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บทที�  1 
 

บทนํา 
 
ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
 

อตุสาหกรรมการเลี &ยงสกุรในประเทศไทยมีการพฒันาอย่างตอ่เนื�อง โดยมีการนําเข้าสกุร
พนัธุ์ดีจากตา่งประเทศ ทั &งการนําเข้าสกุรพอ่-แมพ่นัธุ์ หรือการนําเข้านํ &าเชื &อสกุร นอกจากนี &ยงัมี
วิธีการคดัเลือกภายในประชากร และวิธีการวางแผนผสมพนัธุ์ เพื�อใช้ในการปรับปรุงพนัธุกรรมของ
สกุรภายในประเทศให้ดีขึ &น โดยการปรับปรุงพนัธุ์ดงักลา่วจําเป็นจะต้องทราบพนัธุ์ประวตัขิองสกุร
ที�ถกูต้อง เพื�อให้การประมาณคา่พารามิเตอร์ทางพนัธุกรรมมีความแมน่ยํา จงึจะสง่ผลให้การ
ปรับปรุงพนัธุ์มีประสิทธิภาพยิ�งขึ &น (Visscher et al., 2002; Weller et al., 2004) ในการคดัเลือก
สกุรนั &น ถ้ามีการใช้ข้อมลูของสกุรที�มีพนัธุ์ประวตัิที�ไมถ่กูต้อง จะทําให้ความก้าวหน้าทางพนัธุกรรม
ของลกัษณะที�ต้องการคดัเลือกลดลง (Banos et al., 2001) ซึ�งจากการศกึษาของ Long และคณะ 
(1990) พบวา่การที�พนัธุ์ประวตัขิองสกุรผิดพลาดไป 20 เปอร์เซ็นต์ตอ่ชั�วรุ่น จะทําให้ความ 
ก้าวหน้าทางพนัธุกรรมที�คํานวณได้โดยวิธี Best Linear Unbiased Prediction  (BLUP)  มีคา่
ลดลง ซึ�งความผิดพลาดนี &ก่อให้เกิดอคตใินการประมาณคา่พารามิเตอร์ โดยอคตทีิ�เกิดขึ &นจะผนัแปร 
โดยตรงกบัจํานวนข้อมลูที�ไม่ถกูต้อง (Israel and Weller, 2000; Banos et al., 2001) อยา่งไรก็
ตามข้อมลูพนัธุ์ประวตัิอาจไมช่ดัเจนได้ เนื�องจากการจดบนัทกึพนัธุ์ประวตัิ หรือ การจดบนัทึกเบอร์
นํ &าเชื &อที�ใช้ผสมไมถ่กูต้อง การย้ายฝากลกูสกุร หรือโดยเฉพาะอยา่งยิ�งในกรณีของการผสมพนัธุ์
ด้วยพ่อพนัธุ์หลายตวั ทําให้ไม่สามารถระบุพ่อที�ชดัเจนของลูกสุกรได้ (Xue et al., 1998; 
Sherman et al., 2004; Aguilera-Reyes et al., 2006)  

 
ปัจจบุนัความก้าวหน้าทางอณพูนัธุศาสตร์ สามารถนํามาประยกุต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ใน

ด้านตา่ง ๆ เชน่ การตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Kaul et al., 2001) ความสมัพนัธ์
ทางวิวฒันาการ (Fang et al., 2005) การระบตุวัตน (Putnova et al., 2003; Thuy et al., 2006) 
และการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู (Nechtelberger et al., 2001; Putnova et al., 2003)  
ปัจจบุนัการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ ลกู นิยมตรวจโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซท
เทลไลท์ เนื�องจากให้ผลการตรวจที�แมน่ยํากวา่การตรวจสอบจากกลุม่เลือด เนื�องจากกลุม่เลือดมี
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมตํ�า (Henke et al., 1999) ในขณะที�เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโคร
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แซทเทลไลท์มีความหลากหลายสงู ดงันั &นจงึได้นําเทคนิคทางด้านอณพูนัธุศาสตร์ มาชว่ยทําให้
ทราบข้อมลูทางพนัธุกรรมของตวัสตัว์ที�ถกูต้องแมน่ยําขึ &น 

 
การประยกุต์ใช้เทคนิคทางด้านอณูพนัธุศาสตร์ โดยเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทล

ไลท์ ซึ�งเป็นดีเอ็นเอที�มีลักษณะการเรียงตัวของลําดบัเบสสั &น ๆ เรียกว่า ลําดบัเบสแกน (core 
sequence) จํานวน 1-6 คูเ่บส หรือไมเ่กิน 10 คูเ่บส ทําการเรียงตวัซํ &า ๆ กนั โดยมีจํานวนซํ &าแตล่ะ
ตําแหน่งไม่เกิน 100 ครั &ง (Chambers and MacAvoy, 2000) โดยการเรียงตวัของเบสลกัษณะนี & 
สามารถพบได้ง่าย เพราะกระจายตวัอยู่ทั�วไปในจีโนม และมีความผนัแปรของจํานวนซํ &าสงู ทําให้
สามารถตรวจพบรูปแบบความหลากหลายได้สูง (polymorphism) ซึ�งรูปแบบความหลากหลาย  
ณ ตําแหนง่หนึ�ง ๆ ที�ตรวจพบเรียกวา่ อลัลีล โดยจํานวน และรูปแบบของอลัลีลจะมีความแตกตา่ง
กันไปในสัตว์แต่ละตัว สัตว์แต่ละกลุ่มประชากร และสัตว์ภายในกลุ่มประชากรเดียวกัน 
(Goldstein and Pollock, 1997; Toth et al., 2000) นอกจากนี &เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซท
เทลไลท์ในสัตว์แต่ละชนิดพันธุ์ จะมีความแตกต่างกันไป มีลักษณะเป็น species-specific 
markers จึงทําให้ไม่สามารถนําไปใช้ข้ามชนิดพันธุ์ ได้ (Webster and Reichart, 2005)  
เครื�องหมายไมโครแซทเทลไลท์มีคุณสมบตัิทางพันธุกรรมเป็นไปตามกฎของเมนเดล สามารถ
ถ่ายทอดจากพ่อ แม่ ไปยงัรุ่นลกูได้ และไม่เปลี�ยนแปลงไปตามปัจจยัของสิ�งแวดล้อม (Curi and 
Lopes, 2002) ทําให้เครื�องหมายพันธุกรรมชนิดนี &มีความเหมาะสมสําหรับนํามาใช้ในการ
ตรวจสอบความสมัพนัธ์ทางสายเลือดอยา่งกว้างขวาง 

 
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ สามารถเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอได้ง่ายด้วย

วิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยกําหนดขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอที�เหมาะสมประมาณ 
200-600 คูเ่บส เพื�อให้ผลผลิต PCR อา่นผลได้ชดัเจน (Saiki et al., 1988) เครื�องหมายพนัธุกรรม
ไมโครแซทเทลไลท์ที�มีรายงานไว้ในสตัว์เลี &ยงลกูด้วยนมส่วนใหญ่เป็นแบบไดนิวคลีโอไทด์  คือ    
มีลําดบัเบสแกนเป็นเบสเพียง 2 ตวั ซึ�งในขั &นตอนการเพิ�มชิ &นสว่นดีเอ็นเอ มกัจะเกิดความผิดพลาด
ที�เรียกวา่ slippage bases ได้โดยง่าย ทําให้การอ่านผลผิดพลาดได้ (Schlotterer and Tautz, 
1992) ในขณะที�เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แบบไตรนิวคลีโอไทด์ (ลําดบัเบสแกน
ประกอบด้วยเบส 3 ตวั) และ เตตร้านิวคลีโอไทด์ (ลําดบัเบสแกนประกอบด้วยเบส 4 ตวั)            
มีรายงานวา่พบความผิดพลาดได้น้อยลง (Schlotterer and Tautz, 1992; Lai and Sunny, 2003) 
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การตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่แมล่กู (Parentage control) โดยใช้ข้อมลูพื &นฐานทางด้าน
อณพูนัธุศาสตร์ของสตัว์ชนิดนั &น ๆ โดยตรง จะทําให้ผลของความสมัพนัธ์ทางครอบครัวชดัเจนขึ &น 
และชว่ยเพิ�มความถกูต้องของพนัธุ์ประวตั ิ งานวิจยัที�ศกึษาเกี�ยวกบัการระบคุวามสมัพนัธ์พอ่ แม่ 
ลกู ในสตัว์ชนิดตา่ง ๆ เชน่ โค ม้า แพะ และ สนุขั เป็นต้น สว่นมากจะใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม   
ไมโครแซทเทลไลท์ที�มีรูปแบบเป็นไดนิวคลีโอไทด์ โดยแตล่ะงานวิจยัจะใช้จํานวนเครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตกตา่งกนั ตั &งแต ่ 6-14 ตําแหนง่ และได้คา่ความแมน่ยําอยู่ในชว่ง 
98.88-99.99 เปอร์เซ็นต์ (Schnabel et al., 2000; Ichikawa et al., 2001; Jakabova et al., 
2002; Jim´enez-Gamero et al., 2006; Lee and Cho, 2006) สําหรับในสกุรการศกึษา
ความสมัพนัธ์ พอ่ แม ่ ลูก โดยใช้เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�มีรูปแบบเป็น  
ไดนิวคลีโอไทด์ จํานวนเครื�องหมายที�ใช้ตั &งแต ่ 10-15 ตําแหนง่ ให้คา่ความแมน่ยําอยู่ในชว่ง 
95.94-99.99 เปอร์เซ็นต์ (Nechtelberger et al., 2001; Putnova et al., 2003; Rohrer et al., 
2007)ซึ�งคา่ที�ได้มีความแตกตา่งกนัคอ่นข้างกว้าง ทั &งนี &เนื�องจากความหลากหลายของเครื�องหมาย
แตล่ะตําแหนง่ที�แตกตา่งกนัไปในแตล่ะกลุม่ประชากร เป็นปัจจยัสําคญัที�จะสง่ผลตอ่ประสิทธิภาพ 
และคา่ความแมน่ยําในการวิเคราะห์ (Groenen et al., 2003)  

 
ประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหนง่ ขึ &นอยูก่บั 

จํานวนอลัลีล และความถี�อลัลีล ซึ�งเป็นลกัษณะเฉพาะในแตล่ะประชากร และจะสง่ผลตอ่ความ
แมน่ยําในการนําไปใช้งาน เนื�องจากจํานวนอลัลีลแสดงถึงความหลากหลายของเครื�องหมายใน
ประชากรนั &น ๆ และสดัสว่นของความถี�อลัลีล แสดงถึงลกัษณะการกระจายตวัของอลัลีล โดย
จํานวนอลัลีลมาก และความถี�อลัลีลที�กระจายตวัอย่างสมํ�าเสมอ จะเป็นตวับง่ชี &ถึงประสิทธิภาพที�ดี 
ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหนง่ (Khatib et al., 1994; Behl et al., 
2006) นอกจากนี & คา่ความแมน่ยําในการวิเคราะห์ผลยงัขึ &นอยูก่บัจํานวนเครื�องหมายพนัธุกรรมไม
โครแซทเทลไลท์ที�นํามาใช้งาน เนื�องจากจํานวนเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�เพิ�มขึ &น
จะชว่ยลดโอกาสของความผิดพลาดในการวิเคราะห์ผลลง (Glowatzki-Mullis et al., 1995; 
Nechtelberger et al., 2001; Jakabova et al., 2002)  
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ดงันั &นในการศึกษาครั &งนี &จึงทําการคดัเลือกและ ตรวจสอบข้อมูลความหลากหลายของ
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ในฝงูสกุรของประเทศไทย  เพื�อให้ทราบถึงประสิทธิภาพ
ในการใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แต่ละตําแหน่ง และทําการตรวจสอบ
ความแมน่ยําสําหรับการใช้หาความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู ในสกุร   
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 
1.  เพื�อศกึษารูปแบบความหลากหลาย (polymorphism) ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 
     แตล่ะตําแหนง่ของสกุร 
2.  เพื�อศึกษาประสิทธิภาพในการใช้งานของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ แตล่ะ 

ตําแหนง่ 
3.  เพื�อศึกษาค่าความแม่นยําของชดุเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ สําหรับการ

นําไปใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู ในสกุร 
 
ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
 
1.  ทราบรูปแบบความหลากหลายของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ แตล่ะตําแหนง่ 
     ของสกุร  
2.  ทราบถึงประสิทธิภาพในการใช้งาน ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหนง่  
3.  ทราบคา่ความแมน่ยําของชดุเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ สําหรับการนําไปใช้

ตรวจสอบความสมัพนัธ์ พอ่ แม ่ลกู ในสกุร ที�ต้องการยืนยนัความชดัเจนของบนัทึกพนัธุ์ประวตั ิ
 
 

 

 

 



 
 

 

บทที�  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 
 

 ปัจจุบนัการปรับปรุงพนัธุกรรมของสุกร สามารถทําได้โดยใช้ข้อมูลจากลกัษณะปรากฏ
ของตวัสตัว์ และความสมัพนัธ์ระหว่างตวัสตัว์ มาคํานวณคา่การผสมพนัธุ์ (breeding value) โดย
ใช้หลกัการของแบบหุ่นผสม (mixed model) ที�เรียกว่าวิธี BLUP (Henderson, 1984) คา่การผสม
พนัธุ์ที�ได้จากวิธี BLUP นี & จะมีความแม่นยํากว่าวิธีอื�นเนื�องจากมีการใช้ข้อมลูพนัธุ์ประวตัิของตวั
สตัว์มาช่วยในการประเมิน (Keele et al., 1988) นอกจากนี &อาจคดัเลือกโดยใช้ดชันีการคดัเลือก
ซึ�งเป็นการรวมข้อมูลของลักษณะหลายลักษณะเข้าด้วยกัน ซึ�งจะทําให้ความก้าวหน้าทาง
พนัธุกรรมสงูสดุ (Visscher and Haley, 1998) หลงัจากการคดัเลือกจะต้องมีการจดัคูผ่สมพนัธุ์ 
ในที�นี &การตรวจสอบความสัมพันธ์ทางสายเลือดจากบันทึกพันธุ์ประวัติจะมีความสําคญั เพื�อ
หลีกเลี�ยงการเกิดเลือดชิด (inbreeding) ดงันั &นการพฒันาการปรับปรุงพนัธุ์สุกรจึงต้องคํานึงถึง
ความสําคญัของบนัทึกพนัธุ์ประวตัิ  เพื�อช่วยให้การคดัเลือกมีความถูกต้องแม่นยําขึ &น  ตลอดจน
ชว่ยให้สามารถวางแผนการจบัคูผ่สมได้อยา่งถกูต้อง 
 
ความผิดพลาดของการบันทกึพันธ์ุประวัต ิ
 

การรวบรวมข้อมูลสําหรับใช้ในโปรแกรมการปรับปรุงพนัธุ์สตัว์ ต้องกระทําอย่างถูกต้อง 
เพื�อสามารถระบุตวัสัตว์ ทั &งพ่อ และ แม่ได้อย่างแม่นยํา ความผิดพลาดของการระบุตวัสัตว์จะ
นําไปสู่การคดัเลือกที�ไม่ตรงตามวัตถุประสงค์ที�ต้องการ และลดความก้าวหน้าทางพันธุกรรม 
(Banos et al., 2001) อตัราความผิดพลาดในการระบุตวัสตัว์ในฝูงปรับปรุงพนัธุ์สตัว์ทุกชนิด
ประมาณ 2-20 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งอัตราความผิดพลาดในการระบุตัวสัตว์ 20 เปอร์เซ็นต์ จะลด
ความก้าวหน้าทางพันธุกรรมลง 4-12 เปอร์เซ็นต์ต่อชั�วรุ่นขึ &นอยู่กับลกัษณะที�ใช้ในการวิเคราะห์  
จากการศึกษาของ Juneja และ Vogeli (1998)  ได้รายงานว่าในหลายประเทศมีการระบุ
ความสมัพนัธ์ผิดพลาด โดยเฉพาะการระบคุวามสมัพนัธ์พ่อ กบั ลกู ซึ�งในฝงูการปรับปรุงพนัธุ์ของ
สกุรอาจจะสงูได้ถึง   10-20 เปอร์เซ็นต์  ซึ�งเมื�อนําวิธีการตรวจกลุ่มเลือดเข้ามาใช้จะมีความผิด
พลาดลดลงเหลือประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์   แตปั่จจบุนัได้มีการนําเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซท
เทลไลท์เข้ามาใช้ในการตรวจสอบซึ�งมีความแม่นยํามากกว่าการตรวจสอบจากกลุ่มเลือด และ
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สามารถตรวจสอบย้อนกลบัได้จากตวัอย่างเนื &อเยื�อที�เก็บไว้ในกรณีที�สตัว์ตาย ความผิดพลาดของ
การบนัทกึพนัธุ์ประวตัิสามารถเกิดขึ &นระหว่างการป้อนข้อมลูลงในคอมพิวเตอร์ เนื�องจากการอ่าน
ข้อมลูผิดพลาด  ต้นฉบบัผิดพลาด  ความผิดพลาดของการจดบนัทึกพนัธุ์ประวตัิที�ไม่ชดัเจน  การ
เขียนเบอร์นํ &าเชื &อผิดพลาด  การย้ายฝากลูกสุกร หรือการผสมโดยใช้พ่อพันธุ์มากกว่า 1 ตัว 
(Sherman et al., 2004; Weller et al., 2004; Aguilera-Reyes et al., 2006) โดยคา่พารามิเตอร์
ที�ประมาณได้จะมีอคติมากขึ &น เมื�อข้อมลูมีความผิดพลาดมากขึ &น (Visscher et al., 2002) สกุร
เป็นสัตว์ที�ออกลูกเป็นครอก ดังนั &นข้อมูลของสุกรส่วนใหญ่จะมีอัตราความผิดพลาดของพันธุ์
ประวตัิสงูกว่าข้อมลูโคนม (Long et al., 1990) ความถกูต้องของการบนัทึกข้อมลูความสมัพนัธ์
ระหว่างสัตว์แต่ละตวัทําให้การประมาณค่าพารามิเตอร์ทางพนัธุกรรมของสัตว์แต่ละตวัมีความ
แม่นยํา ส่งผลให้การวางแผนปรับปรุงพนัธุ์ประสบความสําเร็จ (Ron et al., 1996; Baron et al., 
2002; Weller et al., 2004)  

 

ลักษณะจีโนมของสิ�งมีชีวิต 
 

จีโนม คือ ชุดของดีเอ็นเอทั &งหมดที�บรรจุอยู่ในนิวเคลียสของทุก ๆ เซลล์ ซึ�งเป็นสิ�งที�
กําหนด และควบคุมลักษณะต่าง ๆ ของสิ�งมีชีวิต ในจีโนมของยูคาริโอต ประกอบด้วยส่วนของ      
ดีเอ็นเอที�เป็นยีน 20-30 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งเป็นส่วนที�เป็นรหสัพนัธุกรรม และไม่เป็นรหสัพนัธุกรรม และ
อีกส่วนของจีโนม พบอยู่นอกยีนเรียกว่าดีเอ็นเอส่วนที�ไม่ใช่ยีน (extragenic DNA) ประมาณ 70-80 
เปอร์เซ็นต์ ซึ�งแบง่เป็น 2 ชนิด คือ ชนิดที�มีลําดบัเบสเกิดซํ &า ๆ กนั อาจเป็นแบบที�ชดุซํ &าแตล่ะซํ &าเรียง
ตอ่เนื�องกนัไปโดยไม่มีเบสอื�นมาคั�นกลาง (tandem repeat) ประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งแบง่ตาม
ขนาดของชุดซํ &า และความยาว ได้แก่ แซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ  มินิแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ   และไมโครแซท
เทลไลท์ดีเอ็นเอ หรืออาจเป็นลําดับเบสที�เกิดซํ &า ๆ กันกระจายอยู่ทั�วไปในจีโนม (interspersed 
repeats) ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์  โดยจะไม่พบซํ &ากันเป็นช่วงต่อเนื�อง  แต่จะกระจายอยู่เดี�ยว ๆ   
มีทั &งแบบสั &น (short interspersed elements; SINES) และแบบยาว (long interspersed 
elements; LINES) ส่วนอีกชนิดหนึ�งเป็นพวกที�มีลําดบัเบสจําเพาะ ซึ�งพบเพียง 1 ครั &งตอ่ 1 จีโนม 
เรียกวา่ unique sequence ซึ�งเป็นสว่นของยีนที�นํารหสัมาเป็นโปรตีน ดงัภาพที� 2.1 
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ภาพที� 2.1 แสดงองค์ประกอบของจีโนม 
ที�มา : ดดัแปลงจาก Winter และคณะ (2002) 

 
โครโมโซมปกตขิองสกุรเลี &ยง (Sus scrofa domesticus) ประกอบด้วยโครโมโซม 19 คู ่38 

แท่ง (2n=38) (Schook et al., 2005) องค์ประกอบที�เป็นดิพลอยด์ประกอบด้วยโครโมโซมชนิด 
submetacentric จํานวน 5 คู ่subtelocentric จํานวน 2 คู ่metacentric จํานวน 5 คู ่acrocentric 
จํานวน 6 คู ่ ซึ�งเป็นโครโมโซมร่างกาย ส่วนโครโมโซมเพศในสกุรเพศผู้ เป็น XY และสกุรเพศเมีย
เป็น XX ซึ�ง โครโมโซม X เป็น metacentric ขนาดใกล้เคียงกับโครโมโซมคู่ที� 9 และ Y เป็น 
metacentric ขนาดเล็ก (Gustavsson, 1988) ความซบัซ้อนของขนาดจีโนมในสกุรมีความคล้ายคลึง
กบัของมนษุย์ คือ ประกอบด้วยลําดบัเบส (base sequence) ประมาณ 3 x 109 คูเ่บส 

 
 ดีเอ็นเอที�มีลกัษณะเป็นลําดบัเบสซํ &า (repetitive sequence) ประมาณ 20-30 เปอร์เซ็นต์
ของดีเอ็นเอส่วนที�ไม่ใช่ยีน อยู่บนตําแหน่งที�แน่นอนบนโครโมโซม แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่
ดงันี &คือ เบสซํ &าตอ่เนื�อง และเบสซํ &ากระจาย 
 
 
 

จีโนม 

ดีเอ็นเอสว่นที�เป็นยีน                      
 20-30 % 

ดีเอ็นเอสว่นที�ไมใ่ชย่ีน                      
70-80 % 

สว่นที�เป็นรหสั            
 < 10 % 

สว่นที�ไมเ่ป็นรหสั                      
 > 90 % 

ลาํดบัเบสซํ &าปานกลาง/สงูมาก   
20-30 % 

ลาํดบัเบสจําเพาะ/ชดุซํ &าตํ�า   
70-80 % 

เบสซํ &ากระจาย 40 % เบสซํ &าตอ่เนื�อง  60 % 

SINEs LINEs Satellite  
DNA 

Minisatellite 
DNA 

Microsatellite 
DNA 
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 1.  เบสซํ &าตอ่เนื�อง  

เบสซํ &าต่อเนื�อง เป็นชุดซํ &าแต่ละซํ &าเรียงต่อเนื�องกันไปโดยไม่มีเบสอื�นมาคั�นกลาง เมื�อ
เปรียบเทียบความแตกตา่งที�เกิดจากจํานวนซํ &าที�ตา่งกนัของเบสซํ &าแบง่ได้เป็น 3 ชนิดตามจํานวน
ซํ &าและความยาวของหนว่ยซํ &า ได้แก่ 

 

1.1  แซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ (Satellite DNA) 

 แซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ ประกอบด้วยดีเอ็นเอที�มีเบสซํ &าขนาด 1-6 คูเ่บส หรือหลาย
ร้อยเบส และตําแหน่งหนึ�ง ๆ จะประกอบด้วยชดุซํ &าเรียงต่อกนั 1,000-10,000,000 ครั &ง จดัเป็น
พวกที�มีการซํ &าของเบสเป็นจํานวนมาก (highly repetitive DNA) ตําแหน่งของแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ 
มกัพบอยู่ที�เดียวกบัเฮเทอโรโครมาติน พบอยู่ใกล้กบัเซนโทรเมียร์ และเทโลเมียร์ โดยแซทเทลไลท์    
ดีเอ็นเอที�อยูใ่กล้กบัเซนโทรเมียร์มีลําดบัเบสคอ่นข้างเหมือนกนัในสิ�งมีชีวิตหลาย ๆ ชนิด 

 

1.2  มินิแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ (Minisatellite DNA) 

 มินิแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ  ประกอบด้วยดีเอ็นเอที�มีหลายชุดซํ &าขนาดสั &นกว่าแซท
เทลไลท์ดีเอ็นเอ การเรียงตวัของเบสซํ &าขนาด 9-100 คูเ่บส และตําแหน่งหนึ�ง ๆ จะประกอบด้วยชดุ
ซํ &า เ ร ีย ง ต อ่ ก นั  1 0 -1 , 0 0 0  ค รั &ง  จ ดั เ ป็ น พ ว ก ที �ม ีก า ร ซํ &า ข อ ง เ บ ส ข น า ด ป า น ก ล า ง 
(moderately repetitive DNA) ในจีโนมของคนพบมินิแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอส่วนใหญ่อยู่ที�บริเวณ
เทโลเมียร์ หรือ ใกล้ ๆ กบัเทโลเมียร์ และพบกระจายอยู่ทกุโครโมโซม จํานวนชุดซํ &าที�พบแตกตา่ง
กนัมาก เรียกวา่ variable number tandem repeats (VNTRs)  

 

1.3  ไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ (Microsatellite DNA) 

     ไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ มีชื�อเรียกว่า Simple sequence repeats (SSRs) หรือ 
Short  tandem repeats (STRs) หมายถึง ดีเอ็นเอที�มีลกัษณะการเรียงตวัของลําดบัเบสแกนที�มี
ขนาดประมาณ 1-6 คู่เบส (Goldstein and Pollock, 1997) โดยมีจํานวนซํ &าแต่ละตําแหน่งไม่
เกิน 100 ครั &ง มีการกระจายอยู่ทั�วทั &งจีโนมของสัตว์ ประมาณ 104-105 ตําแหน่ง ซึ�งจะพบ
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ มีรูปแบบการซํ &าอย่างง่ายโดยรูปแบบการซํ &าส่วนใหญ่ที�
พบในสตัว์เลี &ยงลูกด้วยนม เช่น (A)n, (CA)n, (AAAT)n, และ (AG)n เมื�อ (-A-), (-CA-), (-AAAT-) 
และ (-AG-) เป็นลําดบัเบสแกน (core sequence) และ n เป็นจํานวนซํ &า โดยรูปแบบการซํ &าสาย
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สั &นจะพบได้บอ่ยมากกว่าสายยาว (สริุนทร์, 2545; Behl et al., 2002) ส่วนมากพบบริเวณส่วน
ของยีนที�ไม่ถอดรหัสเป็นโปรตีน (non-coding region) เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทล
ไลท์ที �มีรูปแบบเป็นไดนิวคลีโอไทด์พบในจีโนมของสัตว์เลี &ยงลูกด้วยนมประมาณ 30-67 
เปอร์เซ็นต์ ซึ�งโดยทั�วไปในจีโนมของสุกรมีรูปแบบการซํ &าเป็น (CA)n และ (GT)n ซึ�งอยู่ในช่วง
ระหว่าง 65,000-100,000 ตําแหน่ง (Wintero et al., 1992; Toth et al, 2000) โดยความผนัแปร
ของจํานวนซํ &าสงูทั &งในระดบัสตัว์แตล่ะตวั สตัว์แตล่ะฝงู และสตัว์แตล่ะพนัธุ์  ทําให้ไมโครแซทเทล
ไลท์มีความหลากหลายสงู  เหมาะที�จะใช้เป็นเครื�องหมายพนัธุกรรม  นอกจากนี &ไมโครแซทเทล
ไลท์ดีเอ็นเอยงัมีขนาดเล็กพอที�จะทําการเพิ�มจํานวนชิ &นส่วนโดยวิธี PCR ซึ�งเป็นเทคนิคที�สะดวก 
และรวดเร็ว (Saiki  et al., 1988; Thomson et al., 1999)  สามารถใช้ตวัอย่าง เลือด รากขน 
นํ &าเชื &อ ปัสสาวะ กระดกู และเยื�อบชุ่องปาก เป็นต้น เพื�อนํามาสกดัดีเอ็นเอต้นแบบ สําหรับใช้เป็น
สว่นประกอบในปฏิกิริยา PCR  

