness in beef, which 

utilize genetic polymorphisms in the CAPN1 and/or CAST genes, have been made available 

by private companies. Examples are the IGENITY TenderGENE test (Merial Ltd., Atlanta, GA) 

and the Gene- STAR Tenderness 2 test (Genetic Solutions Pty. Ltd., Albion, Australia). The 

objective of this study was to assess the association of two SNPs in the CAPN1 and CAST 

gene with meat tenderness in Angus x Thai-native 50% crossbred beef cattle.
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Materials and Methods
	 Experimental animals

	 Sixty-six 50% Angus x Thai native crossbred beef from the project of a high quality 

Thai-Black beef production under the Bureau of Biotechnology in Livestock Production (BBLP), 

Department of Livestock Development (DLD) were used in this study. Eleven castrated male 

at average 1.71±0.08 yr of age with 294.36±11.32 kg and 10 female at average 1.66±0.07 yr of 

age with 295.10±15.37 kg were used in experiment of carcass quality traits. The male were 

fed with stems and sweet corn pulps by-product of sweet corn can. Fourteen percent protein 

of commercial concentrated feed were added daily at 4 kg per animal. The female animals were 

fed with 14 % protein of total mix ration (TMR) including concentrated and dry Pangola hays. 

	 DNA samples

	 Blood samples of each animal were collected from the jugular vein into 6 ml of EDTA 

tube. The blood samples were kept in ice box and submitted to our laboratory. Two hundred ml 

of each blood sample was extracted genomic DNA by commercial kit (AxyPrep  Blood  Ge-

nomic DNA Miniprep kit : Axygen Bio science; USA). Frozen semen samples of Angus bull 

were extracted DNA by phenol: chloroform method (Sambrook et al. 1989). Twenty nanogram 

of the DNA samples were prepared for detecting two SNPs in the CAPN1 and CAST gene. 

	 SNP detection and genotyping

A SNP of CAPN1 gene, namely CAPN1 4751, at the nucleotide 6545 according to GenBank 

accession AF248054 (g6545 C>T) was amplified by primer and specific probes. The forward 

primer: 5’-tggcatcctccccttgact-3’, the reverse primer: 5’-cccccgtcacttgacaca-3’ and two ABI Taq-

Man fluorogenic probes: Probe 1, 5’-cgcctcGgttttc-3’and Probe 2, 5’-cgcctcAgttttc-3’ were designed 

according to White et al. (2005). A SNP of CAST gene, namely CAST-T1, at the nucleotide 

2959 according to GenBank accession AF159246 (g2959 A>G) was also amplified by primer 

and specific probes. The forward primer: 5’-ctcacgtgttcttcagtgttctg-3’, the reverse primer: 5’-caac-

ccaaagaaaca tcaaacacagt-3’ and two ABI TaqMan fluorogenic probes: Probe 1, 5’-cctttcctcttA-

gacttgt-3’, Probe 2: 5’-ctttcctcttGgacttgt-3 were design according to Barendse (2002).

	 Real-time polymerase chain reaction (PCR) mixture contained 20 ng (1 µl) of DNA 

sample template, 5 µl of TaqMan Genotyping Master Mix (2x), 0.5 µl of TaqMan genotyping 

assay mix (20x) and 3.5 µl of DNase-free, RNAse free water. Real-time PCR was performed 

in the thermal cycler machine (StepOnePlus, ABI, USA). PCR reaction was activated AmpliTaq 

Gold enzyme at 95 oC for 10 min, then thermal cycle of 40 cycles included denaturation at  

95 oC for 15 s and annealing at 60 oC for 1 min. The probe 1 and 2 were tagged with VIC and 
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FAM fluorescent dyes which showed green and blue color of amplification curve in a result of 

analysis by StepOnePlus software (StepOnePlus, ABI, USA). A specific match of the probe 

sequence to the target sequence will result in amplification, during which cleavage and release 

of the reporter dye occurs. Fluorescent signal for one or two dyes indicated homozygosity or 

heterozygosity for a particular allele of the SNP.  

