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บทคัดย่อ
วัตถุประสงค์ของการวิจัยเพื่อสำ�รวจเครื่องหมายดีเอ็นเอ สำ�หรับใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในแพะพื้นที่ภาคใต้
ของประเทศไทยสามสายพันธุ์ คือ แพะเนื้อลูกผสมทรัพย์-ม.อ.1 แพะพื้นเมืองภาคใต้ และแพะแองโกลนูเบียน เก็บตัวอย่าง
เลือดแพะทั้งหมด 90 ตัว ผลการวิเคราะห์เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 15 ตำ�แหน่ง พบความหลากหลายทางพันธุกรรม 11 
ตำ�แหน่ง และผลการวิเคราะห์ไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ 3 ชนิด คือ BmrI, ASeI และ FokI 
พบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ BmrI แสดงแฮพโพลไทป์ 2 รูปแบบ และสำ�หรับเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ ASeI และ FokI แสดง
แฮพโพลไทป์เพียงรูปแบบเดียว 

คำ�สำ�คัญ:	 ความหลากหลายทางพันธุกรรม ไมโครแซทเทลไลท์ ไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ

Abstract
The objective of the research was to investigate a DNA Marker used for study genetic diversity of goats in Southern 
Thailand. Three breeds were studied ; crossbred meat goat Sup-PSU-1, Thai-native southern goat and Anglo-Nubian 
goat A total of 90 goat blood samples were collected. The results revealed 11 of 15 microsatellite loci were polymorphic.  
The result of mitochondrial DNA that was cut with 3 restriction enzymes ; BmrI, ASeI and FokI revealed that Bmrl 
disclosed two haplotype patterns. However, ASeI and FokI showed only one haplotype pattern.
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บทนำ�
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite marker) 
และไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ (mitochondrial DNA) เป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ที่ใช้บ่งชี้ความจำ�เพาะ
ของสิง่มชีวีติ สายพนัธุห์นึง่ สปชีสีห์นึง่ หรอืในระดบัต่างสปีชส์ี  
(หทัยรัตน์ อุไรรงค์ และ ณัฐหทัย เอพาณิช, 2548) ซึ่งการ
ใช้ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมายเกิดเนื่องจากความแปรปรวนของ
นิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอหรือเกิดโพลีมอร์ฟิซึม 
(polymorphism) ของลำ�ดบัเบสในโมเลกลุของดเีอน็เอทีท่ำ�ให้
สิ่งมีชีวิตมีความแตกต่างกัน (อลงกรณ์ ศรีพลแท่น, 2557) 
ผลของความแตกต่างดังกล่าวมีประโยชน์ต่อการศึกษาความ
แปรปรวนทางพนัธกุรรม (genetic variation) และความหลาก
หลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) สำ�หรับนำ�ข้อมูลไป
ใช้ประโยชน์ในหลายด้าน เช่น การคัดเลือกและปรับปรุงสาย
พันธุ์ การศึกษาจุดกำ�เนิดและวิวัฒนาการ การศึกษาหาความ
แตกตา่งทางพนัธกุรรม และการจดักลุม่ประชากรเปน็ตน้ ทัง้นี้
การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นวิธีที่ใช้กันอย่างแพร่หลายใน
การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม เนื่องจากใช้
ระยะเวลาที่สั้นและมีความถูกต้องแม่นยำ�สูงกว่าวิธีการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (พัชรี หม่ืนอินกูด และกิตติพัฒน์ 
อุโฆษกิจ, 2561) 