 
ในขั &นตอนการทํา PCR อาจเกิดความผิดพลาดของการเพิ�มจํานวนของชิ &นส่วนดีเอ็นเอที�

เกิดจากการเลื�อนของเบส (slippage base) เนื�องจากการขาดหายไป (deletions) หรือการเพิ�ม
จํานวน (insertions) ภายในชดุซํ &าสั &น ๆ ของลําดบัเบสซํ &าที�มีเบสแกนเรียงตวักนัหลาย ๆ หน่วยซํ &า
นั &นบนสายดีเอ็นเอ และอาจจะส่งผลตอ่การจบัคูข่องเบสที�ผิดพลาด (Chambers and MacAvoy, 
2000; Oliveira et al., 2006) โดยในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พ่อ แม่ ลกู ในสตัว์ส่วนใหญ่จะใช้
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แบบไดนิวคลีโอไทด์ ซึ�งอาจจะแสดงผลของบางอลัลีลที�
ไม่สมบูรณ์ เนื�องจากการเลื�อนของเบส ทําให้เกิดการสร้างแถบของดีเอ็นเอหลายแถบ (multiple 
bands) จากชุดซํ &าเดียว ส่งผลให้การอ่านผลคลาดเคลื�อน (Schlotterer and Tautz, 1992; 
Urquhart et al., 1995) ซึ�งการเลือกใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แบบไตรนิวคลีโอ
ไทด์ และแบบเตตร้านิวคลีโอไทด์  ที�มีการกระจายตัวในจีโนมน้อยกว่าแบบไดนิวคลีโอไทด์ มี
โอกาสเกิดอตัราการเลื�อนของเบสที�น้อยกว่าไดนิวคลีโอไทด์ (Schlotterer and Tautz, 1992; 
Tozaki et al., 2000; Phavaphutanon, 2005)   

 
2.  เบสซํ &ากระจาย 

เบสซํ &ากระจาย เป็นกลุ่มของเบสซํ &า ๆ ที�พบกระจายอยู่ทั�วไปในจีโนม โดยจะไม่พบซํ &า
กนัเป็นช่วงตอ่เนื�อง แต่จะกระจายอยู่เดี�ยว ๆ มีทั &งแบบสั &น (SINES) มีขนาดประมาณ 130-300 คู่
เบส และแบบยาว (LINES) มีขนาดประมาณ 500 เบสขึ &นไป 
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เครื�องหมายทางโมเลกุล (Molecular markers) 

 เครื�องหมายทางโมเลกุลมี 2 ระดบั คือ ระดบัโปรตีน เป็นการตรวจสอบที�โมเลกุลของ
โปรตีนชนิดตา่ง ๆ และระดบัดีเอ็นเอ ซึ�งตรวจสอบความแตกตา่งของลําดบันิวคลีโอไทด์ในโมเลกลุ
ของดีเอ็นเอ  
 

1.  เครื�องหมายโปรตีน 

 การตรวจสอบความแตกตา่งของโมเลกุลโปรตีนในสิ�งมีชีวิตใช้วิธีแยกโมเลกลุโปรตีน
ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิส แล้วจึงย้อมแถบของโปรตีนจําเพาะโดยใช้สารที�เหมาะสม ซึ�งข้อดีของ
การตรวจสอบโปรตีน คือ สามารถตรวจได้หลายตําแหน่ง ค่าใช้จ่ายไม่สูงมากนกั และแถบของ
โปรตีนหรือไอโซไซม์ นี &ยงัมีการข่มร่วมกนัแบบ co-dominant ช่วยให้สามารถแยกความแตกตา่ง
ระหว่างแถบโปรตีนแบบโฮโมไซโกต หรือเฮทเทอโรไซโกตได้ แต่มีข้อจํากัดของการตรวจสอบ
โปรตีนหรือไอโซไซม์ คือ จํานวนยีนที�ตรวจสอบได้ยงัมีไมม่ากนกั ไมก่ระจายทั�วทั &งจีโนม นอกจากนี &
โปรตีน และไอโซไซม์ยังสูญเสียสภาพธรรมชาติได้ง่าย จึงต้องวิเคราะห์ผลในเวลาจํากัด ไม่
สามารถเก็บตวัอยา่งไว้ได้นาน (สริุนทร์, 2545) 

 
2.  เครื�องหมายดีเอ็นเอ 

 เครื�องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอที�ถูกใช้เป็นเครื�องหมายบ่งชี &
ความจําเพาะของสิ�งมีชีวิตตวัหนึ�ง สายพนัธุ์หนึ�ง หรือ สปีชีร์หนึ�ง เป็นดีเอ็นเอที�อยู่ที�ตําแหน่งหนึ�ง ๆ 
บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือดีเอ็นเอในออแกเนลล์ (mitochondrial DNA หรือ chloroplast 
DNA) การที�สามารถใช้ดีเอ็นเอเป็นเครื�องหมายได้เนื�องจากเกิดความแปรปรวน (variation) ของ    
นิวคลีโอไทด์ในโมเลกลุของดีเอ็นเอ หรือเกิดรูปแบบความหลากหลาย (polymorphism) ของลําดบั
เบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สริุนทร์, 2545) ปัจจบุนันกัปรับปรุงพนัธุ์สตัว์ได้ให้ความสนใจในการ
คดัเลือกสตัว์โดยวิธี marker-assisted selection (MAS) ซึ�งถือว่าเป็นวิธีการที�มีความแม่นยําใน
การคดัเลือกสงู เนื�องจากเป็นการคดัเลือกสตัว์จากข้อมลูทางด้านพนัธุศาสตร์ที�แท้จริงของสตัว์แต่
ละตัว โดยเครื�องหมายดีเอ็นเอที�มีการนํามาใช้ประโยชน์ในทางปรับปรุงพันธุ์สัตว์ ได้แก่ 
Microsatellite (SSRs), Restriction fragment length polymorphism (RFLP), Randomly 
amplified polymorphic DNA (RAPD), Amplified fragment length polymorphism (AFLP) 
และ Single nucleotide polymorphisms (SNPs)  เป็นต้น (Beuzen et al., 2000) ซึ�งเครื�องหมาย     
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ดีเอ็นเอแต่ละชนิดแสดงระดับความหลากหลาย (polymorphism) แตกต่างกัน และมีความ
เหมาะสมในการนําไปใช้งานที�แตกตา่งกนั  

 
เครื�องหมายทางโมเลกุลสามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ ชนิดที� 1 (type I) เป็น

เครื�องหมายที�เกี�ยวข้องกับยีนซึ�งรู้หน้าที� เช่น RFLP ส่วนชนิดที� 2 (type II) เป็นเครื�องหมายที�
เกี�ยวข้องกับชิ &นส่วนของดีเอ็นเอที�ไม่รู้หน้าที� เช่น RAPD, AFLP และ SSRs (O’Brien, 1991) ซึ�ง 
ชนิดที� 2 นี &เป็นเครื�องหมายที�นิยมนํามาใช้เพราะมีความหลากหลายสูง และสามารถใช้ร่วมกับ
ปฏิกิริยา PCR เพื�อหาจีโนไทป์ของสตัว์แตล่ะตวั รายละเอียดดงัแสดงในตารางที� 2.1 

 
ตารางที� 2.1 ชนิดของเครื�องหมายโมเลกลุ ลกัษณะที�สําคญั และการประยกุต์ใช้ 

Marker 
type 

Mode of 
Inheritance 

Requires prior 
molecular 

information? 

Type Locus under 
investigation 

Polymorphism Major applications 

Allozyme Co-dominant yes type I single low Linkage mapping, 
population studies 

RFLP Co-dominant yes type I 
หรือ 

type II 

single low Linkage mapping 

RAPD Dominant no type II multiple medium Fingerprinting for 
population studies 

AFLP Dominant no type II multiple high Fingerprinting for 
population studies 

SSRs Co-dominant yes type II single high Linkage mapping, 
population studies, 

paternity analysis 
SNPs Co-dominant yes type I 

หรือ 
type II 

single high Linkage mapping, 
population studies 

ที�มา : ดดัแปลงจาก Dodgson และคณะ (1997); Liua และ Cordes (2002)  
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์มีคุณลกัษณะที�สําคญัซึ�งมีความเหมาะสมใน
การเป็นเครื�องหมายทางด้านอณพูนัธุศาสตร์ ดงันี & 
 1.  แสดงระดบัความหลากหลายคอ่นข้างสงู เนื�องจากพบความแปรปรวนของอลัลีลสงู 
 2.  สามารถนํามาใช้แยกความแตกตา่งของสตัว์ที�เป็นโฮโมไซโกต หรือ เฮทเทอโรไซโกตได้ 
(co-dominant) เพราะปกติสตัว์จะมีโครโมโซม 2 ชดุ ดีเอ็นเอที�ตําแหน่งเดียวกนัจึงมี 2 ชดุ ซึ�งอาจ
เหมือนกนั หรือแตกตา่งกนั  
 3.  ง่ายต่อการวิเคราะห์ และเกิดขึ &นโดยกระจายทั�วทั &งจีโนม (Ron, 1996) ซึ�งทําให้มี
ความเหมาะสมในการวิเคราะห์ทางพนัธุกรรม 
 4.  มีประโยชน์หลายอย่างในการประยกุต์ใช้ ซึ�งสามารถใช้ในการตรวจสอบความผนัแปร
ทางพนัธุกรรม การทําแผนที�ยีน โครงสร้างประชากร ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ รวมถึงการ
ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู (Glowatzki-Mullis et al., 1995) 
 
การเพิ�มจาํนวน Microsatellite DNA ด้วยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction)  
 

เทคนิค PCR เป็นเทคนิคที�ใช้ในการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเออย่างจําเพาะในหลอดทดลอง 
โดยใช้หลกัการพื &นฐานในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ จากสายดีเอ็นเอต้นแบบด้วยเอนไซม์ 
DNA polymerase ซึ�งเทคนิค PCR สามารถสงัเคราะห์ดีเอ็นเอได้คราวละ 2 สายพร้อมกนัได้โดย
ใช้ไพรเมอร์ (primer) 1 คู ่ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR เป็นปฏิกิริยาที�เกิดขึ &น
ซํ &า ๆ กนัหลายรอบ แตล่ะรอบประกอบด้วย 3 ขั &นตอน (Dieffenbach et al., 1993) ดงันี &    

 
1. ขั &นแรก Denaturation เป็นขั &นตอนการแยกสายดีเอ็นเอต้นแบบ จากสภาพสายคูใ่ห้ 

กลายเป็นดีเอ็นเอสายเดี�ยว ขั &นตอนนี &ใช้อณุหภมูิสงู 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที   
 

2. ขั &นที�สอง Annealing เป็นขั &นตอนที�ลดอณุหภมูิลงทําให้ไพรเมอร์เข้าจบักบัดีเอ็นเอ 
ต้นแบบ ไพรเมอร์เป็นดีเอ็นเอสายสั &น ๆ ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จํานวน 14-30 เบส (oligonucle 
otide primers) และมีลําดบัเบสเป็นคูส่มกบัดีเอ็นเอต้นแบบ ถ้าอณุหภูมิที�ใช้สงูเกินไปไพรเมอร์จะ
เข้าจบักับดีเอ็นเอต้นแบบได้ไม่ดี ทําให้ได้ผลผลิตน้อยมาก ถ้าอณุหภูมิที�ใช้ตํ�าเกินไปไพรเมอร์จะ
เข้าไปจบักบัดีเอ็นเอต้นแบบอย่างไม่จําเพาะ ทําให้มีการเพิ�มจํานวนส่วนของดีเอ็นเอในบริเวณอื�น
ที�ไม่ต้องการ ขั &นตอนนี &จึงต้องควบคุมอุณหภูมิให้ลดตํ�าลงในระดับที�ใกล้เคียงกับ melting 
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temperature (Tm) ของไพรเมอร์ (โดยทั�วไปจะตํ�ากว่า Tm 2 – 5 องศาเซลเซียส) ซึ�งจะอยู่ในช่วง 
37-60 องศาเซลเซียส 

Tm (°C) = 2(จํานวน A+T) + 4(จํานวน C+G)       (Wallace et al., 1979) 

หมายเหต ุ จํานวน A T C และ G นบัได้จากชิ &นสว่นของไพรเมอร์ที�ใช้ของแตล่ะไพรเมอร์ 
 Tm ที�เหมาะสม จะให้ปริมาณผลผลิต PCR ในปริมาณมาก 

 
3. ขั &นที�สาม Extension เป็นขั &นตอนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหมต่อ่จากสว่นปลาย 5’  

ของไพรเมอร์ตามข้อมลูบนดีเอ็นเอที�เป็นต้นแบบแตล่ะสาย โดยอาศยัการทํางานของเอ็นไซม์ Taq 
DNA polymerase เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ผลจากปฏิกิริยาการสงัเคราะห์จะทําให้ได้ดีเอ็นเอสายใหม่
ซึ�งมีไพรเมอร์เป็นสว่นประกอบอยูด้่วย ขั &นตอนนี &ใช้อณุหภมูิประมาณ 72-75 องศาเซลเซียส เพราะ
เป็นชว่งอณุหภมูิที�เอนไซม์ทํางานได้ดีที�สดุ 
 
             จากขั &นตอนที� 1-3 เป็นจํานวน PCR 1 รอบ ซึ�งในแตล่ะรอบของปฏิกิริยาการสงัเคราะห์    
ดีเอ็นเอสายใหม่ที�มีลําดบัเบสเป็นคูส่มกับดีเอ็นเอต้นแบบ โดยจะเพิ�มจํานวนดีเอ็นเอขึ &นเป็น 2 เท่า
ถ้าทํา PCR จํานวน n รอบ จะได้ดีเอ็นเอสายใหม่ 2n เท่าของดีเอ็นเอเริ�มต้น อย่างไรก็ตามในทาง
ปฏิบตัิแล้ว ผลผลิต PCR ที�เกิดขึ &นจะตํ�ากว่าคา่ทางทฤษฎี เพราะการเกิดจบัคูก่ลบักนัเองระหว่าง
ผลผลิตที�เกิดขึ &น และความเข้มข้นของเอนไซม์ DNA polymerase ที�ลดลงระหว่างการทํา
กระบวนการ PCR 
 
การวิเคราะห์ทางสถติิสาํหรับเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 
 

เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แต่ละตําแหน่ง หลังจากการวิเคราะห์ใน
ห้องปฏิบตัิการแล้ว ก็จะทราบจํานวนอลัลีล และรูปแบบอลัลีล ซึ�งวิธีการนับจํานวนอัลลีล และ
รูปแบบจีโนไทป์ที�เกิดขึ &น  พิจารณาจากแถบดีเอ็นเอ โดยถ้าแถบดีเอ็นเอปรากฏ 2 แถบอย่าง
ชัดเจน แสดงว่าเป็นจีโนไทป์แบบเฮทเทอโรไซโกต (heterozygote) และถ้าแถบดีเอ็นเอปรากฏ
เพียงแถบเดียว แสดงวา่เป็นจีโนไทป์แบบโฮโมไซโกต (homozygote) จากนั &นนําไปวิเคราะห์ข้อมลู
ทางสถิต ิซึ�งสามารถคํานวณได้ดงันี & 
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 1.  คํานวณคา่ความถี�อลัลีล 

การคํานวณค่าความถี�อลัลีล (allele frequency) ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโคร 
แซทเทลไลท์ ในแต่ละตําแหน่งของสกุร โดยค่าความถี�อลัลีล มีค่าอยู่ระหว่าง 0 ถึง 1 หาก
ประชากรใดมีความถี�อลัลีลเท่ากับ 1 หมายความว่าตําแหน่งนั &นมีอลัลีลเพียงรูปแบบเดียวใน
ประชากร หรือ ในประชากรนั &น เกิด monomorphic นอกจากนี &ค่าที�คํานวณได้จะเป็นข้อมูล
เบื &องต้นในการคํานวณคา่อื�น ๆ ทางพนัธุศาสตร์ตอ่ไป ซึ�งคํานวณโดยใช้สตูรดงันี & 

 
                          (Nei, 1978) 

 
โดยที�    p      คือ ความถี�ของอลัลีล A 

AAN  คือ จํานวนสกุรที�มีจีโนไทป์แบบ homozygote ของแตล่ะตําแหนง่ 
           AaN   คือ จํานวนสกุรที�มีจีโนไทป์แบบ heterozygote ของแตล่ะตําแหนง่ 
 N     คือ จํานวนสกุรทั &งหมด  

 
 2.  คํานวณคา่เฮทเทอโรไซโกซิตี & 

การคํานวณค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี & (heterozygosity) เพื�อวดัความหลากหลายของ
จํานวนอลัลีลในกลุ่มประชากร หรือ การใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมแตล่ะตําแหน่ง โดยการ
ใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมจะเพิ�มขึ &นเมื�อคา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &เพิ�มขึ &น กล่าวคือ คา่เฮทเทอโร
ไซโกซิตี &จะมีแนวโน้มเพิ�มขึ &นเมื�อจํานวนของอลัลีลเพิ�มขึ &น แตอ่ย่างไรก็ตามคา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &ยงั
ขึ &นอยู่กับการกระจายตวัของค่าความถี�อลัลีลที�แตกต่างกันอีกด้วย  ซึ�งค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &จะมี
คา่สงูสดุเมื�อทกุอลัลีล ณ ตําแหนง่นั &นมีคา่ความถี�อลัลีลเทา่กนั ซึ�งมีสตูรการคํานวณดงันี & 

 
2.1  คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต (observed heterozygosity หรือ HObs) คือ 

สดัส่วนของเฮตเทอโรไซกสัจีโนไทป์เฉลี�ยตอ่ตําแหน่ง คํานวณได้จากข้อมลูจริง มีสตูรการคํานวณ
ดงันี & 

 
N
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H Obs

.
=  (Nei, 1978) 
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โดยที�       ObsH  คือ คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต  
genotypeusheterozygoofno.  คือ จํานวนสกุรที�มีจีโนไทป์เป็น heterozygous 

  N  คือ จํานวนสกุรทั &งหมด  

 

2.2  คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฎี (expected heterozygosity หรือ HExp) เป็นคา่
สดัส่วนตวัอย่างที�เป็นเฮทเทอโรไซโกตที�ได้จากการคํานวณโดยกําหนดว่าประชากรอยู่ในภาวะ
สมดลุของ Hardy-Weinberg สําหรับเครื�องหมายแต่ละตําแหน่งในแต่ละประชากร มีสูตรการ
คํานวณดงันี & 

 

  ∑
=

−=
k

i
iExp pH

1

21                                           (Nei, 1978) 
 

โดยที� ExpH  คือ คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฎี 
 ip  คือ ความถี�ของอลัลีลที� i (i = 1, 2,…,k) 
 k  คือ จํานวนอลัลีล 
 

ทําการเปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งระหวา่ง H0bs และ HExp ในเครื�องหมายแตล่ะตําแหน่ง 
โดยวิธีการทดสอบไคสแควร์ (Phavaphutanon, 2005) สตูรการคํานวณดงันี & 

 
                                                  
 

 Degrees of freedom คํานวณจาก ( )
2

1−
=

rr
df  

โดยที� N      คือ จํานวนสกุรทั &งหมด 
 r  คือ จํานวนอลัลีล 
 

 3.  คํานวณคา่ Polymorphic Information Content (PIC) 

การคํานวณค่า PIC เป็นวิธีหนึ�งที�ใช้วัดความหลากหลายของชิ &นส่วนอัลลีลของ
เครื�องหมายพันธุกรรมนั &น ๆ ภายในประชากร เพื�อบอกถึงประสิทธิภาพในการนําไปใช้งานของ
เครื�องหมายพนัธุกรรม (Guo and Elston, 1999) ค่า PIC มีคา่ตั &งแต ่0-1 คา่นี &ขึ &นอยู่กับจํานวน  
อลัลีล และความถี�ของอลัลีลของเครื�องหมายแตล่ะตําแหนง่ ซึ�งคํานวณโดยใช้สตูรดงันี & 
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                                                       (Botstein et al., 1980) 
  
 

โดยที�  PIC  คือ ประสิทธิภาพในการนําไปใช้งานของเครื�องหมายแตล่ะตําแหนง่ 

ip    คือ ความถี�ของอลัลีลที� i (i = 1, 2,…,n) 

                         jp  คือ ความถี�ของอลัลีลที� j (j = i+1) 

                         n      คือ จํานวนอลัลีล 

 

โดยถ้า PIC มีคา่มากกว่า 0.5 แสดงว่าเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง
นั &น มีรูปแบบความหลากหลายสูง  ถ้าค่า PIC อยู่ในช่วง 0.25 ถึง 0.5 แสดงว่าเครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่งนั &น มีรูปแบบความหลากหลายปานกลาง และถ้าค่า PIC 
น้อยกว่า 0.25 แสดงว่าเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่งนั &น มีรูปแบบความ
หลากหลายคอ่นข้างตํ�า (Botstein et al., 1980 อ้างถึงโดย Xu-Xiang et al., 2006)  

 

ค่า PIC มีการพฒันาสําหรับการใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมที�เป็น co-dominant 
เพื�อให้แน่ใจว่าการถ่ายทอดอลัลีลเป็นผลเนื�องจากพ่อ และ แม่  อย่างไรก็ตามถ้าเครื�องหมายแต่
ละตําแหน่งมีจํานวนอลัลีลน้อย จะทําให้คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &สูงกว่าคา่ PIC และเช่นเดียวกนัถ้า
เครื�องหมายแตล่ะตําแหน่งมีจํานวนอลัลีลมาก จะทําให้ค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &มีค่าใกล้เคียงกับค่า 
PIC และเครื�องหมายที�สามารถนําไปใช้งานได้ดี มีคา่ความแม่นยําในการวิเคราะห์สงู คา่ PIC จะ
ตํ�ากวา่คา่ เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฎีเสมอ 

 
 4.  คํานวณคา่ Exclusion probability (EP)  

คา่ Exclusion probability (EP) เป็นคา่พารามิเตอร์แสดงถึงคา่ความน่าจะเป็น หรือคา่
โอกาสที�สตัว์ 2 ตวันั &นมีความสมัพนัธ์เป็น พ่อ ลูก หรือ แม่ ลูก กนัของเครื�องหมายแตล่ะตําแหน่ง 
เพื�อบอกค่าความแม่นยําหรือประสิทธิภาพของเครื�องหมายในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พนัธุกรรมของเครื�องหมายตําแหน่งเดียว (Jamieson and Taylor, 1997) คา่ EP มีคา่อยู่ระหว่าง 
0-1 ทั &งนี &คา่ความแมน่ยําในการตรวจสอบความสมัพนัธ์   พ่อ แม่ ลกู ขึ &นอยู่กบั การกระจายตวัของ
ความถี�ของอลัลีลในแตล่ะประชากร และจํานวนอลัลีล ที�ปรากฏ ณ เครื�องหมายตําแหน่งหนึ�ง ซึ�ง
คํานวณโดยใช้สตูรดงันี & 
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(Jamieson and Taylor, 1997; Wang, 2007) 
 

โดยที�   EP    คือ ความแม่นยําหรือประสิทธิภาพของเครื�องหมายแต่ละตําแหน่งในการ
               วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม 

            ip   คือ ความถี�ของอลัลีลที� i (i = 1, 2,…,n) 
            jp  คือ ความถี�ของอลัลีลที� j (j = 1, 2,…,n) 

                         n   คือ จํานวนอลัลีล 
 
 5.  คํานวณคา่ (Combined exclusion probability CEP)  

คา่ Combined exclusion probability (CEP) เป็นค่าพารามิเตอร์แสดงถึงค่าความ
นา่จะเป็น หรือคา่โอกาสของความถกูต้อง ในการนําไปใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์ พ่อ แม่ ลกู โดย
การตรวจสอบความสมัพนัธ์พ่อ แม่ ลกู ปกติไม่ใช้เครื�องหมายตําแหน่งเดียวในการวิเคราะห์  ต้อง
ใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์หลายตําแหน่งร่วมกนั เพื�อให้เกิดความแม่นยํายิ�งขึ &น 
โดยเครื�องหมายแตล่ะตําแหน่งเป็นอิสระตอ่กนั (Ron et al., 1996; Jamieson and Taylor, 1997) 
การนําเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์มาใช้งานร่วมกนัควรมีคา่ CEP เท่ากบั 0.99 หรือ
มากกว่า คา่ที�ได้ควรเข้าใกล้ 1 มากที�สดุ ซึ�งแสดงว่าเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ชุด
นั &นสามารถนําไปใช้ตรวจสอบความสัมพันธ์ พ่อ แม่ ลูก มีความแม่นยํา 99 เปอร์เซ็นต์หรือ
มากกว่า  ส่วนคา่ CEP เท่ากบั 97.5 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าเป็นชดุเครื�องหมายที�มีคา่ความแม่นยํา
ปานกลาง และคา่  CEP เท่ากบั  95 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าเป็นชดุเครื�องหมายที�มีคา่ความแม่นยํา
คอ่นข้างตํ�า ดงันั &นการเลือกจํานวนของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�เหมาะสมเพื�อ
นําไปใช้สําหรับตรวจสอบความสมัพนัธ์ พอ่ แม่ ลกูได้ ควรพิจารณาเครื�องหมายแตล่ะตําแหน่งที�มี
ค่าความแม่นยําที�สูงก่อน และค่าความแม่นยําที�รองลงมา ตามลําดบั โดยค่าความแม่นยําของ
เครื�องหมายควรอยู่ในช่วงระหว่าง 97.5-99.0 เปอร์เซ็นต์ขึ &นไป (Galov et al., 2005) ซึ�งคา่ความ
แม่นยําขึ &นอยู่กับจํานวนของเครื�องหมายไมโครแซทเทลไลท์  และคา่ EP ของเครื�องหมายแต่ละ
ตําแหนง่ ซึ�งคํานวณโดยใช้สตูรดงันี & 
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            (Jamieson and Taylor, 1997) 
 
โดยที�   CEP  คือ คา่ความแมน่ยําของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์หลาย 

          ตําแหนง่ที�ใช้ร่วมกนัในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู 
 คือ multiplication sum 

  n     คือ จํานวนของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &งหมด 
                          iEP   คือ ความแม่นยําหรือประสิทธิภาพของเครื�องหมายตําแหนง่ที� i (i = 1, 2,…,n)
      สําหรับการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม  
 
การตรวจสอบความสัมพันธ์พ่อ แม่ ลูก (Parentage Testing; Parentage Control) 
 

การตรวจสอบความสมัพนัธ์ พ่อ แม่ ลูก หมายถึง การตรวจพิสูจน์ความเป็นลูกของพ่อ 
(paternity testing; paternity control) หรือการตรวจพิสูจน์ความเป็นลูกของแม่ (maternity 
testing; maternity control) โดยมีการตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพื�อพิสจูน์ความเป็นพ่อ หรือ แม่ จาก
ความสัมพันธ์ระหว่างตัวสัตว์ซึ�งสามารถตรวจสอบได้โดยใช้เครื�องหมายพันธุกรรม โดยความ
แตกตา่งของจํานวนซํ &าของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ เรียกว่า อลัลีล ซึ�งสตัว์แตล่ะ
ตวัจะมีอย่างมากเพียง 2 อลัลีล โดยลูกจะได้รับการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมจากพ่อ และ แม่อย่าง
ละครึ�ง (Curi and Lopes, 2002)  การตรวจสอบความเป็นพ่อ แม่ ลกู โดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม
ไมโครแซทเทลไลท์ จะทําให้ผลของความสัมพันธ์ทางครอบครัวชัดเจนขึ &น (Jamieson, 1994; 
Jamieson and Taylor, 1997)  

