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บทคัดยอ 

ปจจุบันมีการจําหนายผลิตภัณฑของปลาในครอบครัว Pangasiidae อยางกวางขวาง การ
จําแนกผลิตภัณฑเหลาน้ีจึงมีความสําคัญ นอกจากนี้การจําแนกลูกปลาวัยออนและลูกผสมโดยการใช
ลักษณะภายนอกมีขอจํากัด จึงมีความจําเปนที่จะตองพัฒนาเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่สามารถใชงานงาย
และมีความถูกตองสําหรับจําแนกชนิดปลาในครอบครัว Pangasiidae เทคนิค Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) ของยีน mtDNA 16s rRNA 
และ Igm ไดรับการพัฒนาเพื่อจําแนกชนิดปลาในครอบครัว Pangasiidae จํานวน 6 ชนิด การจําแนก
ปลาโตเต็มวัยและลูกปลาสามารถทําไดโดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ (mtDNA 16s rRNA) ของปลาทั้ง 6 ชนิด 
โดยใชไพรเมอร 16Sar และ 16Sbr และนําผลผลิตพีซีอารที่ไดไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Tsp509I, 
HincII และ  MfeI เอนไซม Tsp509I สามารถจําแนกปลาไดเปน 2 กลุม และ 2 ชนิด คือ กลุม 1 ปลาบึก
และปลาสวาย กลุม 2 ปลาเทโพและปลาเทพา ชนิดที่ 1 คือปลาโมง และชนิดที่ 2 คือปลาสายยู สวน
เอนไซม HincII และ  MfeI ใชจําแนกปลาบึกกับปลาสวายและปลาเทโพกับปลาเทพา ตามลําดับ การ
จําแนกลูกผสมทําไดโดยเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ (Igm) โดยใชไพรเมอรในสวนของยีน immunoglobulin M 
heavy chain และนําผลผลิตพีซีอารที่ไดไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI และ TaqI ลูกผสมระหวาง
ปลาสวายกับปลาบึกและระหวางปลาสวายกับปลาเทโพสามารถจําแนกไดดวยเอนไซม TaqI สวน
ลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาโมงจําแนกไดดวยเอนไซม PstI ควรมีการพัฒนาเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมสําหรับจําแนกลูกผสมเพ่ิมเติมสําหรับการจําแนกลูกผสมที่เกิดจากการผสมกลับกับชนิดพอ
หรือชนิดแม 
 
Keywords : ปลาบึก ปลาสวาย PCR-RFLP 
(คําหลัก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

Nowadays, the product of Pangasiids catfishes are distributed worldwide. The 
authentication of these products is economically important. In addition, the limitation of larvae 
and hybrid identification base on morphology, the clear and simple molecular markers are 
needed. Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) of 
the mitochondrial 16S rRNA and nuclear immunoglobulin M heavy chain (Igm) gene were 
developed for identification of fish, larvae and hybrids of six species in family Pangasiidae. 
Identification of six Pangasiid species and their larvae was achieved using PCR-RFLP of the 
mitochondrial 16S rRNA. DNA samples of each of six species and their larvae were amplified 
using 16Sar and 16Sbr primers and the PCR products were cut with three selected restriction 
endonucleases (Tsp509I, HincII and MfeI). Tsp509I separates the six species into 2 groups and 
2 species (group 1 = P. gigas and P. hypophthalmus, group 2= P. larnaudii and P. 
sanitwongsei, the first species is P. bocourti, the second species is P. conchophilus). HincII and 
MfeI could be used to discriminate P. gigas and P. hypophthalmus and P. larnaudii and P. 
sanitwongsei, respectively. The restriction digest of the PCR product of nuclear Igm gene by 
enzyme TaqI and PstI allowed the clear distinction of four species (P. gigas, P. hypophthalmus, 
P. larnaudii and P. bocourti) and their hybrid. Hybrids of P. hypophthalmus x P. gigas and P. 
hypophthalmus x P.  larnaudii could be identified using TaqI. Hybrids of P. hypophthalmus x P.  
bocourti could be identified using PstI. More molecular marker are a necessity for identification 
the backcross hybrids. 
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บทนํา 

ปลาในครอบครัว Pangasiidae เปนปลาที่มีความสําคัญในประเทศไทยและภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต ปจจุบันปลากลุมน้ีโดยเฉพาะปลาสวายเปนปลาที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจมาก ใน
ประเทศเวียดนามการเพาะเล้ียงและสงออกปลาสวายในรูปแบบของเนื้อแลมีปริมาณและมูลคาสูงขึ้นมาก 
โดยมูลคาการสงออกปลาชนิดน้ีในป 2551 มีถึง 1.6 ลานลานดอลลารสหรัฐ (Hau, 2008) นอกจากในแง
ของการเพาะเลี้ยงแลว ปลากลุมน้ียังมีความสําคัญทั้งในแงของการอนุรักษ ตลอดจนเปนแหลงโปรตีนที่
สําคัญสําหรับการบริโภคของประชาชน โดยเฉพาะในแถบลุมนํ้าโขง  

โดยทั่วไปการจําแนกปลาในครอบครัว Pangasiidae น้ันสามารถใชการจัดจําแนกทาง
อนุกรมวิธาน (Roberts and Vidthayanon, 1991) ได แตในปลาวัยออนการพัฒนาการจัดจําแนกทาง
อนุกรมวิธานยังไมครอบคลุมทุกชนิดในวงศ Pangasiidae (อภิรดี และคณะ, 2553) และการจัดจําแนก
ทางอนุกรมวิธานน้ัน บางลักษณะจําเปนตองผาดูอวัยวะภายใน เชน ลักษณะของเหงือก กระเพาะลม 
จําเปนตองมีการฆาปลา ทําใหเกิดขอจํากัดในการใชลักษณะทางอนุกรมวิธานจัดจําแนกปลากลุมน้ี 
นอกจากน้ีปจจุบันการผสมขามพันธุ (hybridization) ระหวางปลาในครอบครัว Pangasiidae ไดรับความ
สนใจในการเพาะเลี้ยงอยางแพรหลาย เชน การผสมขามระหวางปลาสวายกับปลาบึก (Mongkonpanya 
et al., 1996) ปลาสวายกับปลาโมง (Annop, per.com) ปลาสวายผสมกับปลาเทโพ (อภิรดี และคณะ, 
2553) เปนตน ซ่ึงปลาลูกผสมเหลาน้ีมีลักษณะภายนอกที่แสดงออกตางๆกัน ตามสัดสวนพันธุกรรมที่
ไดรับจากปลาแตละชนิด และอาจมีลักษณะใกลเคียงกับชนิดพอหรือแมมากจนไมสามารถตรวจสอบได
ชัดเจนดวยการศึกษาจากลักษณะภายนอก (อภิรดี และคณะ, 2553) การใชเคร่ืองหมายพันธุกรรมจึง
เปนวิธีหน่ึงที่จะชวยจําแนกชนิดปลาไดอยางชัดเจน และมีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยไมจําเปนตองฆา
ปลา ใชตัวอยางในการทดสอบเพียงเล็กนอย และสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑที่ผานการแปรรูป เชน 
เน้ือแล ไดดวย 

การพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมสําหรับจําแนกชนิดปลาครอบครัว Pangasiidae มีการพัฒนา
เทคนิค Single Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) สําหรับใชจําแนกปลากลุมน้ี 
(Sriphairoj et al., 2010) แตเน่ืองจากเทคนิค SSCP จําเปนตองใชอะคริลาไมดเจลในการตรวจสอบ
ความหลากรูปแบบของผลผลิตพีซีอาร และตองการเวลาในการวิเคราะหมากกวาการใชอะกาโรส        
เจลเพียงอยางเดียวตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร ซ่ึงเทคนิค PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction- 
Restriction Fragment Length Polymorphism) น้ันเปนเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดหน่ึงที่ไมยุงยากใน
การวิเคราะห ใชเวลานอย เสียคาใชจายไมแพง (Hashimoto et al., 2010) ใชสําหรับการจําแนกชนิด
ปลา ปลาวัยออน ลูกผสม รวมถึงตรวจสอบผลิตภัณฑที่ผานการแปรรูปไดอยางมีประสิทธิภาพ 
(Thongpan et al., 1997; Lindstrom, 1999; Khamnamtong et al., 2005; Ishizaki et al., 2006; 
Hashimoto et al., 2010)   

การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาเคร่ืองหมายพันธุกรรม PCR-RFLP สําหรับใชแยกชนิด
ปลาในครอบครัว Pangasiidae ที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจจํานวน 6 ชนิด ประกอบดวย ปลาบึก 



(Pangasianodon gigas) ปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) ปลาโมง (Pangasius bocourti) 
ปลาสายยู (Pangasius conchophilus) ปลาเทโพ (Pangasius larnaudii) และปลาเทพา (Pangasius 
sanitwongsei) และลูกผสมระหวางปลาในครอบครัว Pangasiidae ประกอบดวย ลูกผสมระหวางปลา
สวายกับปลาบึก และปลาสวายกับปลาโมง ซ่ึงเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่พัฒนาไดจะมีประโยชนสําหรับ
การจัดจําแนกชนิดปลา ปลาวัยออน ลูกผสม และผลิตภัณฑที่ผานการแปรรูป ของปลาในครอบครัว 
Pangasiidae 
 

วิธีการทดลอง 

1. การเก็บตัวอยางและการสกัดดีเอ็นเอ 
 เก็บตัวอยางปลาที่ทราบชนิดแนนอนจํานวน 6 ชนิด จํานวนตัวอยางดังน้ี ปลาบึกจํานวน 46 
ตัวอยาง ปลาสวายจํานวน 37 ตัวอยาง ปลาโมงจํานวน 38 ตัวอยาง ปลาสายยูจํานวน 23 ตัวอยาง ปลา
เทโพจํานวน 51 ตัวอยาง ปลาเทพาจํานวน 51 ตัวอยาง ตัวอยางในการศึกษาเปนปลาธรรมชาติ และ
จากโรงเพาะฟก จากหลายแหลงเก็บตัวอยาง (รายละเอียดแหลงเก็บตัวอยางแสดงไวในตารางที่ 1 และ
ภาพที่ 1) สําหรับลูกปลาวัยออนเปนตัวอยางปลาที่เพ่ิงฟกไมเกิน 1 สัปดาห ประกอบดวยลูกปลาบึก
จํานวน 28 ตัวอยาง จากศูนยวิจัยและพัฒนาประมงน้ําจืดจังหวัดเชียงใหม ลูกปลาสวายและปลาเทโพ 
ชนิดละจํานวน 6 ตัวอยาง จากธนาคารดีเอ็นเอ กรมประมง ลูกปลาโมงจํานวน 11 ตัวอยาง จาก
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมงน้ําจืดจังหวัดสกลนคร และลูกปลาเทพาจํานวน 41 ตัวอยางจากศูนยวิจัยและ
พัฒนาประมงน้ําจืดจังหวัดพะเยา สวนลูกปลาสายยูไมสามารถหาตัวอยางได 

ตัวอยางลูกผสมที่นํามาวิเคราะหในการศึกษาน้ีประกอบไปดวย ลูกผสมระหวางปลาสวายกับ
ปลาบึก (P. hypophthalmus x P. gigas) จํานวน 10 ตัวอยาง เก็บตัวอยางจากโรงเพาะฟกเอกชน  
ลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาโมง (P. hypophthalmus x P. bocourti) จํานวน 20 ตัวอยาง เก็บ
ตัวอยางจากศูนยวิจัยและพัฒนาประมงน้ําจืดจังหวัดสกลนคร และตัวอยางซ่ึงไมทราบแนนอนวาเปน
ลูกผสมระหวางปลาชนิดใด เน่ืองจากตัวอยางไมสมบูรณ จํานวน 47 ตัวอยาง แหลงเก็บตัวอยางคือ
ตลาดสดในจังหวัดอุบลราชธานี ขอมูลเบื้องตนจากการสอบถามแมคาทราบวาเปนปลาจากโรงเพาะฟก
เอกชน เปนลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาเทโพ (P. hypophthalmus x P.  larnaudii) และลูกผสม
ระหวางปลาสวายกับปลาสายยู (P. hypophthalmus x P. conchophilus)  

เก็บตัวอยางครีบปลาทั้งหมดไวในเอทานอล 100% สกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Tagaart และคณะ 
(1992) ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดวยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 1 แหลงเก็บตวัอยางและจํานวนตัวอยางของปลาทั้ง 6 ชนิด 
 
Origin  Locality Sample size 
Pangasianodon gigas 
 Inland Fisheries Research Institute, Ayutthaya Province 1 
 Chiangmai Inland Fisheries Research and Development 

