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การเลือกเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ เพื่อตรวจสอบ 
สายเลือดของพันธุ์โฮลสไตน์ในโคนมลูกผสม

Microsatellite markers selection for detected of Holstein blood level 
in crossbred dairy cows
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บทคัดย่อ: วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้ เพื่อหาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถบ่งบอกถึงระดับ 
สายเลือดของโคพันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชียนที่แตกต่างกันในแม่โคนมลูกผสม โดยศึกษาจากแม่โค 3 กลุ่มระดับสายเลือด
คือ 50%, 75% และ 100% กลุ่มละ 20 ตัวอย่าง โดยน�ำมาหาความสัมพันธ์กับเครื่องหมายโมเลกุลไมโคร แซทเทลไลท ์
จ�ำนวน 10 เครื่องหมาย ประกอบด้วย BM1824, BM2113, BM4305, BMS2684, ETH3, ETH152, ETH225, ILST096, 
TGLA122 และ TGLA126 ด้วยวิธีการ Binary Logistic Regression Analysis จากการศึกษาพบว่าเครื่องหมายโมเลกุล
ไมโครแซทเทลไลท์ TGLA122 มีความเป็นไปได้ที่จะใช้บ่งบอกโคนมลูกผสมโฮสไตน์ฟรีเชียนที่มีระดับสายเลือด 50%  
ได้ โดยมคีวามน่าจะเป็นของอลัลลี B และจโีนไทป์ BB เท่ากบั 91.83%  และ 96% ตามล�ำดบั ส่วนในระดบัสายเลอืด 75% 
และ 100% นัน้ ไม่พบว่ามเีครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์ตวัใดในทัง้ 10 เครือ่งหมายดงักล่าวทีจ่ะใช้บ่งบอกระดบั
สายเลือดได้ อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าผลการศึกษาในครั้งนี้จะพบเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ในการตรวจสอบ
ระดับสายเลือดเพียงเล็กน้อย แต่สามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานและน�ำไปใช้เป็นแนวทางในการแสวงหากลุ่มเครื่องหมาย
โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถตรวจสอบระดับสายเลือดของโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียนได้ต่อไป
ค�ำส�ำคัญ: โคนม, เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์, ระดับสายเลือด, ลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียน

ABSTRACT: The objective of this study is to find the microsatellite markers which can detect the different blood 
levels of Holstein-Friesians in crossbred dairy cattle. Three groups of 20 crossbred dairy cattle with blood levels of 
50%, 75% and 100%, respectively, were studied. The correlation between 10 microsatellite markers, i.e. BM1824, 
BM2113, BM4305, BMS2684, ETH3, ETH152, ETH225, ILST096, TGLA122 and TGLA126 was examined using 
Binary Logistic Regression Analysis. It was found that the marker TGLA122 has the possibility of identifying 50% 
Holstein-Friesian crossbred dairy cattle, with the probabilities of allele B and genotype BB at 91.83% and 96%, 
respectively. In 75% and 100% Holstein-Friesian crossbred dairy cattle, none of the 10 microsatellite markers were 
found to be capable of identifying these blood levels. However, even though the results of this study showed that 
only one microsatellite marker can be used for the detection of blood levels of Holstein-Friesians, these can form 
the basis and be used to find the microsatellite marker groups which can detect the blood levels of Holstein-Friesians 
in crossbred dairy cattle.
Keywords: Dairy cattle, Microsatellite marker, Blood level, Holstein-Friesian crossbreed

1	 สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์ ส�ำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี นครราชสีมา 30000
	 School of Animal Production Technology, Institute of Agricultural Technology, Suranaree University of  

Technology, Nakhonratchasima, 30000
*	 Corresponding author: Pongchan@sut.ac.th



70 แก่นเกษตร 41 : 69-78 (2556).