 
ความสัมพันธ์ของพ่อ แม่ ลูก ส่วนใหญ่จะอธิบายถึง ความเป็นพ่อ (paternity) หรือ 

ความเป็นแม ่(maternity) ซึ�งความสมัพนัธ์แม่ กบั ลกู ส่วนใหญ่จะถกูต้องอยู่แล้ว เนื�องจากสงัเกต
ทางตรงจากการคลอดลกู หรือการดดูนมของลกู (Alexander et al., 1983 อ้างถึงโดย Dodds et 
al., 1996) สว่นความสมัพนัธ์พอ่ กบั ลกู จะพบความผิดพลาดมากกว่า เนื�องจากในกรณีที�พบว่ามี
การผสมด้วยพ่อพนัธุ์จํานวนหลายตวั (multiple sire mating) (Xue et al., 1998; Aguilera-
Reyes et al., 2006) ทําให้ไม่สามารถระบพุ่อที�ชดัเจนของลกูสกุรได้ ดงันั &นการนําชดุเครื�องหมาย
พนัธุกรรมมาตรวจสอบความสมัพนัธ์ของสตัว์แตล่ะตวัในกรณีของความสมัพนัธ์พ่อ กบั ลกู ซึ�งถ้า
ผลการทดสอบพบว่ามีเครื�องหมายพันธุกรรมเพียงตําแหน่งเดียว แสดงพันธุกรรมของพ่อที�ไม่
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สอดคล้องกับลูก ก็จะสรุปได้ว่าพ่อตัวนั &นไม่ใช่พ่อที�แท้จริงถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ถ้า
เครื�องหมายพนัธุกรรมทกุตําแหน่งแสดงพนัธุกรรมของพ่อที�สอดคล้องกับลกู ก็ไม่สามารถปฏิเสธ
พอ่ตวันี &ได้ ก็จะคํานวณหาคา่ความแม่นยําจากการใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมชดุนี & (Jamieson and 
Taylor, 1997) 
 
การศึกษาการใช้เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ในสุกร 
 
 1.  ความหลากหลายของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 

การศึกษาเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ในสุกร เพื�อหารูปแบบความ
หลากหลายของเครื�องหมายพนัธุกรรมที�เหมาะสม สําหรับนําไปใช้งาน ที�ผ่านมาส่วนใหญ่มีการใช้
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แบบไดนิวคลีโอไทด์ เนื�องจากสามารถพบในจีโนมได้
มากกว่าแบบอื�น (Toth et al., 2000) นํามาหาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในสุกร โดยค่า
ความหลากหลายของเครื�องหมายพนัธุกรรมที�นิยมใช้ควรมีจํานวนอลัลีลอยู่ระหว่าง  6-8  อลัลีล 
ดงัรายงานของ Yue และ Wang (2003) ที�ใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม ไมโครแซทเทลไลท์จํานวน     
9 ตําแหน่ง ในสกุรของประเทศจีน โดยพบจํานวนอลัลีลอยู่ระหว่าง  5-7  อลัลีล  การศกึษาของ 
Behl และคณะ (2006) ใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จํานวน 23 ตําแหน่ง หาความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของสุกรพื &นเมืองในประเทศอินเดีย พบจํานวนอลัลีลอยู่ระหว่าง  5-11 
อลัลีล และคา่เฉลี�ย PIC ของเครื�องหมายทกุตําแหนง่มีคา่ 0.80 สว่นการศกึษาของ Fan และ คณะ 
(2002) ใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จํานวน 27 ตําแหน่ง หาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของสกุรพื &นเมืองจีน 7 พนัธุ์ โดยพบจํานวนอลัลีล 6-12 อลัลีล นอกจากนี &ยงัมีการศกึษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมในสุกรของประเทศไทยของโดย   Chaiwatanasin และคณะ 
(2002) ในสุกรพื &นเมืองจากทางภาคเหนือ และทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือโดยใช้เครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จํานวน 15 ตําแหน่ง พบจํานวนอลัลีลอยู่ระหว่าง  3-15 อลัลีล  ทั &งนี &
ความแตกต่างของจํานวนอัลลีลนั &นเกิดขึ &นเนื�องมาจากมีการใช้จํานวน และชนิดของเครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�ตา่งกนั นอกจากนี &ยงัมีจํานวน และกลุ่มตวัอย่างของประชากรที�นํามา
ศกึษาจากแหลง่ที�แตกตา่งกนั  ทําให้พบรูปแบบความหลากหลายของจํานวนอลัลีลที�แตกตา่งกนั 
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 2.  จํานวนเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์กับการตรวจสอบความสมัพนัธ์ พ่อ 
แม ่ลกู 

การตรวจสอบความสัมพันธ์พ่อ แม่ ลูก ในสุกรโดยการใช้เครื�องหมายพันธุกรรม            
ไมโครแซทเทลไลท์  เพื�อทําให้ข้อมูลของพนัธุ์ประวตัิมีความสมบูรณ์ขึ &น ยงัมีการศึกษาค่อนข้าง
จํากัด และส่วนใหญ่ใช้เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แบบไดนิวคลีโอไทด์  เช่น
การศกึษาของ Nechtelberger และคณะ (2001) ศกึษาประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรม     
ไมโครแซทเทลไลท์ในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พ่อ แม่ ลกู โดยสุ่มเลือกสกุรที�ไม่มีความสมัพนัธ์
กนัจากสกุรทั &งหมด 150 ตวั (พนัธุ์แลนด์เรซ พนัธุ์เพียเทรน และพนัธุ์ลาร์จไวท์) โดยใช้เครื�องหมาย
ทั &งหมด 10 ตําแหน่ง (S0005, S0090, S0101, S0155, S0355, S0386, SW24, SW240, SW857 
และ SW951) พบคา่ CEP มีคา่อยู่ระหว่าง 99.18-99.76 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งเครื�องหมาย 10 ตําแหน่งนี &
ยงัไม่เพียงพอกับการศึกษา จึงเพิ�มเติมเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์อีก 5 ตําแหน่ง 
(SW72, SW936, SW911, S0228, S0227) รวมเป็น 15 ตําแหน่ง คา่ที�คํานวณได้เพิ�มขึ &นทกุกรณี 
โดยค่า CEP มีค่าอยู่ระหว่าง 99.87-99.98 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าจํานวนเครื�องหมายที�เพิ�มมากขึ &น
สง่ผลตอ่ประสิทธิภาพของเครื�องหมายในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู  
 

อยา่งไรก็ตามบางการศกึษาใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์หลายตําแหน่ง
ร่วมกนั แตเ่มื�อใช้เพียง 10 ตําแหน่งก็เพียงพอแล้ว เช่นจากการศกึษาของ Fan และ คณะ (2005) 
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม การจําแนกพันธุ์ ของสุกร และความแม่นยําของ
ประสิทธิภาพในการตรวจสอบความสมัพนัธ์ พอ่ แม ่ลกู จํานวน 6 กลุ่มประชากร จํานวนสตัว์ 109 
ตวัอย่าง โดยใช้เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 26 ตําแหน่ง (FAO-ISAG) ผลการ
วิเคราะห์พบจํานวนอลัลีลอยู่ระหว่าง  4-8 อลัลีล คา่ PIC ของเครื�องหมายทกุตําแหน่งมีคา่สงูกว่า 
0.5 ซึ�งแสดงว่า เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทุกตําแหน่งมีความหลากหลายสูง       
ค่า CEP มีค่ามากกว่า 99.99 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งในการศึกษาครั &งนี &เมื�อใช้เพียง 10 ตําแหน่งร่วมกัน    
คา่ CEP ที�ได้คือ 98 เปอร์เซ็นต์  

 
 ชดุเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�ตา่งกนั จะส่งผลตอ่คา่ความแม่นยําสําหรับ
การตรวจสอบความสมัพนัธ์ พ่อ แม่ ลูก โดย Putnova และคณะ (2003) ทําการศึกษาการใช้
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์สําหรับการระบตุวัสตัว์ และการตรวจสอบความสมัพนัธ์
พ่อ แม่ ลูก ในสุกรของประเทศ Czech จํานวน 3 พนัธุ์ (Large White, Landrace และ Black 
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Pied Prestice) เพื�อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 2 ชดุ 
ชดุละ 10 ตําแหน่ง ซึ�งชุดแรกศึกษาโดย Putnova และคณะ (2003)  มีเครื�องหมายพนัธุกรรม      
ไมโครแซทเทลไลท์ ดงันี & SW24, S0386, S0355, SW353, SW936, SW72, S0068, S0070, 
S0107 และ TNFB และชุดที�สองศกึษาโดย Nechtelberger และคณะ (2001) มีเครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ดงันี & S0005, S0090, S0101, S0155, S0355, S0386, SW24, 
SW240, SW857 และ SW951  คา่ CEP ของชดุแรก มีคา่อยู่ระหว่าง 0.9954-0.9994  ส่วนค่า 
CEP ของชดุที�สอง มีคา่อยูร่ะหวา่ง 0.9927-0.9989   ซึ�งพนัธุ์ที�ตา่งกนัไม่มีผลตอ่คา่ความแม่นยําที�
ทําการศึกษา นอกจากนี &ค่า CEP ที�ได้มีค่าสูง และสามารถนําไปใช้กับกลุ่มประชากรอื�นได้  ซึ�ง
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ชดุแรกมีความเหมาะสมสําหรับการนํามาใช้งานในสกุร
ของประเทศ Czech 
 
 3.  การพฒันาหาเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 

การพฒันาตรวจหาเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�มีรูปแบบเป็นเตตร้านิว
คลีโอไทด์ Chen และคณะ (2005) ศึกษาลักษณะของความหลากหลายของเครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�มีรูปแบบเป็นเตตร้านิวคลีโอไทด์  (S0766)  พบจํานวนอัลลีล 14 
อลัลีล ในสุกร 15 พนัธุ์ และค่า PIC เท่ากับ 0.86 และการศึกษาของ Chen และคณะ (2006) 
ศกึษาลกัษณะของความหลากหลายของเครื�องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที�มีรูปแบบเป็นเตตร้านิว
คลีโอไทด์ (S0719) ในสกุรทั &งหมด 11 พนัธุ์ ผลการวิเคราะห์พบจํานวนอลัลีลอยู่ระหว่าง  7-15  
อลัลีล คา่ PIC เท่ากบั 0.94 และ มีรูปแบบจีโนไทป์ของสตัว์  79 เปอร์เซ็นต์ เป็นแบบเฮทเทอโรไซ
โกต แสดงว่าเครื�องหมายนี &มีความหลากหลายสูง  เหมาะสําหรับนําไปใช้ในการตรวจสอบ
ความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู และใช้ระบตุวัสตัว์  

 
 ส่วนการศกึษาเครื�องหมายโมเลกลุ  โดยสามารถนํามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบ

ความสมัพนัธ์ พอ่ แม ่ลกู ในสกุรซึ�งศกึษาโดย Rohrer และคณะ (2007) โดยใช้เครื�องหมาย SNPs 
(Single Nucleotide Polymorphisms) 60 ตําแหน่ง  และเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทล
ไลท์ 10 ตําแหน่ง ซึ�งมีรูปแบบเป็นไดนิวคลีโอไทด์ (SW21, SW818, SW1370, SW1824, 
SWR1829, SW1891, SW1904, SW2156, SW2519 และ SW2527) การคํานวณคา่โอกาสที�สตัว์ 
2 ตวัจะมีจีโนไทป์ร่วมกนั เพื�อระบตุวัตนสตัว์โดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 10 
ตําแหนง่ คา่ที�ได้คือ 5.4×10 -13 และ เมื�อใช้เครื�องหมาย 60 SNPs คา่ที�ได้คือ  4.55×10 -23 แสดงถึง
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โอกาสที�สตัว์ 2 ตวัจะเหมือนกันมีค่าน้อยมากดงันั &น SNPs สามารถใช้ในการระบุตวัตนของสตัว์ 
ได้ดีกว่าเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ กรณีการตรวจสอบความสัมพันธ์พ่อ แม่ ลูก 
โดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ พบจํานวนอลัลีลอยู่ระหว่าง  6-13 อลัลีล สําหรับ
การแยกสตัว์ที�ไม่มีความสมัพนัธ์กนัโดยมีเพียงตวัอย่างพ่อ หรือ ตวัอย่างแม่ กบัลกูมีความถกูต้อง 
โดยพบ CEP มีคา่อยู่ระหว่าง 0.9313 – 0.9904   อย่างไรก็ตามการใช้ SNPs 60 ตําแหน่ง  พบว่า
มีคา่อยู่ระหว่าง 0.9593-0.9967 จากการศกึษาจะเห็นได้ว่าในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พ่อ แม ่
ลูก โดยใช้เครื�องหมาย SNPs จําเป็นต้องใช้ตําแหน่งสูงถึง 60 ตําแหน่ง ในขณะที�การใช้
เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ สามารถใช้เพียง 10 ตําแหน่ง ก็แสดงประสิทธิภาพ
ในการใช้งานใกล้เคียงกัน 



 

 

บทที�  3 
 

วิธีดาํเนินการวิจัย 
 
แหล่งที�มาของตัวอย่าง 
 
 ตวัอยา่งที�ใช้ในการศกึษาครั &งนี &ได้จากฟาร์มสกุรพอ่-แมพ่นัธุ์ ที�มีการวางแผนการผสมพนัธุ์
อยา่งเป็นระบบ และมีการจดบนัทกึพนัธุ์ประวตัทีิ�ชดัเจน ซึ�งการเก็บตวัอยา่งไมไ่ด้คํานึงถึงเพศ และ
พนัธุ์ของสกุร เนื�องจากเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ เป็นดีเอ็นเอที�ไม่เปลี�ยนแปลงไป
ตามปัจจยัของสิ�งแวดล้อม โดยแบง่กลุม่สกุรออกเป็น 2 กลุม่ตามวตัถปุระสงค์ที�แตกตา่งกนั ดงันี &   
 
 1.  กลุม่สกุรที�ไมมี่ความเกี�ยวข้องกนัทางสายเลือด 

ทําการเก็บตวัอยา่งเลือดจากสกุรที�ไมมี่ความเกี�ยวข้องกนัทางสายเลือด จากฟาร์มสกุร
ของเอกชนจํานวน 2 แห่ง ในเขตจงัหวดัราชบรีุ จํานวน 20 ตวั และ 6 ตวั ตามลําดบั และ จํานวน 
1 แห่ง ในเขตจงัหวดัชยันาท จํานวน 14 ตวั โดยทําการตรวจสอบบนัทึกพนัธุ์ประวตัิ และคดัเลือก 
เฉพาะสกุรที�มี พอ่ และ แม ่แตกตา่งกนั จํานวนเพศของตวัอย่างใกล้เคียงกนั รวมทั &งสิ &น 40 ตวั ทํา
การจดบนัทกึข้อมลูพนัธุ์ประวตัทิั�วไปของสตัว์แตล่ะตวัได้แก่ เบอร์ประจําตวัสตัว์ และเพศของสตัว์
สําหรับสกุรในกลุม่นี & มีวตัถปุระสงค์เพื�อเพิ�มโอกาสของการตรวจพบรูปแบบความหลากหลายของ
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหนง่ ให้มีมากขึ &น 

 
 2.  กลุม่สกุรที�มีความเกี�ยวข้องกนัทางสายเลือด  

ทําการเก็บตัวอย่างเลือด และนํ &าเชื &อพ่อพันธุ์จากสุกรที� มีความเกี�ยวข้องกันทาง
สายเลือด กล่าวคือ เป็นพ่อ-แม่-ลูกกัน จากฟาร์มสุกร ณ ศูนย์ฝึกนิสิต คณะสัตวแพทยศาสตร์
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั จงัหวดันครปฐม และฟาร์มสกุรของเอกชนจงัหวดัชยันาท รวมทั &งสิ &น 40 
ตวั ทําการจดบนัทึกข้อมลูพนัธุ์ประวตัิทั�วไปของสตัว์แตล่ะตวั ได้แก่  เบอร์ประจําตวัสตัว์ เพศของ
สตัว์ วนัที�เกิด เบอร์ประจําตวัพ่อ และเบอร์ประจําตวัแม่ สําหรับสุกรในกลุ่มนี & มีวตัถุประสงค์เพื�อ
ทําการเปรียบเทียบผลของการตรวจสอบความสมัพนัธ์พ่อ-แม่-ลูก จากข้อมูลทางพนัธุกรรมของ
เครื�องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที�ตรวจสอบได้ กับบันทึกพันธุ์ประวัติของสัตว์ นอกจากนี &ตัวอย่าง
ทั &งหมดยงันําไปใช้ศกึษารูปแบบความหลากหลายของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์
แต่ละตําแหน่งด้วย  โดยการเก็บตวัอย่างสุกรกลุ่มนี &แบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ 
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2.1 กลุ่มสกุร ณ ศนูย์ฝึกนิสิต ฯ จงัหวดันครปฐม ทําการเก็บตวัอย่างเลือดของแม่พนัธุ์ 
และ เก็บนํ &าเชื &อของพ่อพนัธุ์ที�เหลือจากการผสมเทียมเรียบร้อยแล้ว จากนั &นเมื�อถึงกําหนดคลอดจึง
ทําการเก็บตวัอย่างเลือดของลกูสกุร รวมตวัอย่างสกุรทั &งสิ &น 7 ตวั ได้แก่ พ่อพนัธุ์ 1 ตวัผสมพนัธุ์กับ
แมพ่นัธุ์ 2 ตวั และลกูสกุรแมล่ะ 2 ตวั รวมเป็น 4 ตวั  

 

2.2 กลุ่มสุกรจากฟาร์มเอกชน จงัหวดัชยันาท ทําการเก็บตวัอย่างนํ &าเชื &อของพ่อพนัธุ์
สกุร 8 ตวั ตวัอยา่งเลือดของแมพ่นัธุ์ 8 ตวั และของลกู 17 ตวั รวมทั &งสิ &น 33 ตวั   
 
การเก็บตัวอย่าง 
 

 1.  การเก็บตวัอยา่งเลือด 

การเก็บตวัอย่างเลือดจากสุกรแม่พันธุ์ และลูกสุกร ใช้เข็มฉีดยาเบอร์ 21 เจาะเลือด
จากเส้นเลือดดําบริเวณด้านหน้าหวัใจ (anterior vena cava) ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดที�
ผสมสารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด (ethylene diamine tetra-acetic acid; EDTA) แช่นํ &าแข็งไว้
ระหว่างการขนส่งเข้าห้องปฏิบตัิการ จากนั &นเก็บตวัอย่างเลือดไว้ที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เพื�อรักษาสภาพดีเอ็นเอไว้จนกวา่จะนําไปใช้ 

 

 2.  การเก็บตวัอยา่งนํ &าเชื &อ 

การเก็บตัวอย่างนํ &าเชื &อจากสุกรพ่อพันธุ์  จะเก็บนํ &าเชื &อที�เหลือจากการผสมเทียม
เรียบร้อยแล้ว หรือเก็บนํ &าเชื &อของพ่อพนัธุ์ จากฟาร์มสุกรโดยตรง โดยนําตวัอย่างนํ &าเชื &อพ่อพนัธุ์
ทั &งหมดมาตั &งทิ &งไว้ในตู้ เย็นอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน เพื�อให้ตวัอสุจิตกตะกอน 
และทําการดดูสารละลายใสส่วนบนทิ &งให้เหลือปริมาตรประมาณ 5 มิลลิลิตร แล้วจึงแบ่งเก็บใน 
tube เล็ก ๆ tube ละ 1 มิลลิลิตร และเก็บรักษาตวัอย่างนํ &าเชื &อไว้ที�อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เพื�อรักษาสภาพดีเอ็นเอจนกวา่จะนําไปใช้ 

 

การเลือกเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์     
ทําการคดัเลือกเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ของสุกร จากฐานข้อมูลสากล 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยพิจารณาจากรูปแบบการซํ &าของ
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์เป็นแบบไตรนิวคลีโอไทด์ หรือ เตตร้านิวคลีโอไทด์ มี
ขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอประมาณ 100 คู่เบสขึ &นไปได้ทั &งสิ &น 16 ตําแหน่ง รายละเอียดดงัแสดงใน
ตารางที� 3.1 
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ตารางที� 3.1 เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�ใช้ในการศกึษา 
 

Locus 
name 

Primer sequences (5’-3’) Core sequences 
Size 
(bp.) 

Tm 
(°C) 

Accession 
no. 

D00768 F: 5’GAC ACA GTG GAT GGC ATT TG3’ 
R: 5’ACA TCC CTA AGG TCG TGG C3’ 

CT(CTTT)3C(CTTT)3C(CTTT)21T 
(CTTT)5TTTT (CTTT)9T(CTTT) 
(CT)12GT(CT)4(CTTT)5CT 

345 * D00768 
 
 

KVL9000 F: 5'TGC AAA GTT TGG GAC ATC AG3 (GT)16(GATA)14 259 * EU010405 
 R: 5'AGG TGC TGA GGA TAC AGT GG3’     
NLRIP0001 F: 5’GAT CTC AGC TTC AAT ACC TCC3’      

R: 5’GAT CCT GTA TTG CTG TGG CTG3’ 
(TTTC)T(TTTC)2TTCC(TTTC)(TC
)2CC(TTTC)4TATC(TTTC)4ATC(T
TTC)3TATC(TTTC)TTTA(TTTC)2 

(CTTC)4C(TTTC)3GTTC(TTTC)2 

344  * AY740518 

S0663 F: 5’TGG TTC GGG AAC ATA GGA AAAG3’ 
R: 5’AGC TGG GTC CTC CAT ATG CTG3’ 

(ATAG)14 
 

240 * AJ544213 

S0710 
 

F: 5’CTC AGC ACC TTA CAA ACC3’ 
R: 5’TCC CAA ACC AAT CCA CAC3’ 

(TAGA)2(TAAA)4AAA(TAAA)3 

TT(GT)9 
330 58 AY253998 

S0719 F: 5’TCT CCA AGT CCA GGA ACT TGC  3’    
R: 5’TCG CCA TAC TCT TCT AAT GGC 3’ 

(GAAA)13 600  56 AY451240 

S0766 F: 5’GTG TAG ATA TGT GTC TGT ACA3’ 
R: 5’AGA CCT CCT ATT AGA GGT GGA3’ 

(GAAA)4(CA)6TACACG (CA)16 620  58 AY731063 

SJ859 F: 5’TCA AGA GAA AAG GAC AAA ATC3’ 
R: 5’AT GAA GAG GTG GAG ACT GTG3’ 

(TTTG)3 334  56 AB248496 

SJ923 F: 5’CCA AGA AAT AGC AAC AAC AA3’ 
R: 5’AGA TGA TTT GGT TTG GTC TTA3’ 

(CAA)9 197  56 AB248491 

SJ924 F: 5’GAT TTG TTT CCG CTG AGC CA3’ 
R: 5’TGG GCT CAC AGG CAC AGT ATC3’ 

(AAC)A(AAC)6 230  56 AB248492 

SJ925 F: 5’ CAC AAA GGA GGA GGC TGG AAT3’ 
R: 5’TT GCT GTG GTC TGG CGT AGG3’ 

(TTG)9 383  56 AB248490 

SJ926 F: 5’CTA CCA CTG AGC CAC AAG AG3’ 
R:  5’TGG TGT AGA TTT CAG ATG CTG3’ 

(TTA)9 241  56 AB248494 
 

SJ927 F: 5’CTC AGT GTG GCA TTC AGG TC3’ 
R: 5’TGA CCT ACA CCA CAG CTC ATG3’ 

(TTG)6 272  56 AB248493 
 

SJ929 F: 5’ ATG ACC CAG GAA CAA GGA TAG3’  
R: 5’TC AAA GAA ATG GGG AAA CAG3’ 

(TTTG)TT(TTTG)4 327  56 AB248487 

X53085 F: 5’TGT TCA GTG GGT TAA GGA TCG3’ 
R: 5’TTC CCT ACA CCC TGC CTT C3’ 

(GA)11(AGGA)8  (AAGA)2 399 * X53085 
 

X63893 F: 5’GGG TCA GAC CGA CAC CAC3’ 
R: 5’GGT CTT GCT GTT TCC GAG AC3’ 

(GCC)2CGC(GCC)GGCCCC 
(GCC)6 

116 * X63893 

 

ที�มา : National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
        : Moran (1993) ; Chen และคณะ  (2006) ; Karlskov-Mortensen และคณะ (2008) 
* ยงัไมมี่รายงานอณุหภมูิ (Tm) ที�เหมาะสมของคู ่primer 
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การวิเคราะห์ในห้องปฏิบัตกิาร 
 

 1.  การสกดัดีเอ็นเอ 

1.1 การสกดัดีเอ็นเอจากเลือด (ภาพที� 3.1) 

 ทําการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งเลือดสกุร ด้วยชดุนํ &ายาสกดัแยกดีเอ็นเอสําเร็จรูป  
(QIAamp® DNA Blood Mini kit) โดยการนําเลือดมาตั &งทิ &งไว้ที�อณุหภูมิห้องจนนํ &าเลือดละลาย
หมด ดูดเลือดปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
(microcentrifuge tube) เติมสารละลาย buffer AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากนั
ด้วย vortex จากนั &นเติมสารละลาย QIAGEN® proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื�อทําลาย
ผนงัเซลล์ และย่อยโปรตีนตา่ง ๆ นําไปอุ่นที�อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั &น
เติมเอทานอล ( 96-100 %) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย vortex แล้วย้ายไปใส่ใน 
QIAamp spin column ทําการปั�นเหวี�ยง 11,000 rpm. เป็นเวลา 1 นาที silica-gel membrane 
จะดดูซบัดีเอ็นเอไว้ จากนั &นย้ายไปใส่ใน QIAamp spin column อนัใหม่ ใส่สารละลาย buffer 
AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ทําการปั�นเหวี�ยง 11,000 rpm. เป็นเวลา 1 นาที และย้ายไปใส่ใน 
QIAamp spin column อนัใหม่ ใส่สารละลาย buffer AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ทําการปั�น
เหวี�ยง 11,000 rpm. เป็นเวลา 3 นาที เปลี�ยน QIAamp spin column และนําไปปั�นเหวี�ยงซํ &าอีก
ครั &ง 11,000 rpm. เป็นเวลา 1 นาที ในขั &นตอนนี & buffer AW1/AW2  จะชะล้างโปรตีน และสิ�ง
ปนเปื&อนต่าง ๆ ออกไป สุดท้ายนํา column ย้ายไปใส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร และเติมสารละลาย buffer AE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และทําการปั�นเหวี�ยง 11,000 rpm. 
เป็นเวลา 1 นาที เพื�อชะล้างดีเอ็นเอให้หลดุออกจาก membrane แบง่สารละลายดีเอ็นเอที�สกดัได้
บางส่วนไปตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis และส่วนที�เหลือเก็บรักษาไว้ที�อณุหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส เพื�อรอดําเนินการตอ่ไป  
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1.2 การสกดัดีเอ็นเอจากนํ &าเชื &อ (ภาพที� 3.1) 

การสกดัดีเอ็นเอจากนํ &าเชื &อสกุรทําโดยดดูนํ &าเชื &อปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย buffer X2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ตาราง
ภาคผนวกที� 5) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex หลงัจากนั &นนําไปอุ่นที�อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 คืน จากนั &นเติมสารละลาย buffer AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั ด้วย 
vortex จากนั &นนําไปอุ่นตอ่ประมาณ 30 นาที ทําการเติมเอทานอลปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากนัด้วย vortex แล้วย้ายไปใส่ใน QIAamp spin column ทําการปั�นเหวี�ยง 11,000 rpm. 
เป็นเวลา 1 นาที จากนั &นย้ายไปใส่ใน QIAamp spin column อนัใหม่ ใส่สารละลาย buffer AW1 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ทําการปั�นเหวี�ยง 11,000 rpm. เป็นเวลา 1 นาที และย้ายไปใส่ใน 
QIAamp spin column อนัใหม่ ใส่สารละลาย buffer AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ทําการปั�น
เหวี�ยง 11,000 rpm. เป็นเวลา 3 นาที เปลี�ยน QIAamp spin column และนําไปปั�นเหวี�ยงซํ &าอีก
ครั &ง 11,000 rpm. เป็นเวลา 1 นาที สดุท้ายนํา column ย้ายไปใส่ใน microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย buffer AE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และทําการปั�นเหวี�ยง 
11,000 rpm. เป็นเวลา 1 นาที เพื�อชะล้างดีเอ็นเอให้หลุดออกจาก membrane แบง่สารละลาย   
ดีเอ็นเอที�สกดัได้บางส่วนไปตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis และส่วนที�เหลือเก็บ
รักษาไว้ที�อณุหภมูิ  -20 องศาเซลเซียส เพื�อรอดําเนินการตอ่ไป  
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into spin column 
 

centrifuge 11,000 rpm/ 1 min  
 

into new spin column + buffer AW1 500 µl 
 

centrifuge 11,000 rpm/ 1min  
 

into new spin column + buffer AW2 500 µl 
 

centrifuge 11,000 rpm/ 3 min 
 

dry centrifuge 11,000 rpm/ 1 min  
 

into centrifuge tube (1.5 ml) + buffer AE 50 µl 
  

วางไว้ที�อณุหภมูิห้อง 5 นาที 
  

centrifuge 11,000 rpm/1 min 
 
 

