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การศกึษาพนัธุศาสตร์เซลลร์ะดบัโมเลกุลของปลาสวยงามชนิดพนัธุ์หายากจากลุ่มน ้าโขงในประเทศ
ไทยจ านวน 8 ชนิด ได้แก่ ปลากาแดง ปลาเสือขา้งลาย ปลาปากเปลี่ยน ปลาปีกไก่หนวดยาว ปลาเค้าด า 
ปลาแค้ววั ปลาดุมช ีและปลาแรดแม่น ้าโขง มวีตัถุประสงค์ คอื เพื่อศกึษาจ านวนโครโมโซมดพิลอยด์ (2n) 
จ านวนโครโมโซมพืน้ฐาน (NF) รูปร่าง ขนาด และโครโมโซมเครื่องหมายจากการย้อมแถบสแีบบนอร์ (Ag-
NOR banding marker chromosome) จดัแครโิอไทป์ สรา้งอดิโิอแกรมมาตรฐาน และสตูรแครโิอไทป์ รวมทัง้
เปรียบเทียบข้อมูลดังกล่าว และวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตัวของไมโครแซทเทิลไลต์บนโครโมโซม
ภายหลงัการศกึษาดว้ยเทคนิค FISH การด าเนินงานคอืเกบ็ตวัอย่างปลาทัง้ 8 ชนิด เตรยีมโครโมโซม ยอ้มสี
โครโมโซม ถ่ายภาพ จดัแครโิอไทป์ สรา้งอดิโิอแกรมมาตรฐาน และศกึษาดว้ยเทคนิค FISH ท าการวเิคราะห์
รูปแบบสัญญาณของโพรบ ไรโบโซมอล 18S ไมโครแซทเทิลไลต์ d(CA)15, d(GC)15, และ d(CAT)10 บน
โครโมโซมในปลาที่ศึกษา ผลการศึกษาพบว่าปลา 8 ชนิด ได้แก่ ปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปาก
เปลี่ยน ปลาปีกไก่หนวดยาว ปลาเค้าด า ปลาแค้ววั ปลาดุมชี และปลาแรดแม่น ้าโขง มจี านวนโครโมโซมดิ
พลอยดเ์ท่ากบั 50, 50, 50, 60, 56, 56, 48 และ 48 แท่ง ตามล าดบั จ านวนโครโมโซมพืน้ฐานเท่ากบั 84, 94, 
66, 100, 100, 88, 88 และ 48 ตามล าดบั สตูรแครโิอไทป์ในปลาทัง้ 8 ชนิดมดีงันี้ ปลากาแดงคอื 2n (diploid) 
50 = Lm

2 + Lsm
6 + La

6 + Mm
12 + Msm

2 + Ma
6 + Mt

16 ปลาเสือขา้งลายคอื 2n (diploid) 50  = Lm
6 + Lsm

22 + 
La

4 + Msm
2 + Ma

6 + Sa
4 + St

6 ปลาปากเปลี่ยนคอื 2n (diploid) 50 = Lm
4 + Lsm

8 + Lt
2 + Msm

4 + Mt
30 + St

2 
ปลาปีกไก่หนวดยาวคอื 2n (diploid) 60 = Lm

8 + Lsm
8 + La

6 + Mm
4 + Msm

6 + Ma
8 + Mt

10 + St
10  ปลาเคา้ด า

คื อ  2n (diploid)  56 = Lm
8 + Mm

10 + Lsm
8 + Msm

12 + Ma
6 + St

12  ป ล า วั ว คื อ  2n (diploid)  56 = 
Lm

10+Lsm
6+La

2+Lt
2+Mm

8+Msm
4+Ma

2+Mt
16+St

6 ปลาดุมชีคือ 2n (diploid) 48  = Lm
2 + Lsm

8 + La
2 + Mm

6 + 
Msm

12 + Ma
10 + Mt

6 + St
2 และปลาแรดแม่น ้าโขงคอื 2n (diploid) 48 = Lt

18+ Mt
30 โครโมโซมเครื่องหมายทีม่ี



ต าแหน่งนอร์ในปลาทัง้ 8 ชนิด พบจ านวน 1 คู่แตกต่างกนัในแต่ละชนิด และผลจากการศกึษาด้วยเทคนิค 
FISH ด้วยโพรบไรโบโซมอล 18S ไมโครแซทเทลิไลต์ d(CA)15, d(GC)15, และ d(CAT)10 บนโครโมโซม พบ
สญัญาณโพรบไรโบโซมอล 18S พบ 2 ต าแหน่ง ยกเวน้ในปลาปากเปลี่ยนพบ 4 ต าแหน่ง สญัญาณโพรบไม
โครแซทเทิลไลต์ ในปลาทัง้ 8 ชนิดพบกระจายหนาแน่นตรงบริเวณเฮเทอโรโครมาทินและมีเอกลักษณ์
เฉพาะตวัในแต่ละชนิด ปลาสวยงามชนิดพนัธุ์หายากจากลุ่มน ้าโขงจ านวน 8 ชนิด ไดถู้กพจิารณาแลว้ว่าเป็น
ชนิดที่มศีกัยภาพในการพัฒนาต่อยอดในอนาคตเพื่อพฒันาเป็นปลาสวยงามที่มคีวามส าคญัชนิดใหม่ของ
ประเทศไทย งานวจิยัในอนาคตในการศกึษาต่อยอด ได้แก่ ศกึษาเปรยีบเทยีบระดบัประชากรจากหลายๆ 
แหล่ง ศกึษาเชงิลกึโดยใชโ้พรบไมโครแซทเทลิไลต์ชนิดอื่นๆ เพิม่เตมิ และศกึษาในระดบัดเีอน็เอของปลาทัง้ 
8 ชนิด และศกึษาปลาชนิดอื่นๆ เพิม่เตมิในวงศเ์ดยีวกบัปลาทัง้ 8 ชนิด 
 
 
  
 
 
 
Keywords : พนัธศุาสตรเ์ซลล,์  โครโมโซม, เทคนิคฟลูออรเ์รสเซนต์ อินซิทูไฮบริไดเซ
ชนั, ปลาสวยงาม, แม่น ้าโขง  
Cytogenetics, Chromosome, Fluorescence in situ hybridization, Ornamental fish, 
Mekong Basin 
(ค าหลกั) 
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 ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ d(CAT)10      37 