Centre 
14 

 Phayao Inland Fisheries Research and Development 
Centre 

5 

 Pitsanulok Inland Fisheries Research and Development 
Centre 

7 

 Kalasin Inland Fisheries Station 4 
 Tak Inland Fisheries Research and Development Centre 5 
 Songkla Inland Fisheries Research and Development 

Centre 
5 

 Hatchery, Chaomudcha Farm, Supanburi Province 3 
 Tonle Sap, Cambodia 2 
Pangasianodon hypophthalmus 
 Nongkhai Inland Fisheries Research and Development 

Centre 
5 

 Sakaekrang River, Uthaitani Province 6 
 Patumtani Province 9 
 Chiangrai Province 3 
 Tonle Sap, Cambodia 3 
 Hatchery, Narong Farm, Nakornsawan Province 11 
Pangasius bocourti   
 Nakornpanom Province 32 
 Chiangrai Province 4 
 Ubonratchatani Province 2 
Pangasius conchophilus   
 Mukdahan Province 4 
 Nongkhai Province 10 
 Nakornpanom Province 3 
 Sakonnakorn Inland Fisheries Research and 

Development Centre 
6 

 
 
 
 
 
 



Species Locality Sample size 
Pangasius larnaudii   
 Nakornpanom Province 2 
 Khongjiem, Ubonratchatani Province 7 
 Hatchery, Ubonratchatani Province 2 
 Yasothon Province 6 
 Mekong River, Cambodia 5 
 Pitsanulok Province 6 
 Pichit Province 7 
 Uthaitani Province 3 
 Chainat Province 9 
 Patumtani Province 4 
Pangasius sanitwongsei   
 Nongkhai Inland Fisheries Research and Development 

Centre 
10 

 Nakornpanom Province 14 
 Khongjiem, Ubonratchatani Province 4 
 Sakonnakorn Inland Fisheries Research and 

Development Centre 
10 

 Chiangrai Province 6 
 Chainat Province 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
        ภาพที่ 1 แหลงเก็บตวัอยางของปลาทั้ง 6 ชนิด 
 
 
 



2. การคัดเลือกเอนไซมตัดจําเพาะสําหรับจําแนกปลา Pangasiids 6 ชนิด  
จัดเรียงลําดับเบสของยีน 16S rRNA mtDNA ของปลา 6 ชนิด จํานวนทั้งหมด 42 haplotypes    

(Na-Nakorn et al., 2006) ดวยโปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1994) หาจุดตัดที่แตกตางของ
เอนไซมแตละชนิด เลือกเอนไซมที่จะนํามาใชดวยโปรแกรม NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) 
ตรวจสอบจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะท่ีคัดเลือกอีกคร้ังโดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ mt-DNA  16S 
rRNA ในปลาทั้ง 6 ชนิด ชนิดละ 3 ตัวอยาง ไพรเมอรที่ใชคือ 16Sar 5’ CGC CTG TTT AAC AAA 
AAC AT 3’ และ 16Sbr 5’ CCG GTC TGA ACT CAG ATC ATG T 3’ (Palumbi et al., 1991) ใน
ปฏิกิริยา 20 l ประกอบไปดวยดีเอ็นเอเทมเพลต 40 ng ไพรเมอรสายละ  0.25 M 1X PCR buffer 
1.0 mM MgCl2 200 M dNTPs และ 1 unit DyNAzymeTM II DNA polymerase (Fermentas) ทํา
ปฏิกิริยาดวยเครื่อง PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, INC.) โดยใช
รอบอุณหภูมิ 94C นาน 3 นาที 1 รอบ ตามดวยวงจรปฏิกิริยาที่ 94C นาน 1 นาที  52C  นาน 1 
นาที และที่ 72C นาน 1 นาที รวมทั้งสิ้น 30 รอบ และ 72C นาน 5 นาที 1 รอบ นําผลผลิตพีซีอารไป
หาลําดับเบสและตรวจสอบจุดตัดของเอนไซมที่คัดเลือกอีกคร้ัง  
 
3. การวิเคราะห RFLP ของ mtDNA 16S rRNA 

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ mtDNA 16S rRNA ของปลาโตเต็มวัย 6 ชนิด และลูกปลา 5 ชนิด (ปลาบึก
ปลาสวาย ปลาโมง ปลาเทโพ และปลาเทพา) โดยใชสภาวะพีซีอารและไพรเมอรตามวิธีการในขอ 2 
จากน้ันนําผลผลิตพีซีอารที่ไดไปผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่คัดเลือกไว ในปฏิกิริยา 10 l 
ประกอบดวยผลผลิต PCR จํานวน 3.33 l  fast digest buffer 0.67 l fast digest  enzyme 0.33 l 
และน้ํา 5.67 l อุณหภูมิและเวลาในการบมทําตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิตเอนไซมแตละชนิด 
(Fermentas) ตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ผานการตัดดวย 2% อะกาโรสเจล ตรวจสอบผลดวยการยอม 
Ethidium bromide ปลาแตละชนิดจะแสดงแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลที่ตางกันออกไป  
 
4. การคัดเลือกเอนไซมตัดจําเพาะสําหรับจําแนกลูกผสม 

นําดีเอ็นเอของปลา 5 ชนิด ประกอบไปดวยปลาบึก (Pangasianodon gigas, N=9) ปลาสวาย 
(Pangasianodon hypophthalmus, N=9) ปลาโมง (Pangasius bocourti, N=9) ปลาสายยู (Pangasius 
conchophilus, N=7) และปลาเทโพ (Pangasius larnaudii, N=9) มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน 
immunoglobulin M heavy chain ซ่ึงไพรเมอรที่ใชเปนไพรเมอรที่พัฒนามาจากยีนสวน CH4 exon ของ 
immunoglobulin M heavy chain gene ในปลา channel catfish (Ictalurus punctatus) (5’ TCC CCA 
AGG TTT ACT TGC TCG CTC C 3’ และ 5’ CGA TGG ATC TGG ATA TGT GGC GCA C 3’) 
(Thongpan et al., 1997) ในปฏิกิริยา 10 l ประกอบไปดวยดีเอ็นเอเทมเพลต 10 ng ไพรเมอรสายละ 
0.25 M 1X PCR buffer 2 mM MgCl2 200 M dNTPs และ 1 unit DyNAzymeTM II DNA 
polymerase (Fermentas) ทําปฏิกิริยาดวยเครื่อง PTC-100TM Programmable Thermal Controller 