 

ภาพที� 3.1 ขั &นตอนการสกดัดีเอ็นเอจากเลือด และนํ &าเชื &อสกุร โดยชดุนํ &ายาสกดัแยกดีเอ็นเอ 
     สําเร็จรูป (QIAamp® DNA Blood Mini kit)  

ตรวจสอบคณุภาพด้วย agarose gel 
electrophoresis 

 ET-OH 200 µl 

incubation 56 °C (overnight) 
*ตวัอยา่งนํ &าเชื &อ เตมิ buffer AL 200 µl อุน่ตอ่ 30 นาที 

) 

 

เก็บไว้ที� -20 °C จนกวา่จะใช้งาน 

ตวัอยา่งเลือด  (blood)  หรือ นํ &าเชื &อ (semen) 200 µl 

ตวัอยา่งเลือด เตมิ buffer AL 200 µl+ proteinase K 20 µl 
*ตวัอยา่งนํ &าเชื &อ เตมิ buffer X2 200 µl 
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 2.  การตรวจสอบดีเอ็นเอ 

ทําการตรวจสอบดีเอ็นเอที�สกัดได้ ด้วยวิธีการ  2 วิธี คือ วิธี agarose gel 
electrophoresis และ วิธีการตรวจสอบด้วยเครื�อง spectrophotometer ที�ความยาวช่วงคลื�น 260 
นาโนเมตร โดยมีวิธีการดงัตอ่ไปนี &  

 
2.1 ทําการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis กับ

ตวัอยา่งทั &งหมดที�ทําการศกึษา มีวิธีการดงันี & 

 1)   เตรียม agarose gel 2% โดยชั�งผง agarose 1 กรัม ละลายใน 0.5X TBE 
        buffer 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู ่(flask) 

 2)   อุน่ให้ผง agarose ละลาย โดยเข้าตู้อบ microwave 1-2 นาที  
 3)   รอให้เย็นพอที�มือจบัได้ จึงเติม ethidium bromide (10 mg/ml) ปริมาตร 0.5 

        ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั โดยการเขยา่ขวดเบา ๆ เพื�อป้องกนัไมใ่ห้เกิดฟอง  
       อากาศในเนื &อเจล และให้แนใ่จวา่ ethidium bromide ละลายหมด 
 4)   เทลงในถาด (tray) สําหรับเตรียมเจล แล้ววางหวี (comb) สําหรับทําช่องใส่ 
 ตวัอย่าง (wells) 
 5)   รอให้เจลแข็งตวัสมบรูณ์ ใช้เวลาประมาณ 20 นาที 
 6)   ดงึหวีออกอยา่งระมดัระวงั และวางถาดเจลลงใน chamber เท 0.5X TBE  
       buffer ให้ทว่มเจล   
 7)   ทําการหยอดตวัอย่างดีเอ็นเอปริมาตร 10 ไมโครลิตร ที�ผสมกบั loading dye 

        ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (อตัราสว่น DNA: loading dye; 5:1) ลงไปในชอ่ง  
       ของเจลที�เตรียมไว้  
 8)   ปรับกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ ดรูะยะการเคลื�อนที�ของดีเอ็นเอจาก loading 

        dye เมื�อ loading dye เคลื�อนมาประมาณครึ�งถาดใช้เวลาประมาณ 30 นาที 
 9)   ตรวจสอบการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนเจลภายใต้แสงอลัตร้าไวโอเลต (UV) 
                  และทําการบนัทึกผล 
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2.2 ทําการตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอโดยใช้เครื�อง spectrophotometer กบัตวัอย่าง 
ดีเอ็นเอที�สกัดได้ โดยสังเกตจากแถบดีเอ็นเอที�ผ่านการตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis แล้ว พิจารณาจากแถบดีเอ็นเอระหว่างตัวอย่างที�จางที�สุดถึง แถบดีเอ็นเอ
ตวัอย่างที�หนาที�สุด ของตวัอย่างเลือด และนํ &าเชื &อ อย่างละ 5 ตวัอย่าง รวมเป็น 10 ตวัอย่าง เพื�อ
ประมาณค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอที�สกัดได้ คํานวณได้จากค่า optical density (O.D.) หรือ 
absorbance ( A.) ที� 260 นาโนเมตรดงันี & 

ปริมาณดีเอ็นเอ (µg. /ml.) = 50 x คา่ที�ได้ ณ A260 x dilution factor 

 ในการศึกษาครั &งนี &ใช้ดีเอ็นเอปริมาตร 15 ไมโครลิตรผสมกับนํ &ากลั�นอีก 750 
ไมโครลิตร (อตัราส่วน 1:50 หรือ 50 เท่า ให้ค่านี &เป็นค่าที�เรียกว่า dilution factor) จากนั &นนํา
สารละลายดงักล่าวไปวดัคา่การดดูกลืนแสงโดยใช้เครื�อง spectrophotometer ค่าที�วดัได้ ได้แก่
คา่  A260 (คา่การดดูกลืนแสงของดีเอ็นเอที�ความยาวคลื�น 260 นาโนเมตร),  A280 (คา่การดดูกลืน
แสงของโปรตีนที�ความยาวคลื�น 280 นาโนเมตร) โดยคา่ A260 นําไปคํานวณหาปริมาณดีเอ็นเอใน
สารละลาย ตามสูตรข้างต้น และค่า A260/A280 นําไปพิจารณาความบริสุทธ์ของดีเอ็นเอที�สกัดได้
         
 3. การเพิ�มจํานวนเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ด้วยเทคนิค PCR 

    การเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอในตําแหนง่ที�ต้องการ โดยการเตรียมส่วนประกอบตา่ง ๆ 
ที�ใช้ในการทําปฏิกิริยา PCR รายละเอียดดงัแสดงในตารางที� 3.2 

 

ตารางที� 3.2 สว่นประกอบของปฏิกิริยาการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 

สารเคมี ปริมาตร (µl.) 
10x PCR buffer (1X) 2.5 
dNTP’s (1.25 mM) 4.0 
Forward primer (20 µM) 0.5 
Reverse primer (20 µM) 0.5 
Taq DNA polymerase1 (2.5 unit/100 µl) 0.2-1.0 
DNA template 1.0-2.0 
ปรับปริมาตรด้วย Sterile H2O ให้มีปริมาตรรวม 25 

 1      Taq DNA polymerase ถ้าใช้ REDTaq™ใช้ปริมาตร 1.0 µl. สว่น RBC Taq™  
       ใช้ปริมาตร 0.2 µl.  
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 ในขั &นตอนการเตรียมสารละลาย การเติม Taq DNA polymerase จะทําเป็นขั &นตอน
สดุท้าย ก่อนนําเข้าเครื�อง PCR ทําการปรับเปลี�ยนสภาวะในขั &นตอนต่าง ๆ โดยเริ�มที�อุณหภูมิ 
95°C นาน 5 นาที จากนั &นมีการเปลี�ยนอณุหภมูิตอ่รอบ ตามลําดบั ดงันี & 

- ขั &นตอน denaturation ที�อณุหภมูิ 95 °C เป็นเวลา 30 วินาที 
- ขั &นตอน annealing จะทําการปรับเปลี�ยนอณุหภมูิของ primer แตล่ะคู ่ตั &งแตอ่ณุหภูมิ 

56-60 °C (ตารางที� 3.1) เป็นเวลา 30 วินาที  เพื�อทดสอบหาอณุหภูมิที�เหมาะสมของ
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทกุตําแหน่ง  โดยพิจารณาจากปริมาณของ
ผลผลิต PCR ที�มากที�สดุ  ซึ�งตรวจสอบได้จาก agarose gel 

- ขั &นตอน extension ที�อณุหภมูิ 72 °C เป็นเวลา 30 วินาที 

เครื�องจะทําการปรับเปลี�ยนอุณหภูมิในช่วงนี & เป็นจํานวน 35 รอบ จากนั &นเข้าสู่ขั &นตอน
สดุท้ายที�อณุหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที เพื�อชะลอเวลาให้ขบวนการสร้างสายดีเอ็นเอทั &งหมด
เสร็จสมบรูณ์   หลงัจากปฏิกิริยาสิ &นสดุแล้วเก็บผลผลิต PCR ไว้ที�อณุหภูมิ -20 °C จนกว่าจะนําไป
ทําการตรวจสอบขั &นต่อไป ทั &งนี &เนื�องจากการทํา PCR แต่ละครั &งจะได้ข้อมูลทางพนัธุกรรมของ
เครื�องหมายครั &งละ 1 ตําแหนง่เทา่นั &น  

 
การเพิ�มจํานวนเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ด้วยวิธี PCR จะสุ่มเลือก

ตวัอย่างสุกรประมาณ 20 ตวั ในกลุ่มสุกรที�ไม่มีความเกี�ยวข้องกนัทางสายเลือด เพื�อตรวจสอบ
รูปแบบความหลากหลายเบื &องต้นของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 16 ตําแหน่ง 
จากนั &นคดัเลือกเครื�องหมายที�แสดงคณุสมบตัิเป็น polymorphism ที�เหมาะสมในการการศึกษา
ครั &งนี & โดยมีเกณฑ์การพิจารณาคือ พบรูปแบบความหลากหลายมากกว่า 2 แบบขึ &นไปที�ตําแหน่ง
หนึ�ง ๆ และสามารถแปลผลได้ชดัเจน สําหรับใช้ในการหาข้อมูลพนัธุกรรมของสตัว์ทั &งหมด ส่วน
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�แสดงคณุสมบตัิเป็น monomorphic มีเกณฑ์การพิจารณา
คือ ไมพ่บรูปแบบความหลากหลาย ที�ตําแหนง่หนึ�ง ๆ จะไมนํ่ามาใช้ในการศกึษาครั &งนี & 

 
4.  ตรวจสอบขนาดชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดย Gel Electrophoresis 

ในการศึกษาครั &งนี &ดําเนินการ 2 วิธีที�ตอ่เนื�องกนั ซึ�งจะตรวจสอบโดยใช้ agarose gel 
และ ตรวจสอบโดยใช้ polyacrylamide gel ตามลําดบั ดงันี & 
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4.1 การตรวจสอบขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอโดย agarose gel เพื�อให้ทราบปริมาณผลผลิต
PCR และประเมินปริมาณผลผลิต PCR ที�เหมาะสม สําหรับใช้ในการตรวจสอบด้วย 
polyacrylamide gel ตอ่ไป ในขั &นตอนนี &ใช้ 2 % agarose gel เช่นเดียวกบัการตรวจสอบดีเอ็นเอ
ดงักลา่วข้างต้น และมีขั &นตอนการตรวจสอบผลผลิต PCR ดงันี & 

 
 1)   ทําการหยอดตวัอยา่งผลผลิต PCR ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ที�ผสมกบั loading 

        dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (อตัราสว่น ผลผลิต PCR: loading dye; 2:1)  
        ลงไปในแตล่ะชอ่งของ 2 % agarose gel ที�เตรียมไว้   
 2)    ทําการหยอด DNA ladder (M) ขนาด 100 bp. ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  (ภาคผนวก ค) ลงไป 1 ชอ่ง เพื�อวดัขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอที�เกิดขึ &น  

 3)   ทําการประกอบเครื�อง electrophoresis ให้เรียบร้อย และตั &งกระแสไฟฟ้าที�  
      100 โวลต์ ใช้เวลาประมาณ 1 ชั�วโมง จงึนําแผ่นเจลไปตรวจสอบผลภายใต้ 
       แสงอลัตร้าไวโอเลต (UV) ทําการถ่ายภาพ และบนัทึกผล 

 
4.2 การตรวจสอบขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอโดย polyacrylamide gel เพื�ออ่านผลชิ &นส่วน  

ดีเอ็นเอ ของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ในแต่ละตําแหน่งซึ�งขั &นตอนในการทํา 
polyacrylamide gel มีขั &นตอนดงันี & 

 
  1)   การเตรียมกระจกสําหรับเจล โดยนําแผน่กระจกมาล้างให้สะอาด แล้วเช็ด
        ด้วยเอธานอล 95 % ให้สะอาดทั &ง 2 แผน่ 
  2)   นํากระจกทั &ง 2 แผน่มาประกอบเข้าชดุ  โดยวาง  spacer  ไว้ทั &งสองข้าง  
        เพื�อให้เกิดช่องว่างระหว่างกระจกทั &งสอง สําหรับกระจกแผ่นขนาด 20 x 20 ซม. 
        ใช้เทปกาวติดกระจก 3 ด้าน เพื�อไม่ให้เจลรั�วออกมา ก่อนใช้คลิปหนีบอีกครั &ง 
  3)   การเตรียม polyacrylamide gel ใช้เจลเข้มข้น 7 % (acrylamide :  
        bisacrylamide = 19:1) โดยมีสว่นผสม แสดงรายละเอียดดงัตารางที� 3.3 
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ตารางที� 3.3 องค์ประกอบของสารที�ใช้ในการทํา polyacrylamide gel 

สารที�ใช้ ปริมาตรที�ใช้สําหรับเตรียมเจลเข้มข้น 7 % 
40% acrylamide (19:1)     7.0 ml. 
50X TAE buffer 800.0 µl  
25% APS (ammonium persulfate)1 1,280 µl 
H2O (sterile) mixed up to     40.0 ml. 
TEMED (เตมิหลงัสดุ)    32.0 µl 

1       25 % APS ต้องเตรียมใหมก่่อนใช้งานทกุครั &ง 

 
  4)   ผสม acrylamide, TAE buffer และ 25 % APS ลงในกระบอกตวง เตมินํ &า     
                               ให้มีปริมาตรจนครบ 40 มล.  ปิดด้วยพาราฟิน แล้วเขยา่ให้ผสมเป็นเนื &อ 
                               เดียวกนั  
  5)   กรองด้วยกระดาษกรอง ใสใ่นบีกเกอร์ แล้วเติม TEMED เขย่าให้ผสมเป็นเนื &อ
        เดียวกนัอยา่งรวดเร็ว ระวงัอยา่ให้เกิดฟองอากาศ   
  6)   เทเจลลงในช่องระหว่างกระจกจนเต็ม  ใส่หวีลงไปด้านบน แล้ววางกระจก
        ราบแนวระดบั  ปล่อยให้เจลแข็งตวัประมาณ  20 นาที  ดงึหวีออก  แกะเทป
        กาวออก   
  7)   ทําการประกอบกระจกเข้ากบัเครื�อง electrophoresis ให้เรียบร้อย เตมิ   
        0.5X TBE buffer ลงในชอ่งด้านบน และด้านล่าง ระวงัอยา่ให้มีฟองอากาศ 
        อยู่ใต้กระจก 
  8)   ใช้เข็มฉีดยาดดูบฟัเฟอร์มาล้างผิวหน้าของเจล  
  9)   ทําการหยอดตวัอยา่งผลผลิต PCR ลงไปในชอ่งแตล่ะชอ่ง โดยอตัราสว่น     
                               ผลผลิต PCR: loading dye; 5:1 ลงไปในแตล่ะชอ่ง   
  10)   ทําการหยอด DNA ladder (M) ขนาด 100 bp. ปริมาตร 3 ไมโครลิตร   
                               (ภาคผนวก ค) ลงไป 1-2 ชอ่ง เพื�อวดัขนาดชิ &นสว่นดีเอ็นเอที�เกิดขึ &น และใน
          การทํา PAGE แตล่ะกระจกต้องมีตวัอยา่งที�เป็น control สําหรับทํากระจก
          แผน่ถดัไป เพื�อให้การอา่นผลถกูต้อง 
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  11)   ตอ่สายไฟเข้ากบัเครื�อง ใช้ความตา่งศกัย์คงที� 100-120 โวลต์ โดยสงัเกตการ
        เคลื�อนที�ของ loading dye เกือบสดุแผน่กระจก ใช้เวลาประมาณ 15-17 ชั�วโมง 
  12)   ปิดเครื�อง นํากระจกออกจากเครื�อง แยกกระจกทั &ง 2 แผ่นออกจากกนั เจลจะ
        ตดิอยูก่บักระจกแผ่นหลงัที�เป็นสี�เหลี�ยมตรง นําเจลไปย้อมสีโดยใช้ ethidium    
        bromide 
 

 5.  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ โดยใช้ Ethidium bromide โดยมีขั &นตอนดงันี & 

           1)   สารละลาย ethidium bromide (ความเข้มข้น 5 mg./ml.) 200 ไมโครลิตร 
         ผสมกบั 1x TAE buffer 100 มิลลิลิตร  

2)    ย้อมแผน่เจลที�ได้จากข้อ 4.2 นานประมาณ 45 นาที โดยวางถาดใสเ่จลบน 
เครื�องเขย่าความเร็วตํ�าเพื�อให้เจลได้สมัผสักบั ethidium bromide ทั�วแผน่    
เจล จากนั &นล้างแผน่เจลด้วยนํ &าสะอาด ประมาณ 30 นาที  

  3.)  นําแผน่เจลไปตรวจสอบตําแหนง่ของแถบดีเอ็นเอที�ได้ภายใต้แสงอลัตร้าไวโอ 
       เลต (UV) ทําการถ่ายภาพ และบนัทึกข้อมลูเพื�อใช้ในการวิเคราะห์ผลตอ่ไป      

 
การตรวจสอบลาํดับเบส   
 
 เลือกเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ที�มีคณุสมบตัิเป็น polymorphism ซึ�ง
เหมาะสมในการใช้งานทั &งหมด โดยเครื�องหมายแต่ละตําแหน่งจะพิจารณาเลือกตวัอย่าง จาก
polyacrylamide gel ที�ให้แถบดีเอ็นเอชดัเจน 1-2 ตวัอย่าง เพื�อให้แน่ใจว่าบริเวณที�ทําการอ่านผล
จากแผน่เจลเป็นบริเวณของไมโครแซทเทลไลท์ และเพื�อนําไปตรวจหาข้อมลูการเรียงตวัของลําดบั
เบสว่าเป็นดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์หรือไม่ โดยนําผลผลิต PCR ส่งตรวจด้วยวิธี DNA 
sequencing method ณ บริษัท ไซบีเลส (ประเทศไทย) จํากดั  
 
วิธีการอ่านผลของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จากแผ่นเจล 
 
 การอ่านผลชิ &นส่วนดีเอ็นเอจากรูปถ่ายที�ได้จากการตรวจสอบด้วย polyacrylamide gel 
เพื�อระบขุนาดชิ &นสว่นดีเอ็นเอทั &งหมดของแตล่ะตวัอย่าง  โดยชิ &นส่วนดีเอ็นเอ (allele) ที�มีขนาดสั &น
ที�สดุ ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหน่ง ใช้แทนด้วยสญัลกัษณ์ a ซึ�งจะ
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พบเป็นแถบดีเอ็นเอที�อยู่ในระดับตํ�าที�สุดบนเจล ส่วนแถบดีเอ็นเอที�อยู่ในระดับสูงขึ &นไปให้
สญัลกัษณ์เป็น b, c, d,..., ตามลําดบัขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอที�เพิ�มขึ &น จดบนัทึกข้อมลูจีโนไทป์ของ
เครื�องหมายแตล่ะตําแหนง่ของสตัว์แตล่ะตวั ได้แก่ รูปแบบ และจํานวนอลัลีล ของเครื�องหมายแต่
ละตําแหนง่ จากตวัอยา่งที�ศกึษาทั &งหมดจากนั &นนําข้อมลูตา่ง ๆ ที�ได้ มาทําการวิเคราะห์เพื�อศกึษา
ประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ตอ่ไป 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
 

1. คํานวณค่าความถี�อัลลีล (allele frequency) ของข้อมูลสุกรจํานวนทั &งหมด 80 
ตวัอย่างจากเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แต่ละตําแหน่ง ของสุกร ตามวิธีของ Nei 
(1978) ดงันี & 

              
                                                                                  
 
โดยที�    p      คือ ความถี�ของอลัลีล A 

AAN  คือ จํานวนสกุรที�มีจีโนไทป์แบบ homozygote ของแตล่ะตําแหนง่ 
           AaN   คือ จํานวนสกุรที�มีจีโนไทป์แบบ heterozygote ของแตล่ะตําแหนง่ 
 N     คือ จํานวนสกุรทั &งหมด  
 
2.  คํานวณคา่เฮทเทอโรไซโกซิตี & (heterozygosity) ตามวิธีของ Nei (1978) 

 ซึ�งแบง่เป็น 2 คา่ ดงันี & 
 
2.1  คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต (observed heterozygosity หรือ HObs) มี

สตูรการคํานวณดงันี & 

  
 
โดยที�       ObsH  คือ คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต  

genotypeusheterozygoofno.  คือ จํานวนสกุรที�มีจีโนไทป์เป็น heterozygous 
  N  คือ จํานวนสกุรทั &งหมด  

N

genotypeusheterozygoofno
H Obs

.
=

N

NN
p AaAA

2
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2.2  คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฎี (expected heterozygosity หรือ HExp) มีสตูรการ
คํานวณดงันี & 

   

 
โดยที� ExpH  คือ คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฎี 
 ip  คือ ความถี�ของอลัลีลที� i (i = 1, 2,…,k) 
 k  คือ จํานวนอลัลีล 
 

ทําการเปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งระหวา่ง H0bs และ HExp ในเครื�องหมายแตล่ะตําแหน่ง 
โดยวิธีการทดสอบไคสแควร์ (Phavaphutanon, 2005) สตูรการคํานวณดงันี & 

 
                                                  
 

 Degrees of freedom คํานวณจาก ( )
2

1−
=

rr
df  

โดยที� N      คือ จํานวนสกุรทั &งหมด 
 r  คือ จํานวนอลัลีล 
 
3. คํานวณคา่ Polymorphic Information Content (PIC) ตามวิธีของ Botstein และ 

คณะ (1980) มีสตูรการคํานวณดงันี & 
                                                        
  
 

โดยที�  PIC  คือ ประสิทธิภาพในการนําไปใช้งานของเครื�องหมายแตล่ะตําแหนง่ 

ip    คือ ความถี�ของอลัลีลที� i (i = 1, 2,…,n) 

                         jp  คือ ความถี�ของอลัลีลที� j (j = i+1) 

                         n      คือ จํานวนอลัลีล 

 ทําการจดัเรียงลําดบัคา่ PIC ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จากคา่สงูสุด 
ไปคา่ตํ�าสดุ เพื�อสามารถประเมินประสิทธิภาพการใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทล
ไลท์แตล่ะตําแหนง่  
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4. คํานวณคา่ Exclusion probabilities (EP) ตามวิธีของ Jamieson and Taylor  
(1997) และ Wang (2007) มีสตูรการคํานวณดงันี & 

 
 

โดยที�   EP    คือ ความแม่นยําหรือประสิทธิภาพของเครื�องหมายแต่ละตําแหน่งในการ
               วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม 

            ip   คือ ความถี�ของอลัลีลที� i (i = 1, 2,…,n) 
            jp  คือ ความถี�ของอลัลีลที� j (j = 1, 2,…,n) 

                         n   คือ จํานวนอลัลีล 

 ทําการจดัเรียงลําดบัคา่ EP ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จากคา่สงูสดุ ไป
คา่ตํ�าสดุ เพื�อที�จะสามารถเลือกเครื�องหมายที�มีคา่ EP สงูสดุ และรองลงมาตามลําดบั สําหรับการ
นําไปใช้ร่วมกนั 
 

5. คํานวณคา่ Combined exclusion probability (CEP) ตามวิธีของ Jamieson and  
Taylor (1997) มีสตูรการคํานวณดงันี & 

 
             

 
โดยที�   CEP  คือ คา่ความแมน่ยําของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์หลาย 

          ตําแหนง่ที�ใช้ร่วมกนัในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู 
 คือ multiplication sum 

  n     คือ จํานวนของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &งหมด 
                          iEP   คือ ความแม่นยําหรือประสิทธิภาพของเครื�องหมายตําแหนง่ที� i (i = 1, 2,…,n)
      สําหรับการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม  

 นําค่า EP ของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์มาวิเคราะห์ผลร่วมกัน โดยใช้
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตั &งแต ่2 ตําแหนง่ขึ &นไป จนครบ 7 ตําแหน่ง โดยเลือกจาก
เครื�องหมายที�มีคา่ EP สงูสดุก่อน ก็จะได้คา่ CEP ของการใช้เครื�องหมายทั &ง 7 ตําแหน่งร่วมกัน 
สําหรับการนําไปใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู ในสกุร 
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การตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ทั Tง 
7 ตาํแหน่ง 
 

ทําการตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 
ทั &ง 7 ตําแหน่ง โดยทําการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์พ่อ แม่ ลกู และ การระบตุวัตนสตัว์ ของสตัว์แต่
ละตวัจากข้อมลูพนัธุกรรมที�ได้จากห้องปฏิบตักิาร เปรียบเทียบกบัข้อมลูบนัทกึพนัธุ์ประวตั ิดงันี & 

 
1. การตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานด้านความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู 

ทําการวิเคราะห์ข้อมูลพันธุกรรมที�ได้จากห้องปฏิบตัิการของตวัอย่างสุกรทั &งสิ &น 40 
ตวัอยา่ง ที�อยูใ่นกลุม่สกุรที�มีความเกี�ยวข้องกนัทางสายเลือด ประกอบด้วยลกูสกุร 21 ตวั พ่อพนัธุ์ 
9 ตวั และแมพ่นัธุ์ 10 ตวั มีวิธีการวิเคราะห์ผลดงัตอ่ไปนี & 

 
1.1 เปรียบเทียบข้อมูลพันธุกรรมทั &งหมดของลูก 21 ตวั กับข้อมูลพันธุกรรมของพ่อ

พนัธุ์ทั &ง 9 ตวั โดยทําการจบัคู่พ่อ-ลูกทั &งหมดจะได้ทั &งสิ &น 189 คู ่โดยมีเกณฑ์การพิจารณาโอกาส
ของความสมัพนัธ์เป็นพอ่-ลกูกนั ดงันี & 

 
- สตัว์คู่ที�มีโอกาสเป็นพ่อ-ลูกกัน จะพบว่าเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซท

เทลไลท์แต่ละตําแหน่ง จะต้องพบรูปแบบอัลลีลที�เหมือนกันอย่างน้อย 1   
อลัลีล ดงัแสดงในตารางที� 3.4   

- บนัทึกผล จากนั &นเปรียบเทียบความถูกต้องในการวิเคราะห์ผล กับบนัทึก
พนัธุ์ประวตัขิองลกูสกุร 

 
1.2 เปรียบเทียบข้อมูลพนัธุกรรมทั &งหมดของลูก 21 ตวั กับข้อมูลพนัธุกรรมของแม่

พันธุ์ทั &ง 10 ตัว โดยทําการจับคู่แม่-ลูกทั &งหมดจะได้ทั &งสิ &น 210 คู่ โดยมีเกณฑ์การพิจารณา
เชน่เดียวกบัข้อ 1.1 และทําการบนัทกึผล 

 
1.3 ในกรณีที�ข้อมูลพันธุกรรมของลูกและข้อมูลพันธุกรรมของพ่อ หรือ แม่ พบว่า

เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์อย่างน้อย 1 ตําแหน่ง มีรูปแบบอลัลีลของลกูแตกต่าง
จากพอ่หรือแมโ่ดยสิ &นเชิง แสดงวา่สตัว์ทั &งคูไ่มใ่ชพ่อ่-ลกูหรือ แม-่ลกูกนั ดงัแสดงในตารางที� 3.5   
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1.4 ในกรณีที�ผลการวิเคราะห์พบว่า ลูกสุกรแสดงความสัมพันธ์กับพ่อพันธุ์สุกร   
และ/หรือ แม่พันธุ์สุกร มากกว่า 1 ตวั จะนําเอาข้อมูลพันธุกรรมของพ่อ-แม่-ลูกทุกตวัที�แสดง
โอกาสของความสมัพนัธ์กนั มาทําการวิเคราะห์ผลพร้อมกนัอีกครั &งหนึ�ง  โดยมีเกณฑ์การพิจารณา 
โอกาสของความสมัพนัธ์เป็นพอ่-แม-่ลกูกนั ดงันี & 