ภาพที่ 17 เมทาเฟสของปลาแรดแม่น้ำโขง ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน  
โดยใช้โพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ 
 ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ d(CAT)10      38 
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1. ความสำคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
 ประเทศไทยเป็นประเทศในเขตร้อน มีภูมิอากาศและสภาพแวดล้อมที่ เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของสัตว์น้ำสวยงาม และพรรณไม้น้ำที่สำคัญ ส่งผลให้ประเทศไทยเป็นแหล่งที่มีความ
หลากหลายทางชีวภาพมากแหล่งหนึ่งของโลกรองจากทวีปอ เมริกาใต้ โดยเฉพาะปลาน้ำจืด
เนื่องมาจากลักษณะภูมิอากาศที่เหมาะสมต่อการดำรงชีวิตของสัตว์น้ำและปลาส่วนใหญ่อาศั ยใน
แหล่งน้ำที่มีความหลากหลายของแหล่งน้ำจืดสูง ได้แก่ ลำธาร น้ำตก ห้วย หนอง คลอง บึง แม่น้ำถ้ำ 
หรือลำธารใต้ดิน ประเทศไทยจะมีปลามากมายหลายชนิด หลากหลายสายพันธุ์ โดยรวมแล้วมีชนิด
พันธุ์ปลาไม่น้อยกว่า 700 ชนิด (species) (ชวลิต วิทยานนท์, 2548) โดยมากกว่าครึ่งของจำนวน
ชนิดปลาน้ำจืดที่พบในประเทศไทย (>350 ชนิด) มีรายงานพบในลุ่มแม่น้ำโขงและแม่น้ำสาขา ได้แก่ 
แม่น้ำมูล ชี และสงคราม และมีปลาน้ำจืดถึง 200 ชนิด ที่มีลักษณะและสีสันสวยงาม นิยมนำมาเลี้ยง
เป็นปลาสวยงาม ตัวอย่างชนิดที่มีความนิยมสูงในปัจจุบัน ได้แก่ ปลากัด (Betta splendens) ปลา
น้ำผึ้ ง (Gyrinocheilus aymonieri) ปลาทรงเครื่อง (Epalzeorhynchos bicolor) ปลากาแดง 
(E. frenatum) ปลาเสือสุมาตรา (Puntigrus tetrazona) ปลาชะโด (Channa micropeltes) ปลา
ตะเพี ยนทอง  (Barbonymus alter) ปลากระแห  (B. schwanenfeldii) และปลาห างไหม้  
(Balantiocheilus melanopterus) (Sermwatanakul, 2005) 
 ธุรกิจปลาสวยงามเป็นหนึ่งธุรกิจที่ถูกพัฒนาจากฐานข้อมูลความหลากหลายทางชีวภาพของไทย
ซึ่งได้รับความสนใจอย่างต่อเนื่องในกลุ่มเกษตรกรและผู้ประกอบการค้าสัตว์น้ำ เพราะปัจจุบันมีผู้นิยม
ทั้งชาวไทยและต่างชาติ เข้ามาเลือกสรรปลาสวยงาม ทำให้ส่งผลดีต่อผู้ประกอบการของไทย 
ประกอบกับการเตรียมพร้อมรับการเป็น AEC อย่างเต็มรูปแบบ โดยเร่งขยายแหล่งผลิตให้มากขึ้น 
และรักษาคุณภาพสัตว์น้ำไว้ เพ่ือให้แข่งขันกับประเทศคู่ค้าอ่ืน ๆ การเลี้ยงปลาสวยงามเป็นงานอดิเรก
ประเภทหนึ่งที่ได้รับความนิยมแพร่หลาย เนื่องจากให้ความเพลิดเพลิน คลายความเครียด อีกทั้งยังให้
ความรู้เกี่ยวกับธรรมชาติของสัตว์น้ำและยังเหมาะกับบุคคลทุกเพศ ทุกวัย ทุกฐานะ (สมโภชน์ อัคคะ
ทวีวัฒน์, 2544) จากข้อมูลการส่งออกของตลาดปลาสวยงามทั่วโลกระหว่างปี พ.ศ. 2549-2553 
พบว่าประเทศไทยมีมูลค่าการส่งออกปลาสวยงามสูงเป็นอันดับหกของโลก โดยมีมูลค่าการส่งออก
ปลาสวยงาม 13,968,611 เหรียญสหรัฐ (488.90 ล้านบาท) ในปี พ.ศ. 2549 เพ่ิมเป็น 18,928,773 
เหรียญสหรัฐ (662.51 ล้านบาท) ในปี พ.ศ. 2553 ซึ่งมีอัตราการขยายตัวเพ่ิมขึ้นเฉลี่ยร้อยละ 6.53 
ต่อปี (Bureau of Agricultural Economics Research, 2011) จากข้อมูลดังกล่าวจะเห็นว่าการ
เพาะเลี้ยงปลาสวยงามเพ่ือการส่งออกสามารถส่งเสริมให้เป็นอาชีพหลักและอาชีพรองให้แก่ประชากร
ของประเทศได้เป็นอย่างดี สร้างรายได้ให้กับประเทศไทยเพ่ิมสูงขึ้น และส่งผลให้เกษตรกรมีรายได้
สูงขึ้นในแต่ละปี โดยมีรายได้เฉลี่ยต่อครอบครัวมากกว่า 170,000 บาท ต่อปี (กรมประมง, 2553) 
ดังนั้นปลาสวยงามจึงมีบทบาทสำคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศไทย 
 อย่างไรก็ตามในปัจจุบันความหลากหลายทางชีวภาพของปลาน้ำจืดในประเทศไทยกำลังลดลง
เนื่องจากปัญหามลพิษแหล่งน้ำ กิจกรรมของมนุษย์ ภาวะโลกร้อน และรวมถึงปัญหาการรุกรานของ
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ชนิดพันธุ์ต่างถิ่น ปัจจัยที่ทำให้การอนุรักษ์สัตว์ด้อยประสิทธิภาพ คือ ขาดข้อมูลทางด้านชีววิทยาของ
สัตว์ชนิดที่ต้องการอนุรักษ์ เพราะการอนุรักษ์สัตว์ชนิดใดก็ตามจำเป็นต้องรู้ข้อมูลพ้ืนฐานเสียก่อนว่า
ในสัตว์แต่ละชนิดต้องการอะไร และในช่วงเวลาใด เพ่ือนำมาใช้เป็นมาตรการสำหรับป้องกันพ้ืนที่
อาศัย แหล่งอาหาร และพ้ืนที่ ผสมพันธุ์ ได้อย่างถูกต้อง ข้อมูลด้านลักษณะของโครโมโซม 
(chromosome) จึงเป็นข้อมูลพ้ืนฐานอย่างหนึ่งที่จำเป็นต่อการนำไปใช้ประโยชน์ด้านการอนุรักษ์ 
(วีรยุทธ์ เลาหะจินดา, 2552) นอกจากนี้ข้อมูลการศึกษาเกี่ยวกับชีววิทยาและพันธุศาสตร์ของปลา
สวยงามยังมีค่อนข้างน้อย โดยเฉพาะการศึกษาในชนิดพันธุ์หายากจากลุ่มแม่น้ำโขงของประเทศไทย 
การทราบข้อมูลพ้ืนฐานด้านชีววิทยาและพันธุศาสตร์ของปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายากในลุ่มน้ำโขง
ของประเทศไทยไม่เพียงแต่จะเป็นประโยชน์ต่อการอนุรักษ์แต่ยังสามารถประยุกต์ใช้สำหรับการ
พัฒนาสายพันธุ์ปลาสวยงามให้เป็นที่ต้องการของตลาดในอนาคต 
 พันธุศาสตร์เซลล์ (cytogenetics) เป็นสาขาวิชาทางด้านพันธุศาสตร์ (genetics) ที่ศึกษาเกี่ยว
โครโมโซม  (chromosome) ซึ่งเป็นหน่วยโครงสร้างที่เป็นที่อยู่ของหน่วยพันธุกรรมหรือยีน (gene) 
ทำหน้าที่กำหนด ควบคุม และถ่ายทอดลักษณะต่าง ๆ ของสิ่งมีชีวิต จากชั่วรุ่นหนึ่งไปสู่อีกชั่วรุ่นหนึ่ง 
การกลาย (mutation) ของโครโมโซมย่อมส่งผลต่อลักษณะของสิ่ งมีชีวิต และกระบวนการ
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์จะมุ่งเน้นเพ่ือทราบถึงจำนวน รูปร่าง ขนาด 
โครงสร้าง แถบสีบนโครโมโซม และพฤติกรรมของโครโมโซมในระยะต่าง ๆ (อมรา คัมภิรานนท์ , 
2546; อลงกลด แทนออมทอง, 2554) งานทางด้านนี้เป็นอีกหนึ่งองค์ความรู้พื้นฐานที่มีความสำคัญใน
ปัจจุบัน เนื่องจากเป็นความรู้ที่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ร่วมกับหลายสาขาวิชา ได้แก่ การศึกษา
ทางด้านอนุกรมวิธาน (taxonomy) โดยเฉพาะในกรณีของปลาที่มีลักษณะทางสัณฐานคล้ายคลึงกัน
มาก ข้อมูลทางด้านพันธุศาสตร์เซลล์จะเป็นเครื่องมือหนึ่งที่ช่วยสนับสนุนด้านอนุกรมวิธานของปลา
ให้ถูกต้องมากยิ่งขึ้น การเปลี่ยนแปลงของโครโมโซมที่เกิดขึ้นกับปลาชนิดที่มีความใกล้เคียงในลำดับ
ชั้นของการจัดจำแนก จะมีรูปแบบและลักษณะของโครโมโซมที่คล้ายคลึงกัน การที่มีข้อมูลพ้ืนฐาน
ทางด้านโครโมโซมเพียงพอ จะทำให้เราสามารถอธิบายรูปแบบวิวัฒนาการของปลาหนังน้ำจืดในแต่
ละกลุ่มได้ถูกต้อง (อลงกลด แทนออมทอง, 2554) นอกจากนี้ยังมีความสำคัญต่อการปรับปรุงพันธุ์
ปลา โดยใช้วิธีการเหนี่ยวนำปลาให้มีจำนวนโครโมโซมเพ่ิมขึ้นเป็นชุด (polyploidy) เพ่ือให้มีผลผลิต
ที่ สู งกว่าปลาทั่ ว ๆ ไป ในการการสร้างสายพันธุ์ปลาใหม่  ๆ  จากการผสมพันธุ์ข้ ามชนิด  
(interspecific hybridization) หรือข้ามสกุล (intergeneric  hybridization) การคัดเลือกพ่อแม่
พันธุ์ควรที่จะต้องมีการตรวจสอบความความใกล้ชิดทางพันธุกรรม การตรวจสอบโครโมโซมก็เป็น
วิธีการหนึ่งที่ใช้ตรวจสอบพ่อแม่พันธุ์ดังกล่าว นอกจากนี้ความรู้ทางพันธุศาสตร์เซลล์ยังมีประโยชน์ต่อ
การศึกษาทางด้านพิษวิทยาที่มีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม และระบบนิเวศทางน้ำ โดยการตรวจสอบ
ความผิดปกติของโครโมโซมในปลาที่อาศัยอยู่ในแหล่งน้ำนั้น ๆ (วีระยุทธ สุภิวงค์ , 2557; อลงกลด 
แทนออมทอง, 2554) 
 ในปลาบางชนิดข้อมูลแคริโอไทป์พ้ืนฐานไม่เพียงพอที่จะอธิบายความผันแปรภายในชนิดและ
ระหว่างชนิดได้จึงจำเป็นต้องใช้ข้อมูลด้านอ่ืนประกอบจึงสามารถอธิบายอย่างสมบูรณ์ได้ โดยข้อมูล
ดังกล่าวได้แก่ การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล เพ่ืออธิบายโครงสร้างของจีโนม ซึ่งศึกษาโดย
เทคนิค FISH นั้นได้สนใจโพรบกลุ่มไมโครแซทเทลไลต์ ซึ่งเป็นลำดับเบสซ้ำๆ มีรายงานการศึกษา
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ค่อนข้างมากในปลาจากทวีปอเมริกา และพบว่าบางโพรบของไมโครแซทเทลไลต์มีความจำเพาะต่อ
ชนิดปลาหรือประชากร นอกจากนี้ยังสามารถอธิบายถึงความหลากหลายและวิวัฒนาการในกลุ่มปลา
ของอเมริกาได้ (Cioffi and Bertollo, 2012) ข้อมูลการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ในปลาสวยงามน้ำจืด
ของประเทศไทยมีรายงานค่อนข้างน้อย และมีเพียงรายงานการศึกษาโดยการย้อมสีโครโมโซมแบบ
ธรรมดาเพ่ือบอกจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์และแคริโอไทป์พ้ืนฐานเท่านั้นส่วนรายงานการศึกษาแถบ
สีโครโมโซมและพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล โดยเทคนิค FISH ยังไม่มีรายงานการศึกษา  
  จากที่กล่าวมาก่อนหน้านี้ถึงความสำคัญของของปลาสวยงามต่อเศรษฐกิจของประเทศไทย แต่
กลับพบว่าไม่มีข้อมูลพ้ืนฐานที่สำคัญทางด้านพันธุศาสตร์เซลล์ซึ่งศาสตร์ที่สำคัญในการศึกษา
โครโมโซมเพ่ือให้ทราบเกี่ยวกับโครงสร้างทั้งหมดของจีโนมสิ่งมีชีวิต ซึ่งข้อมูลด้านนี้เป็นข้อมูลพ้ืนฐาน
ที่สำคัญที่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาด้านต่างๆ ได้แก่ อนุกรรมวิธาน วิวัฒนาการ 
การศึกษาจีโนม พิษวิทยาสิ่งแวดล้อมและรวมถึงการปรับปรุงพันธุ์เพ่ือการอนุรักษ์และการค้า
โดยเฉพาะการศึกษาต่อยอดในปลาสวยงามข้อมูลด้านนี้จึงมีความจำเป็นอย่างมาก ปลาสวยงามชนิด
พันธุ์หายากจากลุ่มน้ำโขงจำนวน 8 ชนิด ได้ถูกพิจารณาแล้วว่าเป็นชนิดที่มีศักยภาพในการพัฒนาต่อ
ยอดในอนาคตเพ่ือพัฒนาเป็นปลาสวยงามที่มีความสำคัญชนิดใหม่ของประเทศไทย  
 