	 Carcass examination

	 In each carcass, rib eye area (REA) muscle between the 10th to 13th rib were cut and 

submitted to our laboratory for 14 d of ageing. One half of the REA muscle samples were cut 

into 250-300 g of rib eye steak for REA, back fat thickness and beef marbling score (BMS) 

measurement (0-9) using Australian’ score card. The other half of the carcasses were deboned 

and cut into 3 x 2 x 5 cm of longitudinal Longissimus dorsi muscle for submitting to measure 

Warner-Bratzler Shear Force (WBSF) using the machine of  Instron Model 1011 (Instron Cor-

poration, USA ) at the Chiang Mai’s meat laboratory under the DLD.

	 Statistical analyses

	 Gene-marker frequencies for Angus x Thai native 50% crossbred beef with CAPN1 

and CAST gene marker were estimated using the genotype data. Test of deviation from Hardy-

Weinberg equilibrium (HWE) was performed and tested against their expectations using the 

chi-squared test with statistic on 1 df. All analyses of carcass quality traits were performed 

using the GLM procedure of SAS manual. The carcass quality traits between the experimental 

male and female animals as well as genotypes of CAPN1 and CAST genes were compared 

by PROC MEANS. 

Results and Discussion
	 Expected genotype and allele frequencies of CAPN1 gene in male and female Angus x 

Thai-native crossbred beef was shown in Table 1. The results of the X2 test of goodness-of-fit 

revealed that the male and female showed significant departure from HWE which might be to 

systemic selection force in the population. However, inbreeding coefficient (F) were negative 

F values (F<0) indicating the absence of inbreeding at this gene.  In contrast, this study the 

result of X2 test of goodness-of fit in Angus 100% bull was in HWE and F value was below 

zero indicating outbreeding in these bulls. Favorable allele C frequency of CAPN1 gene (0.47) 

had been reported in red Angus (Van Eenennaam et al. 2007) which similarly value (0.42-0.55) 

in the male and female animals and lower value (0.60) than Black Angus in this study.     
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	  Expected genotype and allele frequencies of CAST gene in male and female Angus x 
Thai-native crossbred beef was shown in Table 1. The results of the X2 test of goodness-of-fit 
revealed that the male and female was in HWE and F values were negative (F<0) indicating 
the absence of inbreeding at this gene similar to Angus 100% bull. Favorable allele A frequency 
of CAST gene (0.89) had been reported in Angus (Van Eenennaam et al. 2007) which was 
higher value (0.72-0.80) than in the male and female animals and lower value (0.95) than Black 
Angus in this study.

	 The WBSF values were 5.96±3.36 and 11.87±2.83 kg (p=0.145) in male and female 
animals, respectively as shown in Table 2. It revealed that the rib eye steak muscle of male 
animal had no significantly (p >0.05) more tender than those of female animals. Moreover, the 
WBSF was also not associated with period of fattening (p=0.453) and final live weight (p=0.089) 
of the animals in this study (Table 3). The result indicated that there was no significant effect 
of sex, period of fattening and final live weight on tenderness trait. Interestingly, leptin5 gene 
showed a significant effect (p = 0.035) on tenderness in Angus x Thai-native 50% crossbred 
beef. In addition, leptin5 gene showed a highly significant effect (p = 0.005) on beef marbling 
score. It was possible that phenotypic and genetic relationships between marbling and tender-
ness are not especially high but show a favorable direction. It indicated that greater marbling 
is slightly associated with greater tenderness (Bertrand et al., 2001).	

	 In table 3, the study was not detect significant association of CAPN1 (p=0.241) and 
CAST (p=0.940) polymorphisms with meat tenderness. In table 4, the WBSF values were 
11.53±1.95 and 6.31±4.17 in animals carried CT and TT genotype of CAPN1 gene (p=0.241).  In 
addition, the WBSF values were 9.5±3.41, 8.15±3.97 and 9.05±3.51 in animals carried AA, AG 
and GG genotype of CAST gene (p=0.751-0.922). It was concluded that there was no significant 
effect of the SNP genotype of CAPN1 and CAST genes on meat tenderness in this study.  
In this study was similar to both studies of Lonergan et al. (1995) and Chung et al. (1999) 
that association of CAST polymorphism were not detected significantly with meat tenderness. 
It was possible that the sample sizes were small, which may have contributed to the failure to 
identify significant association between the CAST gene polymorphisms and meat tenderness. 
However, the study of Casas et al. (2006) using a large sample sizes of crossbred European 
beef (n>500) and pure breed Brahman (n=444) was performed to detect the CAPN1 and CAST 
polymorphisms by the same our markers. The results showed that animals inheriting the CC 
genotype of CAPN1 gene had meat that was more tender than those inheriting the TT genotype. 
In addition, animals inheriting the AA genotype of CAST gene had more meat tenderness than 
those inheriting the GG genotype. It concluded that the CAPN1 4751 and CAST-T1 markers are 
suitable for use in identifying Bos taurus x Bos taurus, Bos taurus x Bos indicus crossbred 
and pure breed Brahman beef with the genetic potential to produce meat that is more tender.  
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Table 1 Allele and genotype frequency of CAPN1 and CAST gene derived from Hardy-Weinberg 

