
การหาความสัมพันธพอกับลูกในโคนม ดวยเครื่องหมายพันธกุรรม 
ชนิดไมโครแซทเทลไลท 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสุพิชญา  เชษฐสิงห 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวชิาการปรับปรุงพนัธุสัตว ภาควิชาสัตวบาล 
คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา 2549 
ลิขสิทธของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 



PATERNITY TESTING IN DAIRY CATTLE  BASED ON   
MICROSATELLITE  MARKERS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Mrs.  Supitchaya  Chethasing 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial fulfillment of the Requirements  
for the Degree of Master of Science Program in Animal Breeding 

Department of Animal Husbandry 
Faculty of Veterinary Science 

Chulalongkorn University  
Academic Year 2006 

Copyright of Chulalongkorn University 









 ฉ

กิตติกรรมประกาศ 
  

ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ รศ.ส.พญ.ดร.ดวงสมร สุวัฑฒน อาจารยที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ ที่ไดกรุณาใหคําปรึกษา แนะนํา และใหความชวยเหลือแกไขขอบกพรองตางๆ ตลอด
ระยะเวลาในการทําวิทยานิพนธ และชวยกรุณาผลักดันการทําวิทยานิพนธในครั้งนี้ ใหสําเร็จลุลวง
ไปไดดวยดี ขอขอบคุณทานคณาจารย และเจาหนาที่ภาควิชาสัตวบาลทุกทาน ที่ใหความรู และให
ความชวยเหลือดวยดีตลอดมา 

ขอขอบคุณ องคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย (อ.ส.ค.) อ.มวกเหล็ก จ.สระบรุ ี
ที่กรุณาใหความอนุเคราะหการเก็บตัวอยางเลือดและน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุ เพื่อนํามาใชใน
การศกึษาครั้งนี้ขอขอบคุณ น.สพ.เทอดไชย ระลึกมูล ที่ชวยกรุณาติดตอ ประสานงาน และอํานวย
ความสะดวกในการเก็บตัวอยาง ขอขอบคุณ คุณจุฑารัตน จิระศุภโชค  เจาหนาที่ประจํา
หองปฏิบัติการเซลลพันธุศาสตร ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวทิยาลัย ที่อํานวยความสะดวกในการทดลองและวิเคราะหผลในหองปฏิบัติการ ขอขอบคุณ
เพื่อนรวมรุนนิสิตปริญญาโท สาขาการปรับปรุงพันธุสัตว ทุกคนที่คอยใหกําลังใจ กระตุนเตือนให
ความชวยเหลือในดานขาวสารและคําปรึกษาที่ดีตลอดมา ขอขอบคุณศูนยวิจัยและพัฒนา
เทคโนโลยีการผลิตปศุสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่สนับสนุนทุนวิจัย
ในการศึกษาวิทยานิพนธในครั้งนี้ 

ทายที่สุด ขอขอบคุณสมาชิกในครอบครัวของขาพเจาที่ใหโอกาสใหการสนับสนุนคอยให
กําลังใจอยางดีย่ิง และเปนแรงผลักดันที่สําคัญย่ิง ที่ทําใหการศึกษาในครั้งนี้สําเร็จไดดวยดี 
 



 ช

สารบัญ 
หนา 

บทคดัยอภาษาไทย..............................................................................................................ง 
บทคดัยอภาษาอังกฤษ……………………………………………………..…….……………….จ 
กิตติกรรมประกาศ...............................................................................................................ฉ 
สารบัญ………………………………………………………………….…………..…………….ช 
สารบัญตาราง....................................................................................................................ญ 
บทที ่   
1 บทนํา………………………………………………………………………………………..1 
 1.1  ความสําคัญและที่มาของปญหา……………………….…………….………………1 
 1.2 วัตถุประสงค......................................................................................................3 
 1.3 ประโยชนทีค่าดวาไดรับ......................................................................................3 
     
2 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ……………………………………………………………..5 
 2.1  การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ…………………………………………………………..5 
 2.2  เครื่องหมายดีเอ็นเอ...........................................................................................5 
 2.3  ไมโครแซทเทลไลท............................................................................................ 6 
 2.4  หลักการของเทคนคิพีซีอาร…………………………………………………………..8 
 2.5  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ.............................................................................. 9 
  1.  จํานวนอัลลีล................................................................................................9 

  2.  คาความถี่อัลลีล..........................................................................................10 
 2.6 PATERNITY TESTING…………………………………………………………...10 
  Probability of Exclusion (PE)……………………………………………………..10 
  Combine Probability of  Exclusion (CPE)……………………………...............11 
     
3 วิธีการดําเนินงาน…………………………………………………………………………..15 
 3.1 ตัวอยางที่ใชในการศึกษา……………………………………………………………15 
 3.2 วิธีดําเนินงาน……………………………………………………….……………..15 
  1. การสกัดดีเอ็นเอ...........................................................................................15 
   2. การเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ………………………………………………................16 
     



 ซ

บทที ่                                                                                                                              หนา 
   3. การตรวจแถบดีเอ็นเอดวย Gel Electrophoresis.............................................18 
 3.3 การอานผล......................................................................................................19 
 3.4 วิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตร...……………………………………….................20 
     
4 ผลการวิเคราะหขอมูล…………………………………………………………...………...22 
 4.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดโคนม.........................................................................22 
 4.2 การสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนม..................................................22 
 4.3 ผลการตรวจความสัมพันธของอัลลีลที่พบในครอบครัวโคนม................................23 
 4.4 วิเคราะหขอมูลทางพันธศุาสตร …………………………………………………….33 
   1. รูปแบอัลลีลและความถ่ีอัลลีลที่พบในครอบครัวพอพันธุโคนม......………….…33 
   2. การคํานวณคา PE และคาความเชื่อม่ัน (CPE)…………………………………34 
     
5 อภิปรายผล………………………………………………………………………………...37 
 5.1 การสกัดดีเอ็นเอ...............................................................................................37 
 5.2 การเพิ่มจํานวนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยเทคนคิพีซีอาร......……………..….37 
 5.3 การตรวจสอบความสัมพันธของอัลลีลที่พบในครอบครัวโคนม………………..…..37 
 5.4 รูปแบบและความถี่อัลลีลที่ในประชากรโคนม……………………………………...38 
 5.5 การวิเคราะหคา PE และ CPE ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททีท่าํการศึกษา

...39 
   
6 สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ…………………………………………………………..41 
 6.1 สรุปผลการวิจัย................................................................................................41 
 6.2 ขอเสนอแนะ……………………………………………………………..………….41 
     
     
รายการอางอิง………………………………………………………………………..................42 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ...................................................................................................47 

     
     
     



 ฌ

สารบัญตาราง 
ตารางที่..........................................................................................................................หนา 
2.1 แสดงเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่สามารถนําไปใชเปนเครื่องหมายที่ใชในการ 

ตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือด……………………………………………………7 
3.1  แสดงรายละเอียดไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร ที่ใชนการเพิ่มปรมิาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ 

ที่ตองการ…...………………………........................................................................16 
3.2  แสดงสวนประกอบของปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดวยเทนคิพีซีอาร(PCR)……..16 
3.3  สวนประกอบของ 6% polyacrylamide gel (กระจกขนาด 8x8นิ้ว)..………………....19 
4.1  รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุH40001 

กับลูก8ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 10 ตําแหนง..........................................................................................23 

4.2 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุ s2230  
กับลูก7ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 10 ตําแหนง..........................................................................................24 

4.3 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs2238 
กับลูกสาว6ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโคร 
แซทเทลไลททัง้ 10 ตําแหนง...................................................................................25 

4.4 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs2227 
กับลูก6ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 10 ตําแหนง..........................................................................................26 

4.5 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs2241 
กับลูก9ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 10 ตําแหนง..........................................................................................27 

4.6 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs2232 
กับลูก7ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 9 ตําแหนง............................................................................................28 

4.7 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs2223 
กับลูก4ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 9 ตําแหนง............................................................................................29 

  
  



 ญ

 สารบัญตาราง 
ตารางที่..........................................................................................................................หนา 
4.8 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs2225 

กับลูก9ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 8 ตําแหนง...........................................................................................30 

4.9 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs2228 
กับลูก2ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 8 ตําแหนง...........................................................................................31 

4.10 รูปแบบจีโนไทป(genotype)แสดงความสัมพันธุทางสายเลือดของพอพันธุs9113 
กับลูก3ตัวจากการตรวจสอบความสัมพันธุพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลททั้ง 8ตาํแหนง............................................................................................32 

4.11 แสดงรูปแบบอัลลีลและความถี่อัลลีล ที่พบในประชากรโคนมที่ศึกษาดวย 
เครื่องหมาย ไมโครแซทเทลไลททั้ง 7-10ตาํแหนง.....................................................33 

4.12 แสดงคาPEของแตละครอบครัว และคา CPE จากประชากรโคนมทัง้ 10 ครอบครัว ที่
สามารถเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอไดในกระบวนการทําพีซีอาร จากเครื่องหมายไมโครแซท 
เทลไลท ทัง้10 ตําแหนง..........................................................................................34 

4.13 แสดงคาความเชื่อม่ัน(CPE) ในการนําเครือ่งหมาพันธุกรรมไปประยุกตใชใน 
การตรวจสอบความเปนพอกับลูกของโคนม………….…………………………...……35 

 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 

การคัดเลือกและการปรับปรุงพันธุโคนมนั้น สิ่งสําคัญประการหนึ่งที่ตองคํานึงถึงคือ 
ความถูกตอง และแมนยํา ในการคัดเลือกตัวสัตวที่มีความสามารถทางพันธุกรรมสูงที่สุด เพื่อใช
เปนพอแมพันธุในการผลิตลูกตอไป ความถูกตอง ในการคัดเลือกพอแมพันธุที่ดีเดนเนื่องจาก
พันธุกรรมที่แทจริงนั้น ยอมทําใหแผนการพัฒนาและปรับปรุงพันธุสัตว มีความกาวหนาเพ่ิมข้ึน
สําหรับการคัดเลือกพอแมพันธุโคนมที่ใหผลผลิตสูง สามารถถายทอดคุณภาพและปริมาณของ
ผลผลิตน้ํานมไปยังรุนลูกไดมากหรือนอย ข้ึนอยู กับผลการประมาณคุณคาการผสมพันธุ 
(breeding value) อันเปนอิทธิพลของยีนบวกสะสม ที่บอกคาความสามารถทางพันธุกรรมของ
สัตวแตละตัว สําหรับการปรับปรุงพอพันธุโคนมที่ถายทอดลักษณะที่แสดงออกเฉพาะเพศเมีย ซึ่ง
ไมสามารถวัดไดโดยตรงจากพอพันธุ จําเปนตองอาศัยขอมูลผลผลิตของลูกสาวในการประเมินคา
ทางพันธุกรรม ดังนั้นลักษณะที่แสดงออกในลูกจะสามารถเปนตัวบงชี้ถึงกรรมพันธุของพอได โดย
ที่การประมาณคุณคาการผสมพันธุในการถายทอดพันธุกรรม จะข้ึนอยูกับความถูกตองในการ
บันทึกขอมูล และความสัมพันธ (relationship)  ระหวางตัวสัตวเปนสําคัญ (Baron et al, 2002) 