2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 2.1 เพื่อศึกษาจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) จำนวนโครโมโซมพื้นฐาน (NF) รูปร่าง ขนาด และ
โครโมโซมเครื่องหมายจากการย้อมแถบสีแบบนอร์ (Ag-NOR banding marker chromosome) ในปลา
สวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย 
 2.2 เพ่ือจัดแคริโอไทป์สร้างอิดิโอแกรมมาตรฐาน และสูตรแคริโอไทป์ รวมทั้งเปรียบเทียบ
ข้อมูลดังกล่าวในปลาปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย 
 2.3 เพื่อวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตัวของไมโครแซทเทลไลท์บนโครโมโซมภายหลงัการศึกษาด้วย
เทคนิค FISH ในปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มนำ้โขงในประเทศไทย 

 
3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 3.1 งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยพ้ืนฐานที่ศึกษาข้อมูลพันธุศาสตร์เซลล์ทั้งระดับพ้ืนฐานและระดับ
โมเลกุลในปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย ได้แก่ ปลาแค้วัว (Bagarius 
bagarius) ปลากาแดง (E. frenatum) ปลาปีกไก่หนวดยาว (Kryptopterus limpok) ปลาดุมชี 
(Nandus oxyrhynchus) ป ล าแ รดแม่ น้ ำ โข ง  (Osphronemus exodon) ป ลา เสื อ ข้ า งล าย 
(Puntigrus partipentazona) ปลาปากเปลี่ยน (Scaphognatops bandanensis) และปลาเค้าดำ 
(Wallago micropogon)  ซึ่งเป็นงานวิจัยเชิงคุณภาพที่มุ่งเน้นข้อมูลพันธุศาสตร์เซลล์ประจำชนิด
พันธุ์โดยยังไม่เน้นที่ความผันแปรระหว่างประชากร 
 3.2 ศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์และพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล ในปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 
ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย โดยใช้ตัวอย่างปลาชนิดละ 20 ตัว 
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 3.3 ศึกษาระดับพันธุศาสตร์เซลล์โดยใช้เทคนิคการย้อมสีโครโมโซมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ ส่วนการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล จะใช้เทคนิคฟลูออเรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซชัน 
โดยใช้โพรบไรโบโซมอล (ribosomal) 18S, ไมโครแซทเทิลไลท์ d(CA)15, d(GC)15, และ d(CAT)10 
 

4. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ และหน่วยงานที่นำผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 4.1 เป็นข้อมูลที่มีประโยชน์ต่อทางวิชาการและนำไปประยุกตใ์ช้ในด้านต่างๆ  
 1. ทราบข้อมูลที่สำคัญทางพันธุศาสตร์เซลล์ ได้แก่ จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ 
จำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน ชนิด ขนาดของโครโมโซม แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ในปลา
สวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทยโดยข้อมูลพ้ืนฐานนี้สามารถนำไปใช้
ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์เพ่ือการค้า และการอนุรักษ์ต่อไป 
  2. ทราบเครื่องหมายโครโมโซม และการกระจายตัวของไมโครแซทเทลไลท์บน
โครโมโซมที่เป็นลักษณะเฉพาะของปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย
ข้อมูลนี้สามารถบ่งบอกความสัมพันธ์ในเชิงวิวัฒนาการ และใช้ประโยชน์สำหรับข้อมูลประกอบการจัด
จำแนกสิ่งมีชีวิต (taxonomy) ได ้
  3. ทราบความความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 
ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย จากการเปรียบเทียบทางพันธุศาสตร์เซลล์และพันธุศาสตร์เซลล์
ระดับโมเลกุล ข้อมูลนี้บ่งบอกความสัมพันธ์ และความใกล้ชิดกันระหว่างปลาวงศ์ปลาแรด อธิบาย
รูปแบบวิวัฒนาการของโครโมโซม และรูปแบบไมโครแซทเทลไลท์ในจีโนม ซึ่งจะเป็นประโยชน์ใน
การศึกษาพันธุศาสตร์เชิงลึก รวมทั้งเป็นข้อมูลประกอบในการจัดการความหลากหลายทางชีวภาพ 
และการใช้ประโยชน์ทรัพยากรสัตว์น้ำอย่างยั่งยืนต่อไป 
   4. สามารถตีพิมพ์ผลงานในวารสารที่มีค่า ISI impact factor 
 หน่วยงานทั้งภาครัฐและภาคเอกชนที่จะนำผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ 
 กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติ  แ ละสิ่ งแวดล้อม , อาจารย์  และนั กวิชาการของ
สถาบันการศึกษาในระดับอุดมศึกษา, กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ และเกษตรกรผู้สนใจ
นำไปเพาะขยายและปรับปรุงพันธุ์ 
 
5. สถานที่ดำเนินงานวิจัย 

5.1 สถานที่เก็บตัวอย่าง ได้แก่ แม่นำ้โขง และสาขา 
5.2 สถานที่เตรียมโครโมโซม ทำปฏิบัติการ คือห้องปฏิบัติการประมง คณะวิทยาศาสตร์ประยุกต์

และวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น วิทยาเขตหนองคาย และห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์ 
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
  
 

 



บทที่ 2  
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ในปลาสวยงามจากลุ่มน้ำโขงของประเทศไทย 
 
การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ของปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายากจากลุ่มน้ำโขงทั้ง 8 ชนิดนั้น

พบว่ามี 2 ชนิด คือปลาเสือข้างลาย และปลาปีกไก่หนวดยาวยังไม่มีรายงานการศึกษา ส่วนในปลาอีก 
6 ชนิด พบว่ามีรายงานการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์เฉพาะการย้อมโครโมโซมแบบธรรมดา ดังนี้ ปลา
กาแดงมีโครโมโซมดิพลอยด์ 2n = 48, NF=72 (วิเชียร มากตุ่น และธวัช ดอนสกุล (2536) ปลาปาก
เปลี่ยนมีโครโมโซมดิพลอยด์ 2n = 50 และ NF = 64 (ธวัช ดอนสกุล และคณะ (2550) ปลาดุมชีมี
โครโมโซมดิพลอยด์ 2n=48 และ NF= 90 (จีราภรณ์ มิ่งขวัญ และ อลงกลด แทนออมทอง (2556) 
ปลาแรดแม่น้ำโขงมีโครโมโซมดิพลอยด์ 2n = 48, NF= 48 (ธวัช ดอนสกุล และคณะ (2549) ปลา
เค้าดำมีโครโมโซมดิพลอยด์ 2n = 56, NF= 86 (ธวัช ดอนสกุล (2539) และปลาแค้วัวมีโครโมโซมดิ
พลอยด์ 2n=56, NF=82 (Rangsiruji et al., 2007) รายงานการย้อมแถบสีแบบอ่ืนๆ โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งแถบสีแบบนอร์ยังไม่มีรายงานการศึกษา จึงจำเป็นศึกษาเพ่ิมเติมในการศึกษาแถบสีแบบนอร์
เพ่ือช่วยระบุโครโมโซมเครื่องหมายที่เป็นเอกลักษณ์ประจำชนิด ส่วนเทคนิคฟลูออเรสต์ อินซิทู ไฮบริ
ไดเซชัน ในปลาทั้ง 8 ชนิดยังไม่มีรายงานมาก่อนหน้า องค์ความรู้จากงานวิจัยชิ้นนี้ยังบอกถึงการ
จัดเรียงตัวของลำดับเบสซ้ำๆ บนจีโนม สามารถอธิบายรูปแบบวิวัฒนาการทางโครโมโซมในปลาน้ำจืด
โดยเฉพาะอย่างยิ่งปลาสวยงาม 

ปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิด จากลุ่มน้ำโขงที่ศึกษาครั้งนี้ มีทั้งหมด 5 วงศ์ และ 8 สกุล 
ดังนี้  Epalzeorhynchos, Scaphognatops, Puntigrus (วงศ์ปลาตะเพียน), Bagarius (วงศ์ปลา
แค้), Kryptopterus, Wallago (วงศ์ปลาเนื้ออ่อน), Nandus (วงศ์ปลาดุมชี) และ Osphronemus 
(วงศ์ปลาแรด) ข้อมูลพันธุศาสตร์เซลล์ของปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายากจากลุ่มน้ำโขงมีรายงานน้อยมาก 
ส่วนใหญ่จะศึกษาโดยเทคนิคการย้อมแถบสีโครโมโซมแบบธรรมดา ดังข้อมูลแสดงในตารางที่ 1  

วงศ์ปลาตะพียน ธวัช ดอนสกุล และ วิเชียร มากตุ่น (2536) ศึกษาโครโมโซมของปลากาแดง 
(E. frenatum) และปลาทรงเครื่อง พบว่ามีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 48 และ 50 แท่ง
ตามลำดับ ส่วนในปลาปากเปลี่ยน (Scaphognatops bandanensis) ธวัช ดอนสกุล และคณะ 
(2550) ได้รายงานจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 50 แท่ง ส่วนปลาเสือข้างลาย (Puntigrus 
partipentazona) ประเทศไทยยังไม่มีรายงานการศึกษา แต่มีศึกษาในประเทศอ่ืนของเอเชีย โดย 
Taki et al. (1977) พบว่าจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 50 แท่ง เช่นกันกับปลาเสือสุ
มาตรา (P. pentazona) แต่มีแคริโอไทป์แตกต่างกัน ปลาในวงศ์ปลาตะเพียนส่วนใหญ่มีจำนวน
โครโมโซมดิพลอยด์ เท่ากับ 50 แท่ง (Arai, 2011) 
 วงศ์ปลาแค้ มีรายงานในสกุลเดียวกับปลาแค้วัว 3 ชนิด ได้แก่ ปลาแค้วัว (Bagarius 
bagarius) ปลาแค้งู (B. suchus) และปลาแค้ควาย (B.  yarrelli) ทั้ง 3 ชนิดมีจำนวนโครโมโซม
เท่ากันคือ 2n=56 แต่มีแคริโอไทป์แตกต่างกัน (อัจฉริยา รังษิรุจิ และคณะ, 2550) วงศ์ปลาเนื้ออ่อน 
สกุลปลาขาไก่ มีรายงาน 3 ชนิด คือ ปลาก้างพระร่วง (Kryptopterus bicirrhis) จำนวนโครโมโซมดิ
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พลอยด์ (2n) เท่ ากับ 64 แท่ง (ธวัช ดอนสกุล , 2539) ปลาขาไก่  (K. cryptopterus) จำนวน
โครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 92 แท่ง (Donsakul, 1992) ปลาผี (K. macrocephalus) จำนวน
โครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 62 แท่ง (Magtoon and Donsakul, 2009) สกุลปลาเค้า มี
รายงาน 2 ชนิด คือ ปลาเค้าดำ (Wallago micropogon) และ ปลาเค้าขาว (W. attu) ที่ ธวัช ดอน
สกุล (2539) รายงานไว้ว่าปลาเค้าดำและเค้าขาว จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 56 และ 
88 แท่ง ตามลำดับ ซึ่งจากรายงานปลาเค้าขาวจากอินเดียที่จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 
86 แท่ง (Rishi and Singh,1983; Sharma and Tripathi, 1984) สำหรับวงศ์ปลาดุมชี มีรายงาน
เพียง 1 ชนิด คือ ปลาดุมชี (Nandus oxyrhynchus) มีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 48 
แท่ง (จรีาภรณ์ มิ่งขวัญ และ อลงกลด  แทนออมทอง, 2556) ซึ่งเท่ากับสกุลปลาแรด ที่มีรายงานไว้ 3 
ชนิด ได้แก่ ปลาแรดแม่น้ำโขง (Osphronemus exodon) ปลาแรด (O. goramy) และ ปลาแรดแดง 
(O. laticlavius) ซึ่งทั้ง 3 ชนิดมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 48 แท่ง (ธวัช ดอนสกุล 
และคณะ, 2549) 
 