(MJ Research, INC.) โดยใชรอบอุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที 1 รอบ ตามดวยวงจรปฏิกิริยาที่ 95C 
นาน 30 วินาที  62C  นาน 30 วินาที และที่ 72C นาน 30 วินาที รวมทั้งสิ้น 30 รอบ และ 72C นาน 
3 นาที 1 รอบ นําผลผลิตพีซีอารที่ไดไปหาลําดับเบสและจัดเรียงลําดับเบสดวยโปรแกรม ClustalW 
(Thompson et al., 1994) หาจุดตัดที่แตกตางของเอนไซมแตละชนิด เลือกเอนไซมที่จะนํามาใชดวย
โปรแกรม NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003)  
 
5. การวิเคราะห RFLP ของยีน immunoglobulin M heavy chain gene (Igm gene)      

 นําดีเอ็นเอปลาชนิดพอแมจํานวน 5 ชนิด (ปลาบึก ปลาสวาย ปลาโมง ปลาสายยู และปลาเทโพ 
N=10/ชนิด) และลูกผสม (P. hypophthalmus x P. gigas, N=10; P. hypophthalmus x P. bocourti, 
N=20; Unknow; N=47) ไปเพ่ิมผลผลิตพีซีอารในสวน Igm gene ตามสภาวะพีซีอารในขอ 4 ซ่ึงไดผล
ผลิตพีซีอารขนาดประมาณ 310 คูเบส จากน้ันนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกไว โดยในปฏิกิริยา 
10 l ประกอบไปดวย ผลผลิตพีซีอาร 7 l 10x fast digest buffer 0.67 l fast digest  enzyme 0.33 
l และน้ํา 2 l อุณหภูมิและเวลาในการบมทําตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิตเอนไซม (Fermentas) 
ตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ผานการตัดดวย 2% อะกาโรสเจล ตรวจสอบผลดวยการยอม Ethidium 
bromide 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผลการทดลอง 

การจําแนกชนิดปลาในกลุม Pangasiid ดวยวิธี PCR-RFLP 
 การคัดเลือกเอนไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสมพบวาปลาทัง้ 6 ชนิดมีเอนไซมตัดจําเพาะที่สามารถ
ตัดได 1 ตําแหนง (1 cutter) 32-39 เอนไซม และตัดได 2 ตําแหนง (2 cutter) 17-22 เอนไซม (ตารางที่ 
1) 
ตารางที่ 1 จํานวนเอนไซมตัดจําเพาะ 1 และ 2 ตําแหนงของปลา 6 ชนิด 
 
ชนิดปลา จํานวน1 cutter enzyme จํานวน 2 cutter enzyme 
ปลาบึก Pangasianodon gigas 39 17 
ปลาสวาย                      
Pangasianodon hypophthalmus 

35 18 

ปลาโมง Pangasius bocourti 32 22 
ปลาสายยู Pangasius conchophilus 34 21 
ปลาเทโพ Pangasius larnaudii 34 22 
ปลาเทพา Pangasius sanitwongsei 32 21 
  
 ผลการคัดเลือกเอนไซมที่เหมาะสมพบวาในจํานวนนี้มี 3 เอนไซม ประกอบไปดวยเอนไซม 
Tsp509I,  HincII และMfeI สามารถใชจําแนกชนิดปลาจํานวน 6 ชนิด (N=246) ในครอบครัว 
Pangasiidae ได เม่ือนําผลผลิตพีซีอารขนาดประมาณ 610 คูเบสของปลาทั้ง 6 ชนิดตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ Tsp509I สามารถแยกปลาทั้ง 6 ชนิดไดเปน 2 กลุม และ 2 ชนิด กลุมแรกประกอบดวยปลาบึก      
และปลาสวาย แสดงแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ มีขนาด 190 และ 420 คูเบส กลุม 2 ประกอบดวยปลาเทโพ
และปลาเทพา  แสดงแถบดีเอ็นเอที่สามารถมองเห็นไดบนอะกาโรสเจล  3 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด 
95 190 และ 309 คูเบส และแถบดีเอ็นเอที่ไมสามารถมองเห็น 1 แถบ มีขนาด 16 สําหรับปลาอีก 2 
ชนิด คือปลาโมงแสดงแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ มีขนาด 95 190 และ 325 คูเบส และปลาสายยูแสดงแถบดี
เอ็นเอขนาด 35 95 155 และ 325 คูเบส (ภาพที่ 2)  

ปลาในกลุมแรกคือปลาบึกและปลาสวายสามารถจําแนกไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HincII  โดย
ปลาบึกแสดงแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ มีขนาด 245 และ 366 คูเบส สวนปลาสวายแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 
610 คูเบส เน่ืองจากไมมีจุดตัดของเอนไซม HincII  (ภาพที่ 3) สําหรับปลาเทโพและปลาเทพาสามารถใช
เอนไซมMfeI  ในการจําแนกได เม่ือนําผลผลิตพีซีอารตัดดวยเอนไซม MfeI  ปลาเทโพจะแสดงแถบดีเอ็น
เอขนาด 300 คูเบส และปลาเทพาแดงแถบดีเอ็นเอขนาด 610 เน่ืองจากไมมีจุดตัดของเอนไซม MfeI 
(ภาพที่ 4) 
 สวนการทดสอบตัวอยางลูกปลาของปลาจํานวน 5 ชนิด พบวาแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในลูกปลา
บึก ปลาสวาย ปลาโมง ปลาเทโพ และปลาเทพา มีรูปแบบเหมือนกับแถบดีเอ็นเอของปลาโตเต็มวัยทุก
ตัว 



 
 

  
 
 
ภาพที่ 2 แผนที่แสดงจุดตัดและแถบดีเอ็นเอของผลผลติพีซีอารปลาทั้ง 6 ชนิด เม่ือตัดดวยเอนไซม 

Tsp509I Pg= ปลาบึก (P. gigas) Ph= ปลาสวาย (P. hypophthalmus) Pb= ปลาโมง (P. 
bocourti) Pc= ปลาสายยู (P. conchophilus) Pl= ปลาเทโพ (P. larnaudii)   Ps= ปลาเทพา 
(P. sanitwongsei) M คือ 100 bp ladder. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
ภาพที่ 3 แผนที่แสดงจุดตัดและแถบดีเอ็นเอของผลผลติพีซีอารปลาบึกและปลาสวายเม่ือตัดดวยเอนไซม 

HincII Pg= ปลาบึก (P. gigas) Ph= ปลาสวาย (P. hypophthalmus)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  
 
ภาพที่ 4 แผนที่แสดงจุดตัดและแถบดีเอ็นเอของผลผลติพีซีอารปลาเทโพและปลาเทพาเมื่อตัดดวย

เอนไซม Mfe Pl= ปลาเทโพ (P. larnaudii) Ps= ปลาเทพา (P. sanitwongsei) M คือ 100 bp 
ladder. 