	 ปัจจุ บันมีการศึกษาหาความหลากหลายทาง
พนัธกุรรมจากเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท ์และไมโทคอน
เดรยีล ดเีอน็เอ เพือ่หาความหลากหลายทางพนัธกุรรมในแพะ 
เช่น Bolormaa et al. (2008) ใช้ไมโครแซทเทลไลท์ จำ�นวน 
14 ตำ�แหน่ง ศึกษาหาความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในแพะ 5 สายพันธุ์ (Angora,  
Cashmere, Bayandelger, Zavkhan buural and Gobi  
Gurvan Saikhan goat) Aljumaah et al. (2012) ศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของแพะ (Ardi goat) ในประเทศ
ซาอุดีอาระเบีย ด้วยเครื่องหมายไมโครแซท-เทลไลท์ จำ�นวน 
14 ตำ�แหน่ง El-Sayed et al. (2016) ศึกษาความหลากหลาย 
ทางพันธุกรรมระหว่างประชากรแพะพื้นเมืองสองกลุ่ม  
(Farafra and Siwa goat) นอกจากนี้ Seilsuth et al. (2016) 
มีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมแพะนมใน
ประเทศไทย จำ�นวน 5 สายพันธ์ุ ด้วยเคร่ืองหมายไมโครแซท
เทลไลท์ 5 ตำ�แหน่ง และพบมีการใช้เคร่ืองหมายไมโทคอนเดรียล  
ดีเอ็นเอ ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
แหล่งกำ�เนิดของแพะในสาธารณรัฐประชาชนจีน จำ�นวน 13 
สายพันธ์ุ (Liu et al., 2007) รวมท้ัง Oka et al. (2011) มกีารศกึษา
ความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่าง 
แพะพนัธุแ์ท ้(Gembrong and Kacang goat) และแพะลกูผสม 
(Kacang x Etawah) โดยใช้เคร่ืองหมายไมโทคอนเดรียล ดเีอน็เอ 
ทั้งนี้การศึกษาหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของแพะ  

มีความสำ�คัญเนื่องจากสามารถนำ�ไปใช้ตรวจสอบเอกลักษณ์ 
ตรวจสอบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม และสามารถนำ�ไป
ประยุกต์ในด้านต่างๆ อีกมากมาย รวมถึงยังสามารถบ่งบอก
ถึงศักยภาพของประชากรในการอยู่รอดในอนาคตได้

	 อยา่งไรกต็าม รายงานการใชเ้ครือ่งหมายไมโครแซท
เทลไลท์ และไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ เพื่อศึกษาความหลาก
หลายทางพนัธุกรรมในแพะพืน้ทีภ่าคใต้ของประเทศไทย ยงัมี
ขอ้มลูอยา่งจำ�กดั ดงันัน้ จงึควรมกีารสำ�รวจเครือ่งหมายไมโคร
แซทเทลไลท์ และไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ ที่เหมาะสมกับ
การนำ�มาใช้ศึกษาหาความหลากหลายทางพันธุกรรมในแพะ
พื้นท่ีภาคใต้ เนื่องจากผลของการศึกษาจะเป็นข้อมูลพื้นฐาน 
ในการเลอืกใชเ้ครือ่งหมายและตำ�แหนง่ทีเ่หมาะสม ซึง่จะชว่ย
ลดการคลาดเคลื่อนของผลที่ศึกษาได้ อีกทั้งเป็นการช่วยลด 
ค่าใช้จ่ายในการศึกษา 

วิธีดำ�เนินงานวิจัย
	 การเก็บตัวอย่าง
	 เก็บตัวอย่างเลือดแพะ จำ�นวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 
แพะเนื้อลูกผสมทรัพย์-ม.อ.1 แพะพื้นเมืองภาคใต้ และแพะ
พนัธ์ุแองโกลนเูบยีน จำ�นวนพนัธ์ุละ 30 ตัว (เลือกใช้แพะจำ�นวน 
30 ตัวต่อสายพันธ์ุ ตามคำ�แนะนำ�ของ ISAG/FAO (2011) 
ด้วยการประมาณค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม ความถ่ี
ของอัลลีลท่ีเช่ือถือได้ ควรมาจากการสุ่มตัวอย่างจากสายพันธ์ุ 
ท่ีมีประชากรไม่ต่ำ�กว่า 40 ตัว และสุ่มตัวอย่างอย่างน้อย 25 ตัว
ต่อสายพันธ์ุ) จากศูนย์วิจัยและพัฒนาสัตว์เค้ียวเอ้ืองขนาดเล็ก 
อำ�เภอคลองหอยโข่ง จังหวัดสงขลา และศูนย์วิจัยและพัฒนา
แพะแกะ อำ�เภอรามัน จังหวัดยะลา 