ตารางที่  1 ข้อมูลพันธุศาสตร์เซลล์ในปลาสวยงามสกุล Epalzeorhynchos, Scaphognatops, 
Puntigrus, Bagarius, Kryptopterus, Wallago, Nandus และ Osphronemus 
 

Family/ Species 2n NF Karyotype  Ag-NORs แหล่งตัวอย่าง Reference 
วงศ์ปลาตะเพียน (Cyprinidae) 
ปลากาแดง 
(Epalzeorhynchos 
frenatum)  

48 72 14m+10sm+8a+16t - ไทย ธวัช ดอนสกุล 
และ วิเชียร 
มากตุ่น 
(2536)  ปลาทรงเครื่อง (E. 

bicolor) 
50 74 20m+4sm+2a+24t - ไทย 

ปลาปากเปีย่น 
(Scaphognatops  
bandanensis) 

50 66 10m+6sm+34t - ไทย ธวัช ดอนสกุล 
และคณะ 
(2550) 

ปลาเสือข้างลาย 
(Puntigrus 
partipentazona) 

50 90 6m+34sm/a+10t - เอเชีย Taki et al. 
(1977) 

ปลาเสือสุมาตรา (P. 
pentazona) 

50 98 22m+26sm/a+2t - เอเชีย 

วงศ์ปลาแค้ (Sisoridae)  
ปลาแค้งู (Bagarius 
suchus) 

56 88 16m+16sm+4a+20t - ไทย อัจฉริยา รังษิ
รุจิ และคณะ 
(2550) ปลาแค้วัว (B. 

bagarius) 
56 82 16m+10sm+2a+28t - ไทย 

ปลาแค้ควาย (B.  
yarrelli) 

56 96 14m+20sm+6a+16t - ไทย 
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วงศ์ปลาเนื้ออ่อน (Siluridae) 
ปลาก้างพระร่วง 
(Kryptopterus 
bicirrhis) 

64 98 20m+10sm+4a+30t - ไทย ธวัช ดอนสกุล
(2539) 

ปลาขาไก ่(K. 
cryptopterus)  

92 100 8m+10sm+74t - ไทย Donsakul 
(1992) 

ปลาผี (K. 
macrocephalus)  

62 98 24m+12sm+26t - ไทย Magtoon 
and 
Donsakul 
(2009) 

ปลาเค้าดำ (Wallago 
micropogon) 

56 86 26m+4sm+26t - ไทย ธวัช ดอนสกุล
(2539) 

ปลาเค้าขาว (Wallago 
attu) 

86 104 12m+6sm+2a+66t - อินเดีย Rishi and 
Singh (1983) 

86 108 10m+12sm+8a+56t - อินเดีย Sharma and 
Tripathi 
(1984) 

88 110 16m+2sm+4a+66t - ไทย ธวัช ดอนสกุล
(2539) 

วงศ์ปลาดุมชี (Nandidae) 

ปลาดุมชี (Nandus 
oxyrhynchus) 

48 90 6m+22sm+14a+6t - ไทย จีราภรณ์     
มิ่งขวัญ และ 
อลงกลด  
แทนออมทอง 
(2556) 

วงศ์ปลาแรด (Osphronemidae) 
ปลาแรดแม่น้ำโขง 
(Osphronemus 
exodon) 

48 48 48t - ไทย ธวัช ดอนสกุล 
และคณะ 
(2549) 

ปลาแรด (O. goramy) 48 48 48t - 

ปลาแรดแดง (O. 
laticlavius) 

48 50 2sm+46t - 

  
หมายเหตุ: 2n = จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์, NF = จำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน, m = โครโมโซมชนิดเมทา
เซนทริก, sm = โครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก, a = โครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก, t = โครโมโซมชนิด
เทโลเซนทริก NORs = Nucleolar organizer regions และ - = ไม่มีการศึกษา 
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จากข้อมูลการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ในปลาสวยงามทั้ง 8 ชนิดในครั้งนี้จะพบว่าปลาปีกไก่หนวด
ยาว (Kryptopterus limpok) ยังไม่มีข้อมูลการศึกษามาก่อน การศึกษาครั้งนี้จึงเป็นรายงานแรก  
อย่างไรก็ตามในปลาบางชนิดข้อมูลแคริโอไทป์พ้ืนฐานไม่เพียงพอที่จะอธิบายความผันแปรภายในชนิด
และระหว่างชนิดได้จึงจำเป็นต้องใช้ข้อมูลด้านอ่ืนประกอบจึงสามารถอธิบายอย่างสมบูรณ์ได้ โดย
ข้อมูลดังกล่าวได้แก่ การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล เพ่ืออธิบายโครงสร้างของจีโนม ซึ่ง
ศึกษาโดยเทคนิคที่ศึกษาโครโมโซมแบบติดฉลากด้วยสารเรืองแสง (Fluorescence in situ 
Hybridization: FISH) เพ่ือศึกษารายละเอียดของยีนหรือดีเอ็นเอบนแท่งโครโมโซมได้  ปัจจุบัน
เทคนิค FISH นั้นได้สนใจโพรบกลุ่มไมโครแซทเทลไลต์ ซึ่งเป็นลำดับเบสซ้ำๆ มีรายงานการศึกษา
ค่อนข้างมากในปลาจากทวีปอเมริกา และพบว่าบางโพรบของไมโครแซทเทลไลต์มีความจำเพาะต่อ
ชนิดปลาหรือประชากร นอกจากนี้ยังสามารถอธิบายถึงความหลากหลายและวิวัฒนาการในกลุ่มปลา
ของอเมริกาได้ (Cioffi and Bertollo, 2012) ข้อมูลการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ในปลาสวยงามน้ำจืด
ของประเทศไทยมีรายงานค่อนข้างน้อย และมีเพียงรายงานการศึกษาโดยการย้อมสีโครโมโซมแบบ
ธรรมดาเพ่ือบอกจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์และแคริโอไทป์พ้ืนฐานเท่านั้นส่วนรายงานการศึกษาแถบ
สีโครโมโซมและพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล โดยเทคนิค FISH ยังไม่มีรายงานการศึกษา  