บทน�ำ

เกษตรกรรายย่อยในประเทศไทยนิยมปรับปรุง

พันธุ ์โคนมโดยการยกระดับสายเลือดของโคพันธุ ์

โฮสไตน์ให้เพิ่มสูง ขึ้น เพื่อหวังผลให้แม่โคนมมีความ

สามารถในการผลิตน�้ำนมได้ในปริมาณมากขึ้น 

อย่างไรก็ตามพบว่าโคนมของเกษตรกรรายย่อยมักจะ

มปัีญหาด้านความสมบรูณ์พนัธุต์�่ำและมอีตัราการเป็น

โรคเต้านมอกัเสบสงู ซึง่คาดว่าเป็นผลส่วนหนึง่มาจาก

การทีแ่ม่โคนมเหล่านีม้รีะดบัเลอืดของโคพนัธุโ์ฮสไตน์ 

ที่สูงเกินไป โดยมีรายงานว่าระดับสายเลือดพันธุ ์

โฮลสไตน์ฟรเีชยีนทีส่งูขึน้มผีลท�ำให้ความสมบรูณ์พนัธุ์

ลดต�่ำลง (สมเกียรติ และคณะ, 2542; วิชัย และคณะ, 

2547; Veerkamp et al., 2001) และในขณะเดียวกัน

ก็มีผลต่อการเพิ่มขึ้นของค่าเฉลี่ยของโซมาติกเซลล์ใน

น�้ำนม (กัลยา และคณะ, 2549) ซึ่งส่งผลต่อการเกิด 

โรคเต้านมอักเสบสูงขึ้นตามไปด้วย แต่เกษตรกร 

รายย่อยส่วนใหญ่ในประเทศไทยมักไม่จดบันทึกหรือ

ไม่ทราบพันธุ์ประวัติของแม่โคนมของตน จึงท�ำให ้

ไม่สามารถทราบถึงระดับเลือดที่แท้จริงของแม่โค

แต่ละตัวได้ และท�ำให้ขาดข้อมูลที่ส�ำคัญในการ

วางแผนการปรับพันธุ์ ดังนั้นหากมีวิธีที่สามารถตรวจ

สอบระดับสายเลือดของโคพันธุ์โฮลสไตน์ของแม่โคที่

ไม่มพีนัธุป์ระวตัเิหล่านีไ้ด้ จะสามารถช่วยแก้ไขปัญหา

การขาดข้อมูลที่จ�ำเป็นในการวางแผนการปรับปรุง

พนัธุไ์ด้ และยงัสามารถใช้ป้องกนัการปลอมแปลงพนัธุ์

ประวัติของแม่โคนมได้อีกด้วย

เครื่ อ งหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท ์  

(microsatellite marker) เป็นเครื่องหมายโมเลกุล

ดีเอ็นเอที่นิยมใช้ในการศึกษาพันธุกรรมของสัตว์ โดย

มีคุณสมบัติของการเป็นเครื่องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอ

ที่ครบถ้วน ได้แก่ มีความหลากหลายของลักษณะ

จีโนไทป์ (Polymorphism) พอสมควร พบกระจายอยู่

ทั่วไปตลอดทั้งจีโนม (Abundance) มีอิทธิพลการข่ม

แบบข่มร่วมกนั (Codominance หรอื Additive effect) 

สามารถตรวจสอบได้ง่ายโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ และ

ต้องการดีเอ็นเอที่ใช้ในการตรวจสอบเพียงเล็กน้อย

เท่านั้น (สุรีพร, 2546) ผลปฏิบัติการที่ได้สามารถน�ำ

ไปใช้ในการวิเคราะห์ได้เลย และสามารถท�ำซ�้ำได้โดย

ผลไม่เปลี่ยนแปลง (จินตนา, 2553)

ปัจจุบันได้มีการศึกษาหาทางน�ำเครื่องหมาย

โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์มาใช้ในการจ�ำแนกพันธุ์

โคกันบ้างแล้ว ตัวอย่างเช่น MacHugh et al. (1997) 

ใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์จ�ำนวน  

20 เครื่องหมายในการจ�ำแนกระหว่างโคยุโรป (Bos 

taurus) และโคอินเดีย (Bos indicus) Blott et al. 