	 การเตรียมตัวอย่างเลือด และการสกัดดีเอ็นเอ
	 เก็บตัวอย่างเลือดแพะรายตัว โดยเจาะเลือดจาก
เสน้เลอืดดำ�บรเิวณคอ ปรมิาตร 5 มลิลลิติร ใสใ่นหลอดท่ีมีสาร 
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 
เพือ่ปอ้งกนัการแขง็ตวัของเลอืด จากนัน้นำ�ตวัอยา่งเลอืดแพะ
ไปแยกเม็ดเลือดขาว และล้างเลือด (whole blood) โดยการ
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที  
ดดูเกบ็บฟัฟโีคท (buffy coat) ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ใสห่ลอด 
ไมโครเซนติฟิวก์ (microcentrifuge tube) เติมน้ำ� DI  
(Deionized water) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยง
ดว้ยความเรว็ 3,000 รอบตอ่นาท ีเปน็เวลา 5 นาท ีเทสว่นใสทิง้  
ทำ�ซ้ำ�อีก 2 ครั้ง เก็บตะกอนเม็ดเลือดขาว

	 จากนัน้สกดัดีเอน็เอโดยประยกุต์จากวิธีของ Goodwin  
et al. (2007) อ้างโดย (ปรัชญาพร เอกบุตร, 2550) แล้ววัด
ปริมาณดีเอ็นเอจากค่าการดูดกลืนแสง (optical density) ที่
ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร ด้วย
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ปรับค่าความเข้มข้นให้มีค่า 50 
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นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธี  
อเิลก็โตรโฟรซีสิ (electrophoresis) บนวุน้อะกาโรส (agarose 
gel) ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เก็บรักษาดีเอ็นเอที่สกัดได้
ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องซาเซลเซียส

	 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์
	 เพิ่ มป ริ ม าณดี เ อ็ น เ อด้ ว ยปฏิ กิ ริ ย าพี ซี อ า ร์   
(polymerase chain reaction: PCR) โดยใช้เครื่องหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ จำ�นวน 15 ตำ�แหน่ง และไมโทคอนเดรี
ยล ดีเอ็นเอ จำ�นวน 2 ตำ�แหน่ง (Table 1) ในปฏิกิริยาพีซีอาร์มี
ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ 
(DNA template) 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ 1 ไมโครลิตร  
(forward 0.5 ไมโครลติร และ reverse 0.5 ไมโครลติร), dNTPs 
0.5 ไมโครลิตร, 10X PCR-buffer 2.5 ไมโครลิตร, Taq DNA 
polymerase 0.125 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรสุดท้าย
ด้วยน้ำ� DI 4.875 ไมโครลิตร ใช้อุณหภูมิและเวลาในการทำ� 
ปฏกิรยิาพซีอีาร ์ดงันี ้initial activation 95oC 5 นาท,ี denature 
95oC 30 วนิาท,ี annealing ทีร่ะดบัอณุหภมูติามแตล่ะไพรเมอร ์ 
(Table 1) 45 วินาที, extension 72oC 45 วินาที และ final 
extension 72oC เป็นเวลา 7 นาที 

	 นำ�ผลผลติของปฏกิริยิาพีซอีาร ์ทีไ่ดไ้ปตรวจสอบดว้ย 
อิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผ่นวุ้นอะกาโรส ที่มีความเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ ละลายใน TBE buffer โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า
ที่ 50 โวลต์ เป็นเวลา 90นาที ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียม

โบรไมด์ (ethidium bromide) ตรวจสอบการปรากฏของแถบ
ดเีอน็เอภายใตแ้สงอลัตรา้ไวโอเลต 260 นาโนเมตร ดว้ยเครือ่ง 
gel documentation อ่านผลโดยเทียบขนาดกับขนาดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 DNA ladders

	 การตรวจสอบรูปแบบแฮพโพลไทป์ของไมโทคอน 
เดรียล ดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี
	 นำ�ข้อมูลลำ�ดับเบสของไพรเมอร์ GQ1 (Accession 
No. NC0050442.2) จากฐานข้อมูล GenBank มาออกแบบ
เอนไซม์ตัดจำ�เพาะด้วยโปรแกรม NEB cutter v2.0 สำ�หรับ
การศึกษาในครั้งนี้เลือกใช้เอนไซม์ตัดจำ�เพาะ 3 ชนิด คือ 
BmrI, ASeI และ FokI ซึ่งมีตำ�แหน่งตัดและขนาด ดังแสดง
ใน Table 2 (ไพรเมอร์ CAP ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
ได้ )  ส่วนประกอบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ -อาร์ เอฟแอลพี   
(restriction fragment length polymorphism: PCR-RFLP) 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มีดังนี้ น้ำ� DI 6.5 ไมโครลิตร, 10X 
buffer 1 ไมโครลิตร, restriction enzyme 0.5 U และผลผลิต
จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นำ�ไปบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 150, 120 และ 60 
นาที ตามลำ�ดับ จากนั้นวัดการปรากฏของแถบดีเอ็นเอด้วย 
3 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ 50 โวลต์ 
เป็นเวลา 90 นาที แล้วนำ�เจลที่ได้ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ 
ภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต และบันทึกภาพ

