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Abstract

Objective—The objective of this study was to investigate the effect of storage time of native chicken 
frozen semen for 7 days and for a year on semen quality and fertility. 

Materials and Methods—Thirty-six Thai native cocks were housed under natural environmental condi-
tions, and semen were collected routinely twice a week, using the massage method.  Semen sample were 
cooled down to 5 ◦C and diluents plus DMF was added (6% DMF of total volume when the sperm concen-
tration was 1,200 x 106/ml).  Semen was loaded into 0.5 ml straws and frozen by simple vapour method; 
straws were frozen by  locate above liquid nitrogen (in styroform box) at -35 ◦C for 10 min and located at 
-135 ◦C for 5 min then plunged into liquid nitrogen. Straw were thawed in cold water (5 ◦C). The motility 
characteristics were examined by computer-assisted semen analyser (CASA). Fertility test of frozen se-
men was carried on by inseminated to layer hens. The experiments of Paired T-test were conducted with 
13 replications.

Results—Semen was evaluated for percentage of total motility,  percentage of progressive motile,  per-
centage of rapid cell,  percentage of medium cell, percentage of slow  cell,  and  percentage of static cell. 
The storage time were 7 day and 1 year did not significantly affect on semen quality (P>0.05).  The fertil-
ity and hatching rate of 7 day storage were 69.63% and 74.61%, and 1 year  storage  were 66.16% and  
71.15%  respectively. The storage time were 7 day and 1 year did not significantly affect on fertility and 
hatching rate (P>0.05). 

Conclusion—The effect of storage period (7 day and 1 year) of frozen semen at -196 ◦C did not signifi-
cantly affect on semen quality and fertility in Thai native chicken.
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 ผลของระยะเวลาในการเกบ็รักษา ต่อคุณภาพน�า้เช้ือและอตัราการ
ผสมตดิของน�า้เช้ือแบบแช่แขง็ในไก่พืน้เมอืงไทย

พรจิต สอนสีดา1,2,   เทวนิทร์  วงษพ์ระลบั1,2*,  บญัญติั  เหล่าไพบูลย์1

บทคัดย่อ

วตัถุประสงค์  เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาในการเกบ็รักษาน�้ าเช้ือแบบแช่แขง็ เป็นระยะเวลา 7 วนั  

และ 1 ปี ต่อคุณภาพน�้าเช้ือและอตัราการผสมติดของไก่พื้นเมืองไทย  

วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิการ ใชพ้อ่พนัธ์ุไก่พื้นเมืองไทย  จ�านวนทั้งส้ิน  36  ตวั    เล้ียงในโรงเรือนแบบ

เปิดภายใตส้ภาวะแวดลอ้มตามธรรมชาติ  ท�าการรีดเกบ็น�้าเช้ือสปัดาห์ละ 2 คร้ังเป็นประจ�า  โดยใน

แต่ละซ�้ ารวมน�้าเช้ือพอ่พนัธ์ุ (pool semen) เจือจางดว้ยน�้ายาสูตร Schramm ลดอุณหภมิูไปท่ี 5 °C  เติม

น�้ายาท่ีมี Dimethyl fromamine (DMF) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 6%  และมีความเขม้ขน้ของอสุจิ

ประมาณ  1,200 x 106/มล.  บรรจุน�้าเช้ือในหลอดขนาด  0.5 มล. ด�าเนินการแช่แขง็ดว้ยวธีิการแบบ

ง่ายโดยใชก้ล่องโฟมและองัไอไนโตรเจนเหลว  (simple vapour method)  องัไอไนโตรเจนท่ีบริเวณ

อุณหภมิู  -35 °C  นาน  12  นาที  และอุณหภมิู  -135 °C  นาน  5  นาทีหลงัจากนั้นท�าการจุ่มลง

ไนโตรเจนเหลวแลว้น�าไปเกบ็รักษา  ละลายน�้าเช้ือท่ีอุณหภมิู  5 °C  แลว้น�ามาศึกษาคุณลกัษณะของ