 
2.2 พันธุศาสตร์ระดับเซลล์ระดับโมเลกุลของปลา 
  การหาลำดับดีเอ็นเอที่อยู่บนโครโมโซมโดยใช้เทคนิคฟิช นั้นถูกนำมาประยุกต์ใช้กับปลา
หลายชนิด (Cross et al., 2006) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การตรวจหาดีเอ็นเอที่มีลักษณะเป็นชุดซ้ำ ๆ 
เป็นกลุ่มที่อยู่ในตำแหน่งที่แน่นอนบนโครโมโซม ได้แก่ ยีนฮีสโตน (histone genes) ยีนไรโบโซม 
(ribosomal RNA genes) ซึ่งยีนเหล่านี้มีประโยชน์ในการศึกษาลักษณะและรูปแบบของโครโมโซม 
และเป็นยีนที่พบในปลาทุกชนิด ซึ่งการศึกษายีนดังกล่าวบนโครโมโซมเป็นข้อมูลใหม่ในการสร้าง
วิวัฒนาการของปลากลุ่ม salmonids พบว่าลำดับเบสที่ซ้ำๆ แยกได้จากปลาหลายชนิด มีการ
กระจายอยู่ในตำแหน่งที่แตกต่างกันไป โดยอาจอยู่บริเวณตำแหน่งเซนโทเมียร์ ตัวอย่างเช่น ปลาแอนตาร์
กติก ไอซ์  (Antarctic Ice, Chiondraco hamatus), ปลา Hoplias malabaricus, ปลา Sparus 
aurata และ ปลา Salvelinus alpines เป็นต้น หรือพบกระจายอยู่บริเวณเทโลเมียร์ ซึ่งจะพบใน
โครโมโซมสัตว์มีกระดูกสันหลังทุกชนิด ปลาที่เคยตรวจสอบด้วยโพรบเทโลเมียร์ ได้แก่ กลุ่มปลา 
Cypriniforms และกลุ่ มปลา Salmoniforms ส่ วน ในปลากลุ่ ม  poecilids, ปลา Leporinus 
elongates, ปลา Chiondraco hamatus และปลา Oncorhynchus tshawytscha พบกลุ่มลำดับ
เบสที่ซ้ำจะมีความจำเพาะที่โครโมโซมเพศ การตรวจสอบดังกล่าวจะใช้โพรบที่ตรวจสอบแตกต่างกัน
ไป เช่น โพรบที่จำเพาะต่อชนิด โพรบที่จำเพาะต่อโครโมโซม หรือโพรบที่จำเพาะต่อเพศ ซึ่งถูก
นำมาใช้ประโยชน์ในการเพาะเลี้ยงปลา สำหรับโพรบเซนโทเมียร์และเทโลเมียร์ถูกใช้ในการตรวจสอบ
การจัดเรียงตัวใหม่ของโครโมโซมภายในชนิดเดียวกัน (Ruth and Kent, 1996) 
 ไรโบโซมอล อาร์ เอ็นเอ ยีน  หรือ อาร์ดี เอ็นเอ ในปลารวมทั้ งยูแคริโอทชั้นสูงอ่ืนๆ 
ประกอบด้วยกลุ่มยีน 2 วงศ์ (multigene families) ที่แตกต่างกัน กลุ่มยีนเหล่านี้ประกอบด้วยยีนที่
อยู่กันเป็นชุดซ้ำๆตั้งแต่ 100 ถึง 1,000 ชุด เรียงต่อกัน กลุ่มยีนวงศ์แรก (ยีนหลักของ อาร์ดีเอ็นเอ) 
เรียกว่า 45S rDNA เป็นตัวสร้างนิวคลีโอรัส ประกอบด้วยยีน 18S, 58S และ 28S rDNAs ส่วนกลุ่ม
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ยีนอีกวงศ์ (ยีนรองของอาร์ดีเอ็นเอ) เรียกว่า 5S rDNA เป็นยีนที่ไม่ได้สร้างนิวคลีโอลัส ดังนั้น 45S 
rDNA จึงเป็นกลุ่มยีนที่สัมพันธ์กับตำแหน่งนอร์ (Mazzei et al., 2004) ยีน 45S rDNA ถูกถอดรหัส
โดยเอนไซม์ RNA polymerase I ในขณะที่ 5S rDNA ถูกถอดรหัสโดยเอนไซม์ RNA polymerase III 
(Long and David, 1980) รูปแบบของการกระจายตัวของยีนไรโบโซมมีความจำเพาะต่อชนิดและ
การจัดเรียงตัวของโครโมโซมในปลาวงศ์ Channichthyidae (Mazzei et al., 2004) ฟอนทานาและ
คณะ (Fontana et al., 2003) ยังพบว่ารูปแบบของการกระจายตัวของกลุ่มยีนเหล่านี้มีความ
คล้ายคลึงและอนุรักษ์สูงภายในวงศ์ของปลาสเตอร์เจียน และยีนเหล่านี้ เป็นเครื่องหมายทาง
พันธุกรรมอย่างดีในการศึกษาวิวัฒนาการรวมทั้งการระบุชนิดโดยใช้พันธุกรรมในชนิดที่ใกล้เคียงกัน
ของปลาสกุล Tor นอกจากนี้การใช้ยีนไรโบโซมซึ่งเป็นเสมือนโครโมโซมเครื่องหมายมีความสำคัญยิ่ง
ในการศึกษาเปรียบเทียบทางพันธุกรรม (Singh et al., 2009) ยีนไรโบโซม  (18S and 5S rDNA) ยัง
เป็นเครื่องหมายที่ถูกใช้ในปลา H. malabaricus เพ่ือแยกแต่ละประชากรออกจากกันได้ (Cioffi et 
al., 2009; Vicari et al., 2005) ในทำนองเดียวกันรูปแบบของโพรบ rDNA เหล่านี้สามารถถูกใช้เป็น
เครื่องหมายจีโนมเพ่ือใช้สำหรับตรวจสอบคู่ผสมระหว่างชนิดได้ รวมถึงการทำแผนที่โครโมโซมของยีน
สายเดี่ยว ตำแหน่งไมโครแซทเทิลไลท์ ในปัจจุบันมีการใช้เทคนิคฟิช เพ่ือใช้ประโยชน์ในการแยก
ลักษณะทางปริมาณ ซึ่งเป็นสิ่งสำคัญสำหรับการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ (Ruth and Kent, 1996) 

ไมโครแซทเทลไลท์เป็นบริเวณที่เป็นลำดับเบสซ้ำเป็นชุดโดยมีจำนวนชุดของเบสตั้งแต่ 2-10 
เบส บริเวณนี้เป็นส่วนที่ไม่ใช่ยีน การศึกษาการกระจายตัวของไมโครแซทเทลไลท์ในวงศ์ปลาแรดยังไม่
มีรายงาน แต่มีรายงานการศึกษาค่อนข้างมากในปลาของทวีปอเมริกาใต้ ไมโครแซทเทลไลท์ถูกพบว่า
กระจายอยู่บริเวณต่างๆ ของโครโมโซมปลาดังนี้ บริเวณที่เป็นเฮเทอโรโครมาทิน  (Fischer et al., 
2004; Mantovani et al., 2004) โดยชนิดปลาที่ถูกศึกษาส่วนใหญ่จะพบไมโครแซทเทลไลท์บริเวณ
เซ น โท ร เมี ย ร์  (Lanfredi et al., 2001; Martins, 2007; Canapa et al., 2002; Oliveira and 
Wright, 1998; Mazzuchelli and Martins, 2009; Sola and Gornung, 2001; Reed and 
Phillips, 1995; Garrido-Ramos et al., 1994; Elgar et al., 1999) บางชนิดถูกพบที่บริเวณเทโล
เมียร์ (Vanzela et al., 2002; Hatanaka et al., 2002) บางชนิดถูกพบบริเวณโครโมโซมเพศในปลา 
(Cioffi and Bertollo, 2012)  
 



บทท่ี 3  
วิธีการ / เครื่องมือที่ใชใ้นการศึกษาวิจัย 

 
3.1  แบบการวิจัย (Research Design) 
  งานวิจัยเป็นงานวิจัยเชิงคุณภาพ เพ่ือสำรวจและศึกษาลักษณะเฉพาะทางพันธุศาสตร์เซลล์
ของปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย ได้แก่ ปลาแค้วัว (Bagarius 
bagarius) ปลากาแดง (E. frenatum) ปลาปีกไก่หนวดยาว (Kryptopterus limpok) ปลาดุมชี 
(Nandus oxyrhynchus) ป ล าแ รดแม่ น้ ำ โข ง  (Osphronemus exodon) ป ลา เสื อ ข้ า งล าย 
(Puntigrus partipentazona) ปลาปากเปลี่ยน (Scaphognatops bandanensis) และปลาเค้าดำ 
(Wallago micropogon) นำตัวอย่างปลามาศึกษาทางสัณฐานวิทยา พันธุศาสตร์เซลล์ และพันธุ
ศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล โดยแต่ละชนิดใช้ตัวอย่างละประมาณ 20 ตัวอย่าง เพ่ือที่จะศึกษา
เปรียบเทียบข้อมูลระหว่างชนิด ในด้านต่างๆ สถิติที่ใช้คือค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานในการ
หาค่าความยาวโครโมโซม 
3.2  ขั้นตอนและวิธีในการวิจัย  การเก็บข้อมูล การกำหนดพ้ืนที่ ประชากรตัวอย่าง ฯลฯ และวิธีการ
ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
  1.  การเก็บตัวอย่าง  

เก็บตัวอย่างปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย จากลุ่ม
แม่น้ำโขงและสาขา ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดหนองคาย เลย บึงกาฬ 
สกลนคร นครพนม อำนาจเจริญ และอุบลราชธานี 

2.  ศึกษาลักษณะภายนอกตามสัณฐานวิทยาเพ่ือระบุชนิดตัวอย่างปลาสวยงามชนิดพันธุ์หา
ยาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย 

 นำตัวอย่างปลามาตรวจสอบ และระบุชนิดโดยใช้เอกสารตามคู่มือของชวลิต วิทยา
นนท์ (2548) ชวลิต วิทยานนท์ และคณะ (2540) สมโภชน์ อัคคะทวีวัฒน์ (2547) Kottelat (2001) 
และ Rainboth (1996) ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ เป็นที่ยอมรับยึดตามฐานข้อมูลออนไลน์ Catalog of 
Fishes (Eschmeyer, 2016) ลักษณะที่ใช้ตรวจสอบได้แก่ ลักษณะความยาวลำตัวต่อความลึก ความ
ยาวของครีบอกต่อความยาวลำตัว จำนวนเกล็ด สีของลำตัว จำนวนกระดูกเหงือก จำนวนซี่เหงือก 
ความยาวและความกว้างของส่วนหัว เป็นต้น 

3.  ศึกษาด้านพันธุศาสตร์เซลล์  
การศึกษาด้านพันธุศาสตร์เซลล์ ประกอบด้วย ขั้นตอนการเตรียมโครโมโซม การเตรียม

สไลด์ การย้อมสีโครโมโซม การตรวจสอบโครโมโซม การจัดทำแคริโอไทป์ และการสร้างอิดิโอแกรม
มาตรฐาน ดังต่อไปนี้  

3.1  การเตรียมโครโมโซมโดยวิธีทางตรง (direct method)  
      อวัยวะที่ใช้ คือไต เนื่องจากเป็นอวัยวะที่มีการแบ่งเซลล์ตลอดเวลาโดยเตรียมจากใน

ตัวสิ่งมีชีวิต (in vivo) โดยดัดแปลงมาจากวิธีของ Chen and Ebeling (1968), Glod et al. (1990) 
และ Nanda et al. (1995) ดังนี้ ฉีดโคลชิซินเข้มข้นร้อยละ 0.05 ขนาด 1 มิลลิลิตร ต่อน้ำหนักตัว 
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100 กรัม เขา้ไปในช่องท้องของปลา ปล่อยให้ปลาว่ายในตู้เลี้ยงปลาที่พ่นออกซิเจนอย่างแรง เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำปลาไปทำให้ตายอย่างสงบโดยใช้น้ำแข็ง ผ่าตัดเปิดช่องท้อง และนำเฉพาะ
ส่วนของไตมา ตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ ในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.075 โมลาร์ (KCl 0.075 
M) กรองเศษเซลล์ขนาดใหญ่ออกด้วยตะแกรงขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1 มิลลิเมตร เทตะกอนเซลล์
ขนาดเล็กลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร เติมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ลงไปในหลอด
ปั่นเหวี่ยงประมาณ 6-8 มิลลิลิตร ขึ้นกับตะกอนเซลล์ บ่มที่อุณหภูมิห้องประมาณ 30 นาที นำตะกอน
เซลล์ไปปั่นที่ความเร็ว 1,200-1,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ทิ้งส่วนใสข้างบน เติมน้ายาตรึง
สภาพ (fixative) ที่มีส่วนผสมของเมทานอล (methanol) 3 ส่วนต่อกรดอะซิติก (acetic acid)  1 
ส่วน ที่เตรียมใหม่ ๆ และเย็นจัดทีละหยดอย่างช้า ๆ พร้อมกับเขย่าหลอดไปด้วย เติ มจนครบ 7 
มิลลิลิตร นำสารละลายไปปั่นที่ 1,200-1,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ทิ้งส่วนใสข้างบน เติม
น้ำยาตรึงสภาพลงไป 7-8 มิลลิลิตร ปั่นอีกครั้ง ทาซ้ำเพ่ือล้างตะกอนเซลล์ให้สะอาด  3-4 ครั้ง เก็บ
ตะกอนเซลล์ในสารละลายตรึงเซลล์ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะศึกษา 