 
- สัตว์คู่ที�มีโอกาสเป็นพ่อ-แม่-ลูกกัน จะพบว่าเครื�องหมายพันธุกรรมไมโคร 

แซทเทลไลท์แต่ละตําแหน่ง จะต้องพบว่ารูปแบบอลัลีลของลูก เหมือนพ่อ
หนึ�งอลัลีล และเหมือนแมห่นึ�งอลัลีล ดงัแสดงในตารางที� 3.6   

- บนัทึกผล จากนั &นเปรียบเทียบความถูกต้องในการวิเคราะห์ผล กับบนัทึก
พนัธุ์ประวตัขิองลกูสกุร 

 
1.5 คํานวณหาเปอร์เซ็นต์ความถกูต้องในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พ่อ แม่ ลกู ของ

ลกูสกุรทั &ง 21 ตวั โดยพิจารณาข้อมลูจากบนัทึกพนัธุ์ประวตัิที�มีความถกูต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ และ
เปรียบเทียบกบัค่า Combined exclusion probability (CEP) ที�ได้จากการคํานวณตามวิธีของ 
Jamieson and Taylor (1997) 

 
ตารางที� 3.4 ความสอดคล้องของรูปแบบอลัลีลที�เหมือนกนัอย่างน้อย 1 อลัลีล ในเครื�องหมาย    
        พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทกุตําแหนง่ แสดงถึงโอกาสของความสมัพนัธ์เป็นพ่อ-ลกู         

เครื�องหมาย  S0663     D00768  KVL9000 S0719 NLRIP0001 S0766 S0710 
  พอ่ A G     E F B E   B E A A C D A A 
  ลกู  A A     A F C E   B B A A C D A D 

 
ตารางที� 3.5 ความไมส่อดคล้องของรูปแบบอลัลีล ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์

อยา่งน้อย 1 ตําแหนง่ แสดงวา่ไมใ่ชพ่อ่ที�แท้จริงของลกู  

เครื�องหมาย S06631 D007682 KVL9000 S0719 NLRIP0001 S0766 S0710 
  พอ่ AD EF B E B E A A C D A A 
  ลกู BG BD C E B B A C C A A A 
1,2     เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 2 ตําแหน่งที�มีรูปแบบอลัลีลที�ไมส่อดคล้องกนั 
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ตารางที� 3.6 โอกาสของความสมัพนัธ์เป็นพ่อ-แม-่ลกู พิจารณาจากรูปแบบอลัลีลของลกู จะเหมือน
        พอ่หนึ�งอลัลีล และเหมือนแมห่นึ�งอลัลีล ในเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 
        ทกุตําแหนง่  

เครื�องหมาย S0663 D00768 KVL90001 S0719 NLRIP0001 S0766 S07102 

  พอ่  BC DD EF BE CC AC AA 
  แม ่1 GG BC CE AB AD AC AB 
  แม ่2 GH CD EF BC AF AC AC 
  ลกู  BG CD CF BB AC AC AB 
1,2     เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 2 ตําแหน่ง ปฏิเสธความสมัพนัธ์ แม่ 2 กบั ลกู เมื�อ
 พิจารณาความสมัพนัธ์พอ่-แม-่ลกูร่วมกนั 

 
2. การตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานด้านการระบตุวัตนสตัว์   

ทําการวิเคราะห์ข้อมูลพนัธุกรรมที�ได้จากห้องปฏิบตัิการของตวัอย่างสุกรทั &งสิ &น 80 
ตัวอย่าง ทําการเปรียบเทียบรูปแบบอัลลีลของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทุก

ตําแหน่งของสัตว์ทีละคู่แบบพบกันหมด ได้ทั &งสิ &น 3,160 คู่ 






 =
!2!78

!80
r

nC โดยสัตว์ที�แสดง

รูปแบบอัลลีลที�แตกต่างกันอย่างน้อย 1 อัลลีลของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์
ตําแหน่งเดียว จะถือว่า สัตว์ 2 ตัวนั &น แสดงลักษณะข้อมูลพันธุกรรมที�แตกต่างกัน ตัวอย่าง       
ดงัแสดงในตารางที� 3.7 

 
ตารางที� 3.7 ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมอยา่งน้อยที�สดุ ที�สามารถพบได้จากสตัว์ 2 ตวั  

เครื�องหมาย S0663 D00768 KVL9000 S0719 NLRIP0001 S0766 S0710 
สตัว์ 1  BE DD F G AC EF AC AC 
สตัว์ 2 BE DD E F AC EF AC AC 

 
จากนั &นทําการบนัทึกผล และคํานวณหาเปอร์เซ็นต์ความถูกต้องในการระบุความ

แตกต่างของสตัว์แต่ละตวั จากการใช้เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่ง
ตรวจสอบ 



 
 

 

บทที�  4 
 

ผลการวิเคราะห์ 
 
การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด และนํ Tาเชื Tอของสุกร 

ผลการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอย่างเลือด และนํ &าเชื &อของสกุรทั &งหมด พบว่าดีเอ็นเอที�สกดัได้
มีปริมาณมากทุกตวัอย่าง โดยพบแถบดีเอ็นเอจากการตรวจสอบด้วย 2 % agarose gel มี
ลกัษณะหนา ชดัเจน ดงัแสดงในภาพที� 4.1 และ 4.2 และเมื�อนําไปทําการเพิ�มจํานวนชิ &นส่วนดีเอ็นเอ
เพื�อศกึษาให้ผลผลิต PCR ในปริมาณมากเชน่กนั 

 
 

ภาพที� 4.1 ลกัษณะแถบดีเอ็นเอที�สกดัได้จากตวัอย่างเลือดสกุร ตรวจสอบด้วย 2 % agarose gel  
 

 

                                    

 

ภาพที� 4.2 ลกัษณะแถบดีเอ็นเอที�สกดัได้จากตวัอย่างนํ &าเชื &อสกุร ตรวจสอบด้วย 2 % agarose gel  
 

 การตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอโดยใช้เครื�อง spectrophotometer กบัตวัอย่างดีเอ็นเอที�
สกดัได้ซึ�งเลือกมาจํานวน 10 ตวัอย่าง และทําการวดัคา่ Optical Density ที� 260 นาโนเมตร เพื�อ
คํานวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอที�สกัดได้จากตวัอย่างเลือด พบว่ามีปริมาณดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 
95.00-157.50 µg./ml. โดยมีค่าเฉลี�ย 120.00 µg./ml. และมีค่าอัตราส่วนของ A260/A280 อยู่
ระหว่าง 1.41-1.58 โดยมีคา่เฉลี�ย 1.49 ส่วนความเข้มข้นของดีเอ็นเอที�สกดัได้จากตวัอย่างนํ &าเชื &อ 
พบวา่มีปริมาณดีเอ็นเออยูร่ะหวา่ง 180.00-257.50 µg./ml. โดยมีคา่เฉลี�ย 216.88 µg./ml. และมีคา่ 
อตัราสว่น ของ A260/A280 อยูร่ะหวา่ง 1.60-1.74 โดยมีคา่เฉลี�ย 1.67
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อุณหภูมิที�เหมาะสมในการทาํ PCR ของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 

 ผลการทดสอบหาอุณหภูมิที�เหมาะสม ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทุก
ตําแหน่ง โดยทําการปรับเปลี�ยนอณุหภูมิของ primer แตล่ะคู ่ตั &งแตอ่ณุหภูมิ 56-60 °C เพื�อให้ได้
ผลผลิต PCR ปริมาณมาก ซึ�งเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 8 ตําแหน่ง มีอุณหภูมิที�
เหมาะสมของคู่ primer แสดงดงัตารางที� 4.1 โดยเครื�องหมายตําแหน่ง S0710 และ S0766 ให้
ผลผลิต PCR ปริมาณมากทั &งอุณหภูมิ 56 และ 58 องศาเซลเซียส ส่วนเครื�องหมายพันธุกรรม         
ไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่อื�นมีอณุหภมูิที�เหมาะสมแล้ว 
 
ตารางที� 4.1 อณุหภมูิในขั &นตอน Annealing ที�เหมาะสมสําหรับการทํา PCR    

Locus 
name 

D00768 KVL9000 NLRIP0001 S0663 S0710 S0766 X53085 X63893 

Tm 
(°C) 

58 60 56 58 56*,58 56*,58 56 56 

* อณุหภมูิที�ใช้ในการศกึษาครั &งนี & 
 
การเพิ�มจาํนวนเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ด้วยเทคนิค PCR 

ผลการเพิ�มจํานวนชิ &นส่วนดีเอ็นเอของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &งหมด 
16 ตําแหน่ง พบว่า สามารถเพิ�มจํานวนชิ &นส่วนดีเอ็นเอได้ทั &งสิ &น 15 ตําแหน่ง ยกเว้นตําแหน่ง 
SJ925 ที�ไม่สามารถเพิ�มจํานวนชิ &นส่วนดีเอ็นเอได้ แม้จะทําการปรับสภาวะตา่ง ๆ แล้ว โดยพบว่า
ชิ &นส่วนดีเอ็นเอของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 15 ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 
100-700 คูเ่บส โดยแสดงรายละเอียดดงันี &    

 
เครื�องหมายตําแหน่ง SJ924 และ SJ929 ซึ�งในแตล่ะตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอ

ชดัเจน จํานวน 1 ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 200-250 คู่เบส และ 300-350 คูเ่บส ตามลําดบั 
โดยเครื�องหมายแต่ละตําแหน่งจะตรวจพบแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวในทุกตวัอย่าง    ดงัแสดง         
ในภาพที� 4.3  
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ภาพที� 4.3 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ SJ924 (ภาพบน) และ SJ929 (ภาพลา่ง) 
  
 เครื�องหมายตําแหน่ง SJ926 ในแต่ละตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลกัษณะชัดเจน 
และ ไม่ชดัเจน จํานวน 1-3 ตําแหน่ง โดยพบว่ามีรูปแบบความหลากหลายน้อยมาก ซึ�งไม่เหมาะ
สําหรับการนําไปใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู ดงัแสดงในภาพที� 4.4 
 
 

 
 
ภาพที� 4.4 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ SJ926 

M 

300 bp. 

200 bp. 

300 bp. 

200 bp. 

200 bp. 

300 bp. 

M 

M 

M M M 
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  เครื�องหมายตําแหน่ง X63893 ในแต่ละตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอจํานวน 1-5 
ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 100-200 คู่เบส โดยแต่ละตําแหน่งไม่พบรูปแบบความหลากหลาย
ของชิ &นสว่นดีเอ็นเอ ดงัแสดงในภาพที� 4.5 
 

   
 
ภาพที� 4.5 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
  ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ X63893  
 
  เครื� องหมายตําแหน่ง SJ927 ในแต่ละตัวอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 2 
ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 250-300 คู่เบส โดยแต่ละตําแหน่งไม่พบรูปแบบความหลากหลาย
ของชิ &นสว่นดีเอ็นเอ ดงัแสดงในภาพที� 4.6 
 

 
 
 
         

 
 

 
ภาพที� 4.6 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ SJ927 
 
 
 

300 bp. 

200 bp. 

200 bp. 

100 bp. 

M M 

M M 
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เครื�องหมายตําแหน่ง SJ923 ในแตล่ะตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลกัษณะไม่ชดัเจน
จํานวน 1 ตําแหนง่ มีขนาดประมาณ 200 คูเ่บส จากตวัอยา่งทั &งหมด พบรูปแบบความหลากหลาย
ของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 2-3 อลัลีล มีขนาดแตกตา่งกนัเล็กน้อย ทําให้ยากแก่การวิเคราะห์ผล   
ดงัแสดงในภาพที� 4.7 

 

 
 
 

 
 
               

ภาพที� 4.7 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ SJ923 
  

เครื�องหมายตําแหน่ง SJ859 ในแต่ละตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 1-6 
ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 100-500 คู่เบส โดยแต่ละตําแหน่งไม่พบรูปแบบความหลากหลาย
ของชิ &นสว่นดีเอ็นเอ ดงัแสดงในภาพที� 4.8  
 

   
 

ภาพที� 4.8 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ SJ859  

 
 
 

300 bp. 

200 bp. 

300 bp. 

200 bp. 

500 bp. 

100 bp. 

M 

M M M 
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เครื�องหมายตําแหน่ง X53085 ในแต่ละตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอจํานวน 1-5 
ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 200-700 คู่เบส โดยแต่ละตําแหน่งไม่พบรูปแบบความหลากหลาย
ของชิ &นสว่นดีเอ็นเอ ดงัแสดงในภาพที� 4.9  

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที� 4.9 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ X53085  
 
 เครื�องหมายตําแหน่ง S0663 ในแต่ละตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลกัษณะชดัเจน
จํานวน 1-2 แถบ (ชิ &นส่วนดีเอ็นเอในแนวตั &ง) และจากตวัอย่างทั &งหมด พบขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอ
แตกตา่งกนัมีขนาดอยูร่ะหวา่ง 200-300 คูเ่บส ดงัแสดงในภาพที� 4.10 หลงัจากการตรวจสอบสตัว์
ทั &งหมด 80 ตวัอย่าง พบรูปแบบความหลากหลายของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 8 อลัลีล (ชิ &นส่วน   
ดีเอ็นเอในแนวนอน) 

 

 
 

ภาพที� 4.10 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
                    ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ S0663  
 

 จากผลการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอตําแหน่ง S0663 พบว่าภายในชิ &นส่วน
ดีเอ็นเอ ลําดบัเบสมีลกัษณะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ โดยมีลําดบัเบสแกนเป็น ... (ATAG)n ... (ภาพ
ภาคผนวกที� 1) 

200 bp. 

300 bp. 

300 bp. 

500 bp. 
700 bp. 

200 bp. 

M M 

M M 
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 เครื�องหมายตําแหน่ง D00768 ในแตล่ะตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลกัษณะชดัเจน
จํานวน 1-2 แถบ (ชิ &นส่วนดีเอ็นเอในแนวตั &ง) และจากตวัอย่างทั &งหมด พบขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอ
แตกตา่งกนัมีขนาดอยูร่ะหวา่ง 300-400 คูเ่บส ดงัแสดงในภาพที� 4.11 หลงัจากการตรวจสอบสตัว์
ทั &งหมด 80 ตวัอย่าง พบรูปแบบความหลากหลายของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 6 อลัลีล (ชิ &นส่วน   
ดีเอ็นเอในแนวนอน) 
 

 
 
 

 
 
 
ภาพที� 4.11 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
   ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ D00768  
หมายเหต ุ   ลําดบัเบสที�ตรวจสอบได้ของ pi/1(ก) และ pi/2(ข) แสดงในหน้า 84 
 
 จากผลการตรวจสอบลําดับเบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอตําแหน่ง D00768 พบว่าภายใน
ชิ &นสว่นดีเอ็นเอ ลําดบัเบสมีลกัษณะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ โดยมีลําดบัเบสแกนเป็น ...(CTTT) n…
(CT) n... (ภาพภาคผนวกที� 2 ก และ ค) 
 
 เครื�องหมายตําแหน่ง KVL9000 ในแต่ละตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอจํานวน 2 
ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 200-300 คู่เบส นอกจากนี &ในบางตวัอย่างยังพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอ
ลกัษณะไมช่ดัเจน จํานวน 1 หรือ 2 แถบ มีขนาดประมาณ 300 คูเ่บส โดยแถบดีเอ็นเอเหล่านี &ไม่ใช่
ดีเอ็นเอเป้าหมาย เนื�องจากมีลกัษณะจางมาก และแถบดีเอ็นเอในบางตวัอย่างมีลกัษณะเป็นเงา 

(shadow band) แตไ่ม่ส่งผลตอ่การแปรผล ดงัแสดงในภาพที� 4.12 หลงัจากการตรวจสอบสตัว์
ทั &งหมด 80 ตวัอย่าง พบรูปแบบความหลากหลายของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 7 อลัลีล (ชิ &นส่วน   
ดีเอ็นเอในแนวนอน) 

300 bp. 

400 bp. 
M M 

Pi/2 

Pi/1 
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ภาพที� 4.12 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
   ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ KVL9000 
 
 จากผลการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอตําแหน่ง KVL9000 พบว่าภายใน
ชิ &นส่วนดีเอ็นเอ ลําดบัเบสมีลกัษณะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ โดยมีลําดบัเบสแกนเป็น …(GT)n… 
(GATA)n… (ภาพภาคผนวกที� 3) 
   
 เครื�องหมายตําแหนง่ S0719 ในแตล่ะตวัอยา่งตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอจํานวน 2 ตําแหน่ง 
มีขนาดอยู่ระหว่าง 400-600 คู่เบส นอกจากนี &ในบางตวัอย่างยังพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลักษณะไม่
ชดัเจน จํานวน 1 หรือ 2 แถบ มีขนาดประมาณ 600 คูเ่บส โดยแถบดีเอ็นเอเหล่านี &ไม่ใช่ดีเอ็นเอ
เป้าหมาย เนื�องจากมีลกัษณะจางมาก ดงัแสดงในภาพที� 4.13 หลงัจากการตรวจสอบสตัว์ทั &งหมด 
80 ตวัอยา่ง พบรูปแบบความหลากหลายของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 5 อลัลีล (ชิ &นส่วนดีเอ็นเอใน
แนวนอน) 

 

 
 
ภาพที� 4.13 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ S0719 
 

200 bp. 

300 bp. 

500 bp. 

400 bp. 

600 bp. 

1 

2 

1 

2 

M M 

M M 
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 จากผลการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอตําแหน่ง S0719 พบว่าภายในชิ &นส่วน
ดีเอ็นเอ ลําดับเบสมีลักษณะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ โดยมีลําดับเบสแกนเป็น …(GAA)n…
(GAAA)n…(ภาพภาคผนวกที� 4) 
 
 เครื�องหมายตําแหน่ง NLRIP0001 ในแต่ละตวัอย่างพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลกัษณะชดัเจน
จํานวน 1-2 แถบ (ชิ &นส่วนดีเอ็นเอในแนวตั &ง) และจากตวัอย่างทั &งหมด พบขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอ
แตกตา่งกนัมีขนาดอยูร่ะหวา่ง 300-400 คูเ่บส ดงัแสดงในภาพที� 4.14 หลงัจากการตรวจสอบสตัว์
ทั &งหมด 80 ตวัอย่าง พบรูปแบบความหลากหลายของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 6 อลัลีล (ชิ &นส่วน   
ดีเอ็นเอในแนวนอน) 
 

 
 
 
 

 
 
ภาพที� 4.14 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ NLRIP0001 

 
 จากผลการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอตําแหน่ง NLRIP0001 พบว่าภายใน
ชิ &นสว่นดีเอ็นเอ ลําดบัเบสมีลกัษณะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ โดยมีลําดบัเบสแกนเป็น ...(TTTC)n…
(CTTT)n… (ภาพภาคผนวกที� 5) 
 
 เครื�องหมายตําแหน่ง S0766 ในแต่ละตวัอย่างพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลกัษณะชดัเจนจํานวน 
2 ตําแหน่ง มีขนาดอยู่ระหว่าง 400-600 คูเ่บส นอกจากนี &ในบางตวัอย่างยงัพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอ
ลกัษณะไมช่ดัเจน จํานวน 1 หรือ 2 แถบ มีขนาดประมาณ 600 คูเ่บส โดยแถบดีเอ็นเอเหล่านี &ไม่ใช่
ดีเอ็นเอเป้าหมาย เนื�องจากมีลกัษณะจางมาก ดงัแสดงในภาพที� 4.15 หลงัจากการตรวจสอบสตัว์
ทั &งหมด 80 ตวัอย่าง พบรูปแบบความหลากหลายของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 4 อลัลีล (ชิ &นส่วน   
ดีเอ็นเอในแนวนอน) 

300 bp. 

400 bp. 

M M 
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ภาพที� 4.15 แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
 ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ S0766 
 
 จากผลการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอตําแหน่ง S0766 พบว่าภายในชิ &นส่วน
ดี เ อ็น เอ  ลํ าดับ เบส มีลักษณ ะ เ ป็นไม โครแซทเทล ไล ท์  โดยมี ลํ าดับ เบส แกนเ ป็น  . . .
(GA)n(GAA)n(GAAA)n…(CA)n …  (ภาพภาคผนวกที� 6) 
 
 เครื�องหมายตําแหน่ง S0710 ในแต่ละตวัอย่างตรวจพบชิ &นส่วนดีเอ็นเอลกัษณะชดัเจน
จํานวน 1-2 แถบ (ชิ &นส่วนดีเอ็นเอในแนวตั &ง) และจากตวัอย่างทั &งหมด พบขนาดชิ &นส่วนดีเอ็นเอ
แตกตา่งกนัมีขนาดอยูร่ะหวา่ง 300-400 คูเ่บส ดงัแสดงในภาพที� 4.16 หลงัจากการตรวจสอบสตัว์
ทั &งหมด 80 ตวัอย่าง พบรูปแบบความหลากหลายของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ จํานวน 6 อลัลีล (ชิ &นส่วน   
ดีเอ็นเอในแนวนอน) 
 

 
 

ภาพที� 4.16  แถบดีเอ็นเอที�ได้จากการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม 
  ไมโครแซทเทลไลท์ ตําแหนง่ S0710 

500 bp. 

400 bp. 

300 bp. 

400 bp. 

1 

2 

600 bp. 
M M 
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 จากผลการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอตําแหน่ง S0710 พบว่าภายในชิ &นส่วน
ดีเอ็นเอ ลําดบัเบสมีลกัษณะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ โดยมีลําดบัเบสแกนเป็น...(TATC)n...(TG)n…
(TA)n… (ภาพภาคผนวกที� 7) 
 

ทําการคดัเลือกเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�มีคณุสมบตัิเหมาะสมในการ
นําไปใช้ตรวจสอบความสัมพันธ์ พ่อ แม่ ลูก ได้ทั &งสิ &น 7 ตําแหน่ง ได้แก่ S0663, D00768, 
KVL9000, S0719, NLRIP0001, S0766 และ S0710  
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
 

ผลการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิต ิจากการนบัจํานวนอลัลีลของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโคร 
แซทเทลไลท์ ทั &ง 7 ตําแหน่ง ได้แก่ S0663, D00768, KVL9000, S0719, NLRIP0001, S0766 และ 
S0710 โดยการคํานวณคา่ทางสถิตมีิรายละเอียดดงันี & 
 

1. ความถี�อลัลีลของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ แตล่ะตําแหน่ง 

จากการคํานวณหาค่าความถี�อัลลีลพบค่าความถี�อัลลีลตํ�าสุด และสูงสุด อยู่ที�
เครื�องหมายตําแหน่ง S0710 โดยมีคา่อยู่ระหว่าง 0.0125 - 0.6500 รายละเอียดดงัแสดงในตาราง
ที� 4.2  
 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

 

ตารางที� 4.2 จํานวนอลัลีล รูปแบบอลัลีล ความถี�อลัลลั คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต และ    
 จากทฤษฎี (HObs, HExp) คา่ไคสแควร์ (ตวัหนาแสดงความแตกตา่งของคา่ HObs, HExp) 

และ คา่ PIC ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหนง่ 

เครื�องหมาย S0663 D00768 KVL9000 S0719 NLRIP0001    S0766   S0710 

จํานวนอลัลีล 8 6 7 5 6 4 6 
รูปแบบอลัลีล ความถี�อลัลีล (n=80) 

อลัลีล a 0.2938 0.0812 0.1750 0.1563 0.4313 0.3625 0.6500 
อลัลีล b 0.0562 0.0750 0.0750 0.3438 0.1938 0.0937 0.0440 
อลัลีล c 0.0562 0.2063 0.0937 0.1437 0.2062 0.4688 0.0810 
อลัลีล d 0.1187 0.2625 0.0563 0.0437 0.0250 0.0750 0.0875 
อลัลีล e 0.1063 0.1625 0.3375 0.3125 0.0750  0.1250 
อลัลีล f 0.1000 0.2125 0.2125  0.0687  0.0125 
อลัลีล g 0.1875  0.0500     
อลัลีล h 0.0813       

    H Obs 0.6375 0.7125 0.8875 0.3250 0.6750 1.0000 0.6250 
    H exp 0.8302 0.8048 0.7902 0.7372 0.7229 0.6345 0.5456 

    2χ  4.3101 1.0522 1.2129 25.0112 0.3512 26.5460 1.6943 
    PIC  0.8106 0.7760 0.7623 0.6926 0.6841 0.5665 0.5179 
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การกระจายตวัของความถี�อลัลีลของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะ
ตําแหน่ง พบว่าความถี�ของแต่ละอัลลีลจากเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แต่ละ
ตําแหนง่มีลกัษณะที�แตกตา่งกนั แสดงรายละเอียดดงัภาพที� 4.17 แบง่ออกได้เป็น 2 ลกัษณะ ดงันี & 

1)  ลักษณะค่าความถี�อัลลีลที�มีสัดส่วนใกล้เคียงกัน ได้แก่ เครื�องหมายตําแหน่ง 
S0663, KVL9000 และ D00768 

2)  ลกัษณะคา่ความถี�อลัลีลที�มีสดัส่วนแตกต่างกนัมาก ได้แก่ เครื�องหมายตําแหน่ง 
NLRIP0001, S0710, S0719 และ S0766 โดยพบว่าเครื�องหมายตําแหน่ง NLRIP0001 และ 
S0766 มีรูปแบบอลัลีลครึ�งหนึ�ง คดิเป็นสดัสว่นถึง 80 เปอร์เซ็นต์ของจํานวนอลัลีลทั &งหมด ในขณะ
ที�เครื�องหมายตําแหน่ง S0719 และ S0710 มีรูปแบบอลัลีล 2 ใน 5 อลัลีล และ 1 ใน 6 อลัลีล    
คดิเป็นสดัสว่นถึง 65 เปอร์เซ็นต์ของจํานวนอลัลีลทั &งหมด  

 
 

 
ภาพที� 4.17 กราฟการกระจายตวัของความถี�อลัลีล ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 

      ทั &ง 7 ตําแหนง่ 
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2. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมภายในกลุม่ประชากรที�ศกึษา  

จากการคํานวณหาคา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต และ คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จาก
ทฤษฏี เพื�อแสดงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์
ของสุกร พบว่าค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสังเกต มีค่าตํ�าสุดไปสูงสุด เรียงตามลําดับดังนี & 
0.3250, 0.6250, 0.6375, 0.6750, 0.7125, 0.8875 และ 1.0000  ซึ�งพบที�เครื�องหมายตําแหน่ง 
S0719, S0710, S0663, NLRIP0001, D00768, KVL9000 และ S0766 ตามลําดบั ในขณะที�ค่า
เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฏี มีค่าตํ�าสุดไปสูงสุด เรียงตามลําดบัดงันี & 0.5456, 0.6345, 0.7229, 
0.7372, 0.7902, 0.8048 และ 0.8302 ซึ�งพบที�เครื�องหมายตําแหน่ง S0710, S0766, NLRIP0001, 
S0719, KVL9000, D00768 และ S0663 ตามลําดบั รายละเอียดดงัแสดงในตารางที� 4.2 

 
จากการเปรียบเทียบความแตกตา่งระหว่างคา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต และ 

ค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฏี พบว่าเครื�องหมายทั &ง 5 ตําแหน่ง ได้แก่ S0663, D00768, 
KVL9000, NLRIP0001 และ S0710 ไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ ยกเว้นเครื�องหมายตําแหน่ง 
S0719 และ S0766 ที�แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัยิ�งทางสถิติ (p<0.01) แสดงถึง
เครื�องหมาย 2 ตําแหนง่นี &เบี�ยงเบนจากสมดลุของ Hardy-Weinberg 

 
3. ประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ภายในกลุม่ประชากรที�ศกึษา 

จากการคํานวณคา่ Polymorphic Information Content (PIC) เพื�อวดัประสิทธิภาพ
ในการนําไปใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &งหมด 7 ตําแหน่งพบว่าคา่ PIC 
มีค่าตํ�าสุด ไปสูงสุด เรียงตามลําดบัดงันี & 0.5179, 0.5665, 0.6841, 0.6926, 0.7623, 0.7760, 
และ 0.8106  