(1999) ใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์

จ�ำนวน 20 เครื่องหมายในการจ�ำแนกโคพันธุ ์แท้

ทั้งหมด 5 พันธุ์ได้แก่ Aberdeen Angus, Charolais, 

Holstein-Friesian, Hereford และ Simmental และ

จ�ำแนกโคลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียนกับโคเนื้อ 4 พันธุ์ 

คือ Aberdeen Angus, Charolais, Hereford และ 

Simmental Cervini et al. (2006) ใช้เครื่องหมาย

โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์จ�ำนวน 10 เครื่องหมายใน

การจ�ำแนกโคพันธุ์ Brazilian Nellore (Bos indicus) 

Citek et al. (2006) ใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโคร- 

แซทเทลไลท์จ�ำนวน 13 เครื่องหมายในการจ�ำแนก

ความแตกต่างระหว่างพันธุ ์โคในยุโรปตอนกลาง 

ได้แก่ พนัธุ ์Czech Red, German Red, Czech Pied, 

Polish Red, Czech Black, Czech White, German 

Black และ German White Dalvit et al. (2008)  

ใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์จ�ำนวน  

21 เครื่องหมายในการจ�ำแนกโคเนื้อพื้นเมืองอิตาลี  

4 พันธุ์ ได้แก่ Chianina, Marchigiana, Romagnola  

และ Piemontese Machado et al. (2003) ใช้เครือ่งหมาย 

โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์จ�ำนวน 9 เครื่องหมายใน

การจ�ำแนกโค 4 พันธุ์ ได้แก่ Gyr, Nellore, Guzerat 

และ Holstein เป็นต้น

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าในขณะนี้ยังไม่มีรายงาน

วิจัยที่ เกี่ยวกับการค ้นพบเครื่องหมายโมเลกุล 

ไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถบ่งบอกถึงความแตก

ต่างของระดบัสายเลอืดในโคพนัธุผ์สมได้ เครือ่งหมาย

โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท ์ที่ ใช ้ศึกษาเกี่ยวกับ 

การจ�ำแนกพันธุ ์นั้น อาจเป็นเครื่องหมายโมเลกุล 
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ไมโครแซทเทลไลท์ทีส่ามารถบ่งบอกถงึความแตกต่าง

ของระดับสายเลือดในโคพันธุ์ผสมได้ ดังนั้นการวิจัย

ในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อหาเครื่องหมายโมเลกุล

ไมโครแซทเทลไลท์ทีส่ามารถบ่งบอกถงึระดบัสายเลอืด

ทีแ่ตกต่างกนัในโคนมลกูผสมโฮลสไตน์ฟรเีชยีนได้ โดย

ศึกษาจากเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ที่มี

รายงานว่าสามารถจ�ำแนกพันธุ์ได้

วิธีการศึกษา

ข้อมูลที่เก็บ

พันธุ์ประวัติของแม่โคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียน 

จากฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอิสาน 

วิทยาเขตสกลนครที่มีระดับสายเลือดพันธุ์โฮลสไตน์

ตั้งแต่ 50%-100% โดยแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น  

3 กลุม่ คอื 50%, 75% และ 100% กลุม่ละ 20 ตวัอย่าง 

โดยโคที่ เป ็นลูกผสมมีสายเลือดโคพันธุ ์ เรดซินดี้ , 

อเมริกันบราห์มัน และชาร์โรเล่ส์ ผสมอยู่ด้วย แต่ไม่

สามารถจ�ำแนกเป็นรายตวัได้ว่ามสีายเลอืดของโคพนัธุ์

เหล่านี้อยู่ในสัดส่วนใดได้ชัดเจน

การเก็บตัวอย่างเลือด 

เจาะเก็บตัวอย่างเลือดบริเวณโคนหางของแม่โค

ทั้ง 56 ตัว ตัวละ 10 ml เก็บตัวอย่างเลือดไว้ในหลอด

ที่เติม EDTA ไว้เพื่อป้องกันการแข็งตัวของเลือด จาก

นั้นน�ำไปเก็บที่อุณหภูมิ – 20 ºC ระหว่างที่รอน�ำไป

สกัดหา Genomic DNA ต่อไป การสกัด DNA ท�ำโดย

วิธี Genomic DNA Mini Kit Fresh Protocol-Blood  

(Geneaid) ด้วยชดุ kit ของ gene age biotech Co., Ltd.

การศกึษาเครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์

ท�ำการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซท

เทลไลท์ที่สามารถบ่งบอกถึงความแตกต่างระหว่าง

โคพันธุ์ต่างๆ ได้จากรายงานการวิจัยต่างๆ จากนั้น

คัดเลือกมาเพื่อใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 10 เครื่องหมาย 

(Table 1) โดยท�ำการคัดเลือกจากเงื่อนไขดังต่อไปนี้

1.	 เป็นเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์

ที่พบว่ามีการใช้ในหลายงานวิจัย

2.	 มีความหลากหลาย (Polymorphism) ของ 

อลัลลี หรอืจโีนไทป์ ซึง่สามารถตรวจสอบข้อมลูได้จาก 

ฐานข้อมูล UniSTS: Markers and Mapping data 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

3.	 มีค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี (Heterozygosity) 

ทีส่งู (>0.7) โดยคาดหวงัว่าเมือ่น�ำเครือ่งหมายโมเลกลุ

ไมโครแซท-เทลไลท์เหล่านั้นมาใช้กับประชากรนี้จะมี

ค่าสูงเช่นเดียวกัน

4.	 เครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์นัน้ๆ 

มีความสัมพันธ์หรือควบคุมลักษณะใดๆ ที่มีความ

สมัพนัธ์กบัระดบัสายเลอืด ซึง่สามารถตรวจสอบข้อมลู

ได้จาก ฐานข้อมูล UniSTS: Markers and Mapping 

data (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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น�ำเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์

ทีท่�ำการคดัเลอืกไปตรวจสอบความแตกต่างของแต่ละ

ระดับสายเลือดด้วยเทคนิค PCR โดยเตรียมสารดังนี้ 

DNA Template 1µl, Forward primer 2 µl, Reverse 

primer 2 µl, DreamTaqTm Green PCR Master 

Mix(2X) (Fermentas Life Sciences) 12.5 µl และ 

Water, nuclease-free 7.5 µl รวมทั้งหมด 25 µl

ท�ำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุม

อุณหภูมิตามวงรอบ ( thermocyc ler )  โดยมี 

รายละเอยีดการตัง้โปรแกรมเครือ่งดงัแสดงใน Table 2
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การตรวจสอบชิ้นส่วนดีเอ็นเอ

ตรวจสอบชิน้ส่วนดเีอน็เอทีไ่ด้ด้วยวธิอีะกาโรสเจล 

อิเล็กโตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) ที่

ความเข้มข้น 2% อะกาโรสเจล โดยใช้ผงอะกาโรสเจล  

2 กรมั ละลายใน 0.5X TBE โดยใช้ความต่างศกัย์ไฟฟ้า 

100 โวลต์  เป็นเวลา 30 นาท ีน�ำแผ่นวุน้ไปตรวจดแูถบ

ดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต
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การวิเคราะห์ข้อมูล