Table 1	 Primer, sequence, temperature and their expected sizes

Locus Name Primer sequence (5’3’) Annealing Temp. (๐C ) Allele Size (bp)

Microsatellite markers

SRCRSP5 F: GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG
R: TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC

55 158-1821

156-1784

INRA063 F: GACCACAAAGGGATTTGCACAAGC
R: AAACCACAGAAATGCTTGGAAG

56 164-1721

164-1862

INRABERN185 F: CAATCTTGCTCCCACTATGC
R: CTCCTAAAACACTCCCACACTA

53 266-2841

261-2892

ETH225 F: GATCACCTTGCCACTATTTCCT
R: ACATGACAGCCAGCTGCTACT

53 141-1595

146-1606

MAF70 F:CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC
R:GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC

62 120-1903

134-1684

OarFCB48 F:GAGTTAGTACAAGGATGACAAGAGGCAC
R:GACTCTAGAGGATCGCAAAGAACCAG

58 149-1734

149-1816

INRA023 F:GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC
R:TAACTACAGGGTGTTAGATGAACT

52 196-2152

196-2153
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Locus Name Primer sequence (5’3’) Annealing Temp. (๐C ) Allele Size (bp)

ILSTS011 F:GCTTGCTACATGGAAAGTGC
R:CTAAAATGCAGAGCCCTACC

54 250-3003

256-2947

ILSTS005 F:GGAAGCAATTGAAATCTATAGCC
R:TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC

51 174-1906

174-2187

TGLA53 F:GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA
R:ATCTTCACATGATATTACAGCAGA

51 142-1663

154-1885

ETH10 F:GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA
R:CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC

60 212-2245

192-2166

SPS113 F: CCTCCACACAGGCTTCTCGACTT
R: CCTAACTTGCTTGAGTTATTGCCC

58 134-1582

134-1583

OarFCB20 F: GGAAAACCCCCATATATACCTATA  
R: AAATGTGTTTAAGATTCCATACATGTG

52 82-1241

93-1123

ILSTS029 F: TGTTTTGATGGAACACAG
R: TTGATTTAGACCAGGGTTGG

51 135-1853

148-1704

BM1818 F: AGCTGGGAATATAACCAAAGG 
R: AGTGCTTTCAAGGTCCATGC

54 250-2701

253-2725

Mitochondrial DNA marker

GQ1 F: TACAATCAATACACTGGTCTT
R: ATTACGTTTATGCTGGATT

66 4708

CAP F: CGTGTATGCAAGTACATTAC
R: CTGATTAGTCATTAGTCCATC

61 5509

1Bolormaa et al. (2008), 2ISAG/FAO (2011), 3Aljumaah et al. (2012), 4 El-Sayed et al. (2016), 5Seilsuth et al. (2016), 6Jayashree et al.(2019),  
7Mahmoud et al. (2020), 8Liu et al. (2007), 9Oka et al. (2011)

Table 2	 Restriction enzymes used for PCR-RFLP analysis by NEB cutter v2.0 program

Restriction enzyme Sites in sequence Cut position Fragment size 

BmrI 1 cutter 173/172 172 and 298

ASeI 1 cutter 147/149 147 and 323

FokI 2 cutters 258/262
368/372

258 and 212
368 and 102

Table 1	 Primer, sequence, temperature and their expected sizes (cont.)

	 เก็บข้อมูลและการวิเคราะห์
	 การวิ เคราะห์ข้ อมู ลนำ �ผลแถบดี เอ็น เอของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่ได้หลังจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
และผลแถบดีเอ็นเอของไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ ท่ีได้หลัง
จากทำ�ปฏกิริยิาพซีอีาร-์อารเ์อฟแอลพ ีแปลงใหอ้ยูใ่นรปูขอ้มลู
ตวัเลข โดยแถบดเีอน็เอทีป่รากฏแทนดว้ย 1 และแถบดีเอน็เอ