โดยสามารถจดัเรียงลําดบัคา่ PIC ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะ
ตําแหน่งจากประสิทธิภาพที�ตํ�าสดุไปสงูสดุ ดงันี & S0710, S0766, NLRIP0001, S0719, KVL9000, 
D00768 และS0663 รายละเอียดดงัแสดงในตารางที� 4.2   
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4. ประสิทธิภาพในการนําไปใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์ พอ่ แม ่ลกู 

จากการคํานวณค่า Exclusion probabilities (EP) และ Combined exclusion 
probability (CEP) ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหน่ง และจากการนํา
เครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทุกตําแหน่งมาใช้ในการตรวจสอบร่วมกัน พบว่า
เครื�องหมายตําแหน่ง S0710 คา่ EP มีคา่ตํ�าสดุ (0.3443) และ เครื�องหมายตําแหน่ง S0663 ค่า 
EP มีคา่สงูสดุ (0.6692) และ คา่  CEP จากการใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตั &งแต ่
2 ถึง 7 ตําแหน่งขึ &นไป โดยทําการเลือกเครื�องหมายที�มีประสิทธิภาพสูงสุดก่อน และลดลงมา
ตามลําดบั จนครบทกุตําแหน่ง พบว่ามีคา่อยู่ระหว่าง 0.8716 - 0.9946 ดงันั &นคา่ความแม่นยําใน
การวิเคราะห์ผลมีคา่สงูขึ &นตามลําดบั คดิเป็น 0.9946 หรือ 99.46 เปอร์เซ็นต์ รายละเอียดดงัแสดง
ในตารางที� 4.3 และภาพที� 4.18 โดยจากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งประสิทธิภาพของเครื�องหมาย
แตล่ะตําแหน่ง และ จํานวนของเครื�องหมายที�เพิ�มขึ &นทีละตําแหน่ง ซึ�งพบค่าความแม่นยํา 99.46 
เปอร์เซ็นต์ จากการใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ทั &ง 7 ตําแหน่งร่วมกนั สําหรับการ
นําไปใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู  
 
ตารางที� 4.3 คา่ Exclusion probabilities (EP) และ Combined exclusion probability (CEP)  
                     ของข้อมลูสกุรจํานวนทั &งหมด 80 ตวัอยา่ง 

เครื�องหมาย 
Exclusion probabilities (EP) 

2 loci 3 loci 4 loci 5 loci 6 loci 7 loci 
    S0663 0.6692 0.6692 0.6692 0.6692 0.6692 0.6692 

     D00768 0.6117 0.6117 0.6117 0.6117 0.6117 0.6117 
   KVL9000  0.5992 0.5992 0.5992 0.5992 0.5992 
        S0719   0.5009 0.5009 0.5009 0.5009 
NLRIP0001    0.4991 0.4991 0.4991 
       S0766     0.3647 0.3647 
       S0710      0.3443 
      CEP 0.8716 0.9485 0.9743 0.9871 0.9918 0.9946 
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ภาพที� 4.18 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ EP กบั จํานวนของเครื�องหมายพนัธุกรรม 
        ไมโครแซทเทลไลท์ที�เพิ�มขึ &น ทั &ง 7 ตําแหนง่ 
 
การตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ทั Tง 
7 ตาํแหน่ง 
 

จากข้อมูลพันธุกรรมของตัวอย่างสัตว์ที�ได้จากการศึกษาในห้องปฏิบัติการ โดยการ
นําไปใช้งานทางด้านการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู และ การระบตุวัตนสตัว์ พบวา่ 

 
1. การตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานด้านความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู 

จากการเปรียบเทียบรูปแบบอลัลีลของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทุก
ตําแหน่ง ของคู่ความสมัพนัธ์พ่อ-ลูก จํานวนทั &งสิ &น 189 คู่ ซึ�งมี 31 คู่ ที�แสดงความสมัพนัธ์เป็น 
พ่อ-ลูกกัน และมี 158 คู่ ที� ไม่มีความสัมพันธ์เป็นพ่อ-ลูกกัน และผลการเปรียบเทียบข้อมูล
พนัธุกรรมของสตัว์ที�แสดงโอกาสของความสมัพนัธ์เป็นพ่อ-ลกูกนั และไม่มีความสมัพนัธ์เป็นพ่อ-ลกู
กนั ซึ�งตรงตามบนัทกึพนัธุ์ประวตัมีิทั &งหมด 188 คู ่จาก  189 คู ่

 
จากการเปรียบเทียบรูปแบบอลัลีลของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทุก

ตําแหน่ง ของคู่ความสมัพนัธ์แม่-ลูก จํานวนทั &งสิ &น 210 คู่ ซึ�งมี 39 คู่ ที�แสดงความสมัพนัธ์เป็น  
แม-่ลกูกนั และมี 171 คู ่ที�ไมมี่ความสมัพนัธ์เป็นแม-่ลกูกนั และผลการเปรียบเทียบข้อมลูพนัธุกรรม
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ของสตัว์ที�แสดงโอกาสของความสมัพนัธ์เป็นแม-่ลกูกนั และไม่มีความสมัพนัธ์เป็นแม่-ลกูกนั ซึ�งตรง
ตามบนัทกึพนัธุ์ประวตัทิั &งหมด 203 คู ่จาก 210 คู ่

 
จากการคํานวนหาเปอร์เซ็นต์ความถกูต้องในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พ่อ แม่ ลกู

จากการใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่ง คา่ความถูกต้องที�ได้ คิดเป็น 

97.99 เปอร์เซ็นต์ (คํานวณมาจาก
210189

203188

+
+   )   

 
2. การตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานด้านการระบตุวัตนสตัว์   

จากการเปรียบเทียบรูปแบบอลัลีลของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทุก
ตําแหน่ง ของสตัว์แต่ละคู่ พบข้อมูลพนัธุกรรมของตวัสตัว์ทั &งสิ &น  3,160 คู ่ ซึ�งมี 3,159 คู่ แสดง
รูปแบบอัลลีลที�แตกต่างกันของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ความแตกต่างของ
เครื�องหมายที�พบนั &นตั &งแต่ 1-7 ตําแหน่ง และมีสัตว์ 1 คู่ ที�แสดงรูปแบบอัลลีลที�เหมือนกันทุก
ประการของเครื� องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่ง ดังนั &นการตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการใช้งานด้านการระบุตวัตนสัตว์ ความถูกต้องในการใช้เครื�องหมายพันธุกรรม     
ไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่ง ระบุความแตกต่างของสัตว์แต่ละตัวได้ คิดเป็น 99.96 
เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

บทที�  5 
 

วิจารณ์ผลการศึกษา  
 
การสกัดดีเอ็นเอ 

 
ดีเอ็นเอที�สกัดได้ มีความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 95.00-257.50 µg/ml. 

ดงันั &นในขั &นตอนการทํา PCR  ตวัอย่างที�พบแถบดีเอ็นเอมีลกัษณะจาง จะใช้ปริมาณดีเอ็นเอ 2 
ไมโครลิตร เพื�อให้ได้ผลผลิต PCR ในปริมาณมากขึ &น สําหรับการตรวจสอบความบริสทุธิ6ของดีเอ็นเอ 
ซึ�งพิจารณาจากค่าอัตราส่วนของ A260/A280 ในการศึกษาครั &งนี &พบว่ามีค่าเฉลี�ยอยู่ระหว่าง        
1.49 -1.67 ซึ�งคา่ที�ได้ตํ�ากว่าปกติที�มีคา่อยู่ระหว่าง 1.8-2.0 (Glasel, 1995) ทั &งนี &คา่ที�สงูกว่า 2.0 
แสดงถึงการปนเปื&อนของอาร์เอ็นเอ และค่าที�ตํ�ากว่า 1.7  แสดงถึงการปนเปื&อนของโปรตีน          
(Stulnig and Amberger, 1994) อย่างไรก็ตาม ในการศกึษาครั &งนี &พบว่าทกุตวัอย่างสามารถเพิ�ม
ปริมาณชิ &นสว่นดีเอ็นเอได้ดีตามต้องการ 

 
ความหลากหลายของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 

 
จากการศกึษาความหลากหลายของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &งหมด 7 

ตําแหน่ง ได้แก่ S0663, KVL9000, D00768, NLRIP0001, S0710, S0719 และ S0766 เมื�อ
พิจารณาถึงจํานวนอัลลีล และความถี�อัลลีล พบว่าเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์
ตําแหน่ง S0663, KVL9000 และ D00768 มีจํานวนอลัลีล 8, 7 และ 6 อลัลีล ตามลําดบั โดยการ
กระจายตวัของค่าความถี�อัลลีลมีค่าไม่แตกต่างกันมากนกั โดยค่า PIC มีค่าเท่ากับ 0.8106, 
0.7623 และ 0.7760 ตามลําดับ ซึ�งแสดงถึงประสิทธิภาพการใช้งานของเครื�องหมายทั &ง 3 
ตําแหนง่จดัอยูใ่นระดบัสงู เนื�องจากคา่ PIC มีคา่มากกว่า 0.5 และ คา่เข้าใกล้ 1 มาก (Botstein et 
al., 1980; Glowatzki-Mullis et al., 1995; Jakabova et al., 2002) นอกจากนี &เครื�องหมายทั &ง 3 
ตําแหนง่ ยงัไมเ่คยรายงานเกี�ยวกบัประสิทธิภาพการนําไปใช้งาน 
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ส่วนเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง NLRIP0001, S0710, S0719  
และ S0766 มีจํานวนอลัลีล 6, 6, 5 และ 4 อลัลีล ตามลําดบั โดยการกระจายตวัของคา่ความถี� 
อลัลีล พบว่ามีความแตกตา่งกนัมากคือ มีคา่อยู่ระหว่าง 0.0125-0.6500 โดยคา่ PIC มีคา่เท่ากบั 
0.6841, 0.5179, 0.6926 และ 0.5665 ตามลําดบั ซึ�งแสดงถึงประสิทธิภาพการใช้งานของ
เครื�องหมายทั &ง 4 ตําแหน่ง ยงัจดัอยู่ในระดบัสงูเช่นกนั สําหรับเครื�องหมายตําแหน่ง NLRIP0001 
ยงัไมเ่คยรายงานเกี�ยวกบัประสิทธิภาพการนําไปใช้งาน ส่วนเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทล
ไลท์ตําแหน่ง S0710 และ S0766  Chen และคณะ (2005)  ได้ทําการศกึษาพบคา่ PIC มีค่า
เท่ากับ 0.74 และ 0.86 ตามลําดบั นอกจากนี & Chen และคณะ (2006) ได้ทําการศึกษา
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง S0719  พบคา่ PIC มีคา่เท่ากบั 0.94 โดยจาก
การศึกษาครั &งนี &พบรูปแบบความหลากหลายของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 3 
ตําแหน่ง มีคา่ตํ�ากว่าการศึกษาของ Chen และ คณะ (2005;2006) ในทุกตําแหน่ง ทั &งนี &แสดงให้
เห็นวา่คา่ PIC มีคา่แตกตา่งกนัไปตามกลุม่ประชากรที�แตกตา่งกนั  

 
ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุ่มประชากรที�ศึกษา 
  

จากการเปรียบเทียบค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการสงัเกต และ ค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &
จากทฤษฏี โดยวิธีการทดสอบไคสแควร์ พบว่าเครื�องหมายตําแหน่ง S0719 และ S0766 แสดง
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัยิ�งทางสถิติ (p<0.01) แสดงถึงเครื�องหมาย 2 ตําแหน่งนี &
เบี�ยงเบนจากสมดลุของ Hardy-Weinberg กล่าวคือ เครื�องหมายตําแหน่ง S0719 พบคา่เฮทเทอ
โรไซโกซิตี &จากการสงัเกต มีค่าตํ�ากว่าค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฏี ทั &งนี &จากการสังเกตพบว่า 
รูปแบบจีโนไทป์ของตวัอย่างสกุร 67.50 เปอร์เซ็นต์ มีลกัษณะเป็น homozygous genotype ส่วน
เครื�องหมายตําแหน่ง S0766 มีลกัษณะตรงกนัข้ามกล่าวคือ พบคา่คา่เฮทเทอโรไซโกซิตี &จากการ
สงัเกต มีค่าสูงกว่าค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี &จากทฤษฏี โดยพบว่ารูปแบบจีโนไทป์ของตวัอย่างสุกร
ทั &งหมดมีลกัษณะเป็น heterozygous genotype  

 
นอกจากนี & คา่ HExp และคา่ PIC ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะ

ตําแหนง่ แสดงแนวโน้มเพิ�มขึ &น และลดลงไปในทิศทางเดียวกนั ดงันั &นการพิจารณาประสิทธิภาพ
การใช้งานของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์หากไมท่ราบคา่ PIC นา่จะพิจารณาจาก
คา่  HExp ได้เชน่กนั  จากตารางที� 4.2 เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�มีประสิทธิภาพดี
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ที�สดุ คือ S0663 (PIC = 0.8106) จะเห็นได้วา่มีคา่ HExp  สงูที�สดุเชน่กนั และในทางเดียวกนั 
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�มีประสิทธิภาพตํ�าที�สดุ คือ S0710 (PIC = 0.5179) จะ
เห็นได้วา่มีคา่ HExp  ตํ�าที�สดุเชน่กนั  อยา่งไรก็ตามในกรณีที�จํานวนอลัลีลของเครื�องหมายพนัธุกรรม
ไมโครแซทเทลไลท์มีจํานวนเทา่กนั (D00768, NPLIR0001 และ S0710) หรือมีความแตกตา่งกนั
ไมม่ากนกั (S0710, S0719 และ S0766) จะเห็นได้ชดัเจนว่าการกระจายตวัของความถี�อลัลีล เป็น
ปัจจยัที�สําคญัตอ่คา่ PIC  และ HExp ของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหนง่  
ดงันั &น ในการพิจารณาประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหนง่  
ปัจจยัหลกัที�ควรคํานงึถึง คือ จํานวนอัลลีล และการกระจายตัวของความถี�อัลลีลควบคู่กัน
ไป (Phavaphutanon, 2005; Radko and Slota, 2007) 

 
ประสิทธิภาพในการนําไปใช้ตรวจสอบความสัมพันธ์ พ่อ แม่ ลูก 
 

ประสิทธิภาพในการนําไปใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ ลกู ของเครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ขึ &นอยู่กบัคา่ CEP โดยจะพบวา่คา่ CEP มีคา่เพิ�มขึ &นตามจํานวน
เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�ใช้เพิ�มขึ &นตามลําดบั และเมื�อใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม
ไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหนง่ร่วมกนัคา่ CEP มีคา่สงูสดุอยูที่� 0.9946 หรือ 99.46 เปอร์เซ็นต์ 
แสดงให้เห็นว่าเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหนง่นี & เมื�อนําไปใช้ตรวจสอบ
ความสมัพนัธ์ พอ่ แม ่ ลกูในสกุร มีความแมน่ยําที� 99.46 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งคา่ความแม่นยําที�ได้จาก
การศกึษาครั &งนี &มีคา่สงูกวา่การศกึษาของ Seyedabadi และคณะ (2006) ที�ใช้เครื�องหมาย
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จํานวน 7 ตําแหนง่ ทําการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู ในม้า 
พบคา่ HExp มีคา่อยู่ระหวา่ง 0.617 - 0.741  คา่ PIC มีคา่มากกวา่ 0.5 ทกุตําแหนง่ และคา่ CEP มี
คา่เทา่กบั 0.973 แสดงถึงประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์มีคา่สงู
เหมาะสําหรับการนํามาใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ ลกู และ การระบตุวัตน และการศกึษา
ของ Jakabova และ คณะ (2002) ศกึษาการใช้เครื�องหมายไมโครแซทเทลไลท์จํานวน 6 ตําแหนง่
ในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู ในม้า คา่ PIC มีคา่อยูร่ะหวา่ง 0.47-0.82 และคา่ CEP 
มีคา่เทา่กบั 98.88 เปอร์เซ็นต์ การศกึษานี &กล่าววา่คา่ CEP ที�ได้มีคา่สงูเมื�อใช้เครื�องหมายเพียง 6 
ตําแหนง่ และเชน่เดียวกบัการศกึษาของ Rohrer และคณะ (2007) ใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม      
ไมโครแซทเทลไลท์ 10 ตําแหนง่ ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกูในสกุร พบว่าคา่ CEP มีคา่อยู่
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ระหว่าง 0.9313 – 0.9904 ความแมน่ยําที�ได้นี &สามารถนําไปใช้ในการตรวจสอบความสมัพนัธ์  พอ่ 
แม ่ลกูได้ 

 
ในกรณีที�คา่ CEP ที�ได้จากการศกึษาครั &งนี &พบว่ามีคา่ตํ�ากวา่คา่ CEP จากการศกึษา

ของ Putnova และคณะ (2003) ที�ใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จํานวน 10 ตําแหนง่
ในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกูในสกุร คา่ PIC มีคา่อยูร่ะหวา่ง 0.5769-0.6824 และคา่ 
CEP มีคา่อยูร่ะหวา่ง 0.9954-0.9994 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที�การศกึษาของ Nechtelberger และ
คณะ (2001) มีรายงานการใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตรวจสอบความสมัพนัธ์ พอ่ 
แม ่ ลกูในสกุร จํานวนเครื�องหมายทั &งหมด 10 ตําแหน่ง CEP มีคา่อยูร่ะหว่าง 99.18-99.76 
เปอร์เซ็นต์ พบวา่คา่ CEP ที�ได้ยงัไมมี่ประสิทธิภาพเพียงพอในการใช้งาน ดงันั &นจงึทําการศกึษา
เพิ�มเตมิอีก 5 ตําแหนง่ รวมเป็น 15 ตําแหนง่ พบวา่คา่ CEP ที�คํานวณได้มีคา่เพิ�มขึ &น ซึ�งมีคา่อยู่
ระหวา่ง 99.87-99.98 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าจํานวนเครื�องหมายที�เพิ�มมากขึ &นสง่ผลตอ่ประสิทธิภาพ
ของเครื�องหมายในการตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม่ ลกู 

 
อยา่งไรก็ตามจากการศกึษาของ Galov และคณะ (2005) ได้กล่าวว่าคา่ความแม่นยํา 

หรือ CEP ที�ประมาณ 99 เปอร์เซ็นต์ขึ &นไป เป็นค่าสถิติที�ดีสําหรับการตรวจสอบความสมัพนัธ์    
พ่อ แม่ ลกู ดงันั &นในการศึกษาครั &งนี &พบค่า CEP มีค่าเป็น 99.46 เปอร์เซ็นต์ จะแสดงให้เห็นว่า
เครื�องหมายทั &ง 7 ตําแหนง่ ในการศกึษาครั &งนี &เมื�อใช้ร่วมกนั มีประสิทธิภาพ สามารถนําไปใช้งาน
ในการตรวจสอบความสัมพันธ์พ่อ แม่ ลูกสุกรในประเทศไทยได้ 

 
การตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ทั Tง 
7 ตาํแหน่ง 

 
จากการคํานวณ และเปรียบเทียบคา่ความแม่นยําในการตรวจสอบความสมัพนัธ์ พ่อ แม ่

ลกู หรือคา่ CEP ที�ได้ตามสตูรคํานวณ พบว่ามีคา่เป็น 99.46 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที�การตรวจสอบ
จริงโดยใช้กลุ่มสกุรในการศกึษาครั &งนี &ที�มีความเกี�ยวข้องกนัทางสายเลือด จํานวน 40 ตวั พบว่ามี
ค่าเป็น 97.99 เปอร์เซ็นต์   โดยค่าจากการคํานวณตามสูตร และจากการตรวจสอบจริงมีความ
ผิดพลาดประมาณ 0.5 เปอร์เซ็นต์ และ 2 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั ดงันั &นจะเห็นได้ว่าคา่ที�ได้จากการ
คํานวณมีคา่สงูกวา่คา่ที�ทําการตรวจสอบจริงกบักลุม่สกุร ประมาณ 1.5 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่า
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เมื�อนําเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่งไปใช้งาน คา่ความแม่นยําในการ
ตรวจสอบความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู อาจจะมีคา่สงูกวา่ความจริงเล็กน้อย 

 
สําหรับการตรวจสอบข้อมูลพันธุกรรมของตัวอย่างทั &งหมด 80 ตัว เพื�อการระบุตัวตน

พบวา่ สามารถใช้เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่ง ระบคุวามแตกตา่งทาง
พันธุกรรมของตัวอย่างได้คิดเป็น  99.96 เปอร์เซ็นต์ ทั &งนี &เนื�องจากมีสุกร 2 ตัวที�แสดงข้อมูล
พันธุกรรมเหมือนกันทุกประการ ดังนั &นสําหรับการนํามาใช้งานด้านการระบุตัวตน พบความ
ผิดพลาดเพียง 0.04 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่งแสดง
ถึงประสิทธิภาพในการใช้งานที�อยูใ่นระดบัสงู 
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สรุปผล และข้อเสนอแนะ 
 

1. การสกดัดีเอ็นเอ จากตวัอยา่งเลือด และตวัอยา่งนํ &าเชื &อ สามารถทําการสกดัดีเอ็นเอที� 
มีคณุภาพดี และมีปริมาณเพียงพอนําไปใช้ศกึษาในขั &นตอ่ไปได้  
 

2. ผลการเพิ�มจํานวนชิ &นสว่นดีเอ็นของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &งหมด  
16 ตําแหน่ง พบว่า สามารถเพิ�มจํานวนชิ &นส่วนดีเอ็นเอได้ทั &งสิ &น 15 ตําแหน่ง ยกเว้นตําแหน่ง 
SJ925 โดยพบว่าเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง S0663, D00768, KVL9000, 
S0719, NLRIP0001, S0766 และ S0710 มีคณุสมบตัิเป็น polymorphism สามารถนํามาใช้ใน
การศกึษาครั &งนี &ได้ พบจํานวนอลัลีลอยูร่ะหวา่ง 4-8 อลัลีล 

 
3. ผลการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกลุม่ประชากรสกุรเหลา่นี &  จากการ 

วิเคราะห์ค่า HObs และ HExp ของตวัอย่างสุกรทั &งหมด พบว่า เครื�องหมายตําแหน่ง S0719 และ 
S0766 มีค่า HObs และ HExp แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญยิ�งทางสถิติ (p<0.01) แสดงถึง
เครื�องหมาย 2 ตําแหนง่นี &เบี�ยงเบนจากสมดลุของ Hardy-Weinberg 

 
4. ผลการศกึษาประสิทธิภาพของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหนง่ 

โดยพิจารณาจากค่า PIC พบว่า มีค่าอยู่ระหว่าง 0.5179 - 0.8106 ซึ�งจดัว่ามีประสิทธิภาพอยู่ใน
ระดบัสูง เรียงลําดบัประสิทธิภาพของเครื�องหมายจากมากไปน้อยได้ดงันี & S0663, D00768, 
KVL9000, S0719, NLRIP0001, S0766 และ S0710 
 

5. ผลการศกึษาประสิทธิภาพ ด้านการหาความสมัพนัธ์พอ่ แม ่ลกู โดยใช้เครื�องหมาย 
พนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 7 ตําแหน่งร่วมกัน พบว่า ค่า CEP มีค่าเท่ากับ 0.9946 และจากการ
ตรวจสอบจริงจากกลุ่มสุกรที�ใช้ศึกษาในครั &งนี &มีค่าเท่ากับ 97.99 เปอร์เซ็นต์   แสดงถึงค่าความ
แมน่ยําที�ได้จากการคํานวณตามสตูร มีคา่สงูกวา่ความเป็นจริงเล็กน้อย 
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6. ผลการศกึษาประสิทธิภาพด้านการระบตุวัตนสตัว์ การวิเคราะห์ผลแสดงความถกูต้อง 
ในการใช้ชุดเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหน่ง คิดเป็น 99.96 เปอร์เซ็นต์ 
โดยพบความผิดพลาดเพียง 0.04 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งจดัว่าเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 
7 ตําแหนง่ เมื�อนําไปใช้งานด้านการระบตุวัตนแสดงประสิทธิภาพสงู 
 
ข้อเสนอแนะ 
  
 สามารถนําเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์จากการศกึษาในครั &งนี &ไปใช้งานด้าน
การหาความสัมพันธ์พ่อ แม่ ลูกได้ เนื�องจากพบความแม่นยํา 99.46 เปอร์เซ็นต์ จัดว่ามี
ประสิทธิภาพดี แตอ่ย่างไรก็ตามถ้าต้องการเพิ�มความแม่นยําถึง 99.99 เปอร์เซ็นต์ ทําได้โดยเพิ�ม
จํานวนเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที�ได้ทําการตรวจสอบประสิทธิภาพการใช้งานแล้ว
พบวา่มีคา่ PIC อยูใ่นระดบัสงูมาก อยูร่ะหวา่ง 0.8 - 0.9 เพิ�มเตมิอีก 2-3 ตําแหนง่  
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อธิบายสตูร Exclusion probabilities และ Polymorphic Information Content 
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Exclusion Probabilities หรือ Probability of exclusion (EP หรือ PE)   (Jamieson, 1994) 

 

 การพิจารณาจีโนไทป์ของสตัว์ 2 ตวัเพื�อสร้างคู่ผสมพนัธุ์ จากการสร้างคู่ของอลัลีล โดย
สตัว์แต่ละคู่นี &จะมีจีโนไทป์ที�เหมือนกัน หรือแตกต่างกัน เนื�องมาจากจีโนไทป์ของสัตว์แต่ละตวั
อาจจะมีลกัษณะอลัลีลเป็นแบบ homozygote หรือ heterozygote ดงันั &นคูข่องอลัลีลที�เป็นไปได้
ทั &งหมด จากสตัว์ 2 ตวั มีทั &งหมด 7 ประเภท ซึ�งคู่ของจีโนไทป์แต่ละประเภทจะเพิ�มขึ &นเป็นแบบ
แผนตอ่ไปเรื�อย ๆ เมื�อจํานวนรูปแบบอลัลีลเพิ�มขึ &น และสามารถสร้างเป็นสูตร ซึ�งรายละเอียดดงั
แสดงในตารางภาคผนวกที� 1 

 

ตารางภาคผนวกที� 1 การเปรียบเทียบข้อมลูพนัธุกรรมของสตัว์ 2 ตวั ณ หนึ�งตําแหน่ง (locus) ซึ�งมี
คูข่องจีโนไทป์ ที�เป็นไปได้ทั &งหมด 7 ประเภท   

ประเภท 
(จีโนไทป์สตัว์ 2 ตวั) 

จํานวน 
อลัลีล 

จํานวนรูปแบบอลัลีลที�เพิ�มขึ &นในประชากร 
1 2 3 4 n 

AA  AA 1 1 2a 3 4 n 
AB  AB 2 - 1b 3 6 0.5n(n-1) 
AA  BB 2 - 2c 6 12 n(n-1) 
AA  AB 2 - 4d 12 24 2n(n-1) 
AA  BC 3 - - 6 24 n(n-1)(n-2) 
AB  BC 3 - - 6 24 n(n-1)(n-2) 
AB  CD 4 - - - 6 0.25n(n-1)(n-2) (n-3) 