 
 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



การจําแนกลกูผสมของปลาในครอบครัว Pangasiidae 
ผลผลิตพีซีอารของยีน Igm ของปลา 5 ชนิด (ปลาบึก ปลาสวาย ปลาโมง ปลาสายยู และปลา

เทโพ) (N=10/ชนิด) และลูกผสมมีขนาดประมาณ 310 คูเบส ลูกผสมสามารถจําแนกไดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ 2 เอนไซมคือ PstI และ TaqI ปลาบึกและปลาสวายมีจุดตัดของเอนไซม PstI จํานวน 2 ตําแหนง
ซ่ึงเม่ือตรวจสอบผลผลิตพีซีอารของปลาบึกและปลาสวายที่ตัดดวยเอนไซม PstI ดวยอะกาโรสเจล 
อิเล็กโตรโฟเรซิส จะปรากฎแถบดีเอ็นเอ 3 แถบขนาด 227 52 และ 31 คูเบส สําหรับปลาโมง ปลาสายยู 
และปลาเทโพ มีจุดตัดของเอนไซม PstI เพียง 1 ตําแหนง จึงปรากฎแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 258 
และ 52 คูเบส เอนไซม PstI ไมสามารถใชจําแนกลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาบึกได (Pgh) แต
สามารถใชจําแนกลูกผสมของปลาสวายกับปลาโมง (Pbh) ได โดยลูกผสมแสดงแถบดีเอ็นเอที่เห็นได
ชัดเจนจํานวน 2 แถบ ขนาด 258 และ 227 คูเบส (แถบดีเอ็นเอขนาด 52 และ 31 ไมสามารถเห็นได
ชัดเจน) (ภาพที่ 6)  

ปลาบึกและปลาเทโพมีจุดตัดของเอนไซม TaqI จํานวน 1 ตําแหนง สวนปลาสวาย ปลาโมง และ
ปลาสายยู มีจุดตัดของเอนไซม TaqI จํานวน 2 ตําแหนง ผลการตัดผลผลิตพีซีอารของปลา 5 ชนิดดวย
เอนไซม TaqI ปรากฏรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ตางกัน 3 รูปแบบ ปลาบึกปรากฏแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 
170 และ 140 คูเบส ปลาสวาย ปลาโมง และปลาสายยู ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ ขนาด 170 100 และ 
40 คูเบส (เห็นไดชัดเจน 2 แถบ คือขนาด 170 และ 100 คูเบส) ปลาเทโพปรากฏแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ 
ขนาด 272 และ 38 คูเบส (เห็นไดชัดเจน 1 แถบ คือขนาด 272 คูเบส) เอนไซม TaqI สามารถจําแนก
ลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาบึกได (Pgh) โดยเม่ือตัดผลผลิตพีซีอารของลูกผสมดวยเอนไซม TaqI 
ลูกผสมจะแสดงแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบ ขนาด 170 140 100 และ 40 คูเบส (เห็นชัดเจนจํานวน 3 
แถบ 170 140 และ 100 คูเบส) รูปแบบแถบดีเอ็นเอของลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาโมง (Pbh) 
แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับที่ปรากฏในปลาสวายและปลาโมงจํานวน 3 แถบ ขนาด 170 100 และ 40 คู
เบส (เห็นไดชัดเจน 2 แถบ คือขนาด 170 และ 100 คูเบส) 

ผลการใชเอนไซมทั้ง 2 ชนิดทดสอบตัวอยางลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาบึก และปลาสวาย
กับปลาโมงจํานวน 30 ตัวอยาง (Pgh N=10, Pbh N=20) พบวามีลูกผสม Pgh จํานวน 3 ตัวอยางแสดง
รูปแบบแถบดีเอ็นเอเหมือนปลาสวาย สวนลูกผสม Pbh ทุกตัวแสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดรับการถายทอดมา
จากชนิดพอแม 

สําหรับลูกผสมที่ไมสามารถระบุชนิดไดแนนอน ในจํานวน 47 ตัวอยาง มี 23 ตัวอยาง แสดง
แถบดีเอ็นเอของปลาสวายและปลาเทโพเมื่อนําผลผลิตพีซีอารไปตัดดวยเอนไซม PstI (แสดงแถบดีเอ็น
เอที่เห็นไดชัดเจนจํานวน 2 แถบ ขนาด 258 และ 227 คูเบส) และ TaqI (แสดงแถบดีเอ็นเอที่เห็นชัดเจน
จํานวน 3 แถบ ขนาด 272 170 และ 100 คูเบส) สวนตัวอยางที่เหลือจํานวน 24 ตัวอยางไมสามารถระบุ
ไดวาเปนลูกผสมโดยในจํานวนนี้มีตัวอยางที่แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอเหมือนปลาเทโพจํานวน 1 
ตัวอยาง และตัวอยางที่แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอเหมือนปลาสวายจํานวน 23 ตัวอยาง  
 
 

 



 

 
 
 
ภาพที่ 5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของการวิเคราะห RFLP ของยีน Igm และตัดดวยเอนไซม PstI            

Pg = ปลาบึก Ph = ปลาสวาย Pb = ปลาโมง Pc = ปลาสายยู Pl = ปลาเทโพ Pgh = ลูกผสม
ระหวางปลาสวายกับปลาบกึ Pbh = ลูกผสมระหวางปลาสวายกบัปลาโมง Phl = ลูกผสม
ระหวางปลาสวายกับปลาเทโพ Pch = ลูกผสมระหวางปลาสวายกบัปลาสายย ู

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ภาพที่ 6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของการวิเคราะห RFLP ของยีน Igm และตัดดวยเอนไซม TaqI            