3.2  การเตรียมสไลด์โครโมโซม  
      นำตะกอนเซลล์ที่เตรียมไว้แล้วมาหยดบนสไลด์ที่สะอาด 1-2 หยด โดยหยดห่างจาก

สไลด์ 10 เซนติเมตร เมื่อหยดครบเวลา 15 วินาทีให้หยดน้ำยาตรึงสภาพตามอีก 1 หยด ปล่อยให้
แห้งในอากาศ การเตรียมสไลด์จะเตรียมจากตัวอย่างปลาไหลนาตัวละ 8 สไลด์  

3.3  การย้อมสีโครโมโซม  
นำสไลด์ที่เตรียมไว้มาทำการย้อมสีโครโมโซมท้ังแบบธรรมดาและแบบนอร์ ดังนี้ 
3.3.1 การย้อมแบบธรรมดานั้นทำการย้อมสไลด์ด้วยสีจิมซ่า ความเข้มข้นร้อยละ 10 

(10% Geimsa stain) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer) ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 6.8 (pH 
6.8) เป็นเวลา 30-45 นาที (Rooney, 2001) แล้วล้างสไลด์ด้วยน้ำกลั่นให้สะอาด ผึ่งให้แห้ง นำไป
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง  

3.3.2 สำหรับการย้อมแถบสีแบบนอร์ ดัดแปลงจากวิธีการของ Howell and Black 
(1980) ดังนี้สไลด์ที่จะย้อมต้องมีอายุระหว่าง 1-7 วัน โดยนำสไลด์ที่เตรียมไว้ไปอบที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส อย่างน้อย 3 ชั่วโมง หยดเจลลาตินเข้มข้นร้อยละ 2 ลงบนสไลด์ 2 หยด แล้วหยดซิล
เวอร์ไนเตรทเข้มข้นร้อยละ 50 (50% AgNO3) ลงบนสไลด์ 4 หยด ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ แล้วนำเข้า
ตู้อบที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หรือจนกว่าสไลด์จะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้ม (ห้ามทิ้งไว้
นานจนสไลด์เปลี่ยนเป็นสีน้าตาลโดยเด็ดขาด) ล้างซิลเวอร์ไนเตรทส่วนเกินออกด้วยน้ำกลั่น ผึ่งสไลด์
ให้เกือบแห้ง นำไปย้อมด้วยสีจิมซ่าเข้มข้นร้อยละ 10 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.8 เป็นเวลา 30 
วินาที ล้างด้วยน้ำกลั่น ผึ่งใหแ้หง้นำไปตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง กำลังขยาย 40X  

3.4  การตรวจสอบโครโมโซม  
      เลือกเซลล์ที่มีโครโมโซมระยะเมทาเฟสกระจายตัวดีไม่ซ้อนทับกัน นำมาถ่ายภาพ

โครโมโซมโดยใช้เลนส์วัตถุ (objective lens) กำลังขยาย 100X โดยใช้ชุดถ่ายภาพที่ต่อกับกล้อง
จุลทรรศน์ หรือใช้กล้องดิจิตอล เพ่ือตรวจนับจำนวนโครโมโซมจากภาพถ่ายโครโมโซมจำนวน 100 
เซลล์ ความถี่ของจำนวนโครโมโซมที่พบมากที่สุด จะเป็นค่าของจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของ
สิ่งมีชีวิตนั้น ๆ จากนั้นจับคู่โครโมโซมที่ เหมือนกัน  (homologous chromosome) และศึกษา
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โครโมโซมโดยการหาค่าความยาวของแขนโครโมโซมข้างยาว (long arm; Ll) ความยาวของแขน
โครโมโซมข้างสั้น (short arm; Ls) และคำนวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (total length; 
LT, LT = Ll + Ls) คำนวณค่า relative length (RL) และ centromeric index (CI) เพ่ือระบุชนิด
ของโครโมโซม และนำค่าทีไ่ด้ไปใช้ประกอบในการจัดทำแคริโอไทป์ และสร้างอิดิโอแกรมมาตรฐาน  

3.5  การจัดทำแคริโอไทป์  
      ดัดแปลงจากวิธีการของกันยารัตน์ ไชยสุต (2532) และ Turpin and Lejeune 

(1965) ใช้รูปถ่ายที่ได้ในการจับคู่โครโมโซมที่เหมือนกัน โดยการกำหนดตำแหน่งเซนโทรเมียร์ของ
โครโมโซมแต่ละแท่งในเซลล์ วัดค่าความยาวของแขนโครโมโซมข้างยาว ค่าความยาวของแขน
โครโมโซมข้างสั้น นำค่าที่ได้มาคำนวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง จัดเรียงคาริโอไทป์ ให้
เรียงตามความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่จากมากไปหาน้อย ยกเว้นโครโมโซมเพศจะวางเป็นคู่สุดท้าย
มุมล่างซ้ายเสมอ ต้องบอกหมายเลขของโครโมโซมแต่ละคู่ด้านล่าง วางแท่งโครโมโซมให้แขนข้างสั้น
อยู่ด้านบน แขนข้างยาวอยู่ด้านล่าง  

ขั้นตอนการจัดทำแคริโอไทป์  
1) เลือกเซลล์ในระยะเมทาเฟส ที่มีขนาดของโครโมโซมไม่ยาวหรือสั้นเกินไป มีการ

กระจายที่ดีไม่ซ้อนทับกัน และนับจำนวนโครโมโซมได้ครบเท่ากับจำนวนโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตชนิด
นั้น ถ่ายภาพเซลล์ที่เลือกไว้โดยใช้เลนส์วัตถุกำลังขยาย 100X เลือกมาจัดจำนวน ชนิดละ 20 เซลล์ 

2) ใช้รูปถ่ายที่ได้ในการจับคู่โครโมโซมที่เหมือนกัน โดยกำหนดตำแหน่งของเซน
โทรเมียร์ของโครโมโซมแต่ละแท่งในเซลล์ จากนั้นวัดค่าความยาวของแขนโครโมโซมข้างยาว ค่าความ
ยาวของแขนโครโมโซมข้างสั้น นำค่าที่ได้มาคำนวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง การวัดค่า
ความยาวของโครโมโซมอาจจะใช้วิธีการตัดโครโมโซมออกมาจากรูปถ่ายทีละแท่ง กำหนดหมายเลข
ให้โครโมโซมทุกแท่งก่อนการวัด เมื่อวัดความยาวเสร็จแล้วจึงจับคู่โครโมโซมที่มีความยาวของแขนแต่
ละข้าง และความยาวทั้งแท่งใกล้เคียงกันมากท่ีสุด 

3) การคำนวณหาค่า relative length (RL) คำนวณได้จากสูตร ดังนี้ 
ค่า relative length (RL) =    ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT) 
                  ความยาวทั้งหมดของโครโมโซมทุกแท่ง (LT) 
การใช้ค่า RL นี้สามารถช่วยในการจับคู่โครโมโซมได้แน่นอนกว่าการใช้ค่าความยาวของ

โครโมโซม เพราะค่า RL ของโครโมโซมแต่ละแท่งจะคงที่ในทุก ๆ เซลล์ ส่วนค่าความยาวของ
โครโมโซมจะแตกต่างกันไปในเซลล์แต่ละเซลล์ 

4) การคำนวณหาค่า centromeric index (CI) คำนวณได้จากสูตร ดังนี้   
ค่า centromeric index (CI) =  ความยาวของแขนโครโมโซมข้างยาว (Ll) 
     ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT) 
นำค่า CI ที่ได้นำมาระบุชนิดของโครโมโซม โดยใช้เกณฑ์ ดังนี้ 
ค่า CI อยู่ระหว่าง 0.500–0.599 จัดเป็นโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก 
ค่า CI อยู่ระหว่าง 0.600–0.699 จัดเป็นโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก 
ค่า CI อยู่ระหว่าง 0.700–0.899 จัดเป็นโครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก 
ค่า CI อยู่ระหว่าง 0.900–1.000 จัดเป็นโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริก 
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5) การกำหนดขนาดของโครโมโซม แบ่งขนาดของโครโมโซมออกเป็น 3 ขนาด 
โดยกำหนดให้โครโมโซมคู่ที่ยาวที่สุดเป็นโครโมโซมคู่ที่ 1 และโครโมโซมคู่ที่สั้นที่สุดเป็นโครโมโซมคู่
สุดท้าย 

โครโมโซมขนาดใหญ่ (large=L) คือ โครโมโซมที่มีความยาวมากกว่าครึ่งหนึ่งของผลบวก
ความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมใหญ่สุด รวมกับโครโมโซมคู่เล็กที่สุด 

ดังนั้น L > LT เฉลี่ยคู่ที่ 1 + LT เฉลี่ยคู่สุดท้าย 
         2 
โครโมโซมขนาดกลาง (medium=M) คือ โครโมโซมที่มีค่าความยาวน้อยกว่าครึ่งหนึ่งของ

ความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมใหญ่สุด รวมกับโครโมโซมคู่เล็กที่สุด 
ดังนั้น M < LT เฉลี่ยคู่ที่ 1 + LT เฉลี่ยคู่สุดท้าย 
         2 
โครโมโซมขนาดเล็ก (small=S) ได้แก่ โครโมโซมที่มีความยาวน้อยกว่าครึ่งหนึ่งของความ

ยาวเฉลี่ยของโครโมโซมคู่ใหญ่สุด 
ดังนั้น S < LT เฉลี่ยคู่ที่ 1 
         2 

6) จัดเรียงแคริโอไทป์ ให้เรียงตามชนิดโครโมโซมก่อน แล้วค่อยเรียงตามความยาว
ของโครโมโซมแต่ละคู่จากมากไปหาน้อย ยกเว้นโครโมโซมเพศจะวางเป็นคู่สุดท้ายมุมล่างซ้าย ต้อง
บอกหมายเลขของโครโมโซมแต่ละคู่ด้านล่างวางแท่งโครโมโซมให้แขนข้างสั้นอยู่ด้านบน แขนข้างยาว
อยู่ด้านล่าง และนิยมวางแท่งโครโมโซมให้ตำแหน่งเซนโทรเมียร์ตรงกัน 