การศกึษาหาความสมัพนัธ์ของระดบัสายเลอืดกบั

เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท ์

ท�ำการหาความสัมพันธ์ของระดับสายเลือด

กับเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 10 

เครื่องหมายด้วยวิธีการ Binary Logistic Regression 

Analysis (Kaps and Lamberson, 2004) โดยใช้

โปรแกรม SPSS ตามสูตรข้างล่าง

เมือ่ :  P
i
 = ความน่าจะเป็นของอลัลลีใดๆ และจโีนไทป์ใดๆ  

ที่มีความสัมพันธ์กับโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียน 

ที่ระดับสายเลือด 50%, 75% และ 100% โฮลสไตน์  

ซึ่งไม่ทราบพันธุ์ลูกผสมที่ชัดเจน

eni = Exp(β) = เป็นค่า odd ratio ที่เปลี่ยนแปลง

เมื่อตัวแปรอิสระตัวที่ i มีค่าเพิ่มขึ้น 1 หน่วย  

β0, β1 = อิทธิพลเนื่องจากเครื่องหมายโมเลกุล

ไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 10 เครื่องหมาย

X = incidence matrix ที่แสดงการปรากฎของ

อิทธิพลเนื่องจากอัลลีล จีโนไทป์ของเครื่องหมาย

โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 10 เครื่องหมาย

การศึกษาหาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ภายในประชากร 

หาความหลากหลายทางพนัธกุรรมในประชากรโดย
การหาค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี้ ซึ่งเป็นค่าที่แสดงถึงความถี่
ของเฮทเทอโรไซโกตต่อ 1 ต�ำแหน่งยีนที่ท�ำการศึกษา

Observed Heterozygosity (Ho) = Sx
i
/N

เมื่อ Ho = ความถี่ของเฮทเทอโรไซโกตต่อ 1 ต�ำแหน่ง
ยีน ที่ค�ำนวณจากข้อมูลจริง

x = จ�ำนวนของอัลลีลที่เป็นเฮทเทอโรไซโกต
N = จ�ำนวนตัวอย่างทั้งหมด 

ผลการศึกษา

ความถี่อัลลีลและจีโนไทป์ของแต่ละมาร์คเกอร์
ผลการหาความถี่อัลลีลและจีโนไทป์ของแต่ละ

มาร์คเกอร์ พบว่า ILST096 พบเพียงอัลลีล A อัลลีล
เดยีวจงึมคีวามถีข่องอลัลลี A และจโีนไทป์ AA สงูทีส่ดุ 
BM4305 พบ 3 อัลลีล โดยมีความถี่ของอัลลีล A และ
จีโนไทป์ AA สูงที่สุด TGLA126, BM2113, ETH225 
และ BM1824 พบ 2 อัลลีล โดยมีความถี่ของอัลลีล A 
และจีโนไทป์ AA สูงที่สุด TGLA122 พบ 3 อัลลีล โดย
มีความถี่ของอัลลีล B และจีโนไทป์ BB สูงที่สุด ETH3 
พบ 3 อัลลีล โดยมีความถี่ของอัลลีล A และจีโนไทป์ 
AC สูงที่สุด และ ETH152 พบ 2 อัลลีล โดยมีความถี่

ของอัลลีล A และจีโนไทป์ AB สูงที่สุดดัง Table 3

Table 3 	Allele frequency and genotype frequency of each marker in Holstein Friesian crossbred cows.

Markers %HF
Allele frequency Genotype frequency

A B C AA AB BB AC BC CC
ILSTS096 50 20 - - 20 - - - - -
  75 20 - - 20 - - - - -
  100 16 - - 16 - - - - -
  All of HF 56 - - 56 - - - - -
BM4305 50 19 2 0 18 1 1 0 0 0
  75 20 1 1 20 1 0 1 0 0
  100 15 0 2 13 0 0 2 0 0
  All of HF 54 3 3 49 2 1 3 0 0
TGLA126 50 18 1 - 18 0 1 - - -
  75 19 1 - 19 0 1 - - -
  100 16 0 - 16 0 0 - - -
  All of HF 53 2 - 53 0 2 - - -
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Markers %HF
Allele frequency Genotype frequency