 
ความสัมพันธทางสายเลือดเพื่อบงช้ีความเปนพอลูกที่ถูกตอง ที่ไดจากการศึกษาบันทึก

พันธุประวัติของสัตว จากการทดสอบ progeny test นั้น เปนส่ิงสําคัญในการบงบอกถึงการ
ถายทอดลักษณะพันธุกรรมที่ดีจากพอไปสูลูก อยางไรก็ตาม การจดบันทึกขอมูลที่ไมถูกตอง อาจ
สงผลทําใหเกิดความคลาดเคลื่อนในการประมาณคาทางพันธุกรรมได โดยจะกอใหเกิดอคติ 
(biased) สงผลกระทบตอการประเมินคาทางพันธุกรรม ลดความแมนยําในการทดสอบ progeny 
test ทําใหคาอัตราพันธุกรรมที่คํานวณไดไมตรงกับคาที่เปนจริงในตัวสัตว และสงผลกระทบตอ
ความกาวหนาทางดานพันธุกรรม ทําใหการปรับปรุงพันธุใชระยะเวลานานขึ้น (Van Vleck,1970b; 
Israel and Weller, 2000; Gelderman et al., 1986) สําหรับความผิดพลาดในการบงชี้พอพันธุ 
(paternity misidentification) นั้น สามารถกอใหเกิดอคติ ในการประมาณคาพารามิเตอรทาง
พันธุกรรม โดยอคติที่เพิ่มข้ึนจะเปนสัดสวนตามการบันทึกที่ไมถูกตองเพิ่มข้ึน (Bonos et al., 
2001) ซึ่งการศึกษาที่ผานมาไดมีการพิจารณาถึง การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมจากพอสูลูก 
ทั้งจากการศึกษาขอมูลจริง และศึกษาจากขอมูลทําการจําลองขึ้น (simulated data)ของกลุม
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ประชากร (Van Vleck;1970b ;Gelderman et al; 1986,)  ทําการประมาณคาดวย animal model 
(Israel and Weller, 2000; Bonos et al., 2001) จากการศึกษาพบวา ความไมถูกตองของ
ความสัมพันธพอกับลูก จะกอใหเกิดอคติหรือความลําเอียงในการประมาณคาอัตราพันธุกรรม การ
ประมาณคาการผสมพันธุ และสงผลใหความกาวหนาทางพันธุกรรมลดลง ทําใหการปรับปรุงพันธุ
ไมเปนไปตามวัตถุประสงคที่วางไวได จึงจําเปนอยางย่ิงที่จะตองคํานึงถึงความถูกตองของการ
บันทึกขอมูลพันธุประวัติ 

 
ปจจุบันนี้ความกาวหนาทางดานอณูพันธุศาสตร ไดมีการพัฒนาไปอยางรวดเร็ว และ

สามารถนํามาประยุกตใชใหเกิดประโยชนอยางกวางขวางในดานการปรับปรุงพันธุโคนม เพื่อใช
ประโยชนดานตางๆ เชน การบงชี้ลักษณะเฉพาะตัว และบอกความสัมพันธทางสายเลือด เปนตน
สําหรับเทคนิคที่ประยุกตใชในการตรวจความสัมพันธระหวางพอกับลูก (paternity testing) เปน
เทคนิคที่ใชศึกษาเพ่ือบอกความเปนพอลูกที่แทจริงของสัตว ในรูปแบบของ probability of 
exclusion (PE) และ Combine probability exclusion (CPE) (Jamison and Taylor, 1997) เพ่ือ
ใชประโยชนในการเพ่ิมความถูกตอง ในการบันทึกขอมูลพันธุประวัติ ที่จะเปนประโยชนอยางย่ิงใน
การประเมินคาพารามิเตอรทางพันธุกรรม ซึ่งในการตรวจสอบนี้จะตองใชเครื่องหมายพันธุกรรม 
(marker) ที่มีความหลากหลายของอัลลีลสูงเพื่อที่จะบงชี้คุณลักษณะจําเพาะของสัตวไดแมนยํา
ข้ึน (Vankan and Faddy, 1999; Usha et al., 1995) เครื่องหมายพันธุกรรม ชนิดไมโครแซทเทล
ไลท (microsatellite marker) เปนเครื่องหมายที่มีความเหมาะสม ในการนําไปหาความสัมพันธ
พอกับลูกได (Fries et al., 1990) เนื่องจาก มีความผันแปรของจํานวนซ้ําสูง หรือมีความ
หลากหลายของจํานวนอัลลีล มีกระจายอยูทั่วไปตลอดทั้ง ยีโนม สามารถเลือกใชไดทีละหลาย
ตําแหนงได ทําใหการตรวจสอบมีความละเอียดและถูกตองมากยิ่งขี้น (Tantz, 1993) การ
ประยุกตใชเทคนิคทางดานอณูพันธุศาสตร เพื่อตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือด จึงเปนการ
นําเอาความรูในระดับโมเลกุลมาประยุกตใชในการปรับปรุงพันธุสัตว เพื่อปองกันความผิดพลาด
ในการบงชี้ความสัมพันธทางเครือญาติ อันจะสงผลตอการประเมินคาพารามิเตอรทางพันธุกรรม 
และทําใหการปรับปรุงพันธุไมตรงตามวัตถุประสงคที่วางไว (Ron et al., 1996; Baron et al., 
2002; Vissher et al., 2002) 

 
การปรับปรุงพอพันธุโคนมในประเทศไทย มีการคัดเลือกและจัดลําดับพอพันธุ จากการ

ประมาณคุณคาการผสมพันธุ โดยมีการวิเคราะหขอมูลของลักษณะผลผลิตน้ํานมเปนหลักบน
พ้ืนฐานความรวมมือกับเกษตรกรที่เขารวมโครงการ ปจจุบันไดมีการพัฒนารูปแบบการวิเคราะห
ขอมูล เพื่อความถูกตอง แมนยํา ในการประมาณคุณคาการผสมพันธุอยูเสมอ เพ่ือใหการปรับปรุง
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พันธุ โคนมนั้นมีความกาวหนาตามวัตถุประสงคที่ไดวางแผนไว ซึ่งการพัฒนาดังกลาวจะขึ้นอยูกับ
พ้ืนฐานของขอมูลที่ทําการบันทึกโดยเฉพาะขอมูลพันธุประวัติ และการบันทึกขอมูลที่ดีจะชวยให
การประเมินพันธุสัตวถูกตอง (มนตชัย, 2544)  อยางไรก็ตาม หากการบันทึกพันธุประวัติที่
ผิดพลาด เชน การจดเบอรพอพันธุ กับลูกสาวไมถูกตอง หรือไมสามารถระบุไดวาเปนลูกของพอ
ตัวใด ก็ยอมทําใหมีโอกาสการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุ โคนมผิดพลาดไดเชนกัน 

 
การประยุกตใชเทคนิคทางดานอณูพันธุศาสตรในรูปแบบของ paternity testing ในการ

ตรวจพิสูจนความสัมพันธพอกับลูกนั้น เปนการศึกษาในระดับโมเลกุล เพื่อบอกถึงความสัมพันธ
กันทางสายเลือดของสัตวที่อาศัยผลที่ไดจากหองปฏิบัติการ สําหรับชวยเพิ่มความถูกตอง ชัดเจน
ของขอมูลความสัมพันธพอกับลูกที่ทาํการบันทึกพันธุประวัติ ที่นาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่จะชวย
เสริมใหการบันทึกขอมูลมีความถูกตองมากยิ่งขึ้น อันเปนการเพิ่มประสิทธิภาพ และความแมนยํา 
ในการคัดเลือกพอพันธุโคนม 
 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย  
  

1. เพื่อประเมินประสิทธิภาพการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกโดยใชเครื่องหมาย
พันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท 

 
2. เพื่อตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอพันธุกับลูกสาว จากขอมูลที่บันทึกพันธุ

ประวัติ ที่เขาทดสอบ progeny test โดยใชเครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซท
เทลไลท  

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
  

1. ทราบประสิทธิภาพการตรวจสอบหาความสัมพันธพอกับลูก (paternity testing) 
ของประชากรโคนมไทย ดวยเครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลทได 

 
2. สามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือดได เพ่ือใชเปน

เครื่องมือในการแกปญหาประวัติพันธุสัตว ในภาคสนามไดอยางถูกตอง แมนยํา 
และใชประโยชนในดานการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุสัตวไดอยางนาเชื่อถือย่ิงขึ้น 
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3. สามารถตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอลูกได จากขอมูลพันธุประวัติของ
ประชากรโคนมไทยไดดวยเครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลทได 

 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
  

การคัดเลือกพอแมพันธุที่ดีเดนเนื่องจากพันธุกรรมที่แทจริงและมีความถูกตองยอมให
แผนการพัฒนาและปรับปรุงพันธุสัตวมีความกาวหนาเพิ่มข้ึน สําหรับการคัดเลือกและปรับปรุงพอ
พันธุโคนม ตองใชขอมูลของลูกสาวในการประมาณคุณคาการผสมพันธุ เพื่อเปนการบงบอกถึง
ความสามารถในการถายทอดคุณภาพและปริมาณของผลผลิตน้ํานมไปยังรุนลูกได จึงตองอาศัย
ความสัมพันธทางสายเลือดที่ถูกตอง ชัดเจนจากการบันทึกขอมูลพันธุประวัติ อยางไรก็ตาม การ
บันทึกขอมูลที่มีความคลาดเคลื่อน ไมถูกตอง ของความสัมพันธพอกับลูกยอมสงผลตอการ
ประมาณคาทางพันธุกรรมได จึงจําเปนตองนําความรูและเทคโนโลยีทางดานพันธุศาสตร เขามามี
สวนชวยในการศึกษาวิจัย เพื่อใหการปรับปรุงพันธุตรงตามวัตถุประสงคที่ตองการได 

 
2.1 การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ 

 
ลายพิมพดีเอ็นเอ หรือ DNA fingerprinting หมายถึง ลักษณะทางพันธุกรรมของ

ส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะเฉพาะตัว ที่ไมเหมือนใครและไมมีใครเหมือน (ยกเวนฝาแฝดแท) ที่เปนเชนนี้
เนื่องมาจากไดรับการถายถอดดีเอ็นเอมาจากพอครึ่งหนึ่งและจากแมครึ่งหนึ่ง กลายเปนดีเอ็นเอ
ชุดใหม ที่มีลักษณะเฉพาะตัวในรุนตอ ๆ ไป จึงสามารถนํามาใชเปนตัวชวยในการบงบอกลักษณะ
ของสิ่งมีชีวิตที่แตกตางกันได โดยใชเครื่องหมายพันธุกรรม 