การเคล่ือนท่ีของอสุจิดว้ยเคร่ือง  Computer-assisted  semen  analysis (CASA)  และประเมินอตัรา

การผสมติดดว้ยการผสมเทียมใหก้บัแม่ไก่ทางการคา้  วิเคราะห์ผลการทดลองแบบ Paired T-test   

ท�าการศึกษาจ�านวน  13  ซ�้ า

ผลการศึกษา  การประเมินคุณภาพน�้าเช้ือดว้ยเคร่ือง  CASA   โดยอตัราการเคล่ือนที (% total motile), 

ร้อยละอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีตรงไปขา้งหนา้ (% progressive motile) ร้อยละของอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีเร็ว (% 

rapid cell), อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีเร็วปานกลาง (%medium cell),  อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีชา้ (% slow  cell)  และ 

อสุจิท่ีไม่เคล่ือนท่ี (% static cell) ในกลุ่มท่ีเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  7  วนั และ 1  ปี ไม่มีความแตก

ต่างกนัในทางสถิติ  (P>0.05)  ส่วนผลของระยะเวลาในการเกบ็รักษาน�้าเช้ือต่ออตัราการผสมติดและ

ฟักออก พบวา่ไม่มีความแตกทางสถิติในเร่ืองอตัราการผสมติดและการฟักออกเช่นกนั  โดยในกลุ่ม

ท่ีเกบ็รักษาน�้าเช้ือท่ี 7 วนัมีอตัราการผสมติดและฟักออกเท่ากบัร้อยละ  69.63  และ  74.61  และส�าหรับ

กลุ่มท่ีเกบ็รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็เป็นระยะเวลา 1 ปี มีอตัราการผสมติดและฟักออกเท่ากบัร้อยละ  

66.16  และ  71.15  ตามล�าดบั  (P>0.05)

ข้อสรุป  พบวา่ระยะเวลาในการเกบ็รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ในไก่พื้นเมืองไทยท่ี  7 วนั  และ  1  ปี  

ไม่มีความแตกต่างกนัในเร่ืองของคุณภาพน�้าเช้ือและอตัราการผสมติดอยา่งมีนยัส�าคญัทางสถิติ 
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บทนำา

 พนัธ์ุของสตัวปี์กในทอ้งถ่ินต่างๆ ของโลกไดมี้การสูญพนัธ์ุไปแลว้ประมาณ  9 % [1] ดงันั้น

การอนุรักษ์พนัธุกรรมจึงเป็นส่ิงส�าคญัซ่ึงควรท�าอย่างเร่งด่วนเพื่อรักษาความหลากหลายทาง

พนัธุกรรมไว ้ การท�าน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ซ่ึงวธีิการท่ีเป็นไปไดจ้ริงท่ีสุดในการอนุรักษพ์นัธุกรรมของ

สตัวปี์กในขณะน้ี  แต่ในปัจจุบนัอตัราการผสมติดจาการผสมเทียมดว้ยน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ยงัไม่เป็น

ท่ีน่าพอใจ  [2]  เน่ืองจากอสุจิของสตัวปี์กนั้นมีความไวต่อความเสียหายจากกระบวนการแช่แขง็และ

การท�าละลาย  [3] โดยกระบวนการแช่แขง็นั้นก่อความเสียหายต่อเยือ่หุม้เซลล ์ ของเหลวท่ีอยูภ่ายใน

เซลลแ์ละเอนไซมต่์างๆ  องคป์ระกอบของไขมนัในเยือ่หุม้เซลล ์ กระบวนการเมตาบอลึซ่ึมของเซลล์

อสุจิ  ปริมาณ ATP [4-5] และสารพนัธุกรรมท่ีอยูภ่ายในเซลลอี์กดว้ย [6]  

 นอกจากผลเสียในกระบวนการแช่แขง็แลว้ยงัมีผลกระทบในเร่ืองอุณหภูมิในการเกบ็รักษา

ต่อคุณภาพน�้าเช้ือ  โดยน�้าเช้ือแบบแช่แขง็เกบ็รักษาท่ีอุณหภมิู  -20 ◦C, -70 ◦C และ -196 ◦C พบวา่