A B C AA AB BB AC BC CC
TGLA122 50 5 18 1 1 4 14 0 0 1
  75 5 10 11 0 3 6 2 1 8
  100 8 6 13 0 2 1 6 3 4
  All of HF 18 34 25 1 9 21 8 4 13
BM2113 50 18 8 - 12 6 2 - - -
  75 16 4 - 16 0 4 - - -
  100 14 2 - 14 0 2 - - -
  All of HF 48 14 - 42 6 8 - - -
ETH225 50 20 5 - 15 5 0 - - -
  75 18 4 - 16 2 2 - - -
  100 16 0 - 16 0 0 - - -
  All of HF 54 9 - 47 7 2 - - -
ETH3 50 19 2 8 11 1 0 7 1 0
  75 20 0 3 17 0 0 3 0 0
  100 16 0 13 3 0 0 13 0 0
  All of HF 55 2 24 31 1 0 23 1 0
BM1824 50 20 1 - 19 1 0 - - -
  75 20 0 - 20 0 0 - - -
  100 16 0 - 16 0 0 - - -
  All of HF 56 1 - 55 1 0 - - -
ETH152 50 20 16 - 4 16 0 - - -
  75 17 14 - 5 12 2 - - -
  100 15 16 - 0 15 1 - - -
  All of HF 52 46 - 9 43 3 - - -

(-) = No allele or genotype found

Table 3 	Allele frequency and genotype frequency of each marker in Holstein Friesian crossbred cows.  
(Continued)

ความสัมพันธ ์ ระหว ่ างระดับสายเลือดกับ
เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์

จากการวิเคราะห์ความน่าจะเป็นที่อัลลีลและ
จีโนไทป์ใดๆ ที่มีความสัมพันธ์กับระดับสายเลือด 
50% ในโคนมลูกผสมโฮสไตน์ฟรีเชียนในเครื่องหมาย
โมเลกลุไมโครแซทเทลไลทแ์ต่ละเครื่องหมาย พบวา่มี
เครือ่งหมายโมเลกลุไมโคร-แซทเทลไลท์ 5 เครือ่งหมาย
ทีม่คีวามหลากหลายของอลัลลี ได้แก่ BM2113, ETH152, 
ETH225, TGLA122 และ TGLA126 แต่มเีพยีงอลัลลี B  
ของเครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์ TGLA122 
เท่านั้นที่มีความสัมพันธ์กับระดับสายเลือด 50% ใน
โคนมลูกผสมโฮสไตน์ฟรีเชียน โดยมีความน่าจะเป็น 
91.83% ซึ่งเมื่อน�ำมาวิเคราะห์หาความน่าจะเป็นใน

รปูแบบจโีนไทป์ พบว่าจโีนไทป์ BB มคีวามสมัพนัธ์กบั
ระดบัสายเลอืด 50% ในโคนมลกูผสมโฮสไตน์ฟรเีชยีน 
โดยมีความน่าจะเป็น 96% (Table 4)

จากการวิเคราะห์ความน่าจะเป็นที่อัลลีลและ 
จโีนไทป์ใดๆ มคีวามสมัพนัธ์กบัระดบัสายเลอืด 75% ใน
โคนมลูกผสมโฮสไตน์ฟรีเชียน ในเครื่องหมายโมเลกุล 
ไมโครแซทเทลไลท์แต่ละเครือ่งหมาย พบว่ามเีครือ่งหมาย
โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ 4 เครื่องหมายที่มีความ
หลากหลายของอลัลลี ได้แก่ BM4305, ETH3, ETH152  
และ TGLA122 แต่ไม่พบว่าเครือ่งหมายโมเลกลุไมโคร
แซทเทลไลท์ใดๆ มีความสัมพันธ์กับระดับสายเลือด 
ดังกล่าว (Table 5)
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Table 4	 Probability of alleles and genotype associated with 50% Holstein Friesian blood level in each marker*

markers
allele genotype

allele P-value exp(b) Prob(%) genotype P-value exp(b) Prob(%)

BM2113 A 0.499 1.800  64.286 AA 0.837 1.200 54.545

  B 0.060 3.333 76.921 AB 0.999 4.864 82.947

ETH152 A 0.999 1.010 50.249 AB 0.999 1.292 56.370

  B 0.755 0.800 44.444 BB 0.999 9.573 90.541

ETH225 A 0.999 9.503 90.479 AA 0.999 7.573 88.335

  B 0.185 2.667 72.730 AB 0.999 4.039 80.155

TGLA122 A 0.396 0.590 37.107 AA 1.000 1.939 65.975

  B 0.003 11.250 91.837 AB 0.068 9.600 90.566

  C 0.001 0.026 2.534 BB 0.005 24.000 96.000

TGLA126 A 0.281 0.257 20.446 AA 1.000 1.615 61.759

  B 0.672 1.842 64.814 BB 0.645 0.514 33.950

* Only markers that have polymorphism.