ที่ไม่ปรากฏในแถวเดียวกันแทนด้วย 0 สำ�หรับเครื่องหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์นำ�มาวิเคราะห์หาความหลากหลายของ
ขนาดอลัลลี จำ�นวนอลัลลี และ คา่ polymorphism information  
content (PIC) และเครื่องหมายไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ  
นำ�มาวเิคราะหห์าความถีแ่ฮพโพลไทป ์(haplotype frequency) 
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ผลการศึกษาและวิจารณ์
 ผลของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์
 จากการทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเข้า
จับของไพรเมอร์ พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ จำานวน 11 
ตำาแหน่ง จาก 15 ตำาแหน่ง คิดเป็นร้อยละ 73.33 คือ ตำาแหน่ง 
SRCRSP5, MAF70, OarFCB48, INRA023, INRA063, 
ILSTS011, ILSTS005, TGLA53, ETH10, INRABERN185 และ 
ETH225 ส่วน 4 ตำาแหน่งท่ีเหลือ พบไม่สามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอได้ คือ BM1818 และเป็น monomorphic allele คือ 
SPS113, OarFCB20 และ ILSTS029 

 ความหลากหลายของขนาดและจำานวนอัลลีล
ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์
 จากการวิ เคราะห์พบเครื่องหมายไมโครแซท
เทลไลทท์ีส่ามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดด้ว้ยปฏกิริยิาพซีอีาร ์
จำานวน 11 ตำาแหน่ง พบขนาดของอัลลีลมีขนาดอยู่ระหว่าง 
129-340 คู่เบส (Table 3) นอกจากน้ีขนาดอัลลีลที่พบใน
แพะที่ศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับขนาดอัลลีลอ้างอิง (Table 
1) มีขนาดเริ่มต้นเล็กกว่าและขนาดสุดท้ายท่ีใหญ่กว่าอัลลีล
อ้างอิงในทุกไพรเมอร์ แสดงให้เห็นว่าแพะที่ศึกษามีความ
หลากหลายในด้านของขนาดอัลลีลสูง ทั้งนี้จากการศึกษาพบ
อัลลีลรวมทั้งหมด 62 อัลลีล ซึ่งมีจำานวนของอัลลีลอยู่ระหว่าง 
4-8 อัลลีลต่อตำาแหน่ง (Table 3) โดยพบตำาแหน่ง ILSTS011 
เป็นตำาแหน่งที่พบอัลลีลมากท่ีสุด คือ 8 อัลลีล ตำาแหน่ง 
SRCRSP5, TGLA53 และ INRABERN185 เป็นตำาแหน่งที่

พบอัลลีล น้อยที่สุด คือ 4 อัลลีล ทั้งนี้จากจำานวนอัลลีลที่พบ
สามารถบ่งบอกได้ถึงประสิทธิภาพของเครื่องหมายไมโคร
แซทเทลไลท์ คือ ความหลากหลายของเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
ตำาแหน่งหนึ่งๆ อาจมีจำานวนอัลลีลที่แตกต่างกัน โดย
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ ท่ีให้จำานวนอัลลีล 4 อัลลีล
ขึ้นไป สามารถนำามาใช้ศึกษาแยกความแตกต่างได้ดีกว่า
เครื่องหมายที่ให้จำานวนอัลลีล 2 อัลลีล 

 นอกจากนี้ค่า PIC ซึ่งแสดงถึงความเหมาะสมของ
เครื่องหมายท่ีใช้ในการศึกษาวิเคราะห์ความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมในครั้งนี้พบในแพะเนื้อลูกผสมทรัพย์-ม.อ.1 
(SUP) มีค่าระหว่าง 0.486-0.818 แพะพื้นเมืองภาคใต้ (TN) 
มคี่าระหว่าง 0.499-0.817 และแพะพันธุ์แองโกลนูเบียน (AN) 
มีค่าระหว่าง 0.187-0.759 ทั้งนี้พบค่า PIC ของเครื่องหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ที่ศึกษาอยู่ในระดับปานกลาง (0.3-0.59) 
และระดับสูง (>0.60) ยกเว้นที่ตำาแหน่ง INRABERN185 
เฉพาะในแพะพันธุ์แองโกลนูเบียน ที่มีค่า PIC อยู่ในระดับต่ำา 
(<0.29) คือ 0.187 แต่อย่างไรก็ตามค่า PIC เฉลี่ยในแพะ
ทั้ง 3 กลุ่ม มีค่าเท่ากับ 0.657, 0.660 และ 0.604 ตามลำาดับ 
ซึง่อยูใ่นระดับสูง ชีใ้หเ้หน็วา่เครือ่งหมายไมโครแซท -เทลไลท ์
มีประสิทธิภาพในการนำามาศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธกุรรมของแพะทัง้สามสายพนัธุไ์ด ้เนือ่งจากวธิหีาคา่ PIC 
ขึ้นอยู่กับจำานวนและความถี่ของอัลลีลในเครื่องหมาย ดังน้ัน
ค่า PIC ท่ีสูงของเครื่องหมายบ่งบอกถึงประโยชน์สำาหรับ
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม

Table 3 Genetic variability parameters of crossbred meat goat Sup-PSU-1, Thai native goat and Anglo-Nubian goat

Locus name Allele Size (bp)
Observed number of 

alleles

polymorphism information content (PIC)

SUP TN AN

SRCRSP5 153-228 4 0.673 0.608 0.559

MAF70 129-199 7 0.818 0.810 0.759

OarFCB48 138-200 6 0.761 0.701 0.734

INRA023 179-263 6 0.778 0.688 0.733

INRA063 171-218 5 0.705 0.534 0.595

ILSTS011 260-340 8 0.759 0.817 0.693

ILSTS005 151-222 7 0.682 0.620 0.751

TGLA53 132-175 4 0.574 0.659 0.447

ETH10 202-253 6 0.486 0.607 0.627

INRABERN185 176-267 4 0.499 0.499 0.187

ETH225 130-221 5 0.497 0.719 0.561

Mean number of alleles 5.64 0.657 0.660 0.604
SUP-PSU 1: crossbred meat goat Sup-PSU-1, TN: Thai native goat, AG: Anglo Nubian goat



Microsatellite and mitochondrial DNA variation in three goat breeds 
of Southern Thailand

257Vol 40. No 3, May-June 2021

 ผลของเครื่องหมายไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ 
ในปฏิกิริยาพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี 
 จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา
พีซีอาร์ จำานวน 2 ไพรเมอร์ พบไพรเมอร์ GQ1 สามารถเพิ่ม
ปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นได้ ส่วนไพรเมอร์ CAP ไม่สามารถเพิ่ม
ปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอได้ ซ่ึงผลจากปฏิกริยาพีซีอาร์ พบขนาด
ดีเอ็นเอของไพรเมอร ์GQ1 มขีนาดเทา่กบั 470bp ในประชากร
แพะทั้งสามกลุ่ม ดังแสดงใน Figure 1

 (2) ASeI สามารถตรวจพบรูปแบบแฮพโพลไทป์ที่มี
ขนาด 470bp, 323bp และ 147bp ดังแสดงในFigure 3 

ที่ มี ค่ า  PIC อยู่ ใ น ร ะดับต ่ า  ( <0. 29)  คือ  0. 187  
แต่อย่างไรก็ตามค่า PIC เฉลี่ยในแพะทัง้ 3 กลุ่ม  
มีค่าเท่ากับ 0.657, 0.660 และ 0.604 ตามล าดับ  
ซึง่อยู่ในระดบัสงู ชีใ้หเ้หน็ว่าเครื่องหมายไมโครแซท -
เทลไลท์ มีประสิทธิภาพในการน ามาศึกษาความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมของแพะทัง้สามสายพนัธุไ์ด ้
เนื่องจากวิธีหาค่า PIC ขึ้นอยู่กบัจ านวนและความถี่
ของอัลลีลในเครื่องหมาย ดังนัน้ค่า PIC ที่สูงของ
เครื่องหมายบ่งบอกถึงประโยชน์ส าหรับการศึกษา
ความหลากหลายทางพนัธุกรรม

 
Table 3 Genetic variability parameters of crossbred meat goat Sup-PSU-1, Thai native goat and Anglo-Nubian goat 

Locus name Allele Size (bp) Observed number 
of alleles 

polymorphism information content (PIC) 
SUP TN AN 

SRCRSP5 153 - 228 4 0.673 0.608 0.559 
MAF70 129 - 199 7 0.818 0.810 0.759 
OarFCB48 138 - 200 6 0.761 0.701 0.734 
INRA023 179 - 263 6 0.778 0.688 0.733 
INRA063 171 - 218 5 0.705 0.534 0.595 
ILSTS011 260 - 340 8 0.759 0.817 0.693 
ILSTS005 151 - 222 7 0.682 0.620 0.751 
TGLA53 132 - 175 4 0.574 0.659 0.447 
ETH10 202 - 253 6 0.486 0.607 0.627 
INRABERN185 176 - 267 4 0.499 0.499 0.187 
ETH225 130 - 221 5 0.497 0.719 0.561 
Mean number of alleles 5.64 0.657 0.660 0.604 