อุณหภมิูของการเกบ็รักษาน�้าเช้ือแช่แขง็ไวท่ี้ -70 ◦C และ -196 ◦C  มีผลดีต่อคุณภาพน�้าเช้ือมากกวา่

กลุ่มท่ีเกบ็รักษาไวท่ี้ -20 ◦C  [7] โดย  Watson (1995)  [8] รายงานวา่น�้าเช้ือแบบแช่แขง็ส่วนใหญ่มี

ทั้งเกบ็รักษาไวท่ี้อุณหภมิู  -79 ◦C ในน�้าแขง็แหง้ และเกบ็รักษาไวท่ี้ -196 ◦C  ในไนโตรเจนเหลว ซ่ึง  

Mazur (1980) [9] รายงานวา่น�้าเช้ือแบบแช่แขง็อาจสามารถรักษาสภาพของสารพนัธุกรรมไดย้าวนาน  

3000 ปีเม่ือเกบ็ไวใ้นน�้าแขง็แหง้  และ 10,000 ปีในไนโตรเจนเหลว ก่อนท่ีสารพนัธุกรรมจะเส่ือสลาย

ไป  แต่อยา่งไรกต็ามจากการศึกษา Macpherson (1954)  [10] รายงานวา่ผลของระยะเวลาการเกบ็

รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ในโคท่ีอุณหภมิู -79 ◦C  พบวา่เม่ือเกบ็รักษาเป็นระยะเวลายาวนาน 15 เดือน

ใหอ้ตัราการผสมติดต�่ากวา่ในน�้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีเกบ็รักษา 1-3 วนัอยา่งมีนยัส�าคญัทางสถิติ (P<0.05)  

เช่นเดียวกบัการศึกษาใน Harald Trummer et al. (1998) [11] รายงานวา่น�้าเช้ือแช่แขง็ของมนุษยเ์กบ็

รักษาท่ีอุณหภมิู  -70 ◦C และ -196 ◦C  พบวา่การเกบ็รักษา 7 วนัใหคุ้ณภาพน�้าเช้ือสูงกวา่น�้าเช้ือแช่

แขง็ท่ีเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา 3 เดือนในทั้งสองอุณหภมิูอยา่งมีนยัส�าคญัทางสถิติ   

 ดงันั้นจากการการศึกษาขา้งตน้จะเห็นไดว้า่ระยะเวลาในการเกบ็รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็นั้น

มีผลต่ออตัราการติดไม่มากกน็อ้ย  แต่การศึกษาเร่ืองดงักล่าวในไก่พื้นเมืองยงัขาดขอ้มูล  ดงันั้นการ

ศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พือ่เปรียบเทียบผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ของไก่
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พื้นเมืองต่อคุณภาพน�้าเช้ือและอตัราการผสมติด  

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ

 สัตว์ทดลอง 

 ใชพ้อ่พนัธ์ุไก่พื้นเมืองไทยจ�านวนรวม 36 ตวั แยกเล้ียงพอ่พนัธ์ุในกรงขงัเด่ียว และในการ

ทดลองทดสอบอตัราการผสมติดของน�้าเช้ือแช่แขง็ใชแ้ม่พนัธ์ุไก่ไข่ทางการคา้มีอตัราการไขอ่ยูท่ี่ร้อย

ละ 80 ข้ึนไป รวมทั้งส้ินจ�านวน 156 ตวั โดยท�าการผสมเทียมกลุ่มละ 78 ตวั  ด�าเนินการเล้ียงดูภายใต้

โรงเรือนแบบเปิดภายใตม้าตราฐานฟาร์ม  ภาควิชาสตัวศาสตร์  คณะเกษตรศาสตร์  มหาวิทยาลยั