Table 5	 Probability of alleles and genotype associated with 75% Holstein Friesian blood level in each marker *

markers
allele genotype

allele P-value exp(b) Prob(%) genotype P-value exp(b) Prob(%)

BM4305 A 0.999 9.503 95.030 AB 1 9.380 90.366

B 0.930 0.895 89.500 AC 1 1.615 61.759

C 0.930 0.895 89.500 BB 1 8.077 88.983

ETH3 A 1.000 9.231 92.310 AA 1 1.962 66.239

C 0.004 0.126 12.600 AC 1 2.423 70.786

ETH152 A 0.127 0.162 13.941 AB 0.736 0.625 38.462

B 0.087 0.292 22.601 BB 0.196 0.194 16.248

TGLA122 A 0.396 0.590 37.107 AB 0.200 0.312 23.780

B 0.224 0.500 33.333 AC 0.115 0.208 17.219

C 0.248 1.921 65.765 BB 0.064 0.250 20.000

BC 0.223 0.208 17.219

* Only markers that have polymorphism.

จากการวิเคราะห์ความน่าจะเป็นที่อัลลีลและ 

จโีนไทป์ใดๆ มคีวามสมัพนัธ์กบัระดบัสายเลอืด 100% 

ในโคนมลูกผสมโฮสไตน์ฟรีเชียนในเครื่องหมาย

โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์แต่ละเครื่องหมาย พบว่า 

มี เ ค รื่ อ ง ห ม า ย โ ม เ ล กุ ล ไ ม โ ค ร แ ซ ท เ ท ล ไ ล ท ์  

3 เครื่องหมายที่มีความหลากหลายของอัลลีล ได้แก่ 

BM4305, ETH3 และ TGLA122 และพบว่าอัลลีล C  

ของเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ ETH3 

และ TGLA122 มีสัมพันธ์กับโคนมโฮสไตน์ฟรีเชียนที่

มีระดับสายเลือด 100% ที่ความน่าจะเป็น 91.95% 

และ 90.99% ตามล�ำดับ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อน�ำมา

วิเคราะห์หาความความสัมพันธ์ในรูปแบบจีโนไทป์

แล้ว ไม่พบว่าเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์

ทัง้สองเครือ่งหมายมสีมัพนัธ์กบัโคนมโฮสไตน์ฟรเีชยีน 

ที่มีระดับสายเลือด 100% แต่อย่างใด (Table 6)
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Table 6 	 The probability of alleles and genotype to be associated with 100% Holstein Friesian blood level in 
each marker*

markers
allele genotype

allele P-value exp(b) Prob(%) genotype P-value exp(b) Prob(%)

BM4305 A 0.509 0.385 27.798 AA 0.999 2.61 72.299

B 0.990 0.000 0.000 AB 1.000 5.834 85.367

C 0.174 5.571 84.782 AC 1.000 1.000 50.000

ETH3 A 1.000 6.628 86.890 AA 1.000 1.731 63.383

C 0.001 11.424 91.951 AC 1.000 2.100 67.742

TGLA122 A 0.076 3.000 75.000 AB 0.659 0.643 39.136

B 0.029 0.257 20.446 AC 0.060 6.750 87.097

C 0.001 10.111 91.000 BB 0.066 0.113 10.153

BC 0.142 6.750 87.097

* Only markers that have polymorphism.