Pg = ปลาบึก Ph = ปลาสวาย Pb = ปลาโมง Pc = ปลาสายยู Pl = ปลาเทโพ Pgh = ลูกผสม
ระหวางปลาสวายกับปลาบกึ Pbh = ลูกผสมระหวางปลาสวายกบัปลาโมง Phl = ลูกผสม
ระหวางปลาสวายกับปลาเทโพ Pch = ลูกผสมระหวางปลาสวายกบัปลาสายย ู

 
 

 



วิจารณผล 
เทคนิค PCR-RFLP สามารถใชจําแนกชนิดปลาในกลุม Pangasiids จํานวน 6 ชนิดไดโดยใช

เอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิด (Tsp509I,  HincII และMfeI) เม่ือเปรียบเทียบกับการใชเทคนิค SSCP และ
การใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอในการจําแนกชนิดปลากลุมน้ี (อภิรดี และคณะ, 2553; 
Sriphairoj et al., 2010) พบวาเทคนิค PCR-RFLP สามารถจําแนกปลาไดมากชนิดกวา แตใชเคร่ืองมือ
และเวลาในการวิเคราะหนอยกวา ทั้งน้ีเทคนิค PCR-RFLP ถูกใชสําหรับการจําแนกชนิดอยางกวางขวาง 
เชน ใชในการจําแนกชนิดลูกปลา (Lindstrom, 1999) การจําแนกผลิตภัณฑประมง (Wolf et al., 1999, 
Sanjuan and Comesana, 2002, Fernandez et al., 2002) ซ่ึงสวนใหญจะใชยีนในไมโตคอนเดรีย      
ดีเอ็นเอในการศึกษา (เชน cytochrome b 12S rRNA 16S rRNA) เน่ืองจากอัตราการกลายที่สูง (high 
mutation rate) เม่ือเปรียบเทียบกับยีนในนิวเคลียส ทําใหมีความหลากหลายในชิ้นสวนดีเอ็นเอมากกวา
ซ่ึงจะงายตอการตรวจพบความแตกตางระหวางชนิด แมจะเปนชนิดที่ใกลเคียงกัน (closely related 
species) (Wolf et al., 1999) และไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอมีจํานวนมาก (1,000 mitochondria/cell, each 
10 copies of the genome) (Civera, 2003) สามารถชดเชยดีเอ็นเอที่สูญเสียไประหวางการแปรรูปใน
กรณีของการตรวจสอบผลิตภัณฑประมง (Zhang et al., 2007) อยางไรก็ตามการที่ไมโตคอนเดรีย       
ดีเอ็นเอมีความหลากหลายสูงทําใหตองระมัดระวังการเกิดความหลากหลายภายในชนิด (intraspecific 
variability) ซ่ึงอาจทําใหจุดตัดของเอนไซมในปลาชนิดเดียวกันเปลี่ยนแปลงไป ทําใหเกิดการแปรผลผิด
ได (Civera, 2003) ดังน้ันตัวอยางที่นํามาวิเคราะหควรจะมาจากหลายๆแหลงเก็บตัวอยาง ประมาณ    
5-10 แหลงเก็บตัวอยางที่แตกตางกัน เพ่ือความถูกตองและนาเชื่อถือของการวิเคราะห (Sanjuan and 
Comesana, 2002) ซ่ึงในการศึกษาครั้งน้ีแหลงเก็บตัวอยางคอนขางมากและหลากหลาย (3-10 แหลง) 
และยีน 16S rRNA มีความหลากหลายคอนขางต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับยีนอ่ืนๆในไมโตคอนเดรีย (ศิราวุธ 
และคณะ, 2551) ทําใหม่ันใจวาเครื่องหมายที่พัฒนาไดสามารถใชจําแนกปลาทั้ง 6 ชนิดไดอยางถูกตอง
แมนยํา เคร่ืองหมายที่พัฒนาไดจะมีประโยชนมากสําหรับการจําแนกปลาโตเต็มวัย กรณีตัวอยางไม
สมบูรณ ไมสามารถระบุชนิดจากลักษณะภายนอกได สามารถนําไปใชจําแนกลูกปลา ซ่ึงจะทําให
การศึกษาชีววิทยาของปลากลุมน้ีในแหลงนํ้าธรรมชาติทําไดงายขึ้น ขอมูลทางชีววิทยาที่ไดจะมี
ประโยชนสําหรับการวางแผนอนุรักษและจัดการทรัพยากรประมง (Lindstrom, 1999) ตลอดจนนําไปใช
ตรวจสอบผลิตภัณฑประมงของปลากลุมน้ี 

เทคนิค PCR-RFLP ของยีน Igm สามารถใชจําแนกลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาโมงไดโดย
ใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ PstI และ TaqI และลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาเทโพตรวจสอบ
ไดดวยการใชเอนไซม TaqI สวนการตรวจสอบลูกผสมระหวางปลาสวายและปลาบึก (บิ๊กหวาย) พบบาง
ตัวอยาง (3 ตัวอยาง) ที่แสดงแถบดีเอ็นเอของปลาสวายซึ่งสอดคลองกับการตรวจสอบโดยใช
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ (อภิรดี และคณะ, 2553) สันนิษฐานวาตัวอยางดังกลาวอาจเปน
ปลาลูกผสมที่มีการผสมกลับ (backcross) กับปลาสวาย เพราะขอมูลจากการสอบถามโรงเพาะฟกที่
อนุเคราะหตัวอยางมีการผลิตลูกปลา backcross ของลูกผสมบิ๊กหวายดวย ซ่ึงการตรวจสอบลูกผสมที่
เกิดจากการผสมปลามากกวา 2 ชนิด หรือลูกผสมที่มีการผสมกลับน้ันจําเปนตองใชเคร่ืองหมายหลายๆ 



ตําแหนงและตองวิเคราะหในตัวอยางจํานวนมาก เพ่ือความแมนยําในการตรวจสอบ (อภิรดี และคณะ, 
2553) สวนการตรวจสอบลูกผสมที่ทราบขอมูลเบื้องตนวาเปนลูกผสมระหวางปลาสวายกับปลาสายยูน้ัน
เม่ือตรวจสอบแลวพบวาตัวอยางที่ไดมาแสดงแถบดีเอ็นเอของปลาสวายทั้งหมด ทั้งนี้ยังไมมีขอมูลวามี
การผลิตปลา backcross ของลูกผสมปลาสวายกับปลาสายยู สําหรับปลาโมง และปลาสายยู แสดง
รูปแบบดีเอ็นเอที่เหมือนกันเม่ือนําผลผลิตพีซีอารตัดดวยเอนไซม PstI และ TaqI  ในอนาคตจึงควรมีการ
พัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมสําหรับจําแนกลูกผสมของปลากลุม Pangasiids เพ่ิมเติม เพ่ือใหสามารถ
ตรวจสอบลูกผสมไดมากชนิดขึ้นและมีความแมนยําในการตรวจสอบมากขึ้น  
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Abstract 