ขอนแก่น

น�้ำยำเจอืจำง

 น�้ายาเจือจางท่ีใชคื้อสูตร Schramm โดยมีองคป์ระกอบทางเคมี(ใชผ้ลิตภณัฑข์อง Sigma) ใน

น�้า 1 ลิตรดงัน้ี Magnesium  acetate 0.70 กรัม, Sodium  glutamate 28.50 กรัม,   Glucose 5.00 กรัม,  

Inositol 2.50 กรัม,   และ Potassium  acetate 5.00 กรัม [12] 

กำรรีดน�้ำเช้ือและกำรลดอณุหภูมิของน�้ำเช้ือ

 ท�าการรีดโดยบีบกน้และเกบ็น�้าเช้ือทนัที รองเกบ็น�้าเช้ือดว้ยหลอดท่ีสะอาดขนาด 1.5 ml ซ่ึง

จะมีน�้ ายาเจือจางอยู่ 200 µl แช่น�้ าเยน็ท่ีอุณหภูมิ 20 ◦C ประเมินคุณภาพน�้ าเช้ือเบ้ืองตน้ภายใต้

กลอ้งจุลทรรศนแ์บบ bright microscope น�้าเช้ือท่ีปนเป้ือนและเคล่ือนท่ีต�่ากวา่ร้อยละ 80 จะไม่น�ามา

ศึกษา รวบรวมน�้ าเช้ือแต่ละพ่อพนัธ์ุในหลอดเดียวกนั (pooled semen) เติมน�้ ายาเจือจางอีกให้ได้

สดัส่วน 1:3 (น�้าเช้ือ : น�้ ายา)  

กำรแช่แขง็และกำรท�ำละลำยน�้ำเช้ือ

 ด�าเนินการแช่แขง็ตามวธีิการท่ีอา้งโดย  Vongpralub et al., (2011) [13]  ภายใตอุ้ปกรณ์แบบ

ง่ายวิธีการโดยสังเขปคือ  ภายหลงัการเจือจางน�้ าเช้ือลดอุณหภูมิไปท่ี 5◦C โดยใชเ้วลาประมาณ 1 

ชัว่โมง เตรียมน�้ายาท่ีมีส่วนผสม dimethylformamide (DMF) โดยค�านวณองคป์ระกอบเป็นร้อยละ 6 

ของปริมาตรสุดทา้ยทั้งหมดท่ีท�าการแช่แขง็น�้าเช้ือ   เจือจางส่วนสุดทา้ยเป็น  1: 4 (น�้าเช้ือ : น�้ ายา)  

บรรจุน�้าเช้ือเจือจางในหลอด straw ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปิดปลายหลอดดว้ยผง polyvinyl alcohol บ่ม

หลอดน�้าเช้ือเจือจางท่ีอุณหภมิู 5 ◦C นาน 15 นาที จากนั้นเช็ดหลอดบรรจุน�้าเช้ือใหแ้หง้โดยใชเ้วลา

ใหส้ั้นท่ีสุดเพื่อป้องกนัการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิ น�าหลอดน�้าเช้ือวางบนตะแกรงในกล่องโฟมเหนือ

ไนโตรเจนเหลวบริเวณท่ีมีอุณหภมิูประมาณ -35 ◦C เป็นเวลานาน 12 นาที ลดอุณหภมิูลงมาท่ีระดบั 

-135 ◦C นาน 5 นาที ก่อนจุ่มหลอดฟางบรรจุน�้าเช้ือลงในไนโตรเจนเหลว  ส�าหรับการท�าละลายน�้า

เช้ือ  น�าหลอดบรรจุน�้าเช้ือออกจากถงัไนโตรเจนเหลว จุ่มลงในน�้าเยน็อุณหภมิู 2–5 ◦C นาน 5 นาที 

น�าไปประเมินคุณภาพน�้าเช้ือและผสมเทียมต่อไป
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กำรประเมินคณุภำพอสุจิ

 การประเมินคุณภาพน�้าเช้ือโดยใชเ้คร่ือง  Computer-Assisteds  Sperm  Analyser  ดว้ยระบบ