ความหลากหลายทางพนัธกุรรมภายในประชากร

จากการค�ำนวณหาค่าเฮทเทอโรไซโกซิตี (Ho)  

พบว่าเครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์ ETH152 

มีความหลากหลายที่สูงพอสมควร และสูงที่สุดใน

กลุ่มเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ที่ศึกษา  

ส่วนเครือ่งหมายโมเลกลุ ไมโครแซทเทลไลท์ BM1824, 

BM2113, BM4305, ETH3, ETH225, ILST096, 

TGLA122 และ TGLA126 มีความหลากหลายทาง

พันธุกรรมที่ต�่ำมาก (Table 7)

Table 7 	 N u m b e r  o f  a l l e l e s  a n d  o b s e r v e d  
heterozygosity (Ho) in each marker.

Marker No. alleles Ho
BM1824 2 0.018
BM2113 2 0.107
BM4305 3 0.089
ETH3 3 0.429
ETH152 2 0.768
ETH225 2 0.125
ILST096 1 0.000
TGLA122 3 0.304
TGLA126 2 0.000

สรุปและวิจารณ์

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ 
สายเลอืดกบัเครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์พบว่า  
เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ TGLA122  
มีความเป็นไปได้ที่จะใช้บ่งบอกโคนมลูกผสมโฮสไตน์
ฟรีเชียนที่มีระดับสายเลือด 50% ได้ โดยมีความน่า
จะเป็นของอัลลีล B และจีโนไทป์ BB เท่ากับ 91.83%  
และ 96% ตามล�ำดับ แต่ไม่พบว่ามีเครื่องหมาย
โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ใดๆ ทั้ง 10 เครื่องหมาย
ที่ศึกษาจะใช้บ่งบอกโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียน 
ทีม่รีะดบัสายเลอืด 75% และ 100% ได้ อย่างไรกต็าม  

การศึกษานี้ไม่พบความหลากหลายของอัลลีล ซึ่ง
สอดคล้องกับที่พบว่าความถี่ของเฮทเทอโรไซโกต
ต�่ำ สัตว์ที่ได้ท�ำการสุ่มตัวอย่างมา อาจไม่มีส่วนของ
เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซท-เทลไลท์นั้นๆ และ
เงื่อนไขที่ใช้ในการเลือกเครื่องหมายโมเลกุลไมโคร 
แซทเทลไลท์อาจยงัไม่สมบรูณ์ ท�ำให้พบเครือ่งหมายที่
ไม่สามารถตรวจสอบระดับสายเลือดได้ ผลการศึกษา
ในครัง้นีจ้งึพบเครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์
ที่จะน�ำไปใช้ในการตรวจสอบระดับสายเลือดเพียง 
เล็กน้อย แต่อย่างไรก็ตามสามารถน�ำไปใช้เป็นข้อมูล
พื้นฐานและสามารถน�ำไปใช้เป็นแนวทางในการ
ปรับปรุงเพื่อพัฒนาต่อไปในการแสวงหาเครื่องหมาย
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โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถตรวจสอบระดับ
สายเลือดได้ ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาต่อไปโดยใช้
จ�ำนวนตัวอย่างให้มากขึ้นเพื่อเพิ่มโอกาสการค้น
พบความหลากหลาย ควรปรับเงื่อนไขการเลือกใช้
เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ให้มีความ
สมบูรณ์ เช่น ควรเลือกเครื่องหมายโมเลกุลไมโคร
แซทเทลไลท์ที่มีการใช้จ�ำแนกพันธุ์ที่เป็นลูกผสมกับ
โฮลสไตน์ฟรีเชียนในประชากรที่ศึกษา และอาจน�ำ
เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ที่พบว่ามีความ 
เปน็ไปได้ในการบ่งบอกระดับสายเลอืดจากการศกึษานี้ 
ไปทดลองศึกษากับเครื่ องหมายโมเลกุลไมโคร 
แซทเทลไลท์เครือ่งหมายอืน่ๆ ร่วมด้วย เพือ่ให้ได้เป็นกลุม่ 
ของเครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์ ทัง้นีเ้พือ่เพิม่ 
ความเชื่อมั่นในการค้นพบเครื่องหมายโมเลกุลไมโคร
แซทเทลไลท์ทีส่ามารถใช้ในการตรวจสอบระดบัสายเลอืด
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