SUP-PSU 1: crossbred meat goat Sup-PSU-1, TN: Thai native goat, AG: Anglo Nubian goat 
 
ผลของเครือ่งหมายไมโทคอนเดรียล ดีเอน็เอ ใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร-์อารเ์อฟแอลพี  

จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ จ านวน 2 ไพรเมอร์ พบไพรเมอร์ 
GQ1 ส า ม า ร ถ เ พิ่ ม ป ริ ม าณชิ้ น ส่ ว น ดี เ อ็ น ไ ด้   
ส่วนไพรเมอร์ CAP ไม่สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นส่วน 
ดเีอน็เอได ้ซึง่ผลจากปฏกิรยิาพซีอีาร ์พบขนาดดเีอน็เอ
ข อ ง ไ พ ร เ ม อ ร์  GQ1 มี ข น า ด เ ท่ า กั บ  470bp  
ในประชากรแพะทัง้สามกลุ่ม ดงัแสดงใน Figure 1 

 
Figure 1 PCR size of 470bp (Lane M: 100bp DNA ladder)  

ส าหรบัผลปฏกิรยิาพซีอีาร์-อารเ์อฟแอลพ ีใน
การวิเคราะห์หาความหลากหลายทางพนัธุกรรม โดย
การน าผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์  มาตัดด้วย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ 3 ชนิด คอื BmrI, ASeI และ FokI 
สามารถตรวจพบรปูแบบแฮพโพลไทป์ (haplotype) ดงันี้  

( 1)  BmrI สามารถตรวจพบจีโนไท ป์  2 
รูปแบบ คอื GG ทีม่ขีนาด 470bp, 298bp และ 172bp 

Figure 1 PCR size of 470bp (Lane M: 100bp DNA ladder)

 สำาหรับผลปฏิกริยาพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี ในการ
วิเคราะห์หาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยการนำาผลผลิต
ท่ีได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำาเพาะ 3 
ชนิด คือ BmrI, ASeI และ FokI สามารถตรวจพบรูปแบบ
แฮพโพลไทป์ (haplotype) ดังน้ี 

 (1) BmrI สามารถตรวจพบจีโนไทป์ 2 รูปแบบ 
คือ GG ที่มีขนาด 470bp, 298bp และ 172bp และ GC ที่มี
ขนาด 470bp, 400bp, 298bp, 172bp และ 70bp ดังแสดงใน 
Figure 2 

และ GC ทีม่ขีนาด 470bp, 400bp, 298bp, 172bp และ 
70bp ดงัแสดงใน Figure 2  

 

 
Figure 2 PCR-RFLP patterns of mitochondrial DNA 

digested by BmrI.  ( Lane M:  100bp DNA 
Ladder, Lane 1 - 5 patterns genotype GC 
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 อย่างไรก็ตามพบขนาดดีเอ็นเอหลังตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจำาเพาะ BmrI และ FokI ให้ขนาดดีเอ็นเอที่แตกต่าง
จากอ้างอิงใน Table 2 ซึ่งอาจเป็น single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) ตำาแหน่งใหม่ ทั้งนี้เพื่อยืนยันผล
จึงอาจต้องส่งวิเคราะห์ในลำาดับต่อไป และทั้งนี้พบว่าหลัง
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำาเพาะ ASeI และ FokI พบแฮพโพลไทป์ 
เพียงรูปแบบเดียว ในประชากรแพะท้ัง 3 กลุ่ม ทำาให้มีค่า
ความถี่อัลลีลเท่ากันในประชากรทั้ง 3 กลุ่มจึงไม่สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มประชากรแพะเนื้อลูกผสมทรัพย์-
ม.อ. 1 แพะพื้นเมืองภาคใต้ และแพะพันธุ์แองโกลนูเบียนได้ 
ค่าความถี่อัลลีล ดังแสดงใน Table 4
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	 จาก Table 4 แสดงให้เห็นถึงค่าความถี่ของ 
แฮพโพลไทป์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ BmrI พบ
แฮพโพลไทป์ G มีค่าความถี่สูงกว่าแฮพโพลไทป์ C ทั้งนี้อาจ
เกิดจากการคัดเลือกบางลักษณะของแต่ละประชากรท่ีอาจ 
สง่ผลกระทบตอ่ความถีอ่ลัลลี (หนึง่ฤทยั พรหมวาท ีและคณะ, 
2554) และความถี่ของแฮพโพลไทป์ได้อย่างไรก็ตามการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ BmrI ชี้ให้เห็นว่าประชากรแพะทั้ง 
3 กลุ่ม มีความหลากหลายทางพันธุกรรมซ่ึงเป็นประโยชน์
อย่างมากหากมีการคัดเลือกประชากร และมีความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมที่สามารถนำ�ไปใช้ศึกษาเพื่อใช้เป็นข้อมูล 
พืน้ฐานสำ�หรบัการจำ�แนกพนัธุไ์ด ้อยา่งไรกต็ามคา่ความถีข่อง
แฮพโพลไทป์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ ASeI และ 
FokI พบมีค่าความถ่ีเท่ากับ 1.00 ซ่ึงเท่ากันในทุกประชากร 
ทั้งนี้เป็นผลเนื่องมาจากการตรวจพบรูปแบบแฮพโพลไทป์
เพียงรูปแบบเดียว แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ตัดจำ�เพาะที่เลือก
ใช้ ไม่เหมาะสมแก่การนำ�มาศึกษาหาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม 