Equilibrium calculation in Angus 100% and Angus x Thai native (Angus x TN) 50% crossbred 

beef 

Angus x TN50%	

   -Male            	 29	 0.30	 0.49	 0.21	 0.55	 0.45	 13.14	 2.8e-4**	 -0.673

   -Female	 37	 0.17	 0.49	 0.34	 0.42	 0.58	 13.76	 2.07e-4**	 -0.609

Angus 100%	 10	 0.36	 0.48	 0.16	 0.60	 0.40	 3.40	 0.065	  0.583

Angus x TN50%	

   -Male	 29	 0.07	 0.37	 0.56	 0.28	 0.72	 1.26	 0.261	 -0.208

   -Female	 37	 0.04	 0.30	 0.66	 0.20	 0.80	 2.39	 0.121	 -0.254

Angus 100%	 10	 0.01	 0.09	 0.90	 0.05	 0.95	 0.03	 0.867	 -0.053

	 	 	 CC	 CT	 TT	 C	 T	 x2	  P	   F

Breed/ 	 n

CAPN1 gene:	 	

	 	 	      Frequency of

Tests for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

X2	 chi-square, P = Pearson’s goodness of fit chi-square, F = Inbreeding coefficient, 
**	 p<0.05

	 	 	      Frequency of

Breed/ 	 n

CAST gene:	 		 	 	 CC	 CT	 TT	 C	 T	 x2	  P	   F

2.50±0.15 

2.10±0.13

Male (n=11)

Female (n=10)

Age (yr)Sex

5.96±3.36

11.87±2.83

425.36±17.75

400.90±22.14

Live Weight (kg) WBSF (kg)

Cow groups

Table 2 Mean±SE values of age at slaughter, live weight and Warner-Bratzler Shear Force 

(WBSF) of male and female 50% Angus x native crossbred beef

a b c	 Least square means with different letters within the column are significantly different  
	 (P < 0.01)     
A B	 Least square means with different letters within the row are significantly different  
	 (P < 0.01)
*	 Overall means
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Table 3 Probability of dependent variable of carcass quality traits in 50% Angus x native 

crossbred beef 

*	 p<0.05

Dependent variable of carcass quality traits	

	 REA	 REA/100	 Back fat	 BMS	 WBSF	

Mean	 62.24	 15.26	 7.08	 2.28	 14.63

R2	 0.254	 0.287	 0.922	 0.732	 0.675

	     	 	       Probability (P)

Sex	 0.827	 0.767	 0.021*	 0.012*	 0.145

Duration of fattening	 0.287	 0.322	 0.062	 0.010*	 0.453

Final weight	 0.927	 0.214	 0.817	 0.023* 	 0.089

Leptin5 genotype	 0.904	 0.904-	 0.859	 0.005**	 0.035*

CAPN1 genotype	 0.696	 0.745	 0.965	 0.162	 0.162

CAST genotype	 0.999	 0.993          0.213	 0.369	 0.369

CAPN1	 CC	 CT	 TT

	 nd	 11.53±1.95ns	 6.31±4.17ns

CAST	 AA	 AG	 GG

	 9.56±3.41ns	 8.15±3.97ns 	 9.05±3.51ns

Warner-Bratzler Shear Force (kg)

Mean±SE 

GenotypeGene

Table 4 Independent genotypic effect of calpain (CAPN1) and calpastatin (CAST) gene on 

Warner-Bratzler Shear Force of 22 rib eye steak muscles

nd 	 no data, 
ns	 non significance (p>0.05)
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