          Total (pairs)   1 9 36 100 [n+0.5n(n-1)]2 

ที�มา : ดดัแปลงจาก Jamieson (1994)  
 ในกรณีที�มีจํานวนรูปแบบอลัลีล 2 อลัลีล ประเภทของจีโนไทป์ในสตัว์ 2 ตวัจะแตกตา่งกนั
ดงันี & 
 a ประเภท AA  AA จะพบจีโนไทป์ได้ 2 แบบ ในประชากรคือ AA AA และ BB BB 

 b ประเภท AB  AB จะพบจีโนไทป์ได้ 1 แบบ ในประชากรคือ AB AB 

 c ประเภท AA  BB จะพบจีโนไทป์ได้ 2 แบบ ในประชากรคือ AA BB และ BB AA 

 d ประเภท AA  AB จะพบจีโนไทป์ได้ 4 แบบ ในประชากรคือ AA AB, AB AA, BB BA 
   และ BA BB 
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 การระบคุวามสมัพนัธ์ของพอ่ หรือ แม่ที�ผิด ซึ�งในตวัอย่างนี & จะอธิบายถึงโอกาสของการ
ระบพุอ่ตวัที�ไมถ่กูต้องออก โดยใช้ 2 อลัลีล สําหรับตําแหนง่ที�เป็น co-dominant โดยจะมีจีโนไทป์
ที�เป็นไปได้ 3 รูปแบบ ซึ�งจะแสดง 9 คูผ่สมพนัธุ์ที�เป็นไปได้ โดยผลรวมของความถี�อลัลีล ( )ba +  
จะเทา่กบั 1 โดยอลัลีลจะถกูแจกแจงโดยพอ่ในแตล่ะคูผ่สมพนัธุ์ ตามกฎการแยกตวัที�ถกูต้องของ 
เมนเดล ซึ�งตวัอยา่งในแถวแรกจะแสดงคูผ่สมพนัธุ์ AA×AA โดยพอ่ที�ถกูต้องจะสง่ผา่น A อยา่ง
เดียว สําหรับในประชากรขนาดใหญ่ คาดหวงัวา่จะเป็น 5a  เนื�องจากผลของความถี�ของคูจี่โนไทป์ 
AA×AA ( )22 aa × ซึ�ง a เป็นความถี�ของอลัลีล A ในประชากร ซึ�งประกอบกบัโอกาสที�บนัทกึผิด 

)( 4 ba ×  ในกรณีของ  b  เป็นความถี�ของอลัลีล B ในประชากร ดงันั &นสามารถเปรียบเทียบพอ่ที�
ถกูต้อง และพอ่ที�ไมถ่กูต้องได้ เมื�อจดัลงตาราง และตรวจสอบความถกูต้อง โดยผลรวมของความ
นา่จะเป็นของการระบตุวัที�ไมใ่ชพ่อ่ออก ทกุ ๆ แถว ซึ�งรายละเอียดดงัแสดงในตารางภาค         
ผนวกที�  2  
 

ตารางภาคผนวกที� 2  คา่ความน่าจะเป็นของพอ่ที�ถกูแยกออก โดยพิจารณาคูข่องอลัลีลที�เกิดขึ &น 
ซึ�ง Aและ B เป็นความถี�อลัลีลของ a และ b  

9 คูผ่สมพนัธุ์        
แม×่พอ่ 

ลกูที�เป็นไปได้ พอ่ที�ถกูสมมตขิึ &นมา 

ความถี�ของการผสม 
×ประเภทของนํ &าเชื &อ 

AA AB BB  ที�ถกูต้อง   ที�ไมถ่กูต้อง Included sires Excluded sires 

AA×AA 1 0 0  A B ( )
( )
( ) 
















+

bb

baab

aa

a
2

2

2 2  

( )

( )















ab

ba

a
2

2

2
 AA×AB 0.5 0.5 0  A        B  

AA×BB 0 1 0            B    A 
AB×AA 0.5. 0.5 0  A   0.5B 0.5B ( )

( )
( )
















+

+

+

bab

baab

baa

ab

5.0

2

5.0

2
2

2

 

( )

( )















ab

ba

ab

5.0

5.0

2
2

2

 AB×AB 0.25 0.5 0.25  A        B  
AB×BB 0 0.5 0.5  0.5A   B 0.5A 
BB×AA 0 1 0  A B ( )

( )
( ) 
















+

bb

baab

aa

b
2

2

2 2  

( )

( )















ab

ba

b
2

2

2
 BB×AB 0 0.5 0.5  A        B  

BB×BB 0 0 1            B    A 
 

 โดยผลรวมของความน่าจะเป็นของการระบตุวัที�ไม่ใช่พ่อออก ทกุ ๆ แถว สําหรับ 2 อลัลีล 
คือ 3223432234 babaabbababa +++++ โดยผลรวมของ Excluded sires (EP2) แสดงได้ดงันี &  
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( )
( )[ ]

( )
( ) ( )[ ]

( )
( )[ ]baabab

abbaab

ababbaab

babaab

bbaabaab

babbaaab

abbababa

babaabbababa

+−=

−−=

−++−=

++=

+++=

+++=

+++=

+++++=

1

1

121

2

2

22

22

22

22

33

33

3223

432234

3223432234

 

      ( )ababEP −= 12  
   

Parentage exclusion models จะพิจารณาจํานวนอลัลีลที�เพิ�มขึ &นเป็น 3, 4 อลัลีลได้ 
สามารถขยายตารางภาคผนวกที� 2 ออกไป โดยถ้ามีจํานวนคูผ่สมพนัธุ์ที�เป็นไปได้เพิ�มขึ &น (บรรทดั
ลา่งสดุของตารางภาคผนวกที� 1) เมื�อมีจํานวน 3 อลัลีล จะมี 36 คูผ่สมพนัธุ์ที�เป็นไปได้ และมี
จํานวน 4 อลัลีล จะมี 100 คูผ่สมพนัธุ์ที�เป็นไปได้ 

สตูรของการคํานวณความน่าจะเป็นของการแยกบนัทึกของพ่อหรือแม่ที�ผิด เมื�อจีโนไทป์
ประกอบด้วย 2, 3  และ n อัลลีล  โดยทราบความถี�อลัลีล และอลัลีลถูกเลือกมาอย่างเท่ากัน 
ดงันั &น 

( ) ( ) ( ) ( )[ ]
( ) ( ) ( ) ( ) ( )[ ] ( ) ( )[ ] ( ) ( )[ ]cbbccaacbaabccbbaaEP

baabbbaaEP

+−−+−−+−−−+−+−=

+−−−+−=

343434111

3411
222222

3

222
2

( ) ( ) ( )[ ]ji

n

ji
jii

n

i
i ppppppEP +−−−= ∑∑

=>=

341
1

22

1

 

สตูรทั�วไปสําหรับการคํานวณความน่าจะเป็นในการแยกบนัทึกของพ่อหรือแม่ที�ไม่ถกูต้อง 
สําหรับหนึ�งตําแหนง่ (locus) กบั เมื�อมี n อลัลีล แสดงดงันี & 
 

 สูตรทั�วไป  

           ( ) ( ) ( )[ ]ji

n

ji
jii

n

i
i ppppppEP +−−−= ∑∑

=>=

341
1

22

1

     (Jamieson, 1994) 

 
สตูรทั�วไปนี &จะเปลี�ยนรูปจาก  ( )abab −1  ในกรณีของ 2 อลัลีล ซึ�งสตูรดงักล่าวนี &สามารถ

เขียน 2 terms หลงัให้เหมาะสมสําหรับการคํานวณได้ดงันี & 

[แตเ่นื�องจาก ( ) 1=+ ba ] 
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( ) ( )

∑∑

∑∑∑

−







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i
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4
2

2
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,
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และ 

( )

∑∑∑

∑∑∑

−















=

−=+
>

i
i

i
i

i
i

i
i

ji
ji

ji
jiji

ppp

ppppppp

523

5

,

233223

 

 

สูตรที�ได้มาสูตรนี &สามารถอธิบายโดย 3 อัลลีล ซึ�งมี 9 cells ประกอบด้วย 9 terms 
ระหวา่ง )( 222 cba ++  และ )( 333 cba ++ ซึ�งรายละเอียดดงัแสดงในตารางภาคผนวกที�  3  

 
ตารางภาคผนวกที�  3 Exclusion formulae สําหรับ 3 อัลลีล ระหว่าง )( 222 cba ++  และ 

)( 333 cba ++    
 2a  2b  2c  

3a  5a  23ba  23ca  
3b  23ab  5b  23cb  
3c  23ac  23bc  5c  

 
ผลรวมของ 9 cells แสดงได้ดงันี &คือ 

Above-diagonal cells: 23232323 cbcabapp j
ji

i ++=∑
>

 

Below-diagonal cells: 23232332 bcacabpp j
ji

i ++=∑
>

 

Diagonal cells:           5555
cbap

i
i ++=∑  

 

สตูรสามารถแปลงโดยคํานงึถึงความถี�อลัลีล ( )ip  ซึ�งจะช่วยให้การคํานวณง่ายขึ &น แสดง
ได้ดงันี & 

∑ ∑∑ ∑∑∑ ∑∑
= == === ==

+







−−++−=

n

i

n

i
ii

n

i

n

i
ii

n

i
i

n

i

n

i
ii

n

i
i ppppppppEP

1 1

32

1

2

1

25

1

4

1 1

32

1

32322  

(Jamieson, 1994) 
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ค่า Polymorphic Information Content (PIC) (Guo and  Elston 1999)   
 
 คา่ PIC สามารถอธิบายโดยคํานึงถึงหลกัสําคญัก็คือ transmission informativeness ซึ�ง
ก็คือโอกาสที�อัลลีลจากทั &งพ่อ และแม่จะถูกส่งผ่านไปยังลูก ข้อมูลที�ส่งผ่านของเครื�องหมาย 
โดยเฉพาะอย่างยิ�ง สําหรับคู ่พ่อ แม่ ลกู ซึ�งสามารถแสดง ( )trioformativeinP  เป็น 0 หรือ 1 
โดยทั�วไปค่า PIC จะอธิบายถึงค่าเฉลี�ยข้อมูลที�ส่งผ่านทั &งหมดสําหรับคู่พ่อ แม่ ลูก นั�นคือ ไม่มี
เงื�อนไขที�แน่นอนที�สามารถจะสรุปถึงอัลลีลของพ่อ แม่ ที�ส่งผ่านไปยังลูก ซึ�งค่า PIC สามารถ
คํานวณได้ดงันี & 
 

 
 
 
 
  ให้ itI เป็น transmission informativeness สําหรับ พ่อ แม่ ที� i  ( i =1,2) ในกลุ่ม (trio)  
ที� t  ( t =1,2,…, n )  สมมตใิห้ n   เป็นจํานวนอลัลีลของเครื�องหมายแตล่ะตําแหนง่ 

                                 ip   เป็นความถี�ของอลัลีล  Ai  

 ชนิดของคูผ่สมพนัธุ์  จีโนไทป์ของลกู  ความถี�ของแตล่ะ trio,  tI1  และ  tI 2  ซึ�งร่วมอยู่กบั
ปริมาณของ dtI   ซึ�งรายละเอียดดงัแสดงในตารางภาคผนวกที� 4  โดยกําหนดให้ iP  สําหรับ พ่อ 
และ แมที่� i  ( i  = 1,2) ดงันี & 
 
 
 การให้ข้อมูลใน trio สําหรับ พ่อ และ แม่ โดยพ่อ และแม่นั &น ต้องมีจีโนไทป์เป็น 
heterozygous ซึ�ง พอ่ แม ่และลกูนั &น ต้องไมมี่จีโนไทป์เป็น heterozygous เหมือนกนั ดงันั &น  
 
 
 
 
 

ในทํานองเดียวกนัดงันั &น 
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ตารางภาคผนวกที� 4 ความถี�ของแตล่ะ trio, transmission informativeness ของแตล่ะพอ่ แม ่
( tI1 , tI 2 ) และความนา่จะเป็นของการทราบพ่อ และ แม่ ซึ�งเป็นแหลง่ที�มา
ของอลัลีลลกู ( dtI ) 

Mating type Child’s genotype Frequency tI1  tI 2  dtI  
AiAi x AiAi AiAi  4

ip  0 0 0 
AiAi x AjAj AiAj 22

ji pp  0 0 1 
AiAi x AiAj AiAi  ji pp3  0 1 0 
 AiAj ji pp3  0 1 1 
AiAj x AiAi AiAi  ji pp3  1 0 0 
 AiAj ji pp3  1 0 1 
AiAi x AjAk AiAj  kji ppp2  0 1 1 
 AiAk kji ppp2  0 1 1 
AjAk x AiAi AiAj  kji ppp2  1 0 1 
 AiAk kji ppp2  1 0 1 
AiAj x AiAj AiAi 22

ji pp  1 1 0 
 AiAj  222 ji pp  0 0 0 
 AjAj  22

ji pp  1 1 0 
AiAj x AiAk  AiAi kji ppp22  1 1 0 
 AiAj  kji ppp22  1 1 1 

 AiAk kji ppp22  1 1 1 

 AjAk  kji ppp22  1 1 1 

AiAj x AkAl AiAk lkji pppp2  1 1 1 
 AiAl  lkji pppp2  1 1 1 

 AjAk  lkji pppp2  1 1 1 

 AjAl  lkji pppp2  1 1 1 

 
คา่ PIC ที�อธิบายโดย Guo และ Elston (1999) มีคา่เท่ากบัคา่ PIC ที�ศกึษาโดย Botstein 

และคณะ (1980) อย่างไรก็ตามค่า PIC ดงักล่าวจะเป็นค่าสําหรับวัดความหลากหลายของ
เครื�องหมายแต่ละตําแหน่ง ซึ�งค่า PIC นี &ขึ &นอยู่เพียงจํานวนอัลลีล และความถี�อัลลีล ของ
เครื�องหมายแตล่ะตําแหนง่ โดยไมข่ึ &นกบัลกัษณะที�ทําการศกึษาใด ๆ  
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ลกัษณะทางปริมาณอื�น ๆ ที�เกี�ยวข้องกับค่า PIC คือ ความน่าจะเป็นของการทราบพ่อ 
และ แม ่ซึ�งเป็นแหลง่ที�มาของอลัลีลลกู ( dP ) โดยให้ dtI  มีความนา่จะเป็น 0 หรือ 1 ของการทราบ
พอ่ และ แม ่ซึ�งเป็นแหลง่ที�มาของอลัลีลลกูสําหรับ trio ที� t เมื�อ dP  สามารถคํานวณได้จาก ตาราง
ภาคผนวกที� 4 โดยความแตกต่างระหว่าง dP  และ 1P เป็น )22( 2322

kjijiji ppppppp ++  -
)22( 2223

kjijiji ppppppp ++  = 0 เป็นต้น  ดงันั &น dP = 1P = PIC  นอกจากนี &คา่ PIC ยงั
เทา่กบัความนา่จะเป็นที�แตกตา่งกนัของแหลง่ที�มาของอลัลีลลกู ถ้าทราบอลัลีลของ พ่อ และ แม่ ที�
ส่งผ่านไปยงัลูก หรือ  ถ้าสามารถกําหนดแหล่งที�มาของอลัลีลลูก เมื�อนั &นจะทําให้ความสมัพนัธ์
ของ IBD สมบรูณ์ขึ &น คา่ PIC ที�สงูจะทําให้ทราบข้อมลูของเครื�องหมายที�ดีกว่า และ มีความน่าจะ
เป็นที�สูงขึ &นที�จะทําให้ความสมัพนัธ์ของ IBD สมบรูณ์ขึ &น ดงันั &นคา่ PIC ที�พิสูจน์ในครั &งนี &จึงเป็น
เชน่เดียวกบัที�อธิบายโดย Botstein และคณะ (1980) 
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ภาคผนวก ข 
ลําดบัเบสของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ทั &ง 7 ตําแหนง่ 
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ S0663 ซึ�งจากการตรวจสอบลําดบัเบส 
ของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ พบว่ามีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทลไลท์ การเรียงตวัของลําดบัเบสแกนเป็น
ชดุซํ &าสั &น ๆ คือ ...(ATAG)11… ดงัภาพภาคผนวกที� 1 

 

 >37_SO663 

 CCTTCCTGAAGCATTTGATATTTTCTATATTAGAGAGAGATAGCAACATCATAGACCCTG 

 TTAAGGACATAACACAGGAGATGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGA 

 TAGATAGATTGATTGATTTTGCTTTTTAGGGCCACACTTGCAGCATATGGAGGACCCAGC 

 TAAAAGCCTTTAACTAAATGAAAGACGCCGAAGCCAGGGCGTTCTGTCGCTAAGGCAATG 

 CAAGCCTCGCATCTCAAGGGTGCACATCTGTAGGTCCAGTGCCTTGCTATTTTTAGAGCA 

 TATATCATCACTGGCGTGGAAGTGATGAAAATCGCCAAAAACACCTTCTGTGGAGCTGTG 

 CTATTTTTGCAGAAGTCTACTATAGACCACCCTATTGCTCCGCCAAAAAACTGTTGAGGA 

 GGGTTGCCGCGCCAACATATAGCATACTCTCATGAGTATACTCACGTGACCAAACACTCC 

 AGCTTACCCCCTCGCCCCAAAGACGGGCGACCGTGCACGATTTTTTCTTTCCCAGCGTCC 

 AGAAGGAAGTAGGTATTACTTGTACTAAGTGGAGCGTCGATGTCATGTTGTCTCACCCAC 

 CCTCTGACACATCAAATCATCTCAGCAGAGAACAGACTGCAAAATGCTCCCTGACATACG 

 GCCGTTATGTGTACGGCGGGGAAGAGTGATCAGATCAACGTGTAGAGATGGGCTGGTGGC 

 TGGCCCATCCGAAACTAGCGCCC 

 
ภาพภาคผนวกที�  1  ลําดบัเบสของเครื�องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง S0663 

จากตวัอยา่งสกุรเบอร์ 37 
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง D00768 ซึ�งจากการตรวจสอบลําดบั
เบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอจากสตัว์ 2 ตวั โดยสตัว์ตวัแรกตรวจสอบ 2 อลัลีล เนื�องจากเป็นอลัลีลที�
ห่างกนัมาก คือ Pi/1 และ Pi/2 โดย Pi/2 มีขนาดตํ�ากว่าช่วงที�ทําการศกึษา (ภาพที� 4.11) พบว่า
Pi/1 มีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทลไลท์ การเรียงตวัของลําดบัเบสแกนเป็นชุดซํ &าสั &น ๆ คือ ... 
(CTTT)3C(CTTT)3C(CTTT)18T(CTTT)6TTTT(CTTT)9 TCTTT(CT)12GT(CT)4(CTTT)5… ในขณะที� 
Pi/2 ไมมี่คณุสมบตัเิป็นไมโครแซทเทลไลท์ เนื�องจากไมพ่บลกัษณะการซํ &าใด ๆ และสตัว์ตวัที�สอง คือ 
80p พบว่ามีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทลไลท์ การเรียงตวัของลําดบัเบสแกนเป็นชดุซํ &าสั &น ๆ คือ 
...(CTTT)3C(CTTT)3C(CTTT)20T(CTTT)6 TTTT(CTTT)9TCTTT(CT)12GT(CT)5TT(CTTT)4…แต่
เนื�องจากเป็นสตัว์คนละตวัจงึมีชดุซํ &าที�แตกตา่งกนั ดงัภาพภาคผนวกที� 2 
 

>11_Pi/1_D00768 

CAAAAGGGAAGCCTACAGGGTTCAGGCAGAGGGGGAATAGACATTATGTAAGTTGCTGAT 

TTTCTCTTTCTTTCTTTCCTTTCTTTCTTTCCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTC 

TTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTCTTTCTTTCTTTCTTT 

CTTTCTTTTTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTCTTTCTCTCTC 

TCTCTCTCTCTCTCTCTGTCTCTCTCTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTGGCCACGACCT 

GAGGGATATGAGGATATAGAGTAAATGGTGGAAGGCGCCGAAAACCCGCTCTGGGGAGGT 

GTACTAATGCGGGGAAAGACCTCTAAAGACCACCCAAACGTTCCGCAGAAAAAATGGTTG 

AGAGGGGTGCCGCGCAAACAACGAGCACACCACTCTTGAGGATCCTCCGGTGAACTAGAA 

CTGACGGCTTACCAGCTTTTCCCCCACAGAAGGGGGGAGCGCGAACGAAAAATTCTGCAC 

CTAGCGTCCAGAACGAAGGAGGTATAGGTGGACTAGAGAGTGTCGACAAGGGGGTTCTTC 

TCACGCCTCATGACACCGCAATCAGCTCAGAAGAAAACGACTGGGAAAATGCTACAAAGA 

CAAACTGCTGTAAGTGAGCGGGGGAGGAGGGTGATCAGAGGACGTCGAGAGGAAGGGCTG 

GGTGGGAGTGTGTAAGGAAACTGTGCGGTAGCTAGCGACATGATCAAATCTGCGAGCCAC 

TCCAATTCTGTGCTGGAGTCTGCGCAGCGCTGAGATAGCATAGAGTATACATCAATAAAA 

AGAGAGAGGTGTGGGTGGA 

(ก) 

>11_Pi/2_D00768 

CTTTGTTACCACCGGTAGGAATATTTAGCTTGCGGCACTTCCGTTAGTTGTCCCTTTCCA 

TTAAGGCCAGCCGGCCGATGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGCCCTGGCCTGGGGCCCCCTTC 

TCAGTCTCTGTTCCTCACCTGGGCTGTGACTGGCTAATCAATCGCCAGTGATTTTGCCTG 

GAACAGGATTCGGCAGTTTCCGGGAAACAAACTGGAGTGGATGGGCTACATAAGCTATGG 

TGGTACCACTAACTTCAACCGATCTCACAAAAGTCGAATCTCTATCACACGAGACACATC 

CAACAATTAGTTCTTCCTACCTTCTATCTCTGTGACTACTAAGGACACAGCCACATATTA 
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CTGTGCAAGAGGTGGGACGGTGTTTACTTTCTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTGTC 

TGCAGGAAGTGGCTGATCTGGATGGGGTGGTAGCGGTGGAGGCGGGAGTGAGCTCGACAT 

GGTCACGATCCATCTACCAAGGCCCTGTCCATGTCAGAAGGAAAAGAGGTCACCTTGAGC 

TGCAAGGCCATTGAGAATGATTATGCTTATGTATCCTGATATAAACAGAAGCCATATCAG 

TCTCCTAAAATGCAGATATATGCGGCATGCAACCGGAACACTGGGTTAGCAAACGGGTCG 

CAGGCACAGGATCTGCATCAGATTGCACTTATCCATGTGCAGGGCGCAAGCTGAAAACCT 

TTGCTAGTAATCACGGTGACGCAGTCACCGCCTTCCTTCTCACGTTCAACGATGGGACAA 

AGCTGGAGCTGAAAGCGGCTCGAATGCGCCATAGAGATGAATACGGAACATGTTGGAAGA 

AGTATGGTAAATTACTGTTGGAAATTCGTTTATCAAAAACTAAAATTGAAAATCCTTAAG 

CACCCCCCGGAAACACCAACAAACATTAAGTACGCTACGCTACTTATGATCGCCGGCGGG 

GAATGTTCCACGGAGTAAGCTCCGTCCGGGTGACAAACCTCACTGTTACGGTACTTGGGC 

CCTATTGGGAGTGTCATCCCAGACAAAGCGGCTGGAAGCTCTCAAAGGTGCAGATTTA 

(ข) 

>80_80p_D00768 

CCCACAAGGGAGTGATCAGGGACAGGCAGAGGGGGATAGACATTATGTAAGTTGCTGATT 

TTCTCTTTCTTTCTTTCCTTTCTTTCTTTCCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT 

TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTCTTTCTTTC 

TTTCTTTCTTTCTTTTTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTCTTT 

CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGTCTCTCTCTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCGGGCC 

ACGACCTGAGGGATATGAAAAGTAATGGAGGGCGGCAAGGGCACCTTCTGTGGAGCTGTG 

CTATCATTGCAGAAGTCGTCTAGAGACGACCCCATTGTTCCGCTGAAACTCTGGTTAAAG 

GGGTTGCCGCGGAACCATCAAGCACAACTCTCTTGAGGTCGATCAGGTGACCTTCGACCT 

CAACCTTACCCCCTTTCTCCACAATGACGGGCGACCGCCAACGATAGAGTCTGCCCTTAG 

TGTCCAGAAGGAAGTTGGTATATCTGGTACAAGAGTAGCGCCAGGACATGCAGTTCTTCG 

CAAGCCTAATGACAAAGCAAATCAGCGCAGCCAGAGCACAGACTGCGTAAATGCTACTCA 

AGACATACCGCCCGTGATAATATCCGGCGGTGGACACAGTGGCCAGACCAACTGTGTCAA 

GGAAATGGCTGGTGGTGAGTGCCCCATAGGAAACAATGTGGGTCACACGGGGAAGATGAC 

AAAAGTCTCCACTGCCCAGTCAAAATTTGTGTGCCAGCCAATCTGTGCCATTCAGCTCAA 

TAGCGTCAAGTTATAAATCAACTGAAATATGAGAGCTGTTGTTTGTTGCTGGGCGTTGAC 

GAGCACAGCAAGTGAGAAACGCGCGAAACTCCCCCAAAAAAGGAGTTCGCGAGGAACAGC 

ACGCGGGACGACACTTTCCCCCACATACTTTGAAATTCTGATTGCTGGAAGGATGGGCAA 

AGAAAAGGGTTAAACGCTGGGGGCCCCTCCTGGCTTCTGTGCGAAGAAAAGAAAAAAAGC 

CCCATAAGC 

(ค) 
ภาพภาคผนวกที� 2 ลําดบัเบสของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ D00768 
                          จากตวัอยา่งสกุรเบอร์ 11 (Pi/1ก), 11(Pi/2ข) และ 80(80pค) 
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง KVL9000 ซึ�งจากการตรวจสอบลําดบั
เบสของชิ &นส่วนดีเอ็นเอจากสตัว์ 2 ตวั คือ KVL1 และ KVL2 พบว่ามีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทล
ไลท์ทั &งสิ &น การเรียงตัวของลําดับเบสแกนเป็นชุดซํ &าสั &น ๆ คือ .. .(GT)7…(GATA)9…และ               
…(GT)12…(GATA)10...ตามลําดบั แตเ่นื�องจากเป็นสตัว์คนละตวัจึงมีชดุซํ &าที�แตกตา่งกนั   ดงัภาพ
ภาคผนวกที� 3 

 

>71_KVL1_KVL9000 

CAAAAATTGTGTGTGTGTGTGTCATGCACACATACATACAATTTTAACAAGCTCACTGGG 

CAATTTAGGTGATGCAGGTTAATATTTGAGAACCACTGAGCTAAAGGGAGGCAAAGATGT 

TGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATGGATGATAGGTAAACTTCTT 

CACCACTGTATCCTCAGCACCTAAATTGGCGAGTGAGCTTGTTAAAATTGTGTGTATGTG 

TGCATGTACACACACACACACACACGCGCGAGTGTTTGATGTCCCAAAATTTGTGCAACC 

TTAAAGCAAATCCATCAGTGTGGAGGAAGTAATGGAAAAAAACAAAAAACCCTCCTTGTG 

GAGGTTTTTTATTTTTGAAGAAGATCTTATAGACCACCTCATTGCTCCCCGAAAATCTTT 

TTTTTAGGGTTTGCTGCGCCACCCCCCAACACACTTCTCTGGGGGACCTCCCGTGGCCCT 

TC 

 

>52_KVL2_KVL9000 

ACGGAAGAAAGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTACGTGCACACATACATACAATTTT 

AACGAGCTCAGTGGGATTTTGGGGAGGTGCGGGTAAATATTAGAGAACCAGTGAGCTAGG 

GGGGGGCAAAGATGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATGGGT 

GATAGGTAAACTTCTTCCCCTCTGTCTCCTCCACATATAAAGTGGCGTGTGCGCGTGTTA 

AGAGTGTGTGTGTGTGTGTATGATGAACACATCCCAAACCCCTACCCACTCACTCGTTGG 

TTATGGATGTACTTATATCATCAGTGGCGTGTAAGTAATGAAAAACGCCAAAAACACCTG 

CTGTGGAGCTGTGCTATTTTTGCAGACGTCCTCTATAGACCCCCCATTGCTCCGCTGAAA 

CTTTTTTTTAAAGGGTTGCCGCGCAACCATCAAGCACACTCTCTTGACGGTCCTCAGATG 

ACCTTCAAGCTCCACCTTACCTTCTTTTCCTCAATGACAGGCGGCCGCCAACGATATACT 

CTGCCCTTAGTTTTCAGAAGGAAGTTGGTATTTTTGGTACAAGAGAGCCTCAGGACATAT 

GGTTCTTTCCCGTCTAATGACAAAGCAATCAGCGCGCCAGAGCACAAACTGCGTCTATGC 

TACTCGAGACATACTGGTGTGATAATGTGGGCGGTGGACACAGTGGCCAGATCAACTGTG 

TTAATCAAATGGCTGGTTGAGAGCGCCCCATACCAAACCATGTCGGGTCACCCCGGCGAA 

ATGACCAAAGTCTCACTGCCCACTCCAAATTGTGGGGCCTGGCAATCATGTGCGATTCGA 

CTGAGATAGCGATAAACTATAAATCAAATGTAAAT 

 
ภาพภาคผนวกที� 3 ลําดบัเบสของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง KVL9000
        จากตวัอยา่งสกุรเบอร์ 71 (KVL1) และ 52 (KVL2)  
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ S0719 ซึ�งจากการตรวจสอบลําดบัเบส 
ของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ พบว่ามีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทลไลท์ การเรียงตวัของลําดบัเบสแกนเป็น
ชดุซํ &าสั &น ๆ คือ …(GAA)5…(GAAA)5… ดงัภาพภาคผนวกที� 4 

 
>7_S0719 

TTATAGAACGGCTAGGAGAGAAGAAGAAGAAGAAAAGAAAGAAGGAAGGAAGGAAAGAGG 

AAGGAAGGAAAGAAGGAAGGAAGGAAGGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGGAGGGAGGGAGG 

GAGGGAGAGAAAGAAAGGAAGGAAGAGAAAGAAAGGGAGGAAGAAGAAAGAGGGAGGAAG 

AGGAAAGAGAGGGAGGAAGAAAGAAAGAGAGGGAGGGAGGAAGAAAGAAGGAGAGGGAGG 

GAGGAAGGAAGAAAAGAAAGAGGGAGGGATGGAGGAAGGAAGGAAGGAACGAACGAACGA 

ACTGCCAAACTATTTCCCTAACAGCTGTAGCATACCTTATTCCCAATAACGATAAATGAG 

ATGTTCTATTGCTGTGCATCTTTGACGATGCTGTCAGAATGTTGGATGTTAGCCATTAGA 

AGAGTATGGCGAAGTGCATCTTTGACAATGCTGTCAGAATGTTGGATGTTAGCCATTAAA 

AGAGTATGGCGAATTGGGAATCCGTATGCTACAGCTGTTTGGAGAAATAGTTTGGCGTTC 

GTTCGTTCGTTCCTTCCTTCCTTCCTCCTCCTCCCTCTTTCTTTTCTTCCTTCCTCCCTC 

CCTCTCCCTTCTTTCTTCCTCCCTCCCTCTCTTTCTTTCTCCTCCCTCTCTTCTCTTCCT 

CCCTCTTTCTTCTTCCTCCCTTTCTTTCCTTCCTCCTTTCTTTCTCTTCCTCCTCCCTCC 

CTCCTTTCTTTCTTCTTCTTCCTCCTCCTTCGTCTTTCTCCTCCCTTTCATCCGTCTCTG 

TCTTTCTCTATCTGTCTTCTTCTCCGGGCCGCTCTATGCATGATGCAAGTTCTTGGACTT 

GGAGAAAACT 

 

ภาพภาคผนวกที� 4 ลําดบัเบสของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ S0719 จาก 
   ตวัอยา่งสกุรเบอร์ 7 
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง NLRIP0001 ซึ�งจากการตรวจสอบ
ลําดบัเบสของชิ &นสว่นดีเอ็นเอ พบวา่มีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทลไลท์ การเรียงตวัของลําดบัเบส
แกนเป็นชดุซํ &าสั &น ๆ คือ ...(TTTC)2CC(TTTC)12 ATC(TTTC)3TAT(CTTT)2 A(TTTC)2CTT(CCTT)3 
CC(TTTC)3GTT(CTTT)3… ดงัภาพภาคผนวกที� 5 

 
>1_NLRIP0001 

GTGGTGAACCTGACTACTTAAATAGCTGCACAGTCATTTCCAATCACCATAGTGCTCCTT 

CCTCCCTGATAATTTCTTTTCTTTCTTCCTTTCTTTCCCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT 

TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCATCTTTCTTTCTTTCTATCTTTCTTTATTTCTT 

TCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTTCTTTCTTTCGTTCTTTCTTTCTTTTTCTTTGGCTTTTT 

AAAGCCACACTCATGTCATATGGAATATCCCAAGCTAGGGGTCGCGTTGGAACTACAGCT 

GCCAGCCACAGCAATACAGCATCAAAATACATTTTACTCCCCCACCAGGCGATGCCGTGT 

TGTGGGTTTTCCTATTGGAGAAACTCTCCAAAGCCGCCATGTTAACCTGTTAGGACTTTT 

CTATTCTCAGTTTGAATG 

 
ภาพภาคผนวกที� 5 ลําดบัเบสของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ NLRIP0001    

จากตวัอย่างสกุรเบอร์ 1  
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ S0766 ซึ�งจากการตรวจสอบลําดบัเบส 
ของชิ &นส่วนดีเอ็นเอ พบว่ามีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทลไลท์ การเรียงตวัของลําดบัเบสแกนเป็น
ชดุซํ &าสั &น ๆ คือ ...(GA)2(GAA)2(GAAA)2...(CA)6TACACG(CA)16... ดงัภาพภาคผนวกที� 6 

 
>20_S0766 

CCATTGACACCATTAAATAGAGAGAAGAAGAAAGAAAGACACCTTCATCCTTTTTTTCAT 

TCTCTGATCTTTCTACAATGACAGTATATAACCGTGGTAGCCAGTGACAATTAGAAACCT 

GCCCATTGAGGGCTGAGAACACACACACACATACACGCACACACACACACACACACACAC 

ACACACACAGCATGCTCATATTTTTCATTCAACATATATTTATTGGGTGTTCACAATACA 

CCCTGTCCCTGACTTTATTGATTTTACTTTCTAGTGGCGGAACCAAAATATAAGCAGGGT 

GTCAATATATAAAAAATTTCCACATGGTAAATCCTGTGAAAAAAATGACCCTTCAGAAGA 

TATCTGGAGAGACCACAGTGTGGGGAGCCCACCCCAGGCCTGCCCTCCCTCATGAAGTCC 

ACCTCTAATAGGAGATATAAACGCTAGACTACCACTTTAAATAAAAAAAACAAATAAAAA 

AAAACCCCTCTTCCCTTTTTTTCTTCTCCAATCTATAAACAGAAACAATTACTAAACATG 

GGACCTTCAAAAAAAAAAACTCCTCCAGGGGGGGAAAGAAAAAGTCCCCCATCCCCTTTT 

CCTACACAAATGATACCTGAGGGGGTGTAGTTCATTTAGAAATTTTTTTGTGTGTACAAA 

CACCCCTCGTCCTCTCTTTTTTGTTTTTTACTTTCCGGGCAGGCACAAGAGACAGGCGGG 

GGTTCTTTTTAAATCCTTTCCCCCTGAAAGTCCGGGGAAATAATGATCTTTCCAATCACT 

CTTGAAAAAACCCTGGTGGGGGAGGCCGCCCCGCTTCTCCTCTACTAAAATTCTTTTTTA 

ATAAGAGAGAAATATAAATT 

 
ภาพภาคผนวกที� 6 ลําดบัเบสของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง S0766 จาก 

       ตวัอยา่งสกุรเบอร์ 20 
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เครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ S0710 ซึ�งจากการตรวจสอบลําดบัเบส 
ของชิ &นสว่นดีเอ็นเอจากสตัว์ 2 ตวั คือ 1H และ 2H พบว่ามีคณุสมบตัิเป็นไมโครแซทเทลไลท์ทั &งสิ &น 
การเรียงตวัของลําดบัเบสแกนเป็นชุดซํ &าสั &น ๆ คือ ...(TATC)15(TG)2…(TA)3(TATC)2(TA)4... (TA)9… 
และ ...(TATC)5(TG)2…(TA)5…(TAAA)4 AAA (TAAA)3T(TG)12...ตามลําดบั  แต่เนื�องจากเป็นสตัว์  
คนละตวัจงึมีชดุซํ &าที�แตกตา่งกนั ดงัภาพภาคผนวกที� 7 

 
>16_1H_S0710 

AACCGCTGGAGGGAGCAGGTTTGATTCCTGGCCTCATCCACTGGGTTAAGGACCTGGCGT 

TGCTGTGGCTGTGGTGCATGCTGGCAGCTGCAGTCTGATGTGATCCCTAGCCTGGGAACT 

TCCATGTGCCACAGGTGCGGCCCTAAAAATATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTAT 

CTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTGTGTATGAACTATAGATATATATATCTATC 

TATATATAAAAAACTATATATATATATATATAGATAGATAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAA 

AAAAGGGGGGGGTGGGTGTGTGGGTGTATAAAGGGAAGCAAAGGGGGGGGATGGGAGTGG 

GAGGGCGAGGGCTGGCGTGGGAGTGGGGGGGCCGGACGTTGCTCGCGTGAAACTAAGTTT 

ATGGGGGTTCTTCCCGAACGATTCAACTCAAGTCTCTTAAGTGCTCTTCGGTGACCGTCT 

AACTCTCTTTTGCCTCTATTATCGCCAATCGAGGCAACAGCCCATGAACTAATCGGCCCT 

CACTGACTTGAAAGAACTAGGTAGATATTCTCCAAGAGACGCGCCCGTCTATCTAGGCCT 

TCTGTCCCCCATATCAAAACACATCAAACAACACTACCACAAAGCGTGCAAAGACTACTC 

TACACATACCATACCGATGTATACTGTGTGGCGACCGAGCCCAGCCCACAAAACCAGGAA 

ATGCCTGGGCCCTGTGTACCCCTGGGAACCAAGACAGAAAAAAGAACAAAGATGACAAAG 

CCCTGCCCGGCCTTGCCACTTCAGTTGTGCCATTCGGTTCTGTGGCCTCAATTGCATAGC 

GTTTAACTTAAATGTATATGATTCCTGTAGCTGTTGCTAGCACTGCCGACTCACAACAGC 

CCCAAACCCAA 

 
 

>64_2H_S0710 

ATTAAGAGCATGTTTGATTCCTGGCCTCATCCATTGGGTTAAGGACCTGGCGTTGCTGTG 

GCTGTGGTGCATGCTGGCAGCTGCAGTCTGATGTGATCCCTAGCCTGGGAACTTCCATGT 

GCCACAGGTGCGGCCCTAAAAATATCTATCTATCTATCTATCTGTGTAATATCTATATAT 

ATATGAAGTACTATAAATATAAATATAGATAGATAAATAAATAAATAAAAAATAAATAAA 

TAAATTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGGTAGAAGAAAACAGAGAGGATGGGTTTGGG 

ATTGGGAGCGGGGCGCCCGGCCGGGGCGGGGCCGGGTGGTTCCCGCCCGGGTGGGGGCGG 

GGAGGAATCCTGCCGCGCCTGGGTGCCCATCAGGACGGTACCCTCGGAATAACCTCCTTT 

TATCTTCGCCCCACCAACCCCGCTCATACCTACCGGGACAAGCCCCACTCGGAATGACTG 

GGCGTCCGCCGGCTCCTAACTCCGACCTCACAGTCCCGCGCGAAATTCCTGCCCTCTACC 

TGCCCACTGCGTCTGAGAGGTCTTACCTTGAATATTGTAGAGCGCAGCAGAATGTCCAGT 
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GTATAGTTGAAATTTTTAAATTTTCCACTCACACCAACACCTAACTCGTCACCTAGTCCT 

TACTGGCCTAAGTCAGAACTAGGGAACTAAAACATAAATACCCTCACACCCACTCTCCAA 

CGAAATAGCTGACCTTGAGGGCTTAGCATTTCGTCCCGACCCACCCGCATCTCTCGCTGG 

CCAGACGACCCCGAGTCAAAACCCACGGAATAGACCAGGCCGCAAGTCGGGAAGCAGTGT 

TTCATTCT 

 
ภาพภาคผนวกที� 7 ลําดบัเบสของเครื�องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ S0710 จาก 

                 ตวัอยา่งสกุรเบอร์ 16 (1H) และ 64 (2H)  
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ภาคผนวก ค 
อปุกรณ์ และการจดัเตรียมสารเคมี 
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เครื�องมือทางวิทยาศาสตร์ 
1. เครื�อง PCR SPRINT (Thermal Cycler) รุ่น GeneAmp PCR system9600 (Perkin 

Elmer, U.S.A.) 
2. เครื�อง Vortex Mixer รุ่น Vortex Genie2 (Scientific Industries, U.S.A.) 
3. เครื�องปั�นเหวี�ยง (Centrifuge) รุ่น EBA 12 (Hettich, Germany) 
4. เครื�องไมโครเวฟ (Microwave) รุ่น MO-034 (Imarflex, Thailand) 
5. เครื�อง Spectrophotometer รุ่น GeneSys10 series (Spectronic, U.S.A.) 
6. เครื�องเขย่า (Bio-shaker) รุ่น PSU-2T plus (Altan, A.S.) 
7. เครื�องชั�งแบบละเอียด รุ่น PK-352 (Denver Instrument, U.S.A.)  
8. เครื�องให้ความร้อน (Hot Plate Stirrer) รุ่น HS-101 (GEM, Thailand) 
9. ชดุ Gel Electrophoresis ชนิดแนวนอน ประกอบด้วย 

- Power Supply รุ่น Power Pac (Bio-Rad, U.S.A.) 
- Electrophoresis System รุ่น MiniGes (Wealtec, Tiawan) 

10. ชดุอปุกรณ์ถ่ายภาพเจล (DOC-Print และ UV) (Vilber Lourmat, France) 
11. อา่งนํ &าควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) W350 (Memmert, U.S.A.) 

12. ตู้แชเ่ย็น -20 °C รุ่น FZ-189GYN (Mirage, Thailand) 
 
วสัดทุางวิทยาศาสตร์ 

1. Automatic Micropipettes รุ่น Pipetman ขนาด P2, P10, P100, P200 และ P1000 
(Gilson, France) 

2. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
3. PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
4. Pipette tips ขนาด 0.5-10 ไมโครลิตร 
5. Pipette tips ขนาด 200 ไมโครลิตร 
6. Pipette tips ขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
7. Parafilm (Paraflim M, U.S.A.) 
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สารเคมี 
1. Agarose gel powder 
2. Acrylamide  
3. Bis-Acrylamide                     
4. Blue/Orange  
5. dNTP set 4x25 µmol : dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas, USA.) 
6. 1,4 Dithiothreitol (DTT; HSCH2(CHOH)2CH2SH) (Promega, USA.)  
7. Ethylene diaminetetra acetate (EDTA; C10H14N2O8NA2.2H2O) (Sigma, USA.) 
8. Ethanol (96-100 %) 
9. Ethidium bromide (Sigma, USA.) 
10. Oligonucleotide Primer  
11. Glacial Acetic acid 
12. Protenase K 
13. Tris Base 
14. Taq DNA polymerase 
15. 25 % Ammonium persulfate (Promega, USA.) 
16. TEMED ( N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) (Promega, USA.) 
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การเตรียมสารเคมีสําหรับ  Electrophoresis 
 

1. 40 % Acrylamide Mix (19:1) (Euro-lone) 

-  Acrylamide  190.00 กรัม 
-  Bis-Acrylamide                    10.00 กรัม 
-  H2O(sterile) up to               500.00 มิลลิลิตร 
ทําการผสมกนัให้ดี โดยเพิ�มอณุหภมูิขณะผสม 
กรอง 0.2 uM 
เก็บในตู้เย็น 4 °C 

2. 25 % Ammonium persulfate (Promega, USA) 

- APS         0.75  กรัม 
- dH2O         3.00  มิลลิลิตร 

 เตรียมใหมก่่อนใช้งานทกุครั &ง 

3. TEMED ( N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) (Promega, USA) 

4. 100 bp. DNA Ladder (Fermentas, USA) 

 การเตรียม 100 bp. DNA Ladder มีอตัราสว่นดงันี & 
 - สําหรับ agarose gel อตัราสว่น DNA Ladder: loading dye; 1:4 เมื�อผสม

เรียบร้อยแล้ว นํามาใช้ในปริมาตรครั &งละ 2 ไมโครลิตร 
 - สําหรับ polyacrylamide gel อตัราสว่น DNA Ladder: loading dye; 1:2 เมื�อ

ผสมเรียบร้อยแล้ว นํามาใช้ในปริมาตรครั &งละ 3 ไมโครลิตร 

5. 50X TAE (Tris-acetate EDTA) Buffer  

- Tris base 242.00 กรัม 
- Glacial Acetic acid              57.10   มิลลิลิตร 
- 0.5 M EDTA            100.00   มิลลิลิตร 
- เตมิ sterile H2O จนครบ    1,000.00 มิลลิลิตร 

 ผสมให้เข้ากนัแล้วนําไป  autoclave และเก็บไว้ที�อณุหภมูิห้อง 
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6. 1X TAE (Tris-acetate EDTA) Buffer  

 - 50X TAE Buffer                    60.00   มิลลิลิตร 
   - dH2O add to                2,940.00   มิลลิลิตร 

    ปริมาตรรวม                   3,000.00   มิลลิลิตร 

7. 10X Loading dye เก็บที� 20°C (แบง่มาใช้เก็บที� 4°C)  

  - 10 % Bromophenol blue  0.2  มิลลิลิตร 
- 10 % Xylene cyanol              0.2  มิลลิลิตร 
- 0.5 M EDTA                           1.0  มิลลิลิตร 
- Tris HCl pH 8.0 1.0  มิลลิลิตร 
- 87 % Glyceral 11.5  มิลลิลิตร 
- H2O    6.1  มิลลิลิตร 
 ปริมาตรรวม 20.00  มิลลิลิตร 

8. Ethidium bromide (ความเข้มข้น 5 mg/ml) (Sigma,USA) 

 -  Ethidium 0.2  กรัม 
 -  H2O                                      40.00  มิลลิลิตร 

9. 5X TBE (Tris-borate EDTA) Buffer  

- Tris base 53.90 กรัม 
- Boric acid 27.50 กรัม 
- EDTA (pH 8.3)  3.70  กรัม 

   ผสมให้เข้ากนัแล้วนําไป  autoclave 
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การเตรียมสารเคมีสําหรับสกดัดีเอ็นเอจากนํ &าเชื &อสกุร 
Buffer X2 ประกอบด้วยสารเคมี ดงันี & 
  1.  20 mM Tris.Cl, pH 8.0 
 2.  20 mM EDTA 
 3.  200 mM Nacl 
 4.  4 % SDS 
 5.  80 mM DTT (dithiothreitol) *เตรียมก่อนใช้งานทนัที 
 6.  12.5 µl/ml QIAGEN® proteinase K  *นําออกมาจากชอ่งแชแ่ข็ง แล้วรอให้ละลาย 
 
 การเตรียมสารละลาย Buffer X2 ในปริมาตรต่าง ๆ เพื�อสะดวกแก่การใช้งาน ดงัตาราง
ภาคผนวกที� 5 และเมื�อเตรียมเสร็จเรียบร้อยแล้วดูดสารละลาย Buffer X2 ปริมาตร 200 µl. 
สําหรับใช้สกดัดีเอ็นเอจากนํ &าเชื &อ 
 
ตารางภาคผนวกที� 5 การเตรียมสารละลาย Buffer X2 ในปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร หรือ 0.625      

  มิลลิลิตร  
 

สารเคมี 
เตรียมในปริมาตร 

 1.25 ml.            0.625 ml. 
1.  20 mM Tris.Cl, pH 8.0 25 µl. 12.5 µl. 
2.  20 mM EDTA 50 µl. 25 µl. 
3.  200 mM Nacl 250 µl. 125 µl. 
4.  4 % SDS 500 µl. 250 µl. 
5.  80 mM DTT  100 µl. 50 µl. 
6.  12.5 µl/ml QIAGEN® proteinase K  15.625 µl. 7.8125 µl. 
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ตารางภาคผนวกที� 6  รายละเอียดข้อมลูพนัธุกรรมที�ได้จากห้องปฏิบตักิาร และข้อมลูของบนัทกึ   
           พนัธุ์ประวตัจิากตวัอยา่งสกุรที�ใช้ในการศกึษาทั &งหมด 80 ตวัอยา่ง 
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1. FF DE CD DE AF AC AC ผู้  7751 1 ราชบรีุ 1   
2. EH AD BC AE BE CD AB เมีย 7752 2 ราชบรีุ 1   
3. AA AE CD AB AB BC AE ผู้  7753 3 ราชบรีุ 1   
4. CG CE EF EE CD AC AE เมีย 7754 4 ราชบรีุ 1   
5. CG AC AE CC CC AC AE ผู้  7755 5 ราชบรีุ 1   
6. CG EE EE CC BB AC EE เมีย 7756 6 ราชบรีุ 1   
7. EH BF EF BB AB BC AA ผู้  7757 7 ราชบรีุ 1   
8. DG DE CD BB AC AB AA เมีย 7758 8 ราชบรีุ 1   
9. BB BD EG AA AD AC AA เมีย 7759 9 ราชบรีุ 1   

10. DG CC EF BB AB AC AA ผู้  7760 10 ราชบรีุ 1   
11. DG CC EF BB AB AC AA เมีย 7761 11 ราชบรีุ 1   
12. DG BC FG BB AC AC AE ผู้  7762 12 ราชบรีุ 1   
13. DD CD EF AA AA AC AE ผู้  7763 13 ราชบรีุ 1   
14. DD DE EF AA AB AC BE เมีย 7764 14 ราชบรีุ 1   
15. GH EE DD BB AB AC AE ผู้  7765 15 ราชบรีุ 1   
16. GH EE DD BC AA AC EF เมีย 7766 16 ราชบรีุ 1   
17. DG DF EF AA AF AB AA เมีย 7767 17 ราชบรีุ 1   
18. DD AB EF AB AF BC AA ผู้  7768 18 ราชบรีุ 1   
19. DH AD AF BB AA BC AA เมีย 7769 19 ราชบรีุ 1   
20. DG AE EF BC AA CD AE ผู้  7770 20 ราชบรีุ 1   
21. AD BD EF BB AE AC AC เมีย 1352 35 ราชบรีุ 2   
22. GH BE AE AA AB AB AA เมีย 153 24 ราชบรีุ 2   
23. AD BD EE BB BE AC AA เมีย 216 14 ราชบรีุ 2   
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24. GH BE AE AA BB AB AA เมีย 234 23 ราชบรีุ 2   
25. AG BC FG AA BE AC AC เมีย 321 53 ราชบรีุ 2   
26. DG BD EF AC AC AC AE เมีย 132 42 ราชบรีุ 2   
27. FF CD AG AA AB AC AA เมีย 012723 164741 ชยันาท   
28. AA FF EF EE DF AC AA ผู้  11293 Netto ชยันาท   
29. AF AC AE CD AC AC AC ผู้  5095 KrollQ ชยันาท   
30. EE AF CD EE CC AC AC ผู้  3933 173297 ชยันาท   
31. DG DE AE DD AA AC AE ผู้  3426 Hansen ชยันาท   
32. AG DD AE BC AB AC AE ผู้  3139 Paka ชยันาท   
33. AE CE FG BC EE AC AD ผู้  1018 Jepp ชยันาท   
34. EE AE BC AB EE AC AB ผู้  10054 Top ชยันาท   
35. FF CD AE EE AC AC AC ผู้  3096 Dena ชยันาท   
36. AC FF AC DD AB AC AC เมีย 20031 Dodo ชยันาท   
37. AA FF AB CC BB AC AC ผู้  20036 Proffen ชยันาท   
38. EH AD AA BB CC CD AF เมีย 20140 Rape ชยันาท   
39. AA FF AE BB AC BC AE ผู้  20021 Issue ชยันาท   
40. AA CD EF BB AC CD AD เมีย 300670 158063 ชยันาท   
41. AA DF EF EE AC AC AA เมีย (ลกู) 20002 Almond ชยันาท   
42. AA EF EF CE AC AC AA ผู้  (ลกู) 20002 Almond ชยันาท   
43. AA CF EF CE AC AC AA เมีย (แม)่ 300352 471113 ชยันาท   
44. AA DE EE EE AC AC AC ผู้  (พอ่) 018590 164106 ชยันาท   
45. AA FF EF BE AA AC AE เมีย (ลกู) 12358 Hagis ชยันาท   
46. AD CF AB EE AC AC AA ผู้  (ลกู) 12358 Hagis ชยันาท   
47. AA CF AF EE AC AC AE เมีย (แม)่ 011634 176287 ชยันาท   
48. AD EF BE BE AA CD AA ผู้  (พอ่) 018824 177267 ชยันาท   
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49. AE AF CE BB AA CD AD ผู้  (ลกู) 3132 Fenn ชยันาท   
50. AH DF CE BB AC AC AA ผู้  (ลกู) 3132 Fenn ชยันาท   
51. AA FF EF BB AA CD AD เมีย (แม)่ 013339 172951 ชยันาท   
52. EH AD CD BB AC AC AA ผู้  (พอ่) 015423 168701 ชยันาท   
53. FF EF AE EE AB BC AA เมีย (ลกู) 3565 Kold ชยันาท   
54. FF EF BE EE AB BC AE ผู้  (ลกู) 3565 Kold ชยันาท   
55. FF CE AB EE AA CD AE เมีย (แม)่ 017028 162749 ชยันาท   
56. FF FF EE EE BB BC AA ผู้  (พอ่) 031385 173867 ชยันาท   
57. AG FF BF EE AB AC AA เมีย (ลกู) 3198 Furos ชยันาท   
58. AG DF BE EE AF AC AD ผู้  (ลกู) 3198 Furos ชยันาท   
59. AG CF EF EE AA AC AD เมีย (แม)่ 011313 174742 ชยันาท   
60. GG DF BE EE BF AC AA ผู้  (พอ่) 025178 165411 ชยันาท   
61. EE DD FG CC CF AC AB เมีย (ลกู) 1941 Jarp ชยันาท   
62. BE DD FG AC EF AC AC เมีย (ลกู) 1941 Jarp ชยันาท   
63. BE DD EF AC EF AC AC เมีย (แม)่ 000021 173288 ชยันาท   
64. BE DD FG CC CE AC AB ผู้  (พอ่) 09280 168577 ชยันาท   
65. AA CC AE EE BB CD AD ผู้  (ลกู) 3316 Logan ชยันาท   
66. AG CC AE EE BB AC DD เมีย (ลกู) 3316 Logan ชยันาท   
67. AG CE AE CE BC CD AD เมีย (แม)่ 020024 172951 ชยันาท   
68. AG CE AB BE BE AC AD ผู้  (พอ่) 019735 168295 ชยันาท   
69. CE AF AC BB AA BC AD ผู้  (ลกู) 3109 Fenn ชยันาท   
70. AE DD AC BB AC BC AD ผู้  (ลกู) 3109 Fenn ชยันาท   
71. AC DF AA BD AA AB AD เมีย (แม)่ 016241 168342 ชยันาท   
52. EH AD CD BB AC AC AA ผู้  (พอ่) 015423 168701 ชยันาท   
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72. BH CD EE BE CF AC AA ผู้  (ลกู) 50 AIDL ศนูย์ฝึก นฐ   
73. CH CD EF CE AC AC AC ผู้  (ลกู) 50 AIDL ศนูย์ฝึก นฐ   
74. GH CD EF BC AF AC AC เมีย (แม)่ 0442 AIDL745 ศนูย์ฝึก นฐ   
75. BC DD EF BE CC AC AA ผู้  (พอ่) - - ศนูย์ฝึก นฐ   
76. BG CD CF BB AC AC AB ผู้  (ลกู) 69 AIDL ศนูย์ฝึก นฐ   
77. BG BD CF BB AC AC AA ผู้  (ลกู) 69 AIDL ศนูย์ฝึก นฐ   
78. GG BC CE AB AD AC AB เมีย (แม)่ 0440 AIDL745 ศนูย์ฝึก นฐ   
79. AC CE AE EE AC CD AE เมีย (ลกู) 46488 Geo ชยันาท   
80. AF CC AB AE AA CD AA ผู้  (พอ่) 017642 170515 ชยันาท   
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 นางสาว วันวิสาข์  แย้มมีกลิ�น เกิดวันที� 14 พฤษภาคม  พ.ศ.  2527 ที�เขตหนองแขม
อําเภอหนองแขม จงัหวดักรุงเทพมหานคร สําเร็จการศกึษาระดบัปริญญาตรี วิทยาศาสตร์บณัฑิต 
คณะสตัวศาสตร์ และเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัศิลปากร เมื�อปีการศกึษา 2548 จากนั &น
เข้าศึกษาต่อในระดบัปริญญามหาบณัฑิต สาขาการปรับปรุงพันธุ์สตัว์ ภาควิชาสตัวบาล คณะ
สตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เมื�อปีการศกึษา 2549 
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