สรุป
ผลจากการสำ �รวจ เครื่ อ งหมายไมโครแซทเทลไลท์   
พบเครือ่งหมายทีต่ำ�แหนง่ SRCRSP5, MAF70, OarFCB48, 
INRA023, INRA063, ILSTS011, ILSTS005, TGLA53, 
ETH10, INRABERN185 และ ETH225 รวม 11 ตำ�แหน่ง 
เปน็ตำ�แหน่งทีม่คีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมสามารถนำ�มา
ศึกษาหาความหลากหลายทางพันธุกรรมในแพะเนื้อลูกผสม
ทรัพย์-ม.อ.1 แพะพื้นเมืองภาคใต้ และแพะพันธุ์แองโกล 
นูเบียนได้ ยกเว้นเครื่องหมายที่ตำ�แหน่ง BM1818, SPS113, 
OarFCB20 และ ILSTS029 ไม่เหมาะสมที่จะนำ�มาศึกษา
หาความหลากหลายทางพนัธกุรรมในประชากรแพะทัง้ 3 กลุม่ 
สำ�หรับผลการสำ�รวจเครื่องหมายไมโทคอนเดรียล ดีเอ็นเอ 
จำ�นวน 2 ตำ�แหน่ง คือ GQ1 และ CAP พบตำ�แหน่ง CAP 
ไมส่ามารถเพิม่ปรมิาณชิน้สว่นดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิา PCR ได ้

และ GQ1 หลังจากทำ�ปฏิกิริยา PCR-RFLP จากการตัดด้วย
เอนไซมต์ดัจำ�เพาะ BmrI พบสามารถใหร้ปูแบบแฮพโพลไทป์
สองรปูแบบ ทีส่ามารถนำ�ไปใชศ้กึษาหาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในแพะทั้งสามกลุ่มได้ สำ�หรับการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจำ�เพาะ ASeI และ FokI พบปรากฏรูปแบบแฮพโพล
ไทป์ เพียงรูปแบบเดียว หรือกล่าวได้ว่าเป็น monomorphic  
จึงไม่เหมาะสมที่จะนำ�มาใช้ศึกษาหาความหลากหลาย 
ทางพันธุกรรมในแพะเนื้อลูกผสมทรัพย์-ม.อ. 1 แพะพื้นเมือง
ภาคใต้ และแพะพันธุ์แองโกลนูเบียนได้ 
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Table 4	 Haplotype frequencies of mitochondrial DNA in crossbred meat goat Sup-PSU 1, Thai native and  
 Anglo-Nubian goat breeds

Restriction enzyme Haplotype

Haplotype frequencies

SUP-PSU 1
(n=30) 

TN
(n=30)

AG
(n=30)

BmrI G (470bp, 298bp and 172bp) 0.70 1.00 0.73

C (470bp, 400bp and 70bp) 0.30 0.00 0.27

AseI A (470bp, 323bp and 147bp) 1.00 1.00 1.00

FokI B (280bp, 110bp and 80bp) 1.00 1.00 1.00

SUP-PSU 1: crossbred meat goat Sup-PSU-1, TN: Thai native goat, AG: Anglo Nubian goat
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