เคร่ืองของ  CASA;  GTM-IVOS  รุ่น  12.3 D  Hammilton- Thorne  Bioscience, MA, USA  โดยหยด

ตวัอยา่งลงบนแผน่สไลดต์วัอยา่งละ  3  µl  โดยตั้งค่าอุ่นสไลดท่ี์  25 ◦C  โดยแต่ละตวัอยา่งจะวดัค่าของ  

ร้อยละการเคล่ือนท่ีทั้งหมด,  ร้อยละการเคล่ือนท่ีแบบตรงไปขา้งหนา้,  ร้อยละอสุจิเคล่ือนท่ีเร็ว,  ร้อยละ

อสุจิเคล่ือนท่ีปานกลาง,  ร้อยละอสุจิเคล่ือนท่ีชา้,  และร้อยละอสุจิไมเ่คล่ือนท่ี  ด�าเนินการประเมิน

คุณภาพ ณ ศนูยผ์ลิตน�้าเช้ือแช่แขง็พอ่พนัธ์ุล�าพญากลาง กรมปศุสตัว์

กำรประเมินอัตรำกำรผสมติด

 การประเมินอตัราการผสมติดดว้ยการผสมเทียมนั้น ด�าเนินตามวิธีการผสมเทียม  โดยใช ้   

ไซริงคข์นาด 1 มิลลิลิตรท่ีถอดปลายเขม็ฉีดยาออกแลว้  ดูดบรรจุน�้าเช้ือ 0.4 มิลลิลิตร ผสมเทียมโดย

การสอดไซริงคค์วามลึกประมาณ 4 ซม. ด�าเนินการผสมเทียมในช่วงบ่ายประมาณ  15.00 น. ท�าการ

การเกบ็ไข่ ในวนัท่ี  2 – 8  หลงัผสมเทียมใหแ้ม่ไก่ไข่  น�าไข่เขา้ฟักเม่ือเขา้ฟักครบ  7 วนัท�าการส่อง

ไข่เพื่อประเมินดูอตัราการผสมติด  และประเมินอตัราการฟักออกเม่ือมีอายเุขา้ฟักท่ี  22  วนั

กำรวเิครำะห์ทำงสถติิ

 การศึกษาในคร้ังน้ีท�าการทดสอบความแตกต่างระหว่างระยะเวลาในการเก็บรักษาน�้ าเช้ือ

แบบแช่แขง็ท่ีอุณหภมิู -196 ◦C  เปรียบเทียบสองระยะเวลาในการเกบ็รักษาคือ  เกบ็รักษาเป็นเวลา  7 

วนั  และ   1  ปี  ต่อคุณภาพน�้าเช้ือและอตัราการผสมติด  ท�าการศึกษาวเิคราะห์ค่าทางสถิติแบบ pair 

t-test  โดยท�าการแช่แขง็น�้าเช้ือจ�านวนทั้งส้ิน  13  ซ�้ าเพื่อน�าไปใชใ้นการตรวจคุณภาพและประเมิน

อตัราการผสมติด

ผลการทดลอง

 จากการทดลองผลของการเกบ็รักษาน�้ าเช้ือแบบแช่แขง็ท่ีท�าการเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  7  

วนั  เปรียบเทียบกบัการเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  1 ปี  ต่อคุณภาพน�้าเช้ือซ่ึงท�าการประเมินดว้ยเคร่ือง  

CASA  พบวา่ระยะเวลาในการเกบ็รักษาไม่มีผลต่อคุณภาพน�้าเช้ือ   โดยในน�้าเช้ือแช่แขง็ท่ีเกบ็รักษา

เป็นระยะเวลา  7 วนัภายหลงัการละลายมีอตัราการเคล่ือนท่ีทั้งหมด (%total motile) เท่ากบั  54.87 

ส่วนในน�้าเช้ือแช่แขง็ท่ีเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา 1 ปีมีอตัราการเคล่ือนท่ีทั้งหมดเท่ากบั 56.13  ส่วน