3.6  การทำอิดิโอแกรมมาตรฐาน  
      อิดิโอแกรม คือ ไดอะแกรมแสดงคาริโอไทป์ของโครโมโซม 1 ชุดแฮพลอยด์ ซึ่ง

ประกอบด้วยโครโมโซมร่างกาย และโครโมโซมเพศ โดยใช้ข้อมูลค่าเฉลี่ยความยาวของโครโมโซม 
รูปร่างของโครโมโซม และตำแหน่งเซนโทรเมียร์ อิดิโอแกรมจากเทคนิคการย้อมสีโครโมโซมแบบ
ธรรมดาใช้เซลล์ระยะเมทาเฟสชนิดละ 20 เซลล์ นำมาจัดคาริโอไทป์ แล้ววัดความยาวของแขน
โครโมโซมข้างยาว และแขนโครโมโซมข้างสั้นของโครโมโซมทุกคู่ด้วยเวอร์เนียร์  (vernier) จัดทำ
ภาพวาดอิดิโอแกรมด้วยคอมพิวเตอร์ โดยการนาค่าเฉลี่ยความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่มาสร้าง
กราฟโดยใช้โปรแกรม Microsoft Excel ให้แกนตั้ง (Y) เป็นความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่ และแกน
นอน (X) เป็นลำดับของโครโมโซมคู่ที่ใหญ่ที่สุดไปหาคู่ที่เล็กที่สุด ยกเว้นโครโมโซมเพศจัดเป็นคู่
สุดท้าย แล้วนำมาปรับรูปร่างของโครโมโซมโดยใช้โปรแกรม Microsoft Word หรือ Microsoft 
Powerpoint (อลงกลด แทนออมทอง, 2554)  

4  ศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล 
 การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล ประกอบด้วย ขั้นตอนการเตรียมโครโมโซม การ
เตรียมโพรบ การทำพรีทรีสเมนต์ (pre-treatment) การทำไฮบริไดเซชั่น (hybridization) และการ
วิเคราะห์ผล ดัดแปลงจาก Liehr (2009) และอลงกลด แทนออมทอง (2554) 
 4.1 ขัน้ตอนการเตรียมสไลด์เหมือนกับการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ 
 4.2 การทำพรีทรีสเมตน์มีข้ันตอนดังนี้  



14 
 

  1 นำสไลด์ไปอบที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 2 ชั่วโมง 
  2 เตรียมน้ำกลั่น 95 มิลลิลิตร ผสมกับกรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) 0.2 
โมล่าร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในโถย้อมสี จากนั้นนำไปอุ่นในอ่างน้ำอุ่นให้ได้อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 
  3 เติมสารละลายเปบซิน (pepsin) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร ลงในโถย้อมสีในข้อ 4.2.2 
  4 จุ่มแผ่นสไลด์ในโถย้อมสีที่เตรียมไว้ในอ่างน้ำอุ่น เป็นระยะเวลา 3-5 นาที  
  5 ล้างแผ่นสไลด์ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer) ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
  6 หยดสารละลายโพสฟิกเซชัน (post-fixation solution) ที่มีส่วนผสมพาราฟอร์มาดี
ไฮด์ (paraformaldehyde) 500 ไมโครลิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 1 เท่า (1X PBS) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ (magnesium chloride) ความเข้มข้น 1 โมล่าร์ 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนกระจกปิดสไลด์ชนิดยาว (25 X 50 มิลลิเมตร) จากนั้นวางสไลด์บน
กระจกปิดสไลด์ และบ่มเป็นเวลา 10 นาท ี
  7 นำกระจกปดิสไลด์ออก และล้างในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 1 เท่า เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นนำสไลด์ไปล้างด้วยน้ำกลั่นนาน 5 นาท ี
   .8 ทำการดึงน้ำออกจากเซลล์โดยผ่านในลำดับแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 75%, 
95% และ 100% ตามลำดับ เป็นเวลาลำดับละ 3 นาที แล้วปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
 4.3 การเตรียมโพรบ 
  โพรบที่จะศึกษาในครั้งนี้ ได้แก่ โพรบไรโบโซม 18S และโพรบไมโครแซทเทลไลท์ 
จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ (CA)15, (GC)15, (CAT)10,  
  4.3.1 ไรโบโซมอล อาร์เอ็นเอยีนโพรบ ชนิด 18S rDNA เตรียมโดยกระบวนการ
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากดีเอ็นเอของปลาแรดที่มีขนาดความยาวของเบส 1,400 คู่ของยีน 18S 
rRNA ตามวิธีของซิออฟฟิและคณะ (Cioffi et al., 2009) ซึ่งใช้ไพรเมอร์มีลำดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ 

  18S rDNA 
Forward   5’ CCGCTTTGGTGACTCTTGAT 3’ 
Reverse     5’ CCGAGGACCTCACTAAACCA 3’ 
ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโช่พอลิเมอเรส ดังตารางที่ 1 แล้วเข้าสู่

ขั้นตอนปฏิกิริยาลูกโช่พอลิเมอเรส ตามข้ันตอนที่กำหนด 
 ขั้นตอนปฏิกิริยาลูกโช่พอลิเมอเรส ในการทำโพรบ  
ใช้เครื่อง Thermal cycle รุ่น Palm cycler ซึ่งการทำงานประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ดังนี้ 
ขั้นตอนที่ 1  Initial denaturation ทีอุ่ณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

จำนวน 1 รอบ  
ขั้นตอนที่ 2  Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ี

Annealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที 
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ทำซำ้ขั้นตอนที่ 2 จำนวน 35 รอบ 
ขั้นตอนที่ 3 Final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที จำนวน 1 รอบ  
 

ตารางท่ี 2  ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโช่พอลิเมอเรส เพื่อสร้างโพรบ 
 

ส่วนประกอบของสารละลาย ปริมาตร 
(µl) 

1. 50 ng DNA template  1.0 
2. 10 µM Forward Primer 0.5 
3. 10 µM Reverse Primer 0.5 
4. dNTPs  (1.25 mM) 3.2 
5. PCR Buffer 10x 2.5 
6. MgCl2 (50mM) 0.75 
7. Taq DNA pol (5U/ µl) 0.1 
8. Distilled water 16.45 
ปริมาตรรวม 25 

 
  หลังจากนั้นนำโพรบ 18S rDNA ไปติดฉลากแบบโดยตรงด้วยสารเรืองแสงสเปกทรัม   
ออร์เรน (spectrum orange-dUTP) (Roche, Mannheim, Germany) ด้วยวิธีนิค ทรานสเลชัน 
(nick translation) (Morrison, Ramakrishnan, Ruffalo, & Wilber, 2002) 
 4.3.2 โพรบไมโครแซทเทลไลท์ เตรียมโดยวิธีการของ Kubat et al. (2008) และติด
ฉลากโดยตรงตรงตำแหน่ง 5’ ด้วย Cy3 โดยบริษัท Sigma (St. Louis, MO, USA) 
 4.4 การทำไฮบริไดเซชั่น 
  4.4.1 ไรโบโซมอล อาร์เอ็นเอยีนโพรบ ชนิด 18S rDNA มีข้ันตอนดังนี้ 
   1. นำแผ่นสไลด์ไปบ่มกับสารละลายฟอร์มาดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 70 ที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
   2. นำแผ่นสไลด์มาแช่ในสารละลายแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 70 ที่เย็น
จัดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท ี
   3. ย้ายแผ่นสไลด์ไปแช่ในลำดับแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 95 และ 100 
ตามลำดับ ที่อุณหภูมิห้องลำดับละ 2 นาที จากนั้นเป่าให้แห้งอย่างรวดเร็ว 
   4. นำสารละลายโพรบไรโบโซมอล อาร์เอ็นเอยีนโพรบ ชนิด 18S rDNA ไป
บ่มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยส่วนผสมของโพรบ มีดังนี้ 2.5 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร   ดีไอออไนด์ ฟอร์มาไมด์  (deionized formamide) ความเข้มข้นร้อยละ 50 และ
สารละลายเดกซ์แทรนซัลเฟต (dextran sulphate) ความเข้มข้นร้อยละ 10  
 (ในระหว่างข้ันตอนที่ 1-3 ต้องทำให้แล้วเสร็จพร้อมกันกับข้ันตอนที่ 4) 
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   5. หยดสารละลายโพรบที่ถูกทำให้เสียสภาพ (denatured) ลงบนสไลด์ แล้ว
ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ จากนั้นนำไปบ่มในที่ชื้นและมืดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
   6. นำสไลด์ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลานำแผ่นสไลด์ออกจากท่ีมืด แล้วนำกระจกปิดสไลด์ออกจากแผ่นสไลด์ 
   7. ทำการล้างโพรบส่วนเกินออก โดยแช่ในสารละลายซาลีนโซเดียมซิเตรท 
(1X SSC) ที่ถูกทำให้อุ่นอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที 
   8. ล้างแผ่นสไลด์ในสารละลายโซเดียมซิเตรทคลอไรด์ 4 เท่า (4X) ที่
อุณหภูมิห้องและทำการเขย่าเป็นเวลา 5 นาที  
   9. ดึงน้ำออกจากเซลล์ด้วยการผ่านในลำดับของแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อย
ละ 70, 95 และ 100 ตามลำดับ ลำดับละ 2 นาที แล้วปล่อยในแห้งในที่มืด 
   10. ย้อมสีสไลด์ด้วยสารละลายแดปีปริมาตร 20 ไมโครลิตร ปิดสไลด์ด้วย
กระจกปิดสไลด์ยาว จากนั้นนำไปตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ หรือเก็บในกล่องทึบ
แสงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
  4.4.2 โพรบไมโครแซทเทลไลท์ มีข้ันตอนดังนี้ 
   1. นำแผ่นสไลด์ไปบ่มกับสารละลายฟอร์มาดีไฮด์ 70% ที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาท ี
   2. นำแผ่นสไลด์มาแช่ในสารละลายแอลกอฮอล์ 70% ที่เย็นจัดที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท ี
   3. ย้ายแผ่นสไลด์ไปแช่ในลำดับแอลกอฮอล์ 95% และ 100% ตามลำดับ ที่
อุณหภูมิห้องลำดับละ 2 นาที จากนั้นเป่าให้แห้งอย่างรวดเร็ว 
   4. นำสารละลายโพรบไมโครแซทเทลไลท์ (CA)15, (GC)15, และ (CAT)10 ไป
บ่มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยส่วนผสมของโพรบ มีดังนี้ 2.5 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ดีไอออไนด์ ฟอร์มาไมด์ (deionized formamide) 50% และสารละลายเดซเทรนซัลเฟต 
(dextran sulphate) 10%  
 (ในระหว่างข้ันตอนที่ 1-3 ต้องทำให้แล้วเสร็จพร้อมกันกับข้ันตอนที่ 4) 
   5. หยดสารละลายโพรบที่ถูกทำให้เสียสภาพ (denatured) ลงบนสไลด์ แล้ว
ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ จากนั้นนำไปบ่มในที่ชื้นและมืดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
   6. นำสไลด์ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลานำแผ่นสไลด์ออกจากท่ีมืด แล้วนำกระจกปิดสไลด์ออกจากแผ่นสไลด์ 
   7. ทำการล้างโพรบส่วนเกินออก โดยแช่ในสารละลายซาลีน โซเดียม ซิเตรท 
(1X SSC) ที่ถูกทำให้อุ่นอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที 
   8. ล้างแผ่นสไลด์ในสารละลายโซเดียมซิเตรทคลอไรด์ 4 เท่า (4X) ที่
อุณหภูมิห้องและทำการเขย่าเป็นเวลา 5 นาที  
   9. ดึงน้ำออกจากเซลล์ด้วยการผ่านในลำดับของแอลกอฮอล์ 70%, 95% และ 
100% ตามลำดับ ลำดับละ 2 นาที แล้วปล่อยในแห้งในที่มืด 
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   10. ย้อมสีสไลด์ด้วยสารละลายแดปีปริมาตร 20 ไมโครลิตร ปิดสไลด์ด้วย
กระจกปิดสไลด์ยาว จากนั้นนำไปตรวจสอบด้วยกล้องฟลูออเรสเซนต์ หรือเก็บในกล่องทึบแสงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
    