 
2.2 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ คือ การใชดีเอ็นเอ มาเปนเครื่องหมายในการตรวจสอบ ถึงความ
แตกตางในระดับยีน หรือดีเอ็นเอของสัตวที่เราศึกษา เปนลําดับเบสชวงหนึ่งบนโครโมโซม ซึ่ง
สามารถบงบอกตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งบนโครโมโซมที่ตรวจสอบได มีการถายทอดไปสูรุนลูกได 

 
ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความจําเพาะของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง สายพันธุหนึ่ง สปชีส

หนึ่ง หรือในระดับตางสปชีส เปนดีเอ็นเอที่อยูที่ตําแหนงหนึ่งๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือ
ดีเอ็นเอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA) การที่สามารถใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายได
เนื่องจากเกิดความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือเกิดโพลิมอร
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ฟซึม (polymorphism) ของลําดับเบสในโมโลกุลของดีเอ็นเอ  เครื่องหมายดีเอ็นเอ ที่นํามาใชใน
การตรวจสอบในสัตว ไดแก RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), Single 
Strand Conformational Polymorphism (SSCP), Random Amplified Polymorphic (RAPD), 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) และ Microsatellite เปนตน 

 
2.3 MICROSATELLITE 

 
ไมโครแซทเทลไลท เปนดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน repetitive DNA ซึ่งเรียงเปนชุดมีลําดับ

เบสที่ซ้ําตอเนื่องกันเปนชวงสั้นๆ ประมาณ 1-6 คูเบสตอชุด การกระจายทั่วไปตลอดยีโนม เรียก 
short tandem repeats (STRs) ความผันแปรของไมโครแซทเทลไลท เกิดขึ้นจากการเพิ่มข้ึนและ
ลดลงของจํานวนซ้ํา โดยที่แตละชนิดมีจํานวนชุดที่ซ้ําแตกตางกัน ระหวางตัวสัตวแตละตัวที่มี
ลักษณะ DNA polymorphism ซึ่งสัตวแตละตัวนั้นจะมีลักษณะเฉพาะตัว (individual 
identification) จึงจัดเปน highly polymorphism จากความรูที่ไดนําไปสูวิวัฒนาการการตรวจลาย
พิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) เพื่อบงชี้เอกลักษณเฉพาะตัว (person identification) และนํามา
ประยุกตใชในการตรวจความสัมพันธทางสายเลือด (paternity testing) ในสัตว(Glowatzki et 
al,1995; Vankan and Faddy, 1999, Luis and Dempster,1987) จากการคนพบเทคนิคพีซีอารที่
เปนวิธีการเพิ่มจํานวนของลําดับเบสของดีเอ็นเอ ไดมีการนําเครื่องหมายโมเลกุลชนิด ไมโครแซท
เทลไลท มาประยุกตใชในการศึกษาพื้นฐานทางพันธุกรรม และ การพัฒนาปรับปรุงพันธุสัตวใน
ระดับโมเลกุล ซึ่งมีประสิทธิภาพ มีความแมนยําและความนาเชื่อถือสูง (Vankan and 
Faddy,1999)  

 
เครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท เปนเครื่องหมายที่มีคุณสมบัติดีกวา

เครื่องหมายพันธุกรรมอื่น ๆ คือ มีความผันแปรของจํานวนซ้ําสูง หรือมีความหลากหลายของ
จํานวนอัลลีล (polymorphism) และมีการกระจายอยูทั่ว ๆ ไปทั้งยีโนม สามารถเลือกใชความ
แตกตางไดทีละหลายตําแหนง ทําใหการตรวจมีความละเอียดและถูกตองมากขึ้น และ อัลลีลของ
ไมโครแซทเทลไลทแบบขมรวมกัน (co-dominance) ซึ่งตัวอยางสามารถที่จะเลือกใชเลือด เสนขน 
น้ําเชื้อหรือตัวอยางอ่ืน ตรวจสอบไดและไดคําตอบที่งายตอการอธิบายและชี้แจง (Visscher et 
al.,2002) 

  
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท สําหรับการศึกษาเกี่ยวกับการพิสูจนความสัมพันธทาง

สายเลือดไดมีการศึกษาที่แตกตางกันไปในแตละกลุมประชากร ตามที่ International Society of 
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Animal Genetic (ISAG) ไดใหคําแนะนําถึงเครื่องหมายพันธุกรรมที่เปนสากล ( international 
marker set ) สําหรับใชตรวจสอบในโคที่สามารถเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอไดดวยเทคนิคพีซีอาร จํานวน 
30 ตําแหนง ดังแสดงในตารางที่ 2.1  

 
ตารางที่ 2.1 แสดงเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ที่สามารถนําไปใชเปนเครื่องหมายที่ใชในการ 

      ตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือด 
 

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

1 
INRA063 
(D18S5) 

18 
ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 
AAACCACAGAAATGCTTGGAAG 

 Vaiman et al.1994 

2 INRA005 

(D12S4)  
12 CAATCTGCATGAAGTATAAATAT 

CTTCAGGCATACCCTACACC 
Vaiman et al.1994   

3 ETH225 
(D9S1) 9 GATCACCTTGCCACTATTTCCT 

ACATGACAGCCAGCTGCTACT Steffen et al.(1993) 

4 ILSTS005 
(D10S25) 

10 GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC 

Brezinsky et al.(1993a) 

5 HEL5 
(D21S15) 

21 GCAGGATCACTTGTTAGGGA 
AGACGTTAGTGTACATTAAC 

Kaukinen  and 
Varvio(1993) 

6 HEL1 
(D15S10) 

15 CAACAGCTATTTAACAAGGA 
AGGCTACAGTCCATGGGATT 

Kaukinen and 
Varvio(1993) 

7 INRA035 
(D16S11) 

16 ATCCTTTGCAGCCTCCACATTG 
TTGTGCTTTATGACACTATCCG 

Vaiman et al.1994   

8 ETH152 
(D5S1) 5 TACTCGTAGGGCAGGCTGCCTG 

GAGACCTCAGGGTTGGTGATCAG Steffen et al.(1993) 

9 INRA023 
(D3S10) 3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC 

TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC  Vaiman et al.1994   

10 ETH10 
(D5S3) 

5 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 
CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC  

Solinas Toldo et al. 
(1993) 

11 HEL9 
(D8S4) 

8 CCCATTCAGTCTTCAGAGGT 
CACATCCATGTTCTCACCAC  

Kaukinen&Varvio(1993) 

12 CSSM66 
(D14S31) 

14 ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA 
AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG  

Barendse et al.(1994) 

13 INRA032 
(D11S9) 

11 AAACTGTATTCTCTAATAGCTAC 
GCAAGACATATCTCCATTCCTTT  

Solinas Toldo et al. 
(1993) 

14 ETH3 
(D19S2) 19 GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG 

ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG  
Solinas Toldo et al. 
(1993) 

15 BM2113 
(D2S26) 

2 GCTGCCTTCTACCAAATACCC 
CTTCCTGAGAGAAGCAACACC  

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

16 
BM1824 
(D1S34) 1 

GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG 

Bishop and 
Kappes(1994) 

17 HEL13 
(D11S15) 

11 TAAGGACTTGAGATAAGGAG 
CCATCTACCTCCATCTTAAC 

Kaukinen and 
Varvio(1993) 

18 INRA037 
(D10S12) 

11 GATCCTGCTTATATTTAACCAC 
AAAATTCCATGGAGAGAGAAAC 

Vaiman et al.1994   

19 BM1818 
(D23S21) 23 AGCTGGGAATATAACCAAAGG 

AGTGCTTTCAAGGTCCATGC 
Bishop and Kappes 
(1994) 

20 ILSTS006 
(D7S8) 7 TGTCTGTATTTCTGCTGTGG 

ACACGGAAGCGATCTAAACG Brezinsky et al.(1993b) 

21 MM12 
(D9S20) 

9 CAAGACAGGTGTTTCAATCT 
ATCGACTCTGGGGATGATGT 

Mommens et al. (1994) 

22 CSRM60 
(D10S5) 

10 AAGATGTGATCCAAGAGAGAGGCA 
AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG 

Moore et al. (1994) 

23 ETH185 
(D17S1) 

17 TGCATGGACAGAGCAGCCTGGC 
GCACCCCAACGAAAGCTCCCAG 

Steffen et al.(1993) 

24 HAUT24 
(D22S26) 

 
22 

CTCTCTGCCTTTGTCCCTGT 
AATACACTTTAGGAGAAAAATA 

Harlizius(commpers.) 

25 HAUT27 
(D26S21) 26 TTTTATGTTCATTTTTTGACTGG 

AACTGCTGAAATCTCCATCTTA Harlizius(commpers.) 

26 TGLA227 
(D18S1) 

18 CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT 
ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA 

Georges and Massey 
(1992) 

27 TGLA126 
(D20S1) 

20 CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT 
TTGGTCTCTATTCTCTGAATATTCC 

Georges and Massey 
(1992) 

 
28 

TGLA122 
(D21S6) 

21 CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC 
AATCACATGGCAAATAAGTACATAC 

Georges and Massey 
(1992) 

29 TGLA53 
(D16S3) 

16 GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA 
ATCTTCACATGATATTACAGCAGA 

Georges and Massey 
(1992) 

30 SPS115 
(D15) 

15 AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG 
AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG 

Moore and Byrne (1993) 

 
2.4 หลักการของเทคนิคพีซีอาร (PCR) 
 
 เทคนคิพีซีอารหรือPolymerase Chain Reaction (PCR) เปนเทคนิคการเพิ่มปรมิาณ 
ดีเอ็นเอเปาหมายในหลอดทดลอง (in vitro) ซึ่งในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยองคประกอบตาง ๆ 
คือ ดีเอ็นเอตนแบบ (template) ที่สกัดจากตัวอยางและ PCR mixer ซึ่งประกอบดวย เอนไซมดี
เอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ดีออกซีนวิคลีโอไทดไตรฟอสเฟส (dNTPs) พีซีอาร
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บัฟเฟอร(PCR buffer) แมกนีเซียมคลอไรด และ ไพรเมอร (primer) (นิวคลีไทดสายสั้น ๆ ที่มี
ลําดับเปนคูสมกับปลายดาน 3’ ของดีเอน็เอที่ใชเปนแมพิมพ) ที่ใชในการเพ่ิมชิ้นสวนของดีเอน็เอ
การทํางานของปฏิกิริยาในแตละรอบประกอบดวยขั้นตอน 3 ข้ันตอนซึง่ควบคุมอณุหภูมิตาง ๆ กัน
คือ  
  1. Denaturation เปนขั้นตอนทีท่ําใหดีเอน็เอตนแบบที่เปนสายคูแยกออกจากกัน
เปนสายเดี่ยว โดยใชความรอน อณุหภูมทิีใ่ชในขั้นตอนนี้จะอยูที่ประมาณ 94-97 องศาเซลเซียส 
 