ร้อยละของอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีตรงไปขา้งหนา้ (%progressive motile)  ในกลุ่มท่ีเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  

7  วนั และ  1  ปีเท่ากบัร้อยละ  25.51  และ  27.35  ตามล�าดบั  และในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้ �าการเปรียบ

เทียบลกัษณะในการเคล่ือนท่ีของความเร็วอสุจิออกเป็น 4 ประเภทไดแ้ก่อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีเร็ว  ปานกลาง  

ชา้  และไม่เคล่ือนท่ี พบวา่ระยะเวลาในการเกบ็รักษาไม่มีผลต่อความเร็วในการเคล่ือนท่ีของอสุจิทั้ง  

4  แบบเช่นกนั  ส�าหรับร้อยละของอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีเร็ว (%rapid cell), อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีเร็วปานกลาง 
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(%medium cell), อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีชา้ (%slow  cell )  และอสุจิท่ีไม่เคล่ือนท่ี (%static cell) ในกลุ่มท่ี

เกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  7  วนั เท่ากบัร้อยละ  44.76,  9.43,  14.9,  และ  30.33  และในกลุ่มระยะเวลา

ในการเกบ็รักษา  1  ปีเท่ากบัร้อยละ  46.15,  9.79,  14.56,  และ  29.7  ตามล�าดบั (Table 1)

 จากการศึกษาผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาน�้ าเช้ือแบบแช่แขง็เป็นระยะเวลา  7  วนั  

เปรียบเทียบกบัการเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  1 ปี  ต่ออตัราการผสมติดและการฟักออก  ภายหลงัการน�า

น�้ าเช้ือแบบแช่แขง็ผสมเทียมใหก้บัแม่ไก่ทางการคา้  พบวา่ระยะเวลาของการเกบ็รักษาน�้ าเช้ือแบบ

แช่แขง็ผลต่อไม่มีความแตกในเร่ืองอตัราการผสมติดและการฟักออก  โดยในกลุ่มท่ีเกบ็รักษาน�้าเช้ือ

ท่ี 7 วนัมีอตัราการผสมติดและฟักออกเท่ากบัร้อยละ  69.63  และ  74.61  และส�าหรับกลุ่มท่ีเกบ็รักษา

เป็นระยะเวลา 1 ปี มีอตัราการผสมติดและฟักออกเท่ากบัร้อยละ  66.16  และ  71.15  ตามล�าดบั  ดงั

แสดงใน  Table 2

วิจารณ์

 จากการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ระยะเวลาในการเกบ็รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ไม่มีผลต่อ

คุณภาพน�้าเช้ือและอตัราการผสมติด  สอดคลอ้งกบัการศึกษาในน�้าเช้ือแพะพบวา่เม่ือท�าการเกบ็รักษา

Table 1.  The Effect of Storage Time (7 Day and 1 Year) on Post-thaw Motility of Thai Native 

Chicken Frozen Semen Quality

 Storage period
(13 replication)

Total
motile (%)

Progressive
motile (%)

Rapid
cell (%)

Medium
cell (%)

Slow 
cell (%)

Static
cell (%)

7 day 54.87 25.51 44.76 9.43 14.9 30.33

1 year 56.13 27.35 46.15 9.79 14.56 29.7

P-value 0.5392 0.4118 0.6166 0.7782 0.8422 0.7001

Table 2.  The Effect of Storage Time (7 Day and 1 Year) on Frozen Semen of Thai Native 

Chicken on Fertility and Hatching Rate

Storage period
(13 replication) Number of egg set % Fertility

% Hatching
of fertile eggs

7 day 430 69.63 74.61

1 year 421 66.16 71.15

P-value - 0.2578 0.2577
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น�้าเช้ือแบบแช่แขง็เป็นระยะเวลา  1  ปีพบวา่ไม่มีความแตกต่างของคุณภาพน�้าเช้ือกบักลุ่มท่ีเกบ็รักษา

น�้าเช้ือเป็นระยะเวลา  1, 30, และ  90  วนั [14]  และการศึกษาของ Feldschuh et al. (2005)  [15]  ท�าการ

ศึกษาในน�้าเช้ือของมนุษยเ์กบ็รักษาเป็นระยะเวลา 28  ปีพบวา่ยงัคงสามารถใหก้�าเนิดบุตรได ้ ส่วน

การศึกษาในน�้าเช้ือแช่แขง็ของไก่พนัธ์ุไวทเ์ลกฮอร์น (White Leghorn) เกบ็รักษาท่ีอุณหภมิู -196 ◦C 

เป็นระยะเวลานาน 9 ปี พบวา่ยงัคงสามารถใหอ้ตัราการผสมติดเท่ากบั 46.8 [16] ทั้งน้ีอาจจะเน่ืองมา

จากความเส่ือมสลายของน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ท่ีเกบ็รักษาไวท่ี้อุณหภมิู  -196 ◦◦C  เกิดข้ึนไดแ้บบชา้ๆ  

จึงท�าให้การศึกษาในคร้ังน้ีไม่มีความแตกต่างกนัในเร่ืองอตัราการผสมติดและคุณภาพน�้ าเช้ือเม่ือ

ท�าการเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  1  ปี  

 โดย Watson (1995) [7] รายงานวา่น�้าเช้ือแบบแช่แขง็ส่วนใหญ่มีทั้งเกบ็รักษาไวท่ี้อุณหภมิู  

-79 ◦C ในน�้าแขง็แหง้ และเกบ็รักษาไวท่ี้ -196 ◦C  ในไนโตรเจนเหลว ซ่ึง Mazur (1980)  [9] รายงาน

วา่หากเกบ็ไวใ้นน�้าแขง็แหง้สามารถคงสภาพสารพนัธุกรรมไดป้ระมาณ  3000 ปี และในไนโตรเจน

เหลวประมาณ 10,000  ปีก่อนท่ีสารพนัธุกรรมจะเส่ือสลายไป  แสดงใหเ้ห็นวา่การเกบ็รักษาแมจ้ะ

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต�่ายงัเกิดความเส่ือมสลายตามกาลเวลาท่ีเก็บรักษา และเม่ือเก็บรักษาน�้ าเช้ือท่ี

อุณหภมิู -79 ◦C  เกิดความเส่ือมสลายต่อสารพนัธุกรรมไดเ้ร็วกวา่การเกบ็ท่ีอุณหภมิู -196 ◦C  ทั้งน้ี

อาจเน่ืองมาจากท่ีอุณหภมิูต�่ากวา่ -130 ◦C  ลงมาเซลลจ์ะมีการ metabolism ท่ีนอ้ยมากหรือเกือบคงท่ี

และเซลลท่ี์เกบ็ไวท่ี้อุณหภมิูน้ีจึงเกิดความเส่ือมสลายไดน้อ้ยมาก [17] ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงพบวา่

ไม่มีความแตกต่างในเร่ืองของคุณภาพน�้าเช้ือและอตัราการผสมติด ต่างจากการศึกษาของ Rahman  

et al. 2011  [18]ไดท้�าการเกบ็รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ในมนุษยท่ี์อุณหภมิู  -85 ◦◦C  และ -196 ◦C  เกบ็

รักษาน�้าเช้ือยาวนานเป็นเวลา  7  วนั  และ  30  วนั  พบวา่ระยะเวลาของการเกบ็รักษาไม่มีผลต่อ

คุณภาพน�้าเช้ือและความสมบูรณ์ของ  DNA  ทั้งน้ีอาจเน่ืองมากจากการเกบ็รักษาน�้ าเช้ือนั้นเกบ็ไว้

เพียง 1 เดือนซ่ึงเป็นช่วงระยะเวลาท่ีสั้นการเส่ือมสลายของเซลลย์งัเกิดไม่มากจึงท�าใหไ้ม่เห็นความ

แตกต่างในการศึกษาน้ี  การศึกษาใน Harald Trummer et al. (1998) [11] ไดท้ �าการศึกษาพบวา่ในน�้า

เช้ือแช่แขง็ของมนุษยท่ี์ท�าการเกบ็รักษาท่ีอุณหภมิูเป็นระยะเวลา 7  วนัพบวา่ใหมี้คุณภาพน�้าเช้ือท่ีดี

กวา่น�้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา 3 เดือนอยา่งมีนยัส�าคญัทางสถิติ  ทั้งน้ีเน่ืองมาจากการ

ศึกษาดงักล่าวไดท้�าการเกบ็รักษาน�้าเช้ือท่ีอุณหภมิูสูงกวา่การศึกษาน้ีท�าใหเ้กิดอตัราการ  metabolism 

ของเซลลไ์ดสู้งกวา่จึงท�าใหเ้กิดการเส่ือมของคุณภาพน�้าเช้ือท่ีเร็วกวา่ในการศึกษาคร้ังน้ี

 แมก้ารศึกษาคร้ังน้ีใชว้ธีิการแช่แขง็ตามวธีิการ  simple vapour method [13]  ซ่ึงเป็นวธีิการ

แช่แขง็แบบง่ายโดยใชเ้พียงกล่องโฟมและการองัไอไนโตรเจนเหลวเท่านั้น  ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีง่ายและ

ประหยดัตน้ทุนในการผลิตเม่ือเทียบกบัการใชโ้ปรแกรมอตัโนมติัในการแช่แขง็  แต่พบวา่ใหอ้ตัรา

การผสมติดดี  สอดคลอ้งกบัรายงานของ Vongpralub et al. (2011) [13]  และในการศึกษาน้ีท�าการแช่

แขง็และเกบ็รักษาน�้าเช้ือเป็นระยะเวลา 1 ปี  ยงัพบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัในเร่ืองของคุณภาพน�้าเช้ือ
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และอตัราการผสมติดกบัการเกบ็รักษา  7 วนันอกจากน้ีแลว้อตัราการผสมติดของน�้าเช้ือแบบแช่แขง็

ยงัสูงกวา่มาตรฐานขั้นต�่าซ่ึงยอมรับท่ีร้อยละ  ภายใตก้ารผสมเทียม  2 คร้ัง/สปัดาห์  [19]  แสดงให้

เห็นวา่วธีิการดงักล่าวสามารถน�าไปใชแ้ช่แขง็น�้าเช้ือในไก่พื้นเมืองไทยไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ

 จากการศึกษาผลของการเกบ็รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ท่ีท�าการเกบ็รักษาเป็นระยะเวลา  7  วนั  

และ  1 ปี พบวา่ระยะเวลาของการเกบ็รักษาน�้าเช้ือแบบแช่แขง็ไม่มีผลต่อความแตกในเร่ืองคุณภาพ

น�้าเช้ือ  อตัราการผสมติดและการฟักออก 

กิตติกรรมประกาศ

 งานวจิยัน้ีไดรั้บการสนบัสนุนส่วนหน่ึง จากศนูยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร 

ส�านกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและวิจยัดา้นวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส�านกังานคณะกรรมการการ

อุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ ศนูยว์จิยัเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตรเพือ่เศรษฐกิจท่ีย ัง่ยนื   คณะ

เกษตรศาสตร์  มหาวทิยาลยัขอนแก่น   คณะวจิยัใคร่ขอขอบคุณโครงการพฒันาศูนยเ์ครือข่ายวจิยั

และพฒันาดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุสตัว(์ไก่พื้นเมือง)  ท่ีอนุเคราะห์เงินสนบัสนุนและพอ่พนัธ์ุไก่พ้ืน

เมือง  และภาควชิาสตัวศาสตร์  คณะเกษตรศาสตร์  มหาวทิยาลยัขอนแก่นท่ีไดเ้อ้ือเฟ้ือสถานท่ีในการ

ท�าวจิยั  และแม่พนัธ์ุไก่ไข่ทางการคา้เพื่อใชใ้นการทดสอบอตัราการผสมติด
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