 5 การถ่ายภาพโครโมโซมและการวิเคราะห์ผล 
 ตรวจสอบสัญญาณเรืองแสงบนโครโมโซมในตำแหน่งที่จำเพาะต่อชนิดของสวยงาม
ชนิดพันธุ์หายาก 8 ชนิดจากลุ่มน้ำโขงในประเทศไทย ศึกษาเปรียบเทียบลักษณะการกระจายตัวของ
ไมโครแซทเทลไลท์บนโครโมโซมของปลา ทั้ง 8 ชนิด 
 
 



บทท่ี 4  
ผลการศึกษาวิจัย 

 
4.1  พันธุศาสตร์ระดับเซลล์ 
 ข้อมูลลักษณะทางสัณฐาณวิทยาในปลาที่ศึกษาทั้ง 8  ชนิด แสดงดังในภาพที่ 1 ข้อมูลพันธุ
ศาสตร์ระดับเซลล์ประกอบด้วยข้อมูลจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ จำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน แคริโอ
ไทป์ ขนาดโครโมโซม โครโมโซมเครื่องหมายที่พบตำแหน่งนอร์ อิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซม
ปลาแต่ละชนิดดังนี้ 
 

4.1.1 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซมของปลากาแดง  
จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของปลากาแดง เท่ากับ 50 มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน เท่ากับ 84 

ไม่พบความแตกต่างของลักษณะโครโมโซมระหว่างเพศผู้และเพศเมีย แคริโอไทป์ของปลากาแดง
ประกอบด้วย โครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก-ซับเมทาเซนทริก-อะโครเซนทริก-เทโลเซนทริก เท่ากับ 
18-10-10–12 แท่ง มีโครโมโซม 2 ขนาดคือ โครโมโซมขนาดใหญ่- ขนาดกลาง จำนวน 14-36 แท่ง 
โครโมโซมเครื่องหมายของปลากาแดง ด้วยการย้อมด้วยเทคนิคแถบสีแบบนอร์ พบว่าปลากาแดง มี
โครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ท่ี 12 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่
บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น อิดิโอแกรมของปลากาแดงแสดงในรูปแบบแฮพลอยด์ การจัดเรียงตาม
ชนิดโครโมโซม และขนาดตามลำดับ (ภาพที่ 2) 

สูตรแคริโอไทป์ในปลากาแดงคือ 2n (diploid) 50  = Lm
2 + Lsm

6 + La
6 + Mm

12 + Msm
2 + 

Ma
6 + Mt

16 
4.1.2 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซมของปลาเสือข้างลาย  
จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของปลาเสือข้างลาย เท่ากับ 50 มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน 

เท่ากับ 94 ไม่พบความแตกต่างของลักษณะโครโมโซมระหว่างเพศผู้และเพศเมีย แคริโอไทป์ของปลา
เสือข้างลาย ประกอบด้วยโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก-ซับเมทาเซนทริก-อะโครเซนทริก-เทโลเซนท
ริก เท่ากับ 6-24-14–6 แท่ง มีโครโมโซม 3 ขนาดคือ โครโมโซมขนาดใหญ่- ขนาดกลาง-ขนาดเล็ก 
จำนวน 32-8-10 แท่ง โครโมโซมเครื่องหมายของปลาเสือข้างลาย ด้วยการย้อมด้วยเทคนิคแถบสี
แบบนอร์ พบว่าปลาเสือข้างลาย มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเมทาเซนท
ริกคู่ที่ 1 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น อิดิโอแกรมของปลากาแดงแสดงใน
รูปแบบแฮพลอยด์ การจัดเรียงตามชนิดโครโมโซม และขนาดตามลำดับ (ภาพที่ 3) 

สูตรแคริโอไทป์ในปลาเสือข้างลายคือ 2n (diploid) 50  = Lm
6 + Lsm

22 + La
4 + Msm

2 + 
Ma

6 + Sa
4 + St

6 
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ภาพที่ 1 ตัวอย่างปลาที่ศึกษา 
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ภาพที่ 2 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของปลากาแดง 
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ภาพที่ 3 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของปลาเสือข้างลาย 
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4.1.3 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานของโครโมโซมของปลาปากเปลี่ยน  
จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของปลาปากเปลี่ยน เท่ากับ 50 มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน 

เท่ากับ 66 ไม่พบความแตกต่างของลักษณะโครโมโซมระหว่างเพศผู้และเพศเมีย แคริโอไทป์ของปลา
ปากเปลี่ยน ประกอบด้วย โครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก-ซับเมทาเซนทริก-อะโครเซนทริก-เทโลเซนท
ริก เท่ากับ 4-12-0-34 แท่ง มีโครโมโซม 3 ขนาดคือ โครโมโซมขนาดใหญ่- ขนาดกลาง-ขนาดเล็ก 
จำนวน 14-34-2 แท่ง โครโมโซมเครื่องหมายของปลาปากเปลี่ยน ด้วยการย้อมด้วยเทคนิคแถบสีแบบ
นอร์ พบว่าปลาปากเปลี่ยน มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริกคู่ที่ 9 
โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างยาว อิดิโอแกรมของปลาปากเปลี่ยน แสดงในรูปแบบ
แฮพลอยด์ การจัดเรียงตามชนิดโครโมโซม และขนาดตามลำดับ (ภาพที่ 4) 

สูตรแคริโอไทป์ในปลาปากเปลี่ยนคือ 2n (diploid) 50 = Lm
4 + Lsm

8 + Lt
2 + Msm

4 + Mt
30 

+ St
2 

4.1.4 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซมของปลาปีกไก่หนวดยาว  
จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของปลาปีกไก่หนวดยาว เท่ากับ 60 มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน 

เท่ากับ 100 ไม่พบความแตกต่างของลักษณะโครโมโซมระหว่างเพศผู้และเพศเมีย แคริโอไทป์ของ
ปลาปีกไก่หนวดยาว ประกอบด้วย โครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก-ซับเมทาเซนทริก-อะโครเซนทริก-
เทโลเซนทริก เท่ากับ 12-14-14-20 แท่ง มีโครโมโซม 3 ขนาดคือ โครโมโซมขนาดใหญ่- ขนาดกลาง 
- ขนาดเล็ก จำนวน 22-28-10 แท่ง โครโมโซมเครื่องหมายของปลาปีกไก่หนวดยาว ด้วยการย้อมด้วย
เทคนิคแถบสีแบบนอร์ พบว่าปลาปีกไก่หนวดยาว มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซม
ชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 8 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น อิดิโอแกรมของปลา
ปีกไก่หนวดยาว แสดงในรูปแบบแฮพลอยด์ การจัดเรียงตามชนิดโครโมโซม และขนาดตามลำดับ 
(ภาพที่ 5) 

สูตรแคริโอไทป์ในปลาปีกไก่หนวดยาวคือ 2n (diploid) 60 = Lm
8 + Lsm

8 + La
6 + Mm

4 + 
Msm

6 + Ma
8 + Mt

10 + St
10   

4.1.5 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซมของปลาเค้าดำ  
จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของปลาเค้าดำ เท่ากับ 56 มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน เท่ากับ 

100 ไม่พบความแตกต่างของลักษณะโครโมโซมระหว่างเพศผู้และเพศเมีย แคริโอไทป์ของปลาเค้าดำ 
ประกอบด้วย โครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก-ซับเมทาเซนทริก-อะโครเซนทริก-เทโลเซนทริก เท่ากับ 
18-20-6-12 แท่ง มีโครโมโซม 3 ขนาดคือ โครโมโซมขนาดใหญ่- ขนาดกลาง-ขนาดเล็ก จำนวน 16-
28-12 แท่ง โครโมโซมเครื่องหมายของปลาเค้าดำ ด้วยการย้อมด้วยเทคนิคแถบสีแบบนอร์ พบว่า
ปลาเค้าดำ มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 10 โดย
ตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น อิดิโอแกรมของปลาเค้าดำ แสดงในรูปแบบแฮพลอยด์ 
การจัดเรียงตามชนิดโครโมโซม และขนาดตามลำดับ (ภาพที่ 6) 

สูตรแคริโอไทป์ใน ปลาเค้าดำคือ 2n (diploid) 56 = Lm
8 + Lsm

8 + Mm
10 + Msm

12 + Ma
6 

+ St
12 
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ภาพที่ 4 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของปลาปากเปลี่ยน 
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ภาพที่ 5 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของปลาปีกไก่หนวดยาว