  2. Annealing เปนขั้นตอนการใหไพรเมอรเขาจับชิ้นสวนของดีเอ็นเอเปาหมายใน
ดีเอ็นเอแมพิมพที่เปนสายเดีย่วซึ่งมีลําดับคูสมกันในอณุหภูมิที่เหมาะสม ซึ่งอุณหภูมิที่ใชทั่วไปควร
จะต่ํากวาอุณหภูมิการแยกตัว (melting temperature,Tm) ของไพรเมอร 3-5 องศาเซลเซียส 
 

  3. Extension เปนข้ันตอนการสังเคราะหดเีอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอรโดยการ
ทํางานของ Taq DNA polymerase ทําหนาทีเ่รงปฏิกิริยาการเติมเบสที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร 
อุณหภูมทิี่เหมาะในขั้นตอนนี้จะอยูที่ 72-78 องศาเซลเซียส 
2.5 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

ในการวิเคราะหผลหรือการวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตรเพื่อประมาณคาความแปรผัน 
ทางพันธุกรรม สามารถวัดไดจาก 
 
  จํานวนอัลลีล (number of allele) 
 
 ลักษณะจีโนไทปของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ จะทําการเก็บขอมูลดวยตาเปลาเพื่อ
วิเคราะหหาพารามิเตอรทุกตัวตอไป แถบดีเอ็นเอที่ขึ้น 2 แถบเปนจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซโกต
(heterozygote) เชนเดียวกับที่จีโนไทปแบบโฮโมไซโกต(homozygote) ก็จะแสดงแถบดีเอ็นเอ
เพียงแถบเดียวเทานั้น (Sukamol et al.,1996) ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏขึ้นของอัลลีลแตละอัลลีล
จะถูกระบุขนาดและทําการเปรียบเทียบกันในแตละครอบครัว เพ่ือนับจํานวนอัลลีลที่เกิดขึ้น ณ 
ไมโครแซทเทลไลทในตําแหนงนั้น ๆ  
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 ความถี่อัลลีล (allele frequency) 
 
 ความถ่ีอัลลีลในกลุมประชากรหนึ่ง ๆ สามารถคํานวณไดจากสูตร  
   
 AF = 2n homozygote  +   n heterozygote   ……………………(Nei et al., 1978) 

 2n total 
  

โดยที ่ n homozygote   คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน homozygote 
 n heterozygote  คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน heterozygote 
 n total            คอื  จํานวนโคตวัอยางทั้งหมด 

 
2.6 PATERNITY TESTING 

 
Parternity testing เปนเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร ที่ศึกษาในระดับโมเลกุล ในการ

ตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอกับลูก โดยอาศัยหลักการพิสูจนความนาจะเปนของความ
เก่ียวของกันระหวางอัลลีลของพอและอัลลีลของลูกจากการใชเครื่องหมายพันธุกรรม ไมโครแซท
เทลไลท ในการตรวจสอบ (Jamieson and Taylor,1997; Ron et al., 1996) และเมื่อผาน
กระบวนการจากหองปฏิบัติการแลวทําการวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตร ในรูปแบบ Probability 
of Exclusion (PE)และ Combine Probability of Exclusion (CPE) เพื่อบอกความสัมพันธพอกับ
ลูกเปนคาความเชื่อมั่น โดยที่คา PE และคา CPE ที่ไดควรจะมีคาสูงเขาใกล 1 ซึ่งเปนผลมาจาก
การคัดเลือกใชเครื่องหมายพันธุกรรม ที่มีความหลากหลายสูงและเปนอิสระตอกัน  
 

 Probability of Exclusion (PE) 
 

Probability of Exclusion(PE) หรือExclusion Probability(EP) เปนคาที่ไดจากการ
คํานวณหาความนาจะเปนของสัตวแตละคูที่ไมมีความสัมพันธกันทางสายเลือด ในการตรวจสอบ
ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึ่ง  กลาวคือ เปนคาที่บอกถึง
ความสามารถในการบงชี้หรือแยกพอที่ไมมีความสัมพันธกับลูกออกมา เพื่อใหสามารถทราบถึง
ความสัมพันธที่แทจริงระหวางพอกับลูก มีคาอยูระหวาง 0-1 (Jamieson and Taylor, 1997; Ron 
et al.,1996; Baron et al., 2002) คา PE ที่จะนํามาใช ควรจะมีคาเทากับ 0.99 หรือสูงกวา จะให
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ความนาเชื่อมั่นสูงประมาณ 99 เปอรเซ็นต ขณะที่ถาคา PE ที่ไดคาต่ํากวา 0.90 จะใหความนา
เชื่อม่ันที่ต่ํากวาในการนําเครื่องหมายพันธุกรรมนั้นมาใชตรวจสอบ (Vankan and Faddy,1999)   

 
ซึ่งคาตัวเลขที่ไดจากการบงช้ีที่เกิดขึ้นจะมีความถูกตอง แมนยํา มากนอยเพียงใดนั้น จะ

ข้ึนอยูกับความถี่ และการกระจายตัวของอัลลีลในแตละประชากร และจํานวนอัลลีลที่พบในแตละ
ตําแหนง โดยที่คา PE ที่ไดในการศึกษาครั้งนี้จะเปนคาที่บอกความสัมพันธเฉพาะพอกับลูก ของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทแตละตําแหนง และจะพิจารณาเฉพาะอัลลีลของพอเทานั้น จึง
คํานวณไดจากสูตร.(Ron et al.,1996) ดังนี้  

 
     PE = (1 - p)2        

         โดยที่ p    คือ  ผลรวมความถี่อัลลีลของพอทั้ง 2 อัลลีล    
 

Combine Probability of Exclusion (CPE) 
 

Combine Probability of Exclusion (CPE) หรือ Combine Exclusion Probability 
(CEP) เปนคาที่บอกความเชื่อมั่นในการตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอกับลูก ที่ไดจากการ
คํานวณหาความนาจะเปนของสัตวแตละตัวที่ไมมีความสัมพันธกันทางสายเลือด โดยใช
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทหลายๆ ตําแหนงในการศึกษาพรอมกัน โดยที่แตละตําแหนงเปน
อิสระตอกัน (independent) ซึ่งคาที่ไดควรจะเขาใกล 1 มากที่สุด (Jamison and Taylor, 1996; 
Ron et al, 1996; Baron et al, 2002) ซึ่งคานี้จะสูงหรือต่ําข้ึนอยูกับคา PE แตละตําแหนงที่นํามา
ศึกษาและสูตรการคํานวณ เปนดังนี้ 

 
CPE = 1-  Πn (1-PEi)  ……………(Ron et al.,1996) 
 
โดยที่   Π    คือ ผลคณูของคา PE ทีไดแตละตําแหนงจํานวน n  
                          ตําแหนง, 

               n     คือ  จํานวนของ marker 
           PEi  คือ  PE   สําหรับโลกัสที ่ i 

 
ปจจุบันการใชดีเอ็นเอเทคโนโลยีสําหรับ paternity testing เริ่มมีความสําคัญและ เปนที่

สนใจมากยิ่งขึ้นในหองปฏิบัติการ ซ่ึงแตละหองปฏิบัติการสวนใหญจะมีการพัฒนาคา CPE โดย
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การเพิ่มตําแหนงเครื่องหมายพันธุกรรม ไมโครแซทเทลไลท ในการหาคําตอบของความสัมพันธ
ทางสายเลือดของสัตว (Luis and Dempster 1987) ซ่ึงประสิทธิภาพของแตละตําแหนง ข้ึนอยูกับ
จํานวน ของอัลลีลที่พบ และความถี่อัลลีล นอกจากนี้ในการทดสอบพันธุประวัติโดยการตรวจสอบ
ความสัมพันธที่พบนั้นตองมีความแมนยํา และนาเชื่อถือ และมีความเชื่อมั่นสูงโดยดูจากคา CPE 
เพื่อความถูกตองในการนําไปใช (Vankan and Faddy,1999) 

 
สําหรับจํานวนของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในการนํามาใชในเทคนิค paternity 

testing นั้น จะขึ้นอยูกับประสิทธิภาพของเครื่องหมายโมเลกุลแตละตําแหนง ซึ่ง Usha และคณะ
(1995) และ Heyen และ คณะ (1997) ไดทําการศึกษาความสัมพันธทางสายเลือดดวย
เครื่องหมายพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท โดยใหคําแนะนําในการตรวจสอบความสัมพันธวา
ควรจะใชจํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท อยางนอย 5 ตําแหนงในการตรวจวิเคราะห
ความสัมพันธทางสายเลือดแตละครั้ง จะทําใหไดคาความเชื่อมั่นสูงถึง 99 เปอรเซ็นต ในขณะที่ 
Spelman (1997) ไดใหคําแนะนําวาเพื่อเพิ่มความแมนยํา และนาเช่ือถือย่ิงขึ้นในการตรวจสอบ
ความสัมพันธพอกับลูก ควรใชจํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท อยางนอย 10 ตําแหนง จะ
ไดคาความเชื่อม่ันสูง 99 เปอรเซ็นต สวนคําแนะนําของ International Society of Animal Genitic 
(ISAG) ไดใหคําแนะนําถึงจํานวนของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทวาควรจะใชจํานวน 12-14 
ตําแหนงในการตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือดจากจํานวนทั้งหมดที่แนะนําไว 30 ตําแหนง 

  
การประยุกตใชคา PE และ CPE บอกคาความเชื่อมั่นใน paternity testing ไดมี

การศึกษาในประชากรโคนมในตางประเทศที่แตกตางกันไป ดังนี้  
 
Ron และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาในโคนมอิสราเอล ถึงผลของความไมถูกตองของ

ความสัมพันธพอกับลูก ที่มีผลกระทบตอความกาวหนาทางพันธุกรรม โดยใชไมโครแซทเทลไลล 
จํานวน 12 ตําแหนง ในการ ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก ของพอพันธุที่เขาทดสอบ progeny 
test (พอพันธุ 4 ตัวกับลูกทั้งหมด 173 ตัว) มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 12 อัลลีลและความถี่อัลลีลพบ 
อยูระหวาง 0.01 – 0.58 ทําใหทราบอัตราความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูกเปน 5.2 เปอรเซนต 
ไดคาความเชื่อม่ัน 85 – 99 เปอรเซ็นต และไดทําการศึกษาผลของการตรวจสอบความสัมพันธพอ
กับลูกเพ่ือประกอบการคัดเลือกพอพันธุ พบวาจะมีการลงทุนคาใชจายสูงในระยะแรกของการจัด
พันธุประวัติที่ตรวจสอบในระดับโมเลกุล แตสงผลใหรายไดเพิ่มข้ึนคุมคาตอการลงทุนเมื่อ
ระยะเวลา 10 ปข้ึนไป 
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Visscher และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาความผิดพลาดของการบันทึกพันธุประวัติที่
มีผลตอการคัดเลือกสัตว ในกลุมประชากรโคนมของประเทศอังกฤษโดยใชเครื่องหมายไมโครแซท
เทลไลทจํานวน 10 ตําแหนง มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 5-16 อัลลีล พบคา PE มีคาระหวาง0.02 – 
0.52 ที่คาความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต พบวาอัตราความผิดพลาด ที่ระดับ 10 เปอรเซ็นต มีอิทธิพล
มากตอประสิทธิภาพการทดสอบ progeny testing สงผลตอการประมาณคุณคาการผสมพันธุ 
และ ไดทํานายถึงผลตอบสนองตอการคัดเลือกจะลดลงประมาณ 2-3 เปอรเซ็นต จากอัตราความ
ผิดพลาด ที่เกิดขึ้นประมาณ 10 เปอรเซ็นตตอรุน 