 The clear and accessible methodology for identification of larval, processed fish 

products and hybrids of Pangasiidae species was developed. Identification of six Pangasiid 

species and their hybrid was achieved using polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) of the mitochondrial 16S rRNA and nuclear 

immunoglobulin M heavy chain (Igm) gene. DNA samples of each of six species were 

amplified using 16Sar and 16Sbr primers and PCR products obtained were cut with selected 

restriction endonucleases. The result showed that six species of Pangasiid catfish could be 

discriminated using three restriction enzymes (Tsp509I, HincII and  MfeI). Larvae of five 

species (P. gigas, P. hypophthalmus, P.  bocourti, P.  larnaudii and P.  sanitwongsei) could 

also be identified using these restriction enzymes. The restriction digest of the PCR product 

of nuclear Igm gene by enzyme TaqI and PstI allowed the clear distinction of four species (P. 

gigas, P. hypophthalmus, P.  larnaudii and P.  bocourti) and their hybrid. Enzyme TaqI 

generated species-specific RFLP pattern of three species (P. gigas, P. hypophthalmus and P. 

larnaudii). Hybrids of P. hypophthalmus x P. gigas and P. hypophthalmus x P.  larnaudii 

demonstrated a heterozygous pattern with diagnostic bands inherited from their parental 

species. Enzyme PstI generated different electrophoretic profiles of P. hypophthalmus and P.  

bocourti and could be used to identified their hybrid.  
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1. Introduction 

The fishes of the Pangasiidae family are among the important freshwater fishes in 

Thailand and South-east Asian countries. The export value of striped catfish, Pangasianodon 

hypophthalmus was extremely increased by 42.9% over 8 years (Hau, 2008). Pangasius 

bocourti are widely cultured in areas along the Mekong River basin in Thailand and Vietnam 

(Trong et al., 2002; Thammapat et al., 2010). Almost of P. hypophthalmus and P. bocourti 

were exported as frozen fillet (Anonymous, 2005). Some species are also important in terms 

of conservation. Mekong Giant Catfish (Pangasianodon gigas), found in only one river in the 

world, has been listed as critically endangered by IUCN (IUCN, 2005) and Pangasius 

sanitwongsei as endangered by Thailand Institute of Scientific and Technological Research 

(TISTR, 1995). Moreover Pangasiids catfish form significant components of regional 

fisheries and they are a major protein sources for the local consumption in the Mekong River 

Basin (Coates, 2002). 

 The morphology could be effectively applied for adult Pangasiid catfishes 

identification (Roberts and Vidthayanon, 1991). The identification guideline base on 

morphology for larvae is not well established (Hanphongkittikul et al., 2010). Some 

characteristic rely on internal organ (number gill raker, air bladder), limited of using 

taxonomy for larvae identification. Hybrid among Pangasiid species [e.g. P. hypophthalmus 

and P. gigas (Mongkonpanya et al.,1996); P. hypophthalmus and P. bocourti (Annop Imsilp, 

per. com.); P. hypophthalmus and P. larnaudii (Apiradee et al., 2010)] could not be clearly 

identified using morphological features. Molecular marker will facilitate species 

identification of larvae, hybrid and processed fish of Pangasiid catfishes. Species 

identification of the fishes of the Pangasiidae family were developed using SSCP markers 

(Sriphairoj et al., 2010). However, SSCP marker have to run on acrylamide gel and take long 

time for analysis. Fast and simple approach should be developed, PCR-RFLP (Polymerase 



Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism) is considered fast, simple and 

inexpensive (Hashimoto et al., 2010).  

This study focused on applying PCR-RFLP for identifycation of six economically 

important Pangasiid catfishes (Pangasianodon gigas; Pg, Pangasianodon hypophthalmus; 

Ph, Pangasius bocourti; Pb, Pangasius conchophilus; Pc, Pangasius larnaudii; Pl, 

Pangasius sanitwongsei; Ps) and their hybrids (P. hypophthalmus x P. gigas; Phg, P. 

hypophthalmus x P.  larnaudii; Phl and P. hypophthalmus x P. bocourti; Phb). These novel 

molecular markers are useful for larvae and hybrid identification as well as products 

authentication of Pangasiidae species.  

2. Materials and method  

2.1 Sampling and DNA extraction 

Broodstock-sized samples of six Pangasiid species (Pg; N=47, Ph; N=37, Pb; N=34, 

Pc; N=23, Pl; N=50 and  Ps; N=53) were collected from various locations including wild and 

captive populations. Post-hatched larvae samples of five species (Pg; N=28, Ph; N=6, Pb; 

N=11, Pl; N=6 and  Ps; N=41) were collected from government hatcheries (tell about station). 

Hybrids of P. hypophthalmus x P. bocourti (N=20) and P. gigas x P. hypophthalmus (N = 10) 

were sampled from government hatcheries (province) and private hatchery in Nakhonsawan, 

respectively. The samples of P. hypophthalmus x P.  larnaudii (N=31) and P. hypophthalmus 

x P. conchophilus were collected from fish markets in Ubonratchatanee Province, they 

originated from private hatcheries. 

Fin clips of adults and hybrids, and whole body of the larvae were preserved in 

absolute ethanol. Genomic DNA of all samples was extracted following the standard phenol-

chloroform protocol (Taggart et al., 1992).  



2.2 PCR-RFLP analysis of six Pangasiids 

 Forty–two haplotypes of the mitochondrial 16S rRNA of six Pangasiids species (Na-

Nakorn et al., 2006, Pg= 4 haplotypes; Ph=8 haplotypes; Pb=10 haplotypes; Pc=3 

haplotypes; Pl=11 haplotypes; Ps=6 haplotypes) were aligned using ClustalW (Thompson et 

al., 1994). Restriction endonuclease sites were found using NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 

2003) and restriction enzymes were then selected on the basis of the predictable specific 

patterns that they produced. DNA samples of each (N=3/species) of six species were 

amplified using primers 16Sar (5’-CGC CTG TTT AAC AAA AAC AT-3’) and 16Sbr (5’-

CCG GTC TGA ACT CAG ATC ATG T-3’) (Palumbi et al., 1991). PCR products obtained 

were sequenced both forward and reward direction and aligned to confirm restriction site of 

selected enzymes. DNA samples of each of six species were amplified with 16Sar and 16Sbr 

primers (Palumbi et al., 1991) following Na-Nakorn et al., 2006. PCR products obtained were 

cut with selected restriction endonucleases and then determined by electrophoresis in 2.0% 

agarose gels.  

