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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 

การคัดเลือกและการปรับปรุงพันธุโคนมนั้น สิ่งสําคัญประการหนึ่งที่ตองคํานึงถึงคือ 
ความถูกตอง และแมนยํา ในการคัดเลือกตัวสัตวที่มีความสามารถทางพันธุกรรมสูงที่สุด เพื่อใช
เปนพอแมพันธุในการผลิตลูกตอไป ความถูกตอง ในการคัดเลือกพอแมพันธุที่ดีเดนเนื่องจาก
พันธุกรรมที่แทจริงนั้น ยอมทําใหแผนการพัฒนาและปรับปรุงพันธุสัตว มีความกาวหนาเพ่ิมข้ึน
สําหรับการคัดเลือกพอแมพันธุโคนมที่ใหผลผลิตสูง สามารถถายทอดคุณภาพและปริมาณของ
ผลผลิตน้ํานมไปยังรุนลูกไดมากหรือนอย ข้ึนอยู กับผลการประมาณคุณคาการผสมพันธุ 
(breeding value) อันเปนอิทธิพลของยีนบวกสะสม ที่บอกคาความสามารถทางพันธุกรรมของ
สัตวแตละตัว สําหรับการปรับปรุงพอพันธุโคนมที่ถายทอดลักษณะที่แสดงออกเฉพาะเพศเมีย ซึ่ง
ไมสามารถวัดไดโดยตรงจากพอพันธุ จําเปนตองอาศัยขอมูลผลผลิตของลูกสาวในการประเมินคา
ทางพันธุกรรม ดังนั้นลักษณะที่แสดงออกในลูกจะสามารถเปนตัวบงชี้ถึงกรรมพันธุของพอได โดย
ที่การประมาณคุณคาการผสมพันธุในการถายทอดพันธุกรรม จะข้ึนอยูกับความถูกตองในการ
บันทึกขอมูล และความสัมพันธ (relationship)  ระหวางตัวสัตวเปนสําคัญ (Baron et al, 2002) 

 
ความสัมพันธทางสายเลือดเพื่อบงช้ีความเปนพอลูกที่ถูกตอง ที่ไดจากการศึกษาบันทึก

พันธุประวัติของสัตว จากการทดสอบ progeny test นั้น เปนส่ิงสําคัญในการบงบอกถึงการ
ถายทอดลักษณะพันธุกรรมที่ดีจากพอไปสูลูก อยางไรก็ตาม การจดบันทึกขอมูลที่ไมถูกตอง อาจ
สงผลทําใหเกิดความคลาดเคลื่อนในการประมาณคาทางพันธุกรรมได โดยจะกอใหเกิดอคติ 
(biased) สงผลกระทบตอการประเมินคาทางพันธุกรรม ลดความแมนยําในการทดสอบ progeny 
test ทําใหคาอัตราพันธุกรรมที่คํานวณไดไมตรงกับคาที่เปนจริงในตัวสัตว และสงผลกระทบตอ
ความกาวหนาทางดานพันธุกรรม ทําใหการปรับปรุงพันธุใชระยะเวลานานขึ้น (Van Vleck,1970b; 
Israel and Weller, 2000; Gelderman et al., 1986) สําหรับความผิดพลาดในการบงชี้พอพันธุ 
(paternity misidentification) นั้น สามารถกอใหเกิดอคติ ในการประมาณคาพารามิเตอรทาง
พันธุกรรม โดยอคติที่เพิ่มข้ึนจะเปนสัดสวนตามการบันทึกที่ไมถูกตองเพิ่มข้ึน (Bonos et al., 
2001) ซึ่งการศึกษาที่ผานมาไดมีการพิจารณาถึง การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมจากพอสูลูก 
ทั้งจากการศึกษาขอมูลจริง และศึกษาจากขอมูลทําการจําลองขึ้น (simulated data)ของกลุม
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ประชากร (Van Vleck;1970b ;Gelderman et al; 1986,)  ทําการประมาณคาดวย animal model 
(Israel and Weller, 2000; Bonos et al., 2001) จากการศึกษาพบวา ความไมถูกตองของ
ความสัมพันธพอกับลูก จะกอใหเกิดอคติหรือความลําเอียงในการประมาณคาอัตราพันธุกรรม การ
ประมาณคาการผสมพันธุ และสงผลใหความกาวหนาทางพันธุกรรมลดลง ทําใหการปรับปรุงพันธุ
ไมเปนไปตามวัตถุประสงคที่วางไวได จึงจําเปนอยางย่ิงที่จะตองคํานึงถึงความถูกตองของการ
บันทึกขอมูลพันธุประวัติ 

 
ปจจุบันนี้ความกาวหนาทางดานอณูพันธุศาสตร ไดมีการพัฒนาไปอยางรวดเร็ว และ

สามารถนํามาประยุกตใชใหเกิดประโยชนอยางกวางขวางในดานการปรับปรุงพันธุโคนม เพื่อใช
ประโยชนดานตางๆ เชน การบงชี้ลักษณะเฉพาะตัว และบอกความสัมพันธทางสายเลือด เปนตน
สําหรับเทคนิคที่ประยุกตใชในการตรวจความสัมพันธระหวางพอกับลูก (paternity testing) เปน
เทคนิคที่ใชศึกษาเพ่ือบอกความเปนพอลูกที่แทจริงของสัตว ในรูปแบบของ probability of 
exclusion (PE) และ Combine probability exclusion (CPE) (Jamison and Taylor, 1997) เพ่ือ
ใชประโยชนในการเพ่ิมความถูกตอง ในการบันทึกขอมูลพันธุประวัติ ที่จะเปนประโยชนอยางย่ิงใน
การประเมินคาพารามิเตอรทางพันธุกรรม ซึ่งในการตรวจสอบนี้จะตองใชเครื่องหมายพันธุกรรม 
(marker) ที่มีความหลากหลายของอัลลีลสูงเพื่อที่จะบงชี้คุณลักษณะจําเพาะของสัตวไดแมนยํา
ข้ึน (Vankan and Faddy, 1999; Usha et al., 1995) เครื่องหมายพันธุกรรม ชนิดไมโครแซทเทล
ไลท (microsatellite marker) เปนเครื่องหมายที่มีความเหมาะสม ในการนําไปหาความสัมพันธ
พอกับลูกได (Fries et al., 1990) เนื่องจาก มีความผันแปรของจํานวนซ้ําสูง หรือมีความ
หลากหลายของจํานวนอัลลีล มีกระจายอยูทั่วไปตลอดทั้ง ยีโนม สามารถเลือกใชไดทีละหลาย
ตําแหนงได ทําใหการตรวจสอบมีความละเอียดและถูกตองมากยิ่งขี้น (Tantz, 1993) การ
ประยุกตใชเทคนิคทางดานอณูพันธุศาสตร เพื่อตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือด จึงเปนการ
นําเอาความรูในระดับโมเลกุลมาประยุกตใชในการปรับปรุงพันธุสัตว เพื่อปองกันความผิดพลาด
ในการบงชี้ความสัมพันธทางเครือญาติ อันจะสงผลตอการประเมินคาพารามิเตอรทางพันธุกรรม 
และทําใหการปรับปรุงพันธุไมตรงตามวัตถุประสงคที่วางไว (Ron et al., 1996; Baron et al., 
2002; Vissher et al., 2002) 

 
การปรับปรุงพอพันธุโคนมในประเทศไทย มีการคัดเลือกและจัดลําดับพอพันธุ จากการ

ประมาณคุณคาการผสมพันธุ โดยมีการวิเคราะหขอมูลของลักษณะผลผลิตน้ํานมเปนหลักบน
พ้ืนฐานความรวมมือกับเกษตรกรที่เขารวมโครงการ ปจจุบันไดมีการพัฒนารูปแบบการวิเคราะห
ขอมูล เพื่อความถูกตอง แมนยํา ในการประมาณคุณคาการผสมพันธุอยูเสมอ เพ่ือใหการปรับปรุง



 3

พันธุ โคนมนั้นมีความกาวหนาตามวัตถุประสงคที่ไดวางแผนไว ซึ่งการพัฒนาดังกลาวจะขึ้นอยูกับ
พ้ืนฐานของขอมูลที่ทําการบันทึกโดยเฉพาะขอมูลพันธุประวัติ และการบันทึกขอมูลที่ดีจะชวยให
การประเมินพันธุสัตวถูกตอง (มนตชัย, 2544)  อยางไรก็ตาม หากการบันทึกพันธุประวัติที่
ผิดพลาด เชน การจดเบอรพอพันธุ กับลูกสาวไมถูกตอง หรือไมสามารถระบุไดวาเปนลูกของพอ
ตัวใด ก็ยอมทําใหมีโอกาสการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุ โคนมผิดพลาดไดเชนกัน 

 
การประยุกตใชเทคนิคทางดานอณูพันธุศาสตรในรูปแบบของ paternity testing ในการ

ตรวจพิสูจนความสัมพันธพอกับลูกนั้น เปนการศึกษาในระดับโมเลกุล เพื่อบอกถึงความสัมพันธ
กันทางสายเลือดของสัตวที่อาศัยผลที่ไดจากหองปฏิบัติการ สําหรับชวยเพิ่มความถูกตอง ชัดเจน
ของขอมูลความสัมพันธพอกับลูกที่ทาํการบันทึกพันธุประวัติ ที่นาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่จะชวย
เสริมใหการบันทึกขอมูลมีความถูกตองมากยิ่งขึ้น อันเปนการเพิ่มประสิทธิภาพ และความแมนยํา 
ในการคัดเลือกพอพันธุโคนม 
 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย  
  

1. เพื่อประเมินประสิทธิภาพการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกโดยใชเครื่องหมาย
พันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท 

 
2. เพื่อตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอพันธุกับลูกสาว จากขอมูลที่บันทึกพันธุ

ประวัติ ที่เขาทดสอบ progeny test โดยใชเครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซท
เทลไลท  

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
  

1. ทราบประสิทธิภาพการตรวจสอบหาความสัมพันธพอกับลูก (paternity testing) 
ของประชากรโคนมไทย ดวยเครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลทได 

 
2. สามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือดได เพ่ือใชเปน

เครื่องมือในการแกปญหาประวัติพันธุสัตว ในภาคสนามไดอยางถูกตอง แมนยํา 
และใชประโยชนในดานการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุสัตวไดอยางนาเชื่อถือย่ิงขึ้น 
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3. สามารถตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอลูกได จากขอมูลพันธุประวัติของ
ประชากรโคนมไทยไดดวยเครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลทได 

 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
  

การคัดเลือกพอแมพันธุที่ดีเดนเนื่องจากพันธุกรรมที่แทจริงและมีความถูกตองยอมให
แผนการพัฒนาและปรับปรุงพันธุสัตวมีความกาวหนาเพิ่มข้ึน สําหรับการคัดเลือกและปรับปรุงพอ
พันธุโคนม ตองใชขอมูลของลูกสาวในการประมาณคุณคาการผสมพันธุ เพื่อเปนการบงบอกถึง
ความสามารถในการถายทอดคุณภาพและปริมาณของผลผลิตน้ํานมไปยังรุนลูกได จึงตองอาศัย
ความสัมพันธทางสายเลือดที่ถูกตอง ชัดเจนจากการบันทึกขอมูลพันธุประวัติ อยางไรก็ตาม การ
บันทึกขอมูลที่มีความคลาดเคลื่อน ไมถูกตอง ของความสัมพันธพอกับลูกยอมสงผลตอการ
ประมาณคาทางพันธุกรรมได จึงจําเปนตองนําความรูและเทคโนโลยีทางดานพันธุศาสตร เขามามี
สวนชวยในการศึกษาวิจัย เพื่อใหการปรับปรุงพันธุตรงตามวัตถุประสงคที่ตองการได 

 
2.1 การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ 

 
ลายพิมพดีเอ็นเอ หรือ DNA fingerprinting หมายถึง ลักษณะทางพันธุกรรมของ

ส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะเฉพาะตัว ที่ไมเหมือนใครและไมมีใครเหมือน (ยกเวนฝาแฝดแท) ที่เปนเชนนี้
เนื่องมาจากไดรับการถายถอดดีเอ็นเอมาจากพอครึ่งหนึ่งและจากแมครึ่งหนึ่ง กลายเปนดีเอ็นเอ
ชุดใหม ที่มีลักษณะเฉพาะตัวในรุนตอ ๆ ไป จึงสามารถนํามาใชเปนตัวชวยในการบงบอกลักษณะ
ของสิ่งมีชีวิตที่แตกตางกันได โดยใชเครื่องหมายพันธุกรรม 

 
2.2 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ คือ การใชดีเอ็นเอ มาเปนเครื่องหมายในการตรวจสอบ ถึงความ
แตกตางในระดับยีน หรือดีเอ็นเอของสัตวที่เราศึกษา เปนลําดับเบสชวงหนึ่งบนโครโมโซม ซึ่ง
สามารถบงบอกตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งบนโครโมโซมที่ตรวจสอบได มีการถายทอดไปสูรุนลูกได 

 
ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความจําเพาะของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง สายพันธุหนึ่ง สปชีส

หนึ่ง หรือในระดับตางสปชีส เปนดีเอ็นเอที่อยูที่ตําแหนงหนึ่งๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือ
ดีเอ็นเอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA) การที่สามารถใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายได
เนื่องจากเกิดความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือเกิดโพลิมอร
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ฟซึม (polymorphism) ของลําดับเบสในโมโลกุลของดีเอ็นเอ  เครื่องหมายดีเอ็นเอ ที่นํามาใชใน
การตรวจสอบในสัตว ไดแก RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), Single 
Strand Conformational Polymorphism (SSCP), Random Amplified Polymorphic (RAPD), 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) และ Microsatellite เปนตน 

 
2.3 MICROSATELLITE 

 
ไมโครแซทเทลไลท เปนดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน repetitive DNA ซึ่งเรียงเปนชุดมีลําดับ

เบสที่ซ้ําตอเนื่องกันเปนชวงสั้นๆ ประมาณ 1-6 คูเบสตอชุด การกระจายทั่วไปตลอดยีโนม เรียก 
short tandem repeats (STRs) ความผันแปรของไมโครแซทเทลไลท เกิดขึ้นจากการเพิ่มข้ึนและ
ลดลงของจํานวนซ้ํา โดยที่แตละชนิดมีจํานวนชุดที่ซ้ําแตกตางกัน ระหวางตัวสัตวแตละตัวที่มี
ลักษณะ DNA polymorphism ซึ่งสัตวแตละตัวนั้นจะมีลักษณะเฉพาะตัว (individual 
identification) จึงจัดเปน highly polymorphism จากความรูที่ไดนําไปสูวิวัฒนาการการตรวจลาย
พิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) เพื่อบงชี้เอกลักษณเฉพาะตัว (person identification) และนํามา
ประยุกตใชในการตรวจความสัมพันธทางสายเลือด (paternity testing) ในสัตว(Glowatzki et 
al,1995; Vankan and Faddy, 1999, Luis and Dempster,1987) จากการคนพบเทคนิคพีซีอารที่
เปนวิธีการเพิ่มจํานวนของลําดับเบสของดีเอ็นเอ ไดมีการนําเครื่องหมายโมเลกุลชนิด ไมโครแซท
เทลไลท มาประยุกตใชในการศึกษาพื้นฐานทางพันธุกรรม และ การพัฒนาปรับปรุงพันธุสัตวใน
ระดับโมเลกุล ซึ่งมีประสิทธิภาพ มีความแมนยําและความนาเชื่อถือสูง (Vankan and 
Faddy,1999)  

 
เครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท เปนเครื่องหมายที่มีคุณสมบัติดีกวา

เครื่องหมายพันธุกรรมอื่น ๆ คือ มีความผันแปรของจํานวนซ้ําสูง หรือมีความหลากหลายของ
จํานวนอัลลีล (polymorphism) และมีการกระจายอยูทั่ว ๆ ไปทั้งยีโนม สามารถเลือกใชความ
แตกตางไดทีละหลายตําแหนง ทําใหการตรวจมีความละเอียดและถูกตองมากขึ้น และ อัลลีลของ
ไมโครแซทเทลไลทแบบขมรวมกัน (co-dominance) ซึ่งตัวอยางสามารถที่จะเลือกใชเลือด เสนขน 
น้ําเชื้อหรือตัวอยางอ่ืน ตรวจสอบไดและไดคําตอบที่งายตอการอธิบายและชี้แจง (Visscher et 
al.,2002) 

  
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท สําหรับการศึกษาเกี่ยวกับการพิสูจนความสัมพันธทาง

สายเลือดไดมีการศึกษาที่แตกตางกันไปในแตละกลุมประชากร ตามที่ International Society of 
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Animal Genetic (ISAG) ไดใหคําแนะนําถึงเครื่องหมายพันธุกรรมที่เปนสากล ( international 
marker set ) สําหรับใชตรวจสอบในโคที่สามารถเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอไดดวยเทคนิคพีซีอาร จํานวน 
30 ตําแหนง ดังแสดงในตารางที่ 2.1  

 
ตารางที่ 2.1 แสดงเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ที่สามารถนําไปใชเปนเครื่องหมายที่ใชในการ 

      ตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือด 
 

Marker  number Marker Chromosome Primer sequences (5' - 3') Reference 

1 
INRA063 
(D18S5) 

18 
ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 
AAACCACAGAAATGCTTGGAAG 

 Vaiman et al.1994 

2 INRA005 

(D12S4)  
12 CAATCTGCATGAAGTATAAATAT 

CTTCAGGCATACCCTACACC 
Vaiman et al.1994   

3 ETH225 
(D9S1) 9 GATCACCTTGCCACTATTTCCT 

ACATGACAGCCAGCTGCTACT Steffen et al.(1993) 

4 ILSTS005 
(D10S25) 

10 GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC 

Brezinsky et al.(1993a) 

5 HEL5 
(D21S15) 

21 GCAGGATCACTTGTTAGGGA 
AGACGTTAGTGTACATTAAC 

Kaukinen  and 
Varvio(1993) 

6 HEL1 
(D15S10) 

15 CAACAGCTATTTAACAAGGA 
AGGCTACAGTCCATGGGATT 

Kaukinen and 
Varvio(1993) 

7 INRA035 
(D16S11) 

16 ATCCTTTGCAGCCTCCACATTG 
TTGTGCTTTATGACACTATCCG 

Vaiman et al.1994   

8 ETH152 
(D5S1) 5 TACTCGTAGGGCAGGCTGCCTG 

GAGACCTCAGGGTTGGTGATCAG Steffen et al.(1993) 

9 INRA023 
(D3S10) 3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC 

TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC  Vaiman et al.1994   

10 ETH10 
(D5S3) 

5 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 
CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC  

Solinas Toldo et al. 
(1993) 

11 HEL9 
(D8S4) 

8 CCCATTCAGTCTTCAGAGGT 
CACATCCATGTTCTCACCAC  

Kaukinen&Varvio(1993) 

12 CSSM66 
(D14S31) 

14 ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA 
AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG  

Barendse et al.(1994) 

13 INRA032 
(D11S9) 

11 AAACTGTATTCTCTAATAGCTAC 
GCAAGACATATCTCCATTCCTTT  

Solinas Toldo et al. 
(1993) 

14 ETH3 
(D19S2) 19 GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG 

ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG  
Solinas Toldo et al. 
(1993) 

15 BM2113 
(D2S26) 

2 GCTGCCTTCTACCAAATACCC 
CTTCCTGAGAGAAGCAACACC  

Bishop and 
Kappes(1994) 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ)   
Marker number Marker Chromosome Primer sequences (5' - 3')  Reference   

16 
BM1824 
(D1S34) 1 

GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG 

Bishop and 
Kappes(1994) 

17 HEL13 
(D11S15) 

11 TAAGGACTTGAGATAAGGAG 
CCATCTACCTCCATCTTAAC 

Kaukinen and 
Varvio(1993) 

18 INRA037 
(D10S12) 

11 GATCCTGCTTATATTTAACCAC 
AAAATTCCATGGAGAGAGAAAC 

Vaiman et al.1994   

19 BM1818 
(D23S21) 23 AGCTGGGAATATAACCAAAGG 

AGTGCTTTCAAGGTCCATGC 
Bishop and Kappes 
(1994) 

20 ILSTS006 
(D7S8) 7 TGTCTGTATTTCTGCTGTGG 

ACACGGAAGCGATCTAAACG Brezinsky et al.(1993b) 

21 MM12 
(D9S20) 

9 CAAGACAGGTGTTTCAATCT 
ATCGACTCTGGGGATGATGT 

Mommens et al. (1994) 

22 CSRM60 
(D10S5) 

10 AAGATGTGATCCAAGAGAGAGGCA 
AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG 

Moore et al. (1994) 

23 ETH185 
(D17S1) 

17 TGCATGGACAGAGCAGCCTGGC 
GCACCCCAACGAAAGCTCCCAG 

Steffen et al.(1993) 

24 HAUT24 
(D22S26) 

 
22 

CTCTCTGCCTTTGTCCCTGT 
AATACACTTTAGGAGAAAAATA 

Harlizius(commpers.) 

25 HAUT27 
(D26S21) 26 TTTTATGTTCATTTTTTGACTGG 

AACTGCTGAAATCTCCATCTTA Harlizius(commpers.) 

26 TGLA227 
(D18S1) 

18 CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT 
ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA 

Georges and Massey 
(1992) 

27 TGLA126 
(D20S1) 

20 CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT 
TTGGTCTCTATTCTCTGAATATTCC 

Georges and Massey 
(1992) 

 
28 

TGLA122 
(D21S6) 

21 CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC 
AATCACATGGCAAATAAGTACATAC 

Georges and Massey 
(1992) 

29 TGLA53 
(D16S3) 

16 GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA 
ATCTTCACATGATATTACAGCAGA 

Georges and Massey 
(1992) 

30 SPS115 
(D15) 

15 AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG 
AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG 

Moore and Byrne (1993) 

 
2.4 หลักการของเทคนิคพีซีอาร (PCR) 
 
 เทคนคิพีซีอารหรือPolymerase Chain Reaction (PCR) เปนเทคนิคการเพิ่มปรมิาณ 
ดีเอ็นเอเปาหมายในหลอดทดลอง (in vitro) ซึ่งในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยองคประกอบตาง ๆ 
คือ ดีเอ็นเอตนแบบ (template) ที่สกัดจากตัวอยางและ PCR mixer ซึ่งประกอบดวย เอนไซมดี
เอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ดีออกซีนวิคลีโอไทดไตรฟอสเฟส (dNTPs) พีซีอาร
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บัฟเฟอร(PCR buffer) แมกนีเซียมคลอไรด และ ไพรเมอร (primer) (นิวคลีไทดสายสั้น ๆ ที่มี
ลําดับเปนคูสมกับปลายดาน 3’ ของดีเอน็เอที่ใชเปนแมพิมพ) ที่ใชในการเพ่ิมชิ้นสวนของดีเอน็เอ
การทํางานของปฏิกิริยาในแตละรอบประกอบดวยขั้นตอน 3 ข้ันตอนซึง่ควบคุมอณุหภูมิตาง ๆ กัน
คือ  
  1. Denaturation เปนขั้นตอนทีท่ําใหดีเอน็เอตนแบบที่เปนสายคูแยกออกจากกัน
เปนสายเดี่ยว โดยใชความรอน อณุหภูมทิีใ่ชในขั้นตอนนี้จะอยูที่ประมาณ 94-97 องศาเซลเซียส 
 

  2. Annealing เปนขั้นตอนการใหไพรเมอรเขาจับชิ้นสวนของดีเอ็นเอเปาหมายใน
ดีเอ็นเอแมพิมพที่เปนสายเดีย่วซึ่งมีลําดับคูสมกันในอณุหภูมิที่เหมาะสม ซึ่งอุณหภูมิที่ใชทั่วไปควร
จะต่ํากวาอุณหภูมิการแยกตัว (melting temperature,Tm) ของไพรเมอร 3-5 องศาเซลเซียส 
 

  3. Extension เปนข้ันตอนการสังเคราะหดเีอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอรโดยการ
ทํางานของ Taq DNA polymerase ทําหนาทีเ่รงปฏิกิริยาการเติมเบสที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร 
อุณหภูมทิี่เหมาะในขั้นตอนนี้จะอยูที่ 72-78 องศาเซลเซียส 
2.5 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

ในการวิเคราะหผลหรือการวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตรเพื่อประมาณคาความแปรผัน 
ทางพันธุกรรม สามารถวัดไดจาก 
 
  จํานวนอัลลีล (number of allele) 
 
 ลักษณะจีโนไทปของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ จะทําการเก็บขอมูลดวยตาเปลาเพื่อ
วิเคราะหหาพารามิเตอรทุกตัวตอไป แถบดีเอ็นเอที่ขึ้น 2 แถบเปนจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซโกต
(heterozygote) เชนเดียวกับที่จีโนไทปแบบโฮโมไซโกต(homozygote) ก็จะแสดงแถบดีเอ็นเอ
เพียงแถบเดียวเทานั้น (Sukamol et al.,1996) ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏขึ้นของอัลลีลแตละอัลลีล
จะถูกระบุขนาดและทําการเปรียบเทียบกันในแตละครอบครัว เพ่ือนับจํานวนอัลลีลที่เกิดขึ้น ณ 
ไมโครแซทเทลไลทในตําแหนงนั้น ๆ  
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 ความถี่อัลลีล (allele frequency) 
 
 ความถ่ีอัลลีลในกลุมประชากรหนึ่ง ๆ สามารถคํานวณไดจากสูตร  
   
 AF = 2n homozygote  +   n heterozygote   ……………………(Nei et al., 1978) 

 2n total 
  

โดยที ่ n homozygote   คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน homozygote 
 n heterozygote  คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน heterozygote 
 n total            คอื  จํานวนโคตวัอยางทั้งหมด 

 
2.6 PATERNITY TESTING 

 
Parternity testing เปนเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร ที่ศึกษาในระดับโมเลกุล ในการ

ตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอกับลูก โดยอาศัยหลักการพิสูจนความนาจะเปนของความ
เก่ียวของกันระหวางอัลลีลของพอและอัลลีลของลูกจากการใชเครื่องหมายพันธุกรรม ไมโครแซท
เทลไลท ในการตรวจสอบ (Jamieson and Taylor,1997; Ron et al., 1996) และเมื่อผาน
กระบวนการจากหองปฏิบัติการแลวทําการวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตร ในรูปแบบ Probability 
of Exclusion (PE)และ Combine Probability of Exclusion (CPE) เพื่อบอกความสัมพันธพอกับ
ลูกเปนคาความเชื่อมั่น โดยที่คา PE และคา CPE ที่ไดควรจะมีคาสูงเขาใกล 1 ซึ่งเปนผลมาจาก
การคัดเลือกใชเครื่องหมายพันธุกรรม ที่มีความหลากหลายสูงและเปนอิสระตอกัน  
 

 Probability of Exclusion (PE) 
 

Probability of Exclusion(PE) หรือExclusion Probability(EP) เปนคาที่ไดจากการ
คํานวณหาความนาจะเปนของสัตวแตละคูที่ไมมีความสัมพันธกันทางสายเลือด ในการตรวจสอบ
ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึ่ง  กลาวคือ เปนคาที่บอกถึง
ความสามารถในการบงชี้หรือแยกพอที่ไมมีความสัมพันธกับลูกออกมา เพื่อใหสามารถทราบถึง
ความสัมพันธที่แทจริงระหวางพอกับลูก มีคาอยูระหวาง 0-1 (Jamieson and Taylor, 1997; Ron 
et al.,1996; Baron et al., 2002) คา PE ที่จะนํามาใช ควรจะมีคาเทากับ 0.99 หรือสูงกวา จะให
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ความนาเชื่อมั่นสูงประมาณ 99 เปอรเซ็นต ขณะที่ถาคา PE ที่ไดคาต่ํากวา 0.90 จะใหความนา
เชื่อม่ันที่ต่ํากวาในการนําเครื่องหมายพันธุกรรมนั้นมาใชตรวจสอบ (Vankan and Faddy,1999)   

 
ซึ่งคาตัวเลขที่ไดจากการบงช้ีที่เกิดขึ้นจะมีความถูกตอง แมนยํา มากนอยเพียงใดนั้น จะ

ข้ึนอยูกับความถี่ และการกระจายตัวของอัลลีลในแตละประชากร และจํานวนอัลลีลที่พบในแตละ
ตําแหนง โดยที่คา PE ที่ไดในการศึกษาครั้งนี้จะเปนคาที่บอกความสัมพันธเฉพาะพอกับลูก ของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทแตละตําแหนง และจะพิจารณาเฉพาะอัลลีลของพอเทานั้น จึง
คํานวณไดจากสูตร.(Ron et al.,1996) ดังนี้  

 
     PE = (1 - p)2        

         โดยที่ p    คือ  ผลรวมความถี่อัลลีลของพอทั้ง 2 อัลลีล    
 

Combine Probability of Exclusion (CPE) 
 

Combine Probability of Exclusion (CPE) หรือ Combine Exclusion Probability 
(CEP) เปนคาที่บอกความเชื่อมั่นในการตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอกับลูก ที่ไดจากการ
คํานวณหาความนาจะเปนของสัตวแตละตัวที่ไมมีความสัมพันธกันทางสายเลือด โดยใช
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทหลายๆ ตําแหนงในการศึกษาพรอมกัน โดยที่แตละตําแหนงเปน
อิสระตอกัน (independent) ซึ่งคาที่ไดควรจะเขาใกล 1 มากที่สุด (Jamison and Taylor, 1996; 
Ron et al, 1996; Baron et al, 2002) ซึ่งคานี้จะสูงหรือต่ําข้ึนอยูกับคา PE แตละตําแหนงที่นํามา
ศึกษาและสูตรการคํานวณ เปนดังนี้ 

 
CPE = 1-  Πn (1-PEi)  ……………(Ron et al.,1996) 
 
โดยที่   Π    คือ ผลคณูของคา PE ทีไดแตละตําแหนงจํานวน n  
                          ตําแหนง, 

               n     คือ  จํานวนของ marker 
           PEi  คือ  PE   สําหรับโลกัสที ่ i 

 
ปจจุบันการใชดีเอ็นเอเทคโนโลยีสําหรับ paternity testing เริ่มมีความสําคัญและ เปนที่

สนใจมากยิ่งขึ้นในหองปฏิบัติการ ซ่ึงแตละหองปฏิบัติการสวนใหญจะมีการพัฒนาคา CPE โดย
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การเพิ่มตําแหนงเครื่องหมายพันธุกรรม ไมโครแซทเทลไลท ในการหาคําตอบของความสัมพันธ
ทางสายเลือดของสัตว (Luis and Dempster 1987) ซ่ึงประสิทธิภาพของแตละตําแหนง ข้ึนอยูกับ
จํานวน ของอัลลีลที่พบ และความถี่อัลลีล นอกจากนี้ในการทดสอบพันธุประวัติโดยการตรวจสอบ
ความสัมพันธที่พบนั้นตองมีความแมนยํา และนาเชื่อถือ และมีความเชื่อมั่นสูงโดยดูจากคา CPE 
เพื่อความถูกตองในการนําไปใช (Vankan and Faddy,1999) 

 
สําหรับจํานวนของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในการนํามาใชในเทคนิค paternity 

testing นั้น จะขึ้นอยูกับประสิทธิภาพของเครื่องหมายโมเลกุลแตละตําแหนง ซึ่ง Usha และคณะ
(1995) และ Heyen และ คณะ (1997) ไดทําการศึกษาความสัมพันธทางสายเลือดดวย
เครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท โดยใหคําแนะนําในการตรวจสอบความสัมพันธวา
ควรจะใชจํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท อยางนอย 5 ตําแหนงในการตรวจวิเคราะห
ความสัมพันธทางสายเลือดแตละครั้ง จะทําใหไดคาความเชื่อมั่นสูงถึง 99 เปอรเซ็นต ในขณะที่ 
Spelman (1997) ไดใหคําแนะนําวาเพื่อเพิ่มความแมนยํา และนาเช่ือถือย่ิงขึ้นในการตรวจสอบ
ความสัมพันธพอกับลูก ควรใชจํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท อยางนอย 10 ตําแหนง จะ
ไดคาความเชื่อม่ันสูง 99 เปอรเซ็นต สวนคําแนะนําของ International Society of Animal Genitic 
(ISAG) ไดใหคําแนะนําถึงจํานวนของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทวาควรจะใชจํานวน 12-14 
ตําแหนงในการตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือดจากจํานวนทั้งหมดที่แนะนําไว 30 ตําแหนง 

  
การประยุกตใชคา PE และ CPE บอกคาความเชื่อมั่นใน paternity testing ไดมี

การศึกษาในประชากรโคนมในตางประเทศที่แตกตางกันไป ดังนี้  
 
Ron และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาในโคนมอิสราเอล ถึงผลของความไมถูกตองของ

ความสัมพันธพอกับลูก ที่มีผลกระทบตอความกาวหนาทางพันธุกรรม โดยใชไมโครแซทเทลไลล 
จํานวน 12 ตําแหนง ในการ ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก ของพอพันธุที่เขาทดสอบ progeny 
test (พอพันธุ 4 ตัวกับลูกทั้งหมด 173 ตัว) มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 12 อัลลีลและความถี่อัลลีลพบ 
อยูระหวาง 0.01 – 0.58 ทําใหทราบอัตราความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูกเปน 5.2 เปอรเซนต 
ไดคาความเชื่อม่ัน 85 – 99 เปอรเซ็นต และไดทําการศึกษาผลของการตรวจสอบความสัมพันธพอ
กับลูกเพ่ือประกอบการคัดเลือกพอพันธุ พบวาจะมีการลงทุนคาใชจายสูงในระยะแรกของการจัด
พันธุประวัติที่ตรวจสอบในระดับโมเลกุล แตสงผลใหรายไดเพิ่มข้ึนคุมคาตอการลงทุนเมื่อ
ระยะเวลา 10 ปข้ึนไป 
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Visscher และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาความผิดพลาดของการบันทึกพันธุประวัติที่
มีผลตอการคัดเลือกสัตว ในกลุมประชากรโคนมของประเทศอังกฤษโดยใชเครื่องหมายไมโครแซท
เทลไลทจํานวน 10 ตําแหนง มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 5-16 อัลลีล พบคา PE มีคาระหวาง0.02 – 
0.52 ที่คาความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต พบวาอัตราความผิดพลาด ที่ระดับ 10 เปอรเซ็นต มีอิทธิพล
มากตอประสิทธิภาพการทดสอบ progeny testing สงผลตอการประมาณคุณคาการผสมพันธุ 
และ ไดทํานายถึงผลตอบสนองตอการคัดเลือกจะลดลงประมาณ 2-3 เปอรเซ็นต จากอัตราความ
ผิดพลาด ที่เกิดขึ้นประมาณ 10 เปอรเซ็นตตอรุน 

 
Baron และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาการตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือดของ

พอพันธุและลูกสาว ถึงผลของความผิดพลาดของความสัมพันธพอกับลูกที่เกิดขึ้น ที่มีตอการ
ประมาณคุณคาการผสมพันธุและการจัดลําดับพอพันธุที่เขาทดสอบ progeny test ในโคพันธุ Gir 
โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 6 ตําแหนงในการตรวจสอบพอพันธุ 9 ตัวและลูกสาว 74 ตัว 
(พอ 1 ตัว ตอ ลูกสาว 6-9 ตัว) มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 7-13 อัลลีล ความถี่อัลลีลที่พบมีคาตั้งแต 
0.007 – 0.460 พบคา PE อยูระหวาง 0.01-0.92 และพบคา CPE ตั้งแต 0.87 - 0.99 พบอัตรา
ความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูก 36 เปอรเซ็นต จากการศึกษาพบวาความไมถูกตองของ
ความสัมพันธพอกับลูกสงผลตอการจัดลําดับพอพันธุที่เขาทดสอบ progeny test  

 
Rogeio and Lopes (2002) ไดทําการศึกษาการตรวจสอบความไมสัมพันธกันระหวาง

พอกับลูกของโคนมพันธุ Gir ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 9 ตําแหนง มีจํานวนความถี่อัล
ลีล 3-12 อัลลีล พบคา PE ตั้งแต 0.189 – 0.629 และพบคา CPE ที่ได 0.989 พบอัตราความไม
ถูกตองของความสัมพันธพอกับลูก 27.5 เปอรเซ็นต ไดใหขอเสนอแนะวา การตรวจสอบความไม
สัมพันธกันระหวางพอกับลูกสามารถประยุกตใชไดในการคัดเลือกพันธุสัตวที่ใชในการทดสอบ 
progeny test ได 

 
Weller และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอความไมถูกตองของการบันทึก

พันธุประวัติพอพันธุ โดยไดทําการศึกษาในพอพันธุโคนม 11 ตัว ดวยไมโครแซทเทลไลท 104 
ตําแหนง โดยบอกความไมสัมพันธกันอยางนอย 2 ตําแหนง ไดคาความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
พบวาลักษณะที่ทําใหการบันทึกพอพันธุไมถูกตอง เกิดจาก นักผสมเทียมบันทึกขอมูลผิดพลาด
โดยนาจะเขียนเบอรหลอดน้ําเช้ือไมถูกตอง รวมถึงการผสมเทียมหลายครั้งดวยน้ําเชื้อพอพันธุ
ตางกัน เปนตน ซึ่งพบอัตราความไมถูกตอง 20 เปอรเซ็นต และไดปรับแกโดยการจัดระดับนักผสม
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เทียม ควบคุมคุณภาพ ทําใหลดอัตราความไมถูกตองไดมากกวา 8 เปอรเซ็นต และเพิ่มความกาว
ทางดานพันธุกรรมอยางนอย 1 เปอรเซ็นต 

 
Sanders และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาความไมถูกตองระหวางพอกับลูกที่มีผลตอ

ความกาวหนาทางดานพันธุกรรม ดวยไมโครแซทเทลไลท 16 ตําแหนง มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 8 - 
12 อัลลีล พบคา PE ตั้งแต 0.13 – 0.44 และคา CPE ที่ไดมีคา 0.999 พบอัตราความไมถูกตอง 7 
เปอรเซ็นตและไดทําการจําลองขอมูลข้ึนมาในการศึกษาถึงขอมูลที่ไมถูกตอง(wrong information 
sire; WSI) และขอมูลที่ขาดหายไป (missing information sire; MIS) พบวามีผลตอความกาวหนา
ทางดานพันธุกรรมมาก โดยเฉพาะการทดสอบ progeny test ที่มีจํานวนลูกตอพอจํานวนนอย 
และในลักษณะที่มีคาอัตราพันธุกรรมที่ต่ํา โดยใหความเห็นวา ขอมูลที่ไมถูกตอง (WIS) จะใหผล
เสียตอการตอบสนองตอการคัดเลือกมากยิ่งกวาขอมูลที่ขาดหายไป (MIS) 

 
 
 



บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินงาน 
 

3.1 ตัวอยางท่ีใชในการศึกษา 
 

ตัวอยางในครั้งนี้ไดมาจากพอพันธุโคนม จํานวน 10 ตัว จากองคการสงเสริมกิจการโค
นมแหงประเทศไทย (อ.ส.ค.) และลูกสาวจํานวน 61 ตัวที่เกิดจากพอพันธุทั้ง 10 ตัวตามบันทึก
พันธุประวัติ ในสัดสวนอัตราการเลือกพอพันธุ 1 ตัวตอลูกสาว 2-9 ตัว ทําการเก็บตัวอยางน้ําเชื้อ
แชแข็งจากพอพันธุโคนมจํานวน 10 ตัว และตัวอยางเลือดจากลูกสาว 61 ตัว โดยเจาะเลือด
ปริมาณ 3-5 มิลลิลิตร (มล.) ใสหลอดสุญญากาศที่เคลือบสารปองกันการแข็งตัว (EDTA) เก็บ
ตัวอยางไวในตู -20 oC เพ่ือรอการสกัดดีเอ็นเอ 

 
3.2 วิธีการดําเนนิงาน 
 

1. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง 
 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง โดยใชชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป สําหรับ

ตัวอยางเลือด (QIAamp DNA Minikit) โดยใชน้ําเชื้อแชแข็งปริมาณ 50 มล. ในหลอดพลาสติก
ขนาด 1.5 มล. เติม สารละลาย 2x buffer เพื่อทําลายผนังเซลลยอยโปรตีนตาง ๆ ที่อุณหภูมิ 56oC 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเติมสารละลาย AL และเอทานอล ทําการลางเพื่อใหดีเอ็นเอสะอาด
ข้ึน ทําการปนเหว่ียง (centrifugation) ดวย spin column ดีเอ็นเอจะถูกดูดซับไวที่ silica – gel 
membrane โดยที่โปรตีน และสิ่งปนเปอนอื่น จะถูกชะลางออกไปดวย buffer AW1/AW2 แลวจึง
ทําการชะลางดีเอ็นเอออกจาก membrane เพื่อเก็บไวดวย buffer AE ดีเอ็นเอที่สกัดไดนั้นนําไป
ตรวจสอบปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอ หรือเก็บไวที่ -20oC จนกวาจะใชงาน ดังแผนภูมิที่ 3.1 
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ตัวอยางจากเลือด (Blood)   ตัวอยางจากน้ําเชื้อแชแข็ง (frozen semen) 
 
50-100 ul + AL buffer + proteinase K   50-100 ul + 2x buffer 
 
incubation 56oC (1 hr)     incubation 56oC (1 hr)  
 
เติมเอทานอล  200 ul    เติม AL buffer + เอทานอล  
 
 
    ยายลง spin column 
 
    ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (1 นาที) 
     
    ยายลง spin column ใหม เติม AW1 buffer 
 
    ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (1 นาที) 
 
    ยายลง spin column ใหม เติม AW2 buffer 
 
    ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (3 นาที) 
 

ยายลง  ใน 1.5 ml tube เตมิสารละลาย AE 
 
ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (1 นาที) 

 
    เก็บดีเอ็นเอดวย AE ใน 1.5 ml tube  
 
 
 วัดความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดได  เก็บไวที่ -20 oC จนกวาจะใชงาน 
 
แผนภูมิที ่3.1 แสดงขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด และน้ําเชื้อแชแข็ง (QIAamp DNA mini kit) 



 16

การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด 
 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด โดยใชชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป สําหรับตัวอยาง

เลือด (QIAamp DNA Minikit) โดยใสเลือดปริมาตร 50-100 มล. ในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มล. 
เติมสารละลาย QIAGEN Proteinase และสารละลาย buffer AL เพื่อทําลายผนังเซลลและยอย
โปรตีนตางๆ ที่อุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 19-20 ชั่วโมง จากนั้นเติมดวยเอทานอล เพื่อใหไดดีเอ็นเอ
ที่สะอาดขึ้น ทําการปนเหวี่ยง โดยใช spin column จะทําใหดีเอ็นเอถูกดูดซับไวที่ siliga–gel 
membrane ในขณะที่โปรตีนและส่ิงปนเปอนอื่นๆ จะถูกชะลางออกไปดวย buffer AW1/AW2 
จากนั้นเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดใน buffer AE ที่อุณหภูมิ -20oC จนกวาจะใชงาน ดังแผนภูมิที่ 3.1  
  

การตรวจสอบความเขมขนสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได ทําได โดยใช 2% Agarose Gel 
electrophoresis เปนวิธีการเรืองแสงของดีเอ็นเอที่จับตัวกับ เอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) และ จากการวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตดวยเครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวชวงคลื่น 260 นาโนเมตร เพื่อวัดคาความเขมขนของดีเอ็นเอ  
 

2. การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอน็เอโดยกระบวนการพีซีอาร (PCR) 
 
การศึกษาครั้งนี้เลือกใชไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร (Microsatellite primer) จํานวน 10 

คู ที่ไดรายงานไวแลวถึงการนําไปใชในการตรวจความสัมพันธทางสายเลือด ซึ่งเปนไพรเมอรชนิด
ไดนิวคลีโอไทดที่ตําแหนงตางๆ และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ รายละเอียดดัง
ตารางที่ 3.1  
  
ตารางที ่3.1    แสดงรายละเอียดไมโครแซทเทลไลท ไพรเมอร ที่ใชในการเพ่ิมปริมาณชิน้สวน 

ดีเอ็นเอทีต่องการ 
 

Locus name location Ta(oC)* Allele size (bp) 
ETH10 Chromosome 5 58 207-231 
BM1824 Chromosome 1  58 178-190 
ETH 152 Chromosome 5 55 191-207 
ETH 3 Chromosome 19 55 103-133 
TGLA 122 Chromosome 21 55 138-184 
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ตารางที่ 3.1 (ตอ) 
 

Locus name location Ta(oC)* Allele size (bp) 
TGLA 2113 Chromosome 2 55 122-156 
TGLA 126 Chromosome 20 55 155-131 
TGLA 227 Chromosome 18 55 75-105 
SPS 115 Chromosome 15 58 234-258 
INTRA 023 Chromosome 3 55 195-225 

Ta หมายถึง annealing temperature  ในขั้นตอนพีซีอาร 
ที่มา: ISAG (http:www.isag.org.uk)  

 
ในการเพิ่มจํานวนไมโครแซทเทลไลท ดีเอ็นเอ ดวยเทคนิคพีซีอาร จะใชดีเอ็นเอ ตนแบบ 

(DNA template) ที่สกัดไดจากโคนมตัวอยาง ปริมาณ 2 มล. และสวนประกอบตางๆ ในการทํา
ปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวย ดังตารางที่ 3.2  
 
ตารางที่ 3.2  แสดงสวนประกอบของปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดวยเทคนคิพีซีอาร (PCR) 
 

สารเคมี ปริมาตร (มล) 
- 10xPCR buffer 2.5 
- dNTP’s (1.25 mM) 4.0 
- forward primer (20 mM) 0.5 
- reverse primer (20 mM) 0.5 
- Taq DNA polymerase (2.5 unit/100 ul) 1.0 
- DNA template 2.0 
- Sterile H2O 15.0 

ปริมาตรรวม 25.0 
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     โดยทุกข้ันตอนในการเตรียมสารละลาย ตองทําในถาดน้ําแข็งกอน นําเขาเครื่องพีซีอารใน
กระบวนการพีซีอาร กําหนดอุณหภูมิ ดังนี้  
 

1. ข้ันตอนแรก Pre-PCR เปนขั้นตอนการเตรียมสารละลายกอนการทําพีซี
อาร ที่อุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 5 นาที  

2. ข้ันตอนพีซีอาร จํานวน 35 รอบ ประกอบดวย ข้ันตอน 
- DNA denaturation ที่อุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 30 วินาที  
- primer annealing ที่อุณหภูมิ Ta oC ของไพรเมอรแตละคูเปนเวลา 30 

วินาที  
- primer extension ที่อุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 30 วินาที  

3. ข้ันตอน Post-PCR เปนการหยุดปฏิกิริยาของพีซีอารที่ อุณหภูมิ 72 oC 
เปนเวลา 7 นาที จากนั้นเก็บ PCR Product ไวที่อุณหภูมิ 4 oC หรือ 20 oC 
จนกวาจะใชงานตอไป 

  
3. การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยอิเลคโตโฟรซิีส (Gel Eletrophoresis) 

  
การตรวจสอบขนาด PCR Product ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะตรวจดวย 2% 

agarose gel โดยขั้นตอนดังนี้ คือ ชั่ง agarose 1 กรัม ละลายใน buffer 0.5x TBE เติม ethidium 
bromide (10 mg/ml) ปริมาณ 0.5 มล. จากนั้นนํา PCR product ที่ไดปริมาณ 10 ul ผสมดวย 
Blue/0range 6x loading dye ปริมาณ 2 มล. (อัตราสวน 5:1) หยอดลงหลุม gel พรอมดวยดีเอ็น
เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) เพื่อเปนตัวเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ
แยกขนาดดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟา 100 volt เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาตรวจสอบแถบที่ดี
เอ็นเอที่พบอยูในชวงใด มีปริมาณดีเอ็นเอที่ทําการเพิ่มดวยกระบวนการพีซีอาร มากนอยเพียงใด 
ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต (ultraviolet) ทําการถายรูปและบันทึกขอมูลที่ได และ PCR product ที่
เหลือนําไปตรวจสอบตอไป ดวย 6% polyacrylamide gel  
 

การตรวจสอบแถบดีเอ็นดวย 6% polyacrylamide gel   
 

การตรวจสอบดีเอ็นเอ ดวย 6% polyacrylamide gel เพื่อทราบขนาดของดีเอ็นเอที่เกิด
จากเครื่องหมายไมโครแซทเทไลท โดยเตรียมสวนประกอบของสารละลายตางๆ ดังตารางที่ 3.3  
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ตารางที ่3.3  สวนประกอบของ 6% polyacrylamide gel (กระจกขนาด 8x8 นิ้ว) 
 

สารเคม ี ปริมาตร 
50x TAE buffer 800  ml 
40%  Acrylamide gel 6  µl 
25% APS (Ammoniumpersulfate)* 1,280  µl 
TEMED  32  µl 
Sterile H2O  Up to 40  ml 

* การเตรียม APS ตองเตรยีมใหมทุกครั้งที่มีการใชงาน 
 
มีข้ันตอนการเตรียม ดังนี้ ประกอบชุดกระจกที่ใชในการ run polyacrylamide gel โดย

ทําการเช็ดกระจกใหสะอาดดวยเอทานอลกอน จากนั้นนําสวนผสมของสารละลายในตารางที่ 3.3
คอย ๆ เทลงในชองวางของกระจกโดยไมใหมีฟองอากาศ ใสหวีเพ่ือทําใหเกิดหลุมสําหรับหยอด
ตัวอยาง ทิ้งไวประมาณ 15 นาที ถอดหวีออกจากเจล ทิ้งไวประมาณ 40 นาทีเพื่อใหเจลแข็งตัว 
กอนประกอบชุดอุปกรณทั้งหมดเพื่อทําการหยอด PCR product ปริมาณ 15 µl ผสมกับ blue-
orange loading dye for PAGE ปริมาณ 3 µl เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp และ 50 
bp ทําการแยกขนาดของดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟาที่ 100 โวลต ประมาณ 300 นาที หรือ 
ที่ ความตางศักยไฟฟาที่ 60 โวลต ประมาณ 800 นาที จากนั้นนําเจล ไปยอมดวย Ethidium 
bromide เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางสียอมดวยน้ําสะอาดประมาณ 30 นาที นําไปตรวจดูตําแหนงของ
แถบดีเอ็นเอที่ไดภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ต ทําการถายรูปและบันทึกขอมูลไว เพื่อนําไปใชอาน
แปลผลและวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมตอไป 
 
3.3 การอานผล   

 
การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนพิจารณาจากขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แตกตางกัน

ในแตละตัวอยางของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทหนึ่ง ๆ โดยเปรียบเทียบกับขนาดของชิ้นสวนดี
เอ็นเอมาตรฐาน  ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แตกตางกันตั้งแต ส้ันที่สุดไปจนถึงยาวที่สุดของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทแตละตัว ใชแทนสัญลักษณดวยอักษร a,b,c,d,e,g และ f 
ตามลําดับ ซึ่งหมายถึงอัลลีลแตละตัวของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทนั้น ๆ แลวพิจารณาจีโน
ไทปของพอวามีรูปแบบใด จากนั้นตรวจสอบจีโนไทปของลูกที่มีอัลลีลสอดคลองกับพอ หรือไม
สอดคลองกับพอ สรปุผลความสัมพันธที่เกิดขึ้นนั้น ดังตัวอยางรูปที่ 3.2 
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รูปที่ 3.2       แสดงการอานรูปแบบอัลลัลที่เกิดข้ึน ในครอบครัวพอพันธุ s2241 โดยที่พอมีอัลลีล

รูปแบบเปน ad และอัลลีลของลูก จะมีอัลลีลใดอัลลีลหนึ่งจากพอ แสดงถึง
ความสัมพันธเปนพอกับลูกกัน 

 
3.4 วิเคราะหขอมูลทางพันธศุาสตร  
 

1. จํานวนและรูปแบบอัลลีล ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท  ในแตละตําแหนงที่
ทําการศึกษาในประชากรตัวอยาง    

2. การหาความถี่ของอัลลีล ( allele frequency; AF) ของไมโครแซทเทลล มารคเกอร
แตละตําแหนง (Nei et al., 1978) ดังนี้ 

 
 AF = 2n homozygote  +   n heterozygote   ………….………(1) 
   2n total 

  
โดยที ่ n homozygote   คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน homozygote 
 n heterozygote  คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน heterozygote 
 n total            คอื  จํานวนโคตวัอยางทั้งหมด 
 

3. การหาคา probability of exclusion(PE) เพื่อหาความนาจะเปนของการบอก
ความไมสัมพันธพอกับลูกที่ใชไมโครแซทเทลไลทจํานวน 1 ตําแหนง ในการตรวจสอบเนื่องจาก
เปนการศึกษาเพียงความสัมพันธระหวางพอกับลูกสาวที่เขาทดสอบ progeny test (Ron et al., 
1996) สูตรการวิเคราะหจึงเปน  ดังนี้  
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     PE = (1 - p)2        .............(2) 
 

         โดยที่ p    คือ  ผลรวมความถี่อัลลีลของพอทั้ง 2 อัลลีล    
 

4. การหาคาความเชื่อมั่น combine probability of exclusion (CPE) เปนการ
คํานวณหาคาความเชื่อมั่นในการบอกความสัมพันธระหวางพอกับลูก โดยใชจํานวนไมโครแซท
เทลไลทหลาย ๆ ตําแหนงรวมกัน ในการตรวจสอบ (Ron et al.,1996) 
 

CPE = 1-  Πn (1-PEi)      ........................(3) 
 
โดยที่     Π  คือ    ผลคณูของคา PE ที่จํานวน n ตําแหนง, 

                 n    คือ  จํานวนของไมโครแซทเทลไลท 
            PEi  คือ  PE   สําหรับโลกัสที่  i 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

4.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดโคนม 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดของลูกที่เกิดจากพอพันธุทั้ง 10 ครอบครัว พบวา ดี
เอ็นเอที่ไดมคีณุภาพดี และมีปริมาณมากเพียงพอตอการศึกษาในลําดับตอไป โดยการตรวจสอบ
ดวย 2% agarose gel (ดงัรปูที่ 4.1) 
 

                                               
 
รูปที ่4.1 ปริมาณดีเอน็เอทีต่รวจสอบดวย 2% agarose gel ที่สกัดไดจากตัวอยางเลือดลูกโคนม 
 
4.2 การสกัดดีเอน็เอจากน้าํเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนม 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนมทั้ง 10 ตัว พบวาดีเอ็นเอที่สกัด
ไดมีคุณภาพดีและมีปริมาณที่มากเพียงพอตอการนําไปศึกษาในขั้นตอไปได จากการตรวจสอบ
ดวย 2% agarose gel (ดังรูปที่ 4.2)  
 

                     
 
รูปที่ 4.2     ปริมาณดีเอ็นเอที่ตรวจสอบดวยวิธี gel electrophoresis ที่สกัดไดจากตัวอยางน้ําเชื้อ

แชแข็งพอพันธุโคนม  
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4.3 ผลการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกที่พบในครอบครัวโคนม 
 

จากศึกษารูปแบบจีโนไทปของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 10 ตําแหนง ของพอ
พันธุโคนมและลูก 10 ครอบครัว พบวาในแตละตําแหนงมีความสามารถในการตรวจสอบ
ความสัมพันธที่แตกตางกัน โดยพิจารณารูปแบบอัลลีลของพอที่ปรากฏในจีโนไทปของลูก และผล
การตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก เปนดังนี้คือ 

 

ความสัมพันธระหวางพอกับลูกในครอบครัว H40001 จากการตรวจสอบการ
ถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง พบวา 
มี 3 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน คือหมายเลข 22, 24,และ 26 จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
BM1824, INRA 023, TGLA 122,และ TGLA 126 โดยสังเกตจากความไมเก่ียวของกันระหวางอัล
ลีลพอกับลูกอยางนอย 1 ตําแหนง ดังตารางที่ 4.1  
 

ตารางที่ 4.1   รูปแบบจีโนไทป(genotype) แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ H40001 
กับลูก 8 ตัว จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 
10 ตําแหนง   

รูปแบบจีโนไทป 
พอพันธุ ลูกโคนม 

 
เครื่องหมาย 

H40001 22 23 24 25 26 27 28 29 
BM1824 ad cd aa be* be be* ad ad bd 
ETH10 cd bd bd ad ad ce ce ad bd 
TGLA122 bd ac* bd bb bd bd cd bc bc 
INRA023 ce  cd bd bd* ac ce ce ce ce 
BM2113 ab bc bc ab ab bc bc bc ac 
ETH152 ac ac ab ab ab ac ab ac ac 
SPSS115 ac ac ac ac ac ac ac ac bc 
TGLA227 bd bd bc ad bd cd ad bd bd 
ETH3 cc cd bc ab bc ab bc cd cd 
TGLA126 ac bd*  cd bc* bd bd* bc bc bc 
ความสัมพันธ 
พอ - ลูก /1 

 ไมมี มี ไมมี มี ไมมี มี มี มี 

/1  ความสัมพันธพอ - ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก   
                                     ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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การศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนม กับลูกในครอบครัว s2230 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 3 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 
ตําแหนง คือ หมายเลข ,71, 73 และ 78 จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ETH 10, TGLA 122 
และ ETH 152  ดังตารางที่ 4.2 
 
ตารางที่ 4.2   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2230 กับลูก 7 ตัว 

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2230 68 70 71 73 75 78 90 

BM1824 ad ad ad ad aa de cd ad 
ETH10 bd bd bd ac* bd bd bc bc 
TGLA122 ac ac bc bd* aa aa bc* bc 
INRA023 bc cc bb bb bd bb cd bd 
BM2113 ab bc bc bc ac bc ab ab 
ETH152 ac ce bc bc bd* bc bd* bc 
SPS115 ab ab ab ab ab ab ab ab 
TGLA227 bc bc ab bc bc bc ac ab 
ETH3 de de ad ce ad ce ce de 
TGLA126 bc bc ac ac be bb bc bc 
ความสัมพันธ
พอ-ลูก/1 

 มี มี ไมมี ไมมี มี ไมมี มี 

/1  ความสัมพันธพอ-ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
………………………...  ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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 จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนม กับลูกในครอบครัว s2238 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททัง้ 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 3 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 
ตําแหนง คือหมายเลข 38, 46 และ 48 จากเครื่องหมาย TGLA 122 และ INRA 023 ดังตารางที่ 
4.3 
 
ตารางที่ 4.3   รูปแบบจีโนไทปแสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอ s2238 กับลูก 6 ตัว จาก

การตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 10 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2238  38 45  46 47 48 51 

BM1824 cd ac ad ad bc ac ac 
ETH10 ac ad ad ac ac ac ac 
TGLA122 ac bb bc  bd* bb bd* bb 
INRA023 cf be* bf bf af cf bf 
BM2113 ab bc bc ab ab bc bc 
ETH152 bc ab bc bc bc ac be 
SPS 115 ac ac ac ac ac ac ac 
TGLA227 bc ac bc bc bc bb bc 
ETH3 bd ac bd bd bd bd ac 
TGLA126 ab bc ab aa aa bc bc 
ความสัมพันธ
พอ-ลูก/1 

 ไมมี  มี  ไมมี  มี  ไมมี  มี 

/1  ความสัมพันธพอ - ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
                              ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุกับลูกในครอบครัว s2227 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 1 คูที่ไมมีสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 69 จากเครื่องหมาย ETH 10 และ INRA 023 ดังตารางที่ 4.4 
 
ตารางที่ 4.4   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2227 กับลูก 6 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2227 69 74 43 72 77 87 

BM1824 bd ad bd ad ad ad cd 
ETH10 ab ac* bd ab bd bd ad 
TGLA122 ab ac aa ac ac ab bc 
INRA023 bd ac* bd bd bb ad bd 
BM2113 bd bd ab ab cd bd cd 
ETH152 ab ac ac bc bc ab ab 
SPS115 ac aa ac ac bc ac bc 
TGLA227 cd be aa ac ac cd cd 
ETH3 ac cc bc bc ab ac ac 
TGLA126 ac aa ac ac ac ac ac 
ความสัมพันธ
พอ-ลูก/1 

 ไมมี  มี  มี  มี  มี  มี 

/1  ความสัมพันธพอ-ลกู:  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
                           ……. ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2241 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 9 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 
ตําแหนง คือ คูลูกหมายเลข 12,13,14, 15, 16,17, 18, 19 และ 20 จากเครื่องหมาย BM1824, 
ETH 10, TGLA 122, INRA 023 และ TGLA 227 ดังตารางที่ 4.5 
 
ตารางที่ 4.5   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2241 กับลูก 9 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง 

  
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
S2241 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

BM1824 ad ad ac ad ac ac be* df aa ad 
ETH10 cf be* cg dg* cf dg* cf ad* cf cg 
TGLA122 bc bd bb bd ad* bd be be dd* cd 
INRA023 cf bg* ab* cf bd* cf dg* cf cf be* 
BM2113 ac bc cd bc bc bc cd cd cd ac 
ETH152 bc bc bc bc ac bc bc bc bc bc 
SPS115 ac ac ac bc ac ac ac ac bc ac 
TGLA227 ad ac de dd de de be* bd ee* fg* 
ETH3 ab bc bc bc ab ab bc ab ab bc 
TGLA126 bc bc bc ac ac ab ab bc bc bc 
ความสัมพันธ
พอ-ลูก/1 

 ไมมี  ไมมี  ไมมี  ไมมี  ไมมี ไมมี  ไมมี  ไมมี  ไมมี  

/1  ความสัมพันธพอ-ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
                                     ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2232 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 9 ตําแหนง พบวา 
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข  81 จากเครื่องหมาย SPS115 ดังตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.6   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2232 กับลูก 7 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูก ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 9 
ตําแหนง 

       
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2232 44 43 76 79 81 84 86 

BM1824 ad Aa ac ad ac ad bd ad 
ETH10 ad Bd ac bd bd bd ad ad 
TGLA122 ce Ce ce bc cc ae ce bc 
INRA023 bd Cd bd bb bd bc bd bd 
BM2113 cd Cd bc ac ac ac cd cd 
ETH152/2 - - - - - - - - 
SPSS115 ac Ac cc ac ac bb* ac ac 
TGLA227 cd Ac ac cd cd ac cd cd 
ETH3 bd Bc ad ad bc bb bd bd 
TGLA126 ac Ab ac bc bc ac ac ac 
ความสัมพันธ
พอ-ลูก/1 

 มี  มี  มี  มี  ไมมี มี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
 /2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*   อัลลลีของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2223 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก  ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 9 ตําแหนง พบวา 
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 88 จากเครื่องหมาย INRA 023 ดังตารางที่ 4.7 

 
ตารางที่ 4.7   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2223 กับลูก 4 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 9 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2223 42 83 88 80 

BM1824 ab bd bd bb ac 
ETH10 ab bc bc ac ab 
TGLA122 bd bb bd bd bb 
INRA023 aa ab ad cd* ad 
BM2113 bc ab bc bc ac 
ETH152 bd bd bd cd ab 
SPS115 ac ab bc ac ac 
TGLA227/2 - - - - - 
ETH3 ac ac ac bc bc 
TGLA126 ac ac bc ab ab 
ความสัมพันธ 
พอ-ลูก/1 

 มี  มี  ไมมี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
 /2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*   อัลลลีของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2225 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 8 ตําแหนงพบวา
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 5 จากเครื่องหมาย ETH10 ดังตารางที่ 4.8 

  
ตารางที่ 4.8   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2225 กับลูก 9 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 8 
ตําแหนง 

  
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
2225 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

BM1824 bd ad cd bd bd bd cd de de de 
ETH10 bd bc bd bd bd ac* bd bd bd bd 
TGLA122 bc bc bc bc bc bc bc bc bc bc 
INRA023 bd cd bd bd ad bd cd bd bd bd 
BM2113 ab bc ab bb ab bc bc bc bc ab 
ETH152/2 - - - - - - - - - - 
SPS115 ac ac ac ac ac ac bc bc ac ac 
TGLA227/2 - - - - - - - - - - 
ETH3 ab ab aa ab aa ab ab bc ab ab 
TGLA126 de de de ad be de de de de de 
ความสัมพันธ
พอ-ลูก/1 

 มี  มี  มี มี  ไมมี มี  มี  มี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
/2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2228 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูกดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 8 ตําแหนง พบวามี
ความสัมพันธกันทุกตําแหนง ดังตารางที่ 4.9 

 
ตารางที่ 4.9   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2228 กับลูก 2 ตัว 

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 8 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2228 30 89 

BM1824 bc bc ce 
ETH10 ab ac ac 
TGLA122 bc bc ac 
INRA023 ac ac bc 
BM2113 bd ab bd 
ETH152 ab ab ab 
SPSS115/2 - - - 
TGLA227/2 - - - 
ETH3 ab bb bc 
TGLA126 ac bc ab 
ความสัมพันธ 
พอ-ลูก/1 

 มี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
/2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s9113 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 7 ตําแหนง พบวา 
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 35 จากเครื่องหมาย TGLA 122  ดังตารางที่ 4.10 

 
ตารางที่ 4.10  รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s9113 กับลูก3 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 8 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s9113 35 60 55 

BM1824 ad bd bd bd 
ETH10 ac ab ac ac 
TGLA122 cd ab* bc cd 
INRA023 ac bc ac ac 
BM2113 ab bc bc ab 
ETH152 bc ab bc bc 
SPSS115/2 - - - - 
TGLA227/2 - - - - 
ETH3/2 - - - - 
TGLA126 ac ac ac ac 
ความสัมพันธ
พอ-ลูก/1 

 ไมมี  มี  มี  

/1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                  ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 

/2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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ตารางที่ 4.11  แสดงจํานวนลูกและเปอรเซ็นตของความสัมพันธพอกับลูกที่ตรวจสอบดวย 
                     เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนงในครอบครัวโคนม 
 

จํานวนลูกที่มคีวามสัมพันธ(ตัว) (%) เบอรพอ จํานวนลูก(ตัว) 
เปนพอกับลูก ไมเปนพอกับลูก 

H40001 8 5(62) 3(37) 
S2230 7 4(57) 3(42) 
s2238 6 3(50) 3(50) 
s2227 6 5(83) 1(16) 
S2241 9 0(0) 9(100) 
S2232 7 5(85) 1(14) 
S2223 4 3(75) 1(25) 
S2225 9 8(88) 1(11) 
S2228 2 2(100) 0(0) 
S9113 3 3(100) 0(0) 
รวม 61 37(63) 22(36) 

 
4.4 การวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตร 
 

1. รูปแบบอัลลีลและความถี่อัลลีลที่พบในครอบครัวพอพันธุโคนม 
 

จากการศึกษารูปแบบ และจํานวนอัลลีลที่พบทั้งพอพันธุโคนมและลูกในเขตการเลี้ยงโค
นม อ.ส.ค. ดวยไมโครแซทเทลไลท 10 ตําแหนง พบรูปแบบอัลลีลที่กระจายตัวจากอัลลีล a ถึงอัล
ลีล g สามารถนํามาคํานวณหาความถี่อัลลีลในแตละตําแหนงดังแสดงรายละเอียดตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.12 แสดงรูปแบบอัลลีลและความถี่อัลลีล ที่พบในประชากรโคนมที่ศึกษา ดวย 
                    เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง  10 ตําแหนง 
    

รูปแบบอัลลีล/ความถี่อัลลีล เคร่ืองหมาย 
ไมโครแซท
เทลไลท 

จํานวน
ตัวอยาง a b c d e f g รวม 

BM1824 77 0.318 0.176 0.157 0.289 0.06   1.00 
ETH10 75 0.204 0.247 0.213 0.250 0.014 0.010 0.053 1.00 
TGLA122 74 0.138 0.388 0.291 0.144 0.034   1.00 
INRA023 74 0.148 0.250 0.210 0.108 0.234 0.040 0.007 1.00 
BM2113 81 0.196 0.389 0.347 0.066    1.00 
ETH152 68 0.269 0.328 0.347 0.044 0.007   1.00 
SPS 115 74 0.398 0.201 0.399     1.00 
TGLA227 63 0.115 0.298 0.286 0.194 0.085 0.010 0.010 1.00 
ETH3 75 0.202 0.320 0.280 0.157 0.040   1.00 
TGLA126 81 0.224 0.258 0.333 0.074 0.037   1.00 

 
2. การคํานวณหาคา PE และคาความเชื่อม่ัน(CPE) 

 

การตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกสาว จากการวิเคราะหขอมูล
ทางพันธุศาสตร ที่บงบอกความสัมพันธทางสายเลือด  เพ่ือดูประสิทธิภาพของเครื่องหมายที่ใชใน
การตรวจสอบความสัมพันธ   และพบวามีคาความเชื่อมั่นที่แตกตางกันไปในแตละตําแหนงทั้ง 10 
ตําแหนง ดงัแสดงในตาราง 4.12 
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ตารางที่ 4.13    แสดงคา PE ของแตละครอบครัว และ คา CPE จากประชากรโคนมทั้ง 10 
ครอบครัว ที่สามารถเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอไดในกระบวนการทําพีซีอาร จาก
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 

 
PE ไมโครแซท

เทลไลท   
S224
1 

  
S223
0 

  
S222
7 

  
S2225 

  
S2238 

  
H40001 

  
S2232 

   
S2223 

  
S9113 

  
S2228 

Mean (+SD) 

BM1824 0.15 0.15 0.29 0.29 0.31 0.15 0.15 0.26 0.32 0.45 0.25 (+.09) 

ETH10 0.54 0.53 0.53 0.53 0.34 0.58 0.58 0.30 0.34 0.30 0.46 (+.12) 

TGLA122 0.33 0.33 0.33 0.10 0.23 0.10 0.46 0.10 0.10 0.25 0.22 (+.13) 

ETH152 0.11 0.15 0.15 - 0.11 0.29 - 0.39 0.15 0.10 0.18 (+.10) 

INTRA023 0.41 0.29 0.29 0.41 0.41 0.31 0.41 0.49 0.41 0.41 0.39 (+.05) 

TGLA227 0.48 0.17 0.27 - 0.17 0.17 0.27 - - - 0.26 (+.10) 

ETH3 0.23 0.65 0.65 0.23 0.27 0.28 0.19 0.27 - 0.28 0.29 (+.12) 

BM2113 0.17 0.17 0.29 0.17 0.17 0.17 0.29 0.05 0.29 0.29 0.21 (+.07) 

TGLA126 0.26 0.17 0.19 0.79 0.27 0.19 0.19 0.19 0.16 0.17 0.26 (+.17) 

SPS115 0.16 0.16 0.41 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 - - 0.12 (+.12) 

CPE 0.98 0.97 0.98 0.97 0.94 0.94 0.98 0.93 0.88 0.93  
จํานวน
เครื่องหมาย 

10 10 10 8 10 10 9 9 7 8  

 
การตรวจสอบประสิทธิภาพการนําเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ไปใชในการ

ตรวจสอบความเปนพอกับลูก จํานวนครอบครัวที่ศึกษาทั้งหมด 75 คู พบจํานวนคูที่ไมมี
ความสัมพันธเปนพอกับลูก 22 คู จากเครื่องหมาย 10 ตําแหนง มีคาความเชื่อมั่นเปนชวงระหวาง   
93-98 เปอรเซ็นต จํานวนคูที่ไมมีความเปนพอกับลูกจากเครื่องหมาย 9 ตําแหนงพบ 25 คู มีคา
ความเชื่อม่ันเปน 93-97 เปอรเซ็นต จํานวนคูที่ไมมีความเปนพอกับลูกจากเครื่องหมาย 8 ตําแหนง
พบ 26 คู มีคาความเชื่อมั่นเปนชวงระหวาง 93-98 % และไมพบจํานวนคูที่ไมมีความเปนพอกับ
ลูกจากเครื่องหมาย 7 ตําแหนง โดยมีคาความเชื่อมั่นเปน 88 % ดังตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4.14    แสดงคาความเชื่อม่ัน(CPE) ในการนําเครื่องหมายพันธุกรรมไปประยุกตใชในการ
ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกของโคนม 

 
ความสัมพันธ(คู) จํานวน

เครื่องหมายที่ใช 
จํานวน

ครอบครัวที่
ใชศึกษา(คู) 

ไมเปนพอกับลูก เปนพอกับลูก 
คาความ

เชื่อม่ัน*CPE(%) 

10 49 22 27 94-98 
9 60 25 35 93-98 
8 72 26 46 93-97 
7 79 30 49 88 

*  คาความเชือ่ม่ันของความสัมพันธเปนพอกับลูก 



   

บทที่ 5 
 

อภิปรายผล 
 
5.1 การสกัดดีเอน็เอ   

 
การสกัดดีเอ็นเอ ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถใชไดดีมีปริมาณเพียงพอที่ทําการศึกษา ทัง้

ตัวอยางจากเลือด และตัวอยางจากน้ําเชื้อแชแข็ง โดยการใชชุดสกัดสําเร็จรูป ในการศึกษา มีการ
ปรับข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอดวยน้ําเชื้อแชแข็ง ที่มีข้ันตอนที่แตกตางกันกับตัวอยางจากเลือดใน
ข้ันตอนการยอยผนังเซลล และใชเวลาในสกัดดีเอ็นเอ ประมาณ 2 ชั่วโมง เปนการงาย สะดวกและ
รวดเร็วในการที่จะนําดีเอ็นเอไปใชในการศึกษาตอไป 

 
5.2 การเพ่ิมจํานวนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร  
 

จากการวิเคราะหในหองปฏิบัติการพบวาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 
ตําแหนงสามารถนํามาศึกษาในกลุมตัวอยางโคนม อ.ส.ค จ.สระบุรี สามารถเพ่ิมชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ได ใหความหลากหลายสูง แตในบางตําแหนงไมสามารถอานผลไดและแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น
บางสวนไมไดมีลักษณะเปน single band แตเปนลักษณะแถบดีเอ็นเอหลายแถบติดกัน  ซึ่งแถบดี
เอ็นเอที่เพิ่มข้ึนนี้เรียกวา stutter band การเกิดแถบดีเอ็นเอลักษณะเชนนี้ เปนลักษณะที่พบ
โดยทั่วไปจากการตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณที่เปนไมโครแซทเทลไลท (ปยะมาศ,2542) โดยอาจมี
ผลมาจากการทํางานผิดพลาดของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรช ในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดวยเทคนิคพีซีอาร ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นในไมโครแซทเทลไลทที่เปน dinucleotide และจากการ
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวย 6% acrylamide gel พบวาสามารถตรวจนับแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นได 
แตการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในแผนเจลบางครั้งจะเคลื่อนไปไมพรอมกัน ทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่
เอียง ซึ่งการอานแถบดีเอ็นเอ จึงตองใชความรอบคอบในการอานผลและแปลผล  กอนที่จะนําไป
วิเคราะหขอมูลตอไป 
 
5.3 ผลการตรวจสอบความสัมพันธของอัลลีลที่พบในครอบครัวโคนม 
 

ผลการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก (paternity testing) 10 ครอบครัว จาก
การศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 10 ตําแหนงในตารางที่4.11 พบความไมสัมพันธกันระหวางพอ
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กับลูก โดยเมื่อแยกพิจารณาเปนครอบครัวพบวามีอัตราความไมสัมพันธกันตั้งแต 0 เปอรเซ็นตใน
ครอบครัว s2228 และ s9113 จนถึง 50 เปอรเซ็นตในครอบครัว s2238 และ เปนที่นาสังเกตวาพอ
s2241 มีขอมูลทางพันธุกรรมที่ตรวจสอบไมสอดคลองกับลูกตัวใดเลยในกลุมคิดเปน 100
เปอรเซ็นต ซึ่งอาจเปนไปไดวามีการบันทึกพันธุประวัติของพอผิดพลาดไปในชวงทําการผสมพันธุ
ได โดยที่อัตราความไมถูกตองของประชากรที่ทําการศึกษาครั้งนี้ 36 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Baron และคณะ (2002) ที่ไดทําการศึกษาในโคนมดวยไมโครแซทเทลไลทจํานวน 
6 ตําแหนง พบอัตราความไมถูกตอง 36 เปอรเซ็นตเชนเดียวกัน ขณะที่การศึกษาของ Ron และ
คณะ(1996) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 12 ตําแหนง พบอัตราความไมสัมพันธกัน 5 
เปอรเซ็นต ซึ่งเปอรเซ็นตความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูกที่แตกตางกันนี้ อาจเนื่องมาจาก
ตัวอยางประชากรที่นํามาศึกษามีจํานวนและแหลงที่มาแตกตางกัน 

 
ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้ พบวาผลบางสวนที่ตรวจสอบไมสอดคลองกับขอมูลพันธุประวัติ

แสดงใหเห็นความผิดพลาดที่เกิดขึ้นจากการบันทึกพันธุประวัติที่ไมถูกตองได ซึ่งโอกาสของความ
ผิดพลาดที่เกิดขึ้นอาจเนื่องมาจาก การไมบันทึกขอมูลทันที ทําใหหลงลืมไดขณะทําการบันทึกใน
พันธุประวัติ หรือ เกิดความสับสนในการบันทึกเมื่อมีจํานวนโคนมที่ดูแลมากขึ้นและใชลักษณะ
การจํากอนการบันทึก หรือการใชชื่อเรียกแทนการใชเบอรหู เปนตน ดวยเหตุนี้ จึงควรตระหนักถึง
ความสําคัญของการบันทึกพันธุประวัติซึ่งจะเปนผลตอการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุตอไปได 

 
5.4 รูปแบบและความถี่อัลลีลที่พบในประชากรโคนม 

 
การกระจายตัวของอัลลีลที่พบในเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 10 ตําแหนง ใน

ประชากรโคนม ที่ทําการศึกษาครั้งนี้พบวามีความหลากหลายของรูปแบบอัลลีล 3-4 รูปแบบที่พบ
เปนสวนใหญประมาณ  80-90 เปอรเซ็นตของทั้งหมด แสดงใหเห็นวา เครื่องหมายไมโครแซทเทล
ไลททุกตัวที่นําไปใชในการศึกษาครั้งนี้ มีความหลากหลายที่ไมสูงมากนัก โดยคาความ
หลากหลายของเครื่องหมายที่นิยมใชควรอยูระหวาง 6 – 8 อัลลีล และมีความถี่ของการกระจาย
ตัวดี ดังรายงานของ Ron และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลทจํานวน 12 
ตําแหนง พบจํานวนอัลลีลทสําหรับทุกตําแหนงอยูในชวง 6 - 11 อัลลีล จากรายงานของ Vissher 
และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาในโคนมประเทศอังกฤษดวยไมโครแซทเทลล 10 ตําแหนงพบ
จํานวนอัลลีลสําหรับทุกตําแหนงอยูในชวง 5 - 16 อัลลีล ขณะที่ Baron และคณะ (2002) ได
ทําการศึกษาในโคพันธุ Gir ดวยไมโครแซทเทลไลทจํานวน 6 ตําแหนง พบจํานวนอัลลีลทุก ๆ 
ตําแหนงอยูในชวง 7 – 13 อัลลีล และจากรายงานการศึกษาของ Sander และคณะ (2006) ได
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ทําการศึกษาในโคนมพันธุ Angeln โดยใชไมโครแซทเทลไลทจํานวน 16 ตําแหนง พบจํานวน 
อัลลีลของทุกๆ ตําแหนงอยูในชวง 8-12 อัลลีล  

 
ดังนั้น เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไดรับคําแนะนําจาก ISAG ที่มีความเหมาะสม

ในการใชกับโคยุโรปไดดี จะเห็นวามีประสิทธิภาพปานกลางเมื่อนํามาใชในโคนมประเทศไทย ทั้งนี้
อาจเนื่องมาจากสายพันธุโคนมที่นํามาศึกษาในครั้งนี้ มีการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุมาอยาง
ตอเนื่อง ทําใหความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในฝูงลดลง 
 
5.5 การวิเคราะหคา PE และ CPE ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ทําการศึกษา 
 

จากตารางที่ 4.12 พบวา เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ETH 10 เปนเครื่องหมายที่
แสดงคา PE มากที่สุดแสดงถึงประสิทธิภาพของเครื่องหมายตําแหนงนี้ในการนําไปใชในการ
ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกที่ใหความถูกตองมากที่สุด และเรียงลําดับไปจนถึงเครื่องหมาย
ที่มีประสิทธิภาพนอยที่สุดดังนี้ INRA023, ETH3, TGLA122, TGLA126, BM1824, BM2113, 
TGLA122, ETH152 และ SPS115 (ตามลําดับ) อยางไรก็ตามหากนําเครื่องหมายที่ใชตรวจสอบ
ทั้งหมดมาวิเคราะหพรอมกันพบวาจํานวน 10 ตําแหนงใหคาความเช่ือมั่นในการบงบอก
ความสัมพันธพอกับลูกไดระหวาง 94-98 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหพรอมกัน 9 ตําแหนงใหคาความ
เชื่อม่ันในการบงบอกความสัมพันธพอกับลูก 93-98 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหพรอมกัน 8 ตําแหนง
ใหคาความเชื่อมั่นในการบงบอกความสัมพันธพอกับลูก 93-97 เปอรเซ็นต และเมื่อวิเคราะห
พรอมกัน 7 ตําแหนงใหคาความเชื่อมั่นในการบงบอกความสัมพันธพอกับลูก 88 เปอรเซ็นต ดัง
รายงานของ Ron และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 12 ตําแหนงใหคา 
CPE 0.99 Visscher และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 10 ตําแหนงใหคา 
CPE 0.99 ขณะที่ Baron และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 6 ตําแหนงให
คา CPE เพียง 0.84 – 0.98 จะเห็นไดวาเครื่องหมายพันธุกรรมย่ิงใชจํานวนมากคา CPE ย่ิงเขา
ใกล 1 และทําใหคาความเชื่อมั่นสูงในการบอกความสัมพันธพอกับลูก และจากการวิเคราะห
ขอมูลครอบครัวพอพันธุดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลลไลท จํานวน10 ตําแหนง จากจํานวน 75 
คู (ตารางที่ 4.13) พบวาการใชจํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่มากขึ้นทําใหการ
ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกที่ไมถูกตองลดนอยลง ดังเชนผลการใชจํานวนเครื่องหมาย  7 
ตําแหนง พบความไมสัมพันธเปนพอกับลูก 30 คู และเมื่อใชจํานวนเครื่องหมาย 10 ตําแหนงพบ
ความไมสัมพันธเปนพอกับลูก 22 คู และสําหรับการตรวจพบโอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับ
ลูกที่เครื่องหมาย 7 – 10 ตําแหนงนั้นแสดงแนวโนมวาย่ิงจํานวนเครื่องหมายมากขึ้นคาความถูก
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ตองในการตรวจความสัมพันธพอกับลูกย่ิงเพิ่มข้ึน ซึ่งสนับสนุนไดดวยคา CPE ที่เพิ่มข้ึนเมื่อ
จํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท  



บทที่ 6 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

6.1 สรุปผลการวิจัย 
 

การใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท จํานวน 10 ตําแหนง พบจํานวนอัลลีลทัง้หมด 7 อลั
ลีล และในการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกในครั้งนี้ พบคา PE ที่ไดมีคาอยูระหวาง  
0.041-0.790 และใหคาความเชื่อมั่น(CPE) ในการตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอกับลูก อยู
ระหวาง 88- 98 % แสดงวาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง มีประสิทธิภาพในการ
ตรวจความสัมพันธพอกับลูกได และ จํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่สามารถในการนําไป
ประยุกตใชเปนชุดตรวจสอบได จํานวนตั้งแต 8 - 10 ตําแหนงจากคาความเชื่อมั่นที่ไดในการศึกษา
ครั้งนี้ ตั้งแต 90 เปอรเซ็นต ข้ึนไป 
  

การตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกในครั้งนี้ โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง พบวาเครื่องหมายทุกตําแหนงสามารถตรวจสอบความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูก 
จํานวน 26 คู จากจํานวนที่ศึกษาทั้งหมด 75 คู 

 
 
6.2 ขอเสนอแนะ 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้ สามารถนําเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง และ

วิธีการที่ไดไปประยุกตใชในการตรวจสอบขอมูลพันธุประวัติในกลุมประชากรอื่นๆ ที่มีความไม
ชัดเจนหรือที่สงสัยวาอาจมีการบันทึกพันธุประวัติที่ผิดพลาด เพ่ือตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก
และเพ่ิมความถูกตองในการบันทึกพันธุประวัตินําไปสูการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุสัตวที่ถูกตอง
แมนยําย่ิงขึ้น 
 

ควรมีการศึกษาเพิ่มเติม ในมารคเกอรที่ไมสามารถวิเคราะหผลได และไมโครแซทเทลไลท 
ตําแหนงอื่นๆ เพิ่มเติมเพื่อใหไดขอมูลในการศึกษารูปแบบอัลลีลที่ครบถวน แมนยํา นาเชื่อถือ และมี
จํานวนตัวอยางที่มากเพียงพอ สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาตอไปได 
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