 
Baron และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาการตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือดของ

พอพันธุและลูกสาว ถึงผลของความผิดพลาดของความสัมพันธพอกับลูกที่เกิดขึ้น ที่มีตอการ
ประมาณคุณคาการผสมพันธุและการจัดลําดับพอพันธุที่เขาทดสอบ progeny test ในโคพันธุ Gir 
โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 6 ตําแหนงในการตรวจสอบพอพันธุ 9 ตัวและลูกสาว 74 ตัว 
(พอ 1 ตัว ตอ ลูกสาว 6-9 ตัว) มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 7-13 อัลลีล ความถี่อัลลีลที่พบมีคาตั้งแต 
0.007 – 0.460 พบคา PE อยูระหวาง 0.01-0.92 และพบคา CPE ตั้งแต 0.87 - 0.99 พบอัตรา
ความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูก 36 เปอรเซ็นต จากการศึกษาพบวาความไมถูกตองของ
ความสัมพันธพอกับลูกสงผลตอการจัดลําดับพอพันธุที่เขาทดสอบ progeny test  

 
Rogeio and Lopes (2002) ไดทําการศึกษาการตรวจสอบความไมสัมพันธกันระหวาง

พอกับลูกของโคนมพันธุ Gir ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 9 ตําแหนง มีจํานวนความถี่อัล
ลีล 3-12 อัลลีล พบคา PE ตั้งแต 0.189 – 0.629 และพบคา CPE ที่ได 0.989 พบอัตราความไม
ถูกตองของความสัมพันธพอกับลูก 27.5 เปอรเซ็นต ไดใหขอเสนอแนะวา การตรวจสอบความไม
สัมพันธกันระหวางพอกับลูกสามารถประยุกตใชไดในการคัดเลือกพันธุสัตวที่ใชในการทดสอบ 
progeny test ได 

 
Weller และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอความไมถูกตองของการบันทึก

พันธุประวัติพอพันธุ โดยไดทําการศึกษาในพอพันธุโคนม 11 ตัว ดวยไมโครแซทเทลไลท 104 
ตําแหนง โดยบอกความไมสัมพันธกันอยางนอย 2 ตําแหนง ไดคาความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
พบวาลักษณะที่ทําใหการบันทึกพอพันธุไมถูกตอง เกิดจาก นักผสมเทียมบันทึกขอมูลผิดพลาด
โดยนาจะเขียนเบอรหลอดน้ําเช้ือไมถูกตอง รวมถึงการผสมเทียมหลายครั้งดวยน้ําเชื้อพอพันธุ
ตางกัน เปนตน ซึ่งพบอัตราความไมถูกตอง 20 เปอรเซ็นต และไดปรับแกโดยการจัดระดับนักผสม
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เทียม ควบคุมคุณภาพ ทําใหลดอัตราความไมถูกตองไดมากกวา 8 เปอรเซ็นต และเพิ่มความกาว
ทางดานพันธุกรรมอยางนอย 1 เปอรเซ็นต 

 
Sanders และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาความไมถูกตองระหวางพอกับลูกที่มีผลตอ

ความกาวหนาทางดานพันธุกรรม ดวยไมโครแซทเทลไลท 16 ตําแหนง มีจํานวนอัลลีลทั้งหมด 8 - 
12 อัลลีล พบคา PE ตั้งแต 0.13 – 0.44 และคา CPE ที่ไดมีคา 0.999 พบอัตราความไมถูกตอง 7 
เปอรเซ็นตและไดทําการจําลองขอมูลข้ึนมาในการศึกษาถึงขอมูลที่ไมถูกตอง(wrong information 
sire; WSI) และขอมูลที่ขาดหายไป (missing information sire; MIS) พบวามีผลตอความกาวหนา
ทางดานพันธุกรรมมาก โดยเฉพาะการทดสอบ progeny test ที่มีจํานวนลูกตอพอจํานวนนอย 
และในลักษณะที่มีคาอัตราพันธุกรรมที่ต่ํา โดยใหความเห็นวา ขอมูลที่ไมถูกตอง (WIS) จะใหผล
เสียตอการตอบสนองตอการคัดเลือกมากยิ่งกวาขอมูลที่ขาดหายไป (MIS) 

 
 
 



บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินงาน 
 

3.1 ตัวอยางท่ีใชในการศึกษา 
 

ตัวอยางในครั้งนี้ไดมาจากพอพันธุโคนม จํานวน 10 ตัว จากองคการสงเสริมกิจการโค
นมแหงประเทศไทย (อ.ส.ค.) และลูกสาวจํานวน 61 ตัวที่เกิดจากพอพันธุทั้ง 10 ตัวตามบันทึก
พันธุประวัติ ในสัดสวนอัตราการเลือกพอพันธุ 1 ตัวตอลูกสาว 2-9 ตัว ทําการเก็บตัวอยางน้ําเชื้อ
แชแข็งจากพอพันธุโคนมจํานวน 10 ตัว และตัวอยางเลือดจากลูกสาว 61 ตัว โดยเจาะเลือด
ปริมาณ 3-5 มิลลิลิตร (มล.) ใสหลอดสุญญากาศที่เคลือบสารปองกันการแข็งตัว (EDTA) เก็บ
ตัวอยางไวในตู -20 oC เพ่ือรอการสกัดดีเอ็นเอ 

 
3.2 วิธีการดําเนนิงาน 
 

1. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง 
 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง โดยใชชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป สําหรับ

ตัวอยางเลือด (QIAamp DNA Minikit) โดยใชน้ําเชื้อแชแข็งปริมาณ 50 มล. ในหลอดพลาสติก
ขนาด 1.5 มล. เติม สารละลาย 2x buffer เพื่อทําลายผนังเซลลยอยโปรตีนตาง ๆ ที่อุณหภูมิ 56oC 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเติมสารละลาย AL และเอทานอล ทําการลางเพื่อใหดีเอ็นเอสะอาด
ข้ึน ทําการปนเหว่ียง (centrifugation) ดวย spin column ดีเอ็นเอจะถูกดูดซับไวที่ silica – gel 
membrane โดยที่โปรตีน และสิ่งปนเปอนอื่น จะถูกชะลางออกไปดวย buffer AW1/AW2 แลวจึง
ทําการชะลางดีเอ็นเอออกจาก membrane เพื่อเก็บไวดวย buffer AE ดีเอ็นเอที่สกัดไดนั้นนําไป
ตรวจสอบปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอ หรือเก็บไวที่ -20oC จนกวาจะใชงาน ดังแผนภูมิที่ 3.1 
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ตัวอยางจากเลือด (Blood)   ตัวอยางจากน้ําเชื้อแชแข็ง (frozen semen) 
 
50-100 ul + AL buffer + proteinase K   50-100 ul + 2x buffer 
 
incubation 56oC (1 hr)     incubation 56oC (1 hr)  
 
เติมเอทานอล  200 ul    เติม AL buffer + เอทานอล  
 
 
    ยายลง spin column 
 
    ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (1 นาที) 
     
    ยายลง spin column ใหม เติม AW1 buffer 
 
    ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (1 นาที) 
 
    ยายลง spin column ใหม เติม AW2 buffer 
 
    ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (3 นาที) 
 

ยายลง  ใน 1.5 ml tube เตมิสารละลาย AE 
 
ปนเหว่ียง (centrifuge) 11,000 รอบ/นาที  (1 นาที) 

 
    เก็บดีเอ็นเอดวย AE ใน 1.5 ml tube  
 
 
 วัดความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดได  เก็บไวที่ -20 oC จนกวาจะใชงาน 
 
แผนภูมิที ่3.1 แสดงขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด และน้ําเชื้อแชแข็ง (QIAamp DNA mini kit) 
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การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด 
 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด โดยใชชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป สําหรับตัวอยาง

เลือด (QIAamp DNA Minikit) โดยใสเลือดปริมาตร 50-100 มล. ในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มล. 
เติมสารละลาย QIAGEN Proteinase และสารละลาย buffer AL เพื่อทําลายผนังเซลลและยอย
โปรตีนตางๆ ที่อุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 19-20 ชั่วโมง จากนั้นเติมดวยเอทานอล เพื่อใหไดดีเอ็นเอ
ที่สะอาดขึ้น ทําการปนเหวี่ยง โดยใช spin column จะทําใหดีเอ็นเอถูกดูดซับไวที่ siliga–gel 
membrane ในขณะที่โปรตีนและส่ิงปนเปอนอื่นๆ จะถูกชะลางออกไปดวย buffer AW1/AW2 
จากนั้นเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดใน buffer AE ที่อุณหภูมิ -20oC จนกวาจะใชงาน ดังแผนภูมิที่ 3.1  
  

การตรวจสอบความเขมขนสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได ทําได โดยใช 2% Agarose Gel 
electrophoresis เปนวิธีการเรืองแสงของดีเอ็นเอที่จับตัวกับ เอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) และ จากการวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตดวยเครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวชวงคลื่น 260 นาโนเมตร เพื่อวัดคาความเขมขนของดีเอ็นเอ  
 

2. การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอน็เอโดยกระบวนการพีซีอาร (PCR) 
 
การศึกษาครั้งนี้เลือกใชไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร (Microsatellite primer) จํานวน 10 

คู ที่ไดรายงานไวแลวถึงการนําไปใชในการตรวจความสัมพันธทางสายเลือด ซึ่งเปนไพรเมอรชนิด
ไดนิวคลีโอไทดที่ตําแหนงตางๆ และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ รายละเอียดดัง
ตารางที่ 3.1  
  
ตารางที ่3.1    แสดงรายละเอียดไมโครแซทเทลไลท ไพรเมอร ที่ใชในการเพ่ิมปริมาณชิน้สวน 

ดีเอ็นเอทีต่องการ 
 

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

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

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

 
ในการเพิ่มจํานวนไมโครแซทเทลไลท ดีเอ็นเอ ดวยเทคนิคพีซีอาร จะใชดีเอ็นเอ ตนแบบ 

(DNA template) ที่สกัดไดจากโคนมตัวอยาง ปริมาณ 2 มล. และสวนประกอบตางๆ ในการทํา
ปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวย ดังตารางที่ 3.2  
 
ตารางที่ 3.2  แสดงสวนประกอบของปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดวยเทคนคิพีซีอาร (PCR) 
 

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

ปริมาตรรวม 25.0 
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     โดยทุกข้ันตอนในการเตรียมสารละลาย ตองทําในถาดน้ําแข็งกอน นําเขาเครื่องพีซีอารใน
กระบวนการพีซีอาร กําหนดอุณหภูมิ ดังนี้  
 

1. ข้ันตอนแรก Pre-PCR เปนขั้นตอนการเตรียมสารละลายกอนการทําพีซี
อาร ที่อุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 5 นาที  

2. ข้ันตอนพีซีอาร จํานวน 35 รอบ ประกอบดวย ข้ันตอน 
- DNA denaturation ที่อุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 30 วินาที  
- primer annealing ที่อุณหภูมิ Ta oC ของไพรเมอรแตละคูเปนเวลา 30 

วินาที  
- primer extension ที่อุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 30 วินาที  

3. ข้ันตอน Post-PCR เปนการหยุดปฏิกิริยาของพีซีอารที่ อุณหภูมิ 72 oC 
เปนเวลา 7 นาที จากนั้นเก็บ PCR Product ไวที่อุณหภูมิ 4 oC หรือ 20 oC 
จนกวาจะใชงานตอไป 

  
3. การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยอิเลคโตโฟรซิีส (Gel Eletrophoresis) 

  
การตรวจสอบขนาด PCR Product ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะตรวจดวย 2% 

agarose gel โดยขั้นตอนดังนี้ คือ ชั่ง agarose 1 กรัม ละลายใน buffer 0.5x TBE เติม ethidium 
bromide (10 mg/ml) ปริมาณ 0.5 มล. จากนั้นนํา PCR product ที่ไดปริมาณ 10 ul ผสมดวย 
Blue/0range 6x loading dye ปริมาณ 2 มล. (อัตราสวน 5:1) หยอดลงหลุม gel พรอมดวยดีเอ็น
เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) เพื่อเปนตัวเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ
แยกขนาดดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟา 100 volt เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาตรวจสอบแถบที่ดี
เอ็นเอที่พบอยูในชวงใด มีปริมาณดีเอ็นเอที่ทําการเพิ่มดวยกระบวนการพีซีอาร มากนอยเพียงใด 
ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต (ultraviolet) ทําการถายรูปและบันทึกขอมูลที่ได และ PCR product ที่
เหลือนําไปตรวจสอบตอไป ดวย 6% polyacrylamide gel  
 

การตรวจสอบแถบดีเอ็นดวย 6% polyacrylamide gel   
 

การตรวจสอบดีเอ็นเอ ดวย 6% polyacrylamide gel เพื่อทราบขนาดของดีเอ็นเอที่เกิด
จากเครื่องหมายไมโครแซทเทไลท โดยเตรียมสวนประกอบของสารละลายตางๆ ดังตารางที่ 3.3  
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ตารางที ่3.3  สวนประกอบของ 6% polyacrylamide gel (กระจกขนาด 8x8 นิ้ว) 
 

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

* การเตรียม APS ตองเตรยีมใหมทุกครั้งที่มีการใชงาน 
 
มีข้ันตอนการเตรียม ดังนี้ ประกอบชุดกระจกที่ใชในการ run polyacrylamide gel โดย

ทําการเช็ดกระจกใหสะอาดดวยเอทานอลกอน จากนั้นนําสวนผสมของสารละลายในตารางที่ 3.3
คอย ๆ เทลงในชองวางของกระจกโดยไมใหมีฟองอากาศ ใสหวีเพ่ือทําใหเกิดหลุมสําหรับหยอด
ตัวอยาง ทิ้งไวประมาณ 15 นาที ถอดหวีออกจากเจล ทิ้งไวประมาณ 40 นาทีเพื่อใหเจลแข็งตัว 
กอนประกอบชุดอุปกรณทั้งหมดเพื่อทําการหยอด PCR product ปริมาณ 15 µl ผสมกับ blue-
orange loading dye for PAGE ปริมาณ 3 µl เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp และ 50 
bp ทําการแยกขนาดของดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟาที่ 100 โวลต ประมาณ 300 นาที หรือ 
ที่ ความตางศักยไฟฟาที่ 60 โวลต ประมาณ 800 นาที จากนั้นนําเจล ไปยอมดวย Ethidium 
bromide เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางสียอมดวยน้ําสะอาดประมาณ 30 นาที นําไปตรวจดูตําแหนงของ
แถบดีเอ็นเอที่ไดภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ต ทําการถายรูปและบันทึกขอมูลไว เพื่อนําไปใชอาน
แปลผลและวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมตอไป 
 
3.3 การอานผล   

 
การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนพิจารณาจากขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แตกตางกัน

ในแตละตัวอยางของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทหนึ่ง ๆ โดยเปรียบเทียบกับขนาดของชิ้นสวนดี
เอ็นเอมาตรฐาน  ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แตกตางกันตั้งแต ส้ันที่สุดไปจนถึงยาวที่สุดของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทแตละตัว ใชแทนสัญลักษณดวยอักษร a,b,c,d,e,g และ f 
ตามลําดับ ซึ่งหมายถึงอัลลีลแตละตัวของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทนั้น ๆ แลวพิจารณาจีโน
ไทปของพอวามีรูปแบบใด จากนั้นตรวจสอบจีโนไทปของลูกที่มีอัลลีลสอดคลองกับพอ หรือไม
สอดคลองกับพอ สรปุผลความสัมพันธที่เกิดขึ้นนั้น ดังตัวอยางรูปที่ 3.2 
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รูปที่ 3.2       แสดงการอานรูปแบบอัลลัลที่เกิดข้ึน ในครอบครัวพอพันธุ s2241 โดยที่พอมีอัลลีล

รูปแบบเปน ad และอัลลีลของลูก จะมีอัลลีลใดอัลลีลหนึ่งจากพอ แสดงถึง
ความสัมพันธเปนพอกับลูกกัน 

 
3.4 วิเคราะหขอมูลทางพันธศุาสตร  
 

1. จํานวนและรูปแบบอัลลีล ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท  ในแตละตําแหนงที่
ทําการศึกษาในประชากรตัวอยาง    

2. การหาความถี่ของอัลลีล ( allele frequency; AF) ของไมโครแซทเทลล มารคเกอร
แตละตําแหนง (Nei et al., 1978) ดังนี้ 

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

  
โดยที ่ n homozygote   คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน homozygote 
 n heterozygote  คือ  จํานวนโคทีจ่ีโนไทปเปน heterozygote 
 n total            คอื  จํานวนโคตวัอยางทั้งหมด 
 

3. การหาคา probability of exclusion(PE) เพื่อหาความนาจะเปนของการบอก
ความไมสัมพันธพอกับลูกที่ใชไมโครแซทเทลไลทจํานวน 1 ตําแหนง ในการตรวจสอบเนื่องจาก
เปนการศึกษาเพียงความสัมพันธระหวางพอกับลูกสาวที่เขาทดสอบ progeny test (Ron et al., 
1996) สูตรการวิเคราะหจึงเปน  ดังนี้  
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     PE = (1 - p)2        .............(2) 
 

         โดยที่ p    คือ  ผลรวมความถี่อัลลีลของพอทั้ง 2 อัลลีล    
 

4. การหาคาความเชื่อมั่น combine probability of exclusion (CPE) เปนการ
คํานวณหาคาความเชื่อมั่นในการบอกความสัมพันธระหวางพอกับลูก โดยใชจํานวนไมโครแซท
เทลไลทหลาย ๆ ตําแหนงรวมกัน ในการตรวจสอบ (Ron et al.,1996) 
 

CPE = 1-  Πn (1-PEi)      ........................(3) 
 
โดยที่     Π  คือ    ผลคณูของคา PE ที่จํานวน n ตําแหนง, 

                 n    คือ  จํานวนของไมโครแซทเทลไลท 
            PEi  คือ  PE   สําหรับโลกัสที่  i 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

4.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดโคนม 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดของลูกที่เกิดจากพอพันธุทั้ง 10 ครอบครัว พบวา ดี
เอ็นเอที่ไดมคีณุภาพดี และมีปริมาณมากเพียงพอตอการศึกษาในลําดับตอไป โดยการตรวจสอบ
ดวย 2% agarose gel (ดงัรปูที่ 4.1) 
 

                                               
 
รูปที ่4.1 ปริมาณดีเอน็เอทีต่รวจสอบดวย 2% agarose gel ที่สกัดไดจากตัวอยางเลือดลูกโคนม 
 
4.2 การสกัดดีเอน็เอจากน้าํเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนม 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนมทั้ง 10 ตัว พบวาดีเอ็นเอที่สกัด
ไดมีคุณภาพดีและมีปริมาณที่มากเพียงพอตอการนําไปศึกษาในขั้นตอไปได จากการตรวจสอบ
ดวย 2% agarose gel (ดังรูปที่ 4.2)  
 

                     
 
รูปที่ 4.2     ปริมาณดีเอ็นเอที่ตรวจสอบดวยวิธี gel electrophoresis ที่สกัดไดจากตัวอยางน้ําเชื้อ

แชแข็งพอพันธุโคนม  
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4.3 ผลการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกที่พบในครอบครัวโคนม 
 

จากศึกษารูปแบบจีโนไทปของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 10 ตําแหนง ของพอ
พันธุโคนมและลูก 10 ครอบครัว พบวาในแตละตําแหนงมีความสามารถในการตรวจสอบ
ความสัมพันธที่แตกตางกัน โดยพิจารณารูปแบบอัลลีลของพอที่ปรากฏในจีโนไทปของลูก และผล
การตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก เปนดังนี้คือ 

 

ความสัมพันธระหวางพอกับลูกในครอบครัว H40001 จากการตรวจสอบการ
ถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง พบวา 
มี 3 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน คือหมายเลข 22, 24,และ 26 จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
BM1824, INRA 023, TGLA 122,และ TGLA 126 โดยสังเกตจากความไมเก่ียวของกันระหวางอัล
ลีลพอกับลูกอยางนอย 1 ตําแหนง ดังตารางที่ 4.1  
 

ตารางที่ 4.1   รูปแบบจีโนไทป(genotype) แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ H40001 
กับลูก 8 ตัว จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 
10 ตําแหนง   

รูปแบบจีโนไทป 
พอพันธุ ลูกโคนม 

 
เครื่องหมาย 

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

 ไมมี มี ไมมี มี ไมมี มี มี มี 

/1  ความสัมพันธพอ - ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก   
                                     ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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การศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนม กับลูกในครอบครัว s2230 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 3 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 
ตําแหนง คือ หมายเลข ,71, 73 และ 78 จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ETH 10, TGLA 122 
และ ETH 152  ดังตารางที่ 4.2 
 
ตารางที่ 4.2   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2230 กับลูก 7 ตัว 

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2230 68 70 71 73 75 78 90 

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

 มี มี ไมมี ไมมี มี ไมมี มี 

/1  ความสัมพันธพอ-ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
………………………...  ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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 จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนม กับลูกในครอบครัว s2238 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททัง้ 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 3 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 
ตําแหนง คือหมายเลข 38, 46 และ 48 จากเครื่องหมาย TGLA 122 และ INRA 023 ดังตารางที่ 
4.3 
 
ตารางที่ 4.3   รูปแบบจีโนไทปแสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอ s2238 กับลูก 6 ตัว จาก

การตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 10 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2238  38 45  46 47 48 51 

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

 ไมมี  มี  ไมมี  มี  ไมมี  มี 

/1  ความสัมพันธพอ - ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
                              ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุกับลูกในครอบครัว s2227 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 1 คูที่ไมมีสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 69 จากเครื่องหมาย ETH 10 และ INRA 023 ดังตารางที่ 4.4 
 
ตารางที่ 4.4   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2227 กับลูก 6 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2227 69 74 43 72 77 87 

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

 ไมมี  มี  มี  มี  มี  มี 

/1  ความสัมพันธพอ-ลกู:  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
                           ……. ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
 

  
 

 



 27

จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2241 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 
พบวา มีจํานวน 9 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 
ตําแหนง คือ คูลูกหมายเลข 12,13,14, 15, 16,17, 18, 19 และ 20 จากเครื่องหมาย BM1824, 
ETH 10, TGLA 122, INRA 023 และ TGLA 227 ดังตารางที่ 4.5 
 
ตารางที่ 4.5   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2241 กับลูก 9 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง 

  
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
S2241 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

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

 ไมมี  ไมมี  ไมมี  ไมมี  ไมมี ไมมี  ไมมี  ไมมี  ไมมี  

/1  ความสัมพันธพอ-ลกู :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลูก 
                                     ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2232 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 9 ตําแหนง พบวา 
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข  81 จากเครื่องหมาย SPS115 ดังตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.6   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2232 กับลูก 7 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูก ดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 9 
ตําแหนง 

       
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2232 44 43 76 79 81 84 86 

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

 มี  มี  มี  มี  ไมมี มี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
 /2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*   อัลลลีของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2223 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก  ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 9 ตําแหนง พบวา 
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 88 จากเครื่องหมาย INRA 023 ดังตารางที่ 4.7 

 
ตารางที่ 4.7   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2223 กับลูก 4 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 9 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2223 42 83 88 80 

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

 มี  มี  ไมมี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
 /2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*   อัลลลีของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 

 
 
 



 30

จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2225 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 8 ตําแหนงพบวา
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 5 จากเครื่องหมาย ETH10 ดังตารางที่ 4.8 

  
ตารางที่ 4.8   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2225 กับลูก 9 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 8 
ตําแหนง 

  
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
2225 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

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

 มี  มี  มี มี  ไมมี มี  มี  มี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
/2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s2228 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูกดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 8 ตําแหนง พบวามี
ความสัมพันธกันทุกตําแหนง ดังตารางที่ 4.9 

 
ตารางที่ 4.9   รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s2228 กับลูก 2 ตัว 

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 8 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s2228 30 89 

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

 มี  มี  

 /1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                             ไมมี หมายถงึ ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 
/2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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จากการศึกษาความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกในครอบครัว s9113 โดยการ
ตรวจสอบการถายทอดอัลลีลของพอครึ่งหนึ่งมาสูลูก ดวยไมโครแซทเทลไลททั้ง 7 ตําแหนง พบวา 
มีจํานวน 1 คูที่ไมมีความสัมพันธกัน โดยบงบอกความไมเปนพอกับลูกกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
คือ คูลูกหมายเลข 35 จากเครื่องหมาย TGLA 122  ดังตารางที่ 4.10 

 
ตารางที่ 4.10  รูปแบบจีโนไทปที่แสดงความสัมพันธทางสายเลือดของพอพันธุ s9113 กับลูก3 ตัว

จากการตรวจสอบความสัมพันธพอลูกดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 8 
ตําแหนง 

 
รูปแบบจีโนไทป 

พอพันธุ ลูกโคนม 
 

เครื่องหมาย 
s9113 35 60 55 

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

 ไมมี  มี  มี  

/1  ความสัมพันธ :  มี หมายถึง โอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับลกู 
                  ไมมี หมายถึง ไมมีความสัมพันธเปนพอลูกกัน 

/2  เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไมสามารถอานผลได 
*  อัลลีลของลูกไมสอดคลองกับอัลลีลของพอ 
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ตารางที่ 4.11  แสดงจํานวนลูกและเปอรเซ็นตของความสัมพันธพอกับลูกที่ตรวจสอบดวย 
                     เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนงในครอบครัวโคนม 
 

จํานวนลูกที่มคีวามสัมพันธ(ตัว) (%) เบอรพอ จํานวนลูก(ตัว) 
เปนพอกับลูก ไมเปนพอกับลูก 

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

 
4.4 การวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตร 
 

1. รูปแบบอัลลีลและความถี่อัลลีลที่พบในครอบครัวพอพันธุโคนม 
 

จากการศึกษารูปแบบ และจํานวนอัลลีลที่พบทั้งพอพันธุโคนมและลูกในเขตการเลี้ยงโค
นม อ.ส.ค. ดวยไมโครแซทเทลไลท 10 ตําแหนง พบรูปแบบอัลลีลที่กระจายตัวจากอัลลีล a ถึงอัล
ลีล g สามารถนํามาคํานวณหาความถี่อัลลีลในแตละตําแหนงดังแสดงรายละเอียดตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.12 แสดงรูปแบบอัลลีลและความถี่อัลลีล ที่พบในประชากรโคนมที่ศึกษา ดวย 
                    เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง  10 ตําแหนง 
    

รูปแบบอัลลีล/ความถี่อัลลีล เคร่ืองหมาย 
ไมโครแซท
เทลไลท 

จํานวน
ตัวอยาง a b c d e f g รวม 

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

 
2. การคํานวณหาคา PE และคาความเชื่อม่ัน(CPE) 

 

การตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอพันธุโคนมกับลูกสาว จากการวิเคราะหขอมูล
ทางพันธุศาสตร ที่บงบอกความสัมพันธทางสายเลือด  เพ่ือดูประสิทธิภาพของเครื่องหมายที่ใชใน
การตรวจสอบความสัมพันธ   และพบวามีคาความเชื่อมั่นที่แตกตางกันไปในแตละตําแหนงทั้ง 10 
ตําแหนง ดงัแสดงในตาราง 4.12 
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ตารางที่ 4.13    แสดงคา PE ของแตละครอบครัว และ คา CPE จากประชากรโคนมทั้ง 10 
ครอบครัว ที่สามารถเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอไดในกระบวนการทําพีซีอาร จาก
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง 

 
PE ไมโครแซท

เทลไลท   
S224
1 

  
S223
0 

  
S222
7 

  
S2225 

  
S2238 

  
H40001 

  
S2232 

   
S2223 

  
S9113 

  
S2228 

Mean (+SD) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

10 10 10 8 10 10 9 9 7 8  

 
การตรวจสอบประสิทธิภาพการนําเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ไปใชในการ

ตรวจสอบความเปนพอกับลูก จํานวนครอบครัวที่ศึกษาทั้งหมด 75 คู พบจํานวนคูที่ไมมี
ความสัมพันธเปนพอกับลูก 22 คู จากเครื่องหมาย 10 ตําแหนง มีคาความเชื่อมั่นเปนชวงระหวาง   
93-98 เปอรเซ็นต จํานวนคูที่ไมมีความเปนพอกับลูกจากเครื่องหมาย 9 ตําแหนงพบ 25 คู มีคา
ความเชื่อม่ันเปน 93-97 เปอรเซ็นต จํานวนคูที่ไมมีความเปนพอกับลูกจากเครื่องหมาย 8 ตําแหนง
พบ 26 คู มีคาความเชื่อมั่นเปนชวงระหวาง 93-98 % และไมพบจํานวนคูที่ไมมีความเปนพอกับ
ลูกจากเครื่องหมาย 7 ตําแหนง โดยมีคาความเชื่อมั่นเปน 88 % ดังตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4.14    แสดงคาความเชื่อม่ัน(CPE) ในการนําเครื่องหมายพันธุกรรมไปประยุกตใชในการ
ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกของโคนม 

 
ความสัมพันธ(คู) จํานวน

เครื่องหมายที่ใช 
จํานวน

ครอบครัวที่
ใชศึกษา(คู) 

ไมเปนพอกับลูก เปนพอกับลูก 
คาความ

เชื่อม่ัน*CPE(%) 

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

*  คาความเชือ่ม่ันของความสัมพันธเปนพอกับลูก 



   

บทที่ 5 
 

อภิปรายผล 
 
5.1 การสกัดดีเอน็เอ   

 
การสกัดดีเอ็นเอ ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถใชไดดีมีปริมาณเพียงพอที่ทําการศึกษา ทัง้

ตัวอยางจากเลือด และตัวอยางจากน้ําเชื้อแชแข็ง โดยการใชชุดสกัดสําเร็จรูป ในการศึกษา มีการ
ปรับข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอดวยน้ําเชื้อแชแข็ง ที่มีข้ันตอนที่แตกตางกันกับตัวอยางจากเลือดใน
ข้ันตอนการยอยผนังเซลล และใชเวลาในสกัดดีเอ็นเอ ประมาณ 2 ชั่วโมง เปนการงาย สะดวกและ
รวดเร็วในการที่จะนําดีเอ็นเอไปใชในการศึกษาตอไป 

 
5.2 การเพ่ิมจํานวนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร  
 

จากการวิเคราะหในหองปฏิบัติการพบวาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 
ตําแหนงสามารถนํามาศึกษาในกลุมตัวอยางโคนม อ.ส.ค จ.สระบุรี สามารถเพ่ิมชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ได ใหความหลากหลายสูง แตในบางตําแหนงไมสามารถอานผลไดและแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น
บางสวนไมไดมีลักษณะเปน single band แตเปนลักษณะแถบดีเอ็นเอหลายแถบติดกัน  ซึ่งแถบดี
เอ็นเอที่เพิ่มข้ึนนี้เรียกวา stutter band การเกิดแถบดีเอ็นเอลักษณะเชนนี้ เปนลักษณะที่พบ
โดยทั่วไปจากการตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณที่เปนไมโครแซทเทลไลท (ปยะมาศ,2542) โดยอาจมี
ผลมาจากการทํางานผิดพลาดของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรช ในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดวยเทคนิคพีซีอาร ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นในไมโครแซทเทลไลทที่เปน dinucleotide และจากการ
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวย 6% acrylamide gel พบวาสามารถตรวจนับแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นได 
แตการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในแผนเจลบางครั้งจะเคลื่อนไปไมพรอมกัน ทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่
เอียง ซึ่งการอานแถบดีเอ็นเอ จึงตองใชความรอบคอบในการอานผลและแปลผล  กอนที่จะนําไป
วิเคราะหขอมูลตอไป 
 
5.3 ผลการตรวจสอบความสัมพันธของอัลลีลที่พบในครอบครัวโคนม 
 

ผลการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก (paternity testing) 10 ครอบครัว จาก
การศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 10 ตําแหนงในตารางที่4.11 พบความไมสัมพันธกันระหวางพอ
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กับลูก โดยเมื่อแยกพิจารณาเปนครอบครัวพบวามีอัตราความไมสัมพันธกันตั้งแต 0 เปอรเซ็นตใน
ครอบครัว s2228 และ s9113 จนถึง 50 เปอรเซ็นตในครอบครัว s2238 และ เปนที่นาสังเกตวาพอ
s2241 มีขอมูลทางพันธุกรรมที่ตรวจสอบไมสอดคลองกับลูกตัวใดเลยในกลุมคิดเปน 100
เปอรเซ็นต ซึ่งอาจเปนไปไดวามีการบันทึกพันธุประวัติของพอผิดพลาดไปในชวงทําการผสมพันธุ
ได โดยที่อัตราความไมถูกตองของประชากรที่ทําการศึกษาครั้งนี้ 36 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Baron และคณะ (2002) ที่ไดทําการศึกษาในโคนมดวยไมโครแซทเทลไลทจํานวน 
6 ตําแหนง พบอัตราความไมถูกตอง 36 เปอรเซ็นตเชนเดียวกัน ขณะที่การศึกษาของ Ron และ
คณะ(1996) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 12 ตําแหนง พบอัตราความไมสัมพันธกัน 5 
เปอรเซ็นต ซึ่งเปอรเซ็นตความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูกที่แตกตางกันนี้ อาจเนื่องมาจาก
ตัวอยางประชากรที่นํามาศึกษามีจํานวนและแหลงที่มาแตกตางกัน 

 
ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้ พบวาผลบางสวนที่ตรวจสอบไมสอดคลองกับขอมูลพันธุประวัติ

แสดงใหเห็นความผิดพลาดที่เกิดขึ้นจากการบันทึกพันธุประวัติที่ไมถูกตองได ซึ่งโอกาสของความ
ผิดพลาดที่เกิดขึ้นอาจเนื่องมาจาก การไมบันทึกขอมูลทันที ทําใหหลงลืมไดขณะทําการบันทึกใน
พันธุประวัติ หรือ เกิดความสับสนในการบันทึกเมื่อมีจํานวนโคนมที่ดูแลมากขึ้นและใชลักษณะ
การจํากอนการบันทึก หรือการใชชื่อเรียกแทนการใชเบอรหู เปนตน ดวยเหตุนี้ จึงควรตระหนักถึง
ความสําคัญของการบันทึกพันธุประวัติซึ่งจะเปนผลตอการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุตอไปได 

 
5.4 รูปแบบและความถี่อัลลีลที่พบในประชากรโคนม 

 
การกระจายตัวของอัลลีลที่พบในเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 10 ตําแหนง ใน

ประชากรโคนม ที่ทําการศึกษาครั้งนี้พบวามีความหลากหลายของรูปแบบอัลลีล 3-4 รูปแบบที่พบ
เปนสวนใหญประมาณ  80-90 เปอรเซ็นตของทั้งหมด แสดงใหเห็นวา เครื่องหมายไมโครแซทเทล
ไลททุกตัวที่นําไปใชในการศึกษาครั้งนี้ มีความหลากหลายที่ไมสูงมากนัก โดยคาความ
หลากหลายของเครื่องหมายที่นิยมใชควรอยูระหวาง 6 – 8 อัลลีล และมีความถี่ของการกระจาย
ตัวดี ดังรายงานของ Ron และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลทจํานวน 12 
ตําแหนง พบจํานวนอัลลีลทสําหรับทุกตําแหนงอยูในชวง 6 - 11 อัลลีล จากรายงานของ Vissher 
และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาในโคนมประเทศอังกฤษดวยไมโครแซทเทลล 10 ตําแหนงพบ
จํานวนอัลลีลสําหรับทุกตําแหนงอยูในชวง 5 - 16 อัลลีล ขณะที่ Baron และคณะ (2002) ได
ทําการศึกษาในโคพันธุ Gir ดวยไมโครแซทเทลไลทจํานวน 6 ตําแหนง พบจํานวนอัลลีลทุก ๆ 
ตําแหนงอยูในชวง 7 – 13 อัลลีล และจากรายงานการศึกษาของ Sander และคณะ (2006) ได
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ทําการศึกษาในโคนมพันธุ Angeln โดยใชไมโครแซทเทลไลทจํานวน 16 ตําแหนง พบจํานวน 
อัลลีลของทุกๆ ตําแหนงอยูในชวง 8-12 อัลลีล  

 
ดังนั้น เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ไดรับคําแนะนําจาก ISAG ที่มีความเหมาะสม

ในการใชกับโคยุโรปไดดี จะเห็นวามีประสิทธิภาพปานกลางเมื่อนํามาใชในโคนมประเทศไทย ทั้งนี้
อาจเนื่องมาจากสายพันธุโคนมที่นํามาศึกษาในครั้งนี้ มีการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุมาอยาง
ตอเนื่อง ทําใหความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในฝูงลดลง 
 
5.5 การวิเคราะหคา PE และ CPE ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่ทําการศึกษา 
 

จากตารางที่ 4.12 พบวา เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ETH 10 เปนเครื่องหมายที่
แสดงคา PE มากที่สุดแสดงถึงประสิทธิภาพของเครื่องหมายตําแหนงนี้ในการนําไปใชในการ
ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกที่ใหความถูกตองมากที่สุด และเรียงลําดับไปจนถึงเครื่องหมาย
ที่มีประสิทธิภาพนอยที่สุดดังนี้ INRA023, ETH3, TGLA122, TGLA126, BM1824, BM2113, 
TGLA122, ETH152 และ SPS115 (ตามลําดับ) อยางไรก็ตามหากนําเครื่องหมายที่ใชตรวจสอบ
ทั้งหมดมาวิเคราะหพรอมกันพบวาจํานวน 10 ตําแหนงใหคาความเช่ือมั่นในการบงบอก
ความสัมพันธพอกับลูกไดระหวาง 94-98 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหพรอมกัน 9 ตําแหนงใหคาความ
เชื่อม่ันในการบงบอกความสัมพันธพอกับลูก 93-98 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหพรอมกัน 8 ตําแหนง
ใหคาความเชื่อมั่นในการบงบอกความสัมพันธพอกับลูก 93-97 เปอรเซ็นต และเมื่อวิเคราะห
พรอมกัน 7 ตําแหนงใหคาความเชื่อมั่นในการบงบอกความสัมพันธพอกับลูก 88 เปอรเซ็นต ดัง
รายงานของ Ron และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 12 ตําแหนงใหคา 
CPE 0.99 Visscher และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 10 ตําแหนงใหคา 
CPE 0.99 ขณะที่ Baron และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาดวยไมโครแซทเทลไลท 6 ตําแหนงให
คา CPE เพียง 0.84 – 0.98 จะเห็นไดวาเครื่องหมายพันธุกรรมย่ิงใชจํานวนมากคา CPE ย่ิงเขา
ใกล 1 และทําใหคาความเชื่อมั่นสูงในการบอกความสัมพันธพอกับลูก และจากการวิเคราะห
ขอมูลครอบครัวพอพันธุดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลลไลท จํานวน10 ตําแหนง จากจํานวน 75 
คู (ตารางที่ 4.13) พบวาการใชจํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่มากขึ้นทําใหการ
ตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกที่ไมถูกตองลดนอยลง ดังเชนผลการใชจํานวนเครื่องหมาย  7 
ตําแหนง พบความไมสัมพันธเปนพอกับลูก 30 คู และเมื่อใชจํานวนเครื่องหมาย 10 ตําแหนงพบ
ความไมสัมพันธเปนพอกับลูก 22 คู และสําหรับการตรวจพบโอกาสที่มีความสัมพันธเปนพอกับ
ลูกที่เครื่องหมาย 7 – 10 ตําแหนงนั้นแสดงแนวโนมวาย่ิงจํานวนเครื่องหมายมากขึ้นคาความถูก
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ตองในการตรวจความสัมพันธพอกับลูกย่ิงเพิ่มข้ึน ซึ่งสนับสนุนไดดวยคา CPE ที่เพิ่มข้ึนเมื่อ
จํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท  



บทที่ 6 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

6.1 สรุปผลการวิจัย 
 

การใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท จํานวน 10 ตําแหนง พบจํานวนอัลลีลทัง้หมด 7 อลั
ลีล และในการตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกในครั้งนี้ พบคา PE ที่ไดมีคาอยูระหวาง  
0.041-0.790 และใหคาความเชื่อมั่น(CPE) ในการตรวจสอบความสัมพันธระหวางพอกับลูก อยู
ระหวาง 88- 98 % แสดงวาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง มีประสิทธิภาพในการ
ตรวจความสัมพันธพอกับลูกได และ จํานวนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่สามารถในการนําไป
ประยุกตใชเปนชุดตรวจสอบได จํานวนตั้งแต 8 - 10 ตําแหนงจากคาความเชื่อมั่นที่ไดในการศึกษา
ครั้งนี้ ตั้งแต 90 เปอรเซ็นต ข้ึนไป 
  

การตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูกในครั้งนี้ โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 
10 ตําแหนง พบวาเครื่องหมายทุกตําแหนงสามารถตรวจสอบความไมสัมพันธกันระหวางพอกับลูก 
จํานวน 26 คู จากจํานวนที่ศึกษาทั้งหมด 75 คู 

 
 
6.2 ขอเสนอแนะ 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้ สามารถนําเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททั้ง 10 ตําแหนง และ

วิธีการที่ไดไปประยุกตใชในการตรวจสอบขอมูลพันธุประวัติในกลุมประชากรอื่นๆ ที่มีความไม
ชัดเจนหรือที่สงสัยวาอาจมีการบันทึกพันธุประวัติที่ผิดพลาด เพ่ือตรวจสอบความสัมพันธพอกับลูก
และเพ่ิมความถูกตองในการบันทึกพันธุประวัตินําไปสูการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุสัตวที่ถูกตอง
แมนยําย่ิงขึ้น 
 

ควรมีการศึกษาเพิ่มเติม ในมารคเกอรที่ไมสามารถวิเคราะหผลได และไมโครแซทเทลไลท 
ตําแหนงอื่นๆ เพิ่มเติมเพื่อใหไดขอมูลในการศึกษารูปแบบอัลลีลที่ครบถวน แมนยํา นาเชื่อถือ และมี
จํานวนตัวอยางที่มากเพียงพอ สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาตอไปได 
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