2.3 PCR-RFLP analysis of hybrids 

 DNA fragments (300 bp) of immunoglobulin M heavy chain gene (Igm gene) of each 

of five species (Pg, N=10; Ph, N=10; Pb, N=10; Pc, N=10 and Pl, N=10) were amplified 

following Thongpan et al. (1997). The PCR products (N = 2) were sequenced and aligned 

using ClustalW (Thompson et al., 1994). Restriction enzymes were selected from restriction 

map analyzed using NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003). DNA samples of parental species 

(P. gigas, P. hypophthalmus, P. bocourti, P. conchophilus and P. larnaudii) and hybrids (P. 

hypophthalmus x P. gigas, N=10; P. hypophthalmus x P. bocourti, N=20; P. hypophthalmus 

x P. conchophilus, N=16 and P. hypophthalmus x P. larnaudii, N=31) were amplified 



following Thongpan et al. (1997). PCR products obtained were digested with selected 

enzyme and then electrophoresed on 2.0% agarose gels. 

3. Results  

3.1. PCR-RFLP analysis of Six Pangasiid catfishes  

Restriction enzymes obtained from NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) of six 

species comprised of one cutter and two cutter size 32-39 and 17-22 enzymes, respectively. 

Three restriction enzymes (Tsp509I, HincII and  MfeI), produced species specific patterns, 

were selected for RFLP analysis of six Pangasiid catfishes (N=237). PCR product (610 bp) 

obtained from six catfishes species were cut with Tsp509I resulting four species-specific 

patterns of two species, P. bocourti and P.  conchophilus and two groups comprising 1) P. 

gigas and P. hypophthalmus  2)  P.  larnaudii and P.  sanitwongsei. Two DNA fragments 

(190 and 420 bp) were generated for P. gigas and P. hypophthalmus. Three DNA fragments 

were obtained from P.  bocourti  (95, 190  and 325 bp). Four DNA fragments were generated 

for P.  conchophilus (35, 95,155  and 325 bp) and P.  larnaudii and P.  sanitwongsei (16,  95, 

190 and 309 bp) (Figure 1). Enzyme HincII could be used to differentiate P. gigas and P. 

hypophthalmus, it generated two DNA fragments of P. gigas (245 and 366 bp) and one of P. 

hypophthalmus (no recognition site, Figure 2). P. larnaudii and P.  sanitwongsei were 

discriminated using enzyme MfeI which generated 300 bp DNA fragment of P.  larnaudii and 

610 bp of P. sanitwongsei (no recognition site, Figure 3). On screening increased number of 

individuals of each of six species, variation of RFLP pattern was found for P. gigas, P. 

bocourti and P.  larnaudii. One individual of P. gigas had DNA pattern of P. hypophthalmus 

consistent with result of SSCP (Sriphairoj et al., 2010) demonstrated that this sample was P. 

hypophthalmus. One individual of P. bocourti had DNA pattern of P. hypophthalmus another 



no match with any species. One individual of P. larnaudii had DNA pattern of P. 

hypophthalmus and four samples had DNA pattern of P.  conchophilus.  

3.2 PCR-RFLP analysis of larvae of five Pangasiid catfishes 

 DNA of post-hatch larvae of five species (P. gigas, N = 28; P. hypophthalmus, N = 6; 

P. bocourti, N = 11; P. larnaudii, N = 6 and P.  sanitwongsei, N = 41) were analyzed with 

three restriction enzymes (Tsp509I, HincII and MfeI). DNA patterns obtained of larvae were 

perfectly matched the patterns found in the adults. There is mislabeling in samples of P. 

hypophthalmus and P. larnaudii, three samples of P. hypophthalmus had RFLP patterns of  P. 

larnaudii and three samples of P. larnaudii had RFLP patterns of  P. hypophthalmus. All 

DNA of larvae (equal concentration, 10 ng) of two, three and five species were pooled and 

tested using three restriction enzymes. The result showed that three restriction enzymes could 

identify each species within pool DNA. 

3.3 PCR-RFLP analysis of Pangasiid catfish hybrids 

DAN fragments of approximately 300 bp of Igm gene were amplified in all 

individuals of parental and hybrid. Two selected restriction enzymes (PstI and TaqI) were 

used to digest PCR products of parental and hybrid. Digestion of the PCR product of five 

parent species with enzyme PstI revealed different size of single amplification band (Figure 

4). Electrophoretic patterns of P. gigas and P. hypophthalmus were single fragment of 

approximately 200 bp, PstI could not used to identified their hybrids. Electrophoretic patterns 

of P.  bocourti, P.conchophilus and P.  larnaudii showed larger than 200 bp single fragment. 

RFLP profile of hybrids of P. hypophthalmus x P. bocourti and P. hypophthalmus x P.  

larnaudii were heterozygous bands with different size inherited from both parental species. 

Electrophoretic patterns of all hybrid samples (N=16) of P. hypophthalmus x P.conchophilus 



(Phc) showed one DNA fragment matched the patterns found in P. hypophthalmus (Figure 

4).  

Electrophoretic patterns of PCR product digested by enzyme TaqI revealed specific 

pattern of P. gigas and P. larnaudii (Figure 5). RFLP profile of P. gigas was double band of 

approximately 130 bp and 180 bp.  RFLP profile of P. larnaudii was single band of 

approximately 300 bp. RFLP profile of P. hypophthalmus, P. bocourti and P. conchophilus 

showed double band of approximately 100 bp and 180 bp. Digestion of the PCR products of 

hybrids of P. hypophthalmus x P. gigas (Phg) and P. hypophthalmus x P.  larnaudii (Phl) by 

TaqI obtained triple bands with different size inherited from their parental species (100 bp 

130 bp and 180 bp for Phg, 100 bp 180 bp and 300 bp for Phl) (Figure 5).   

4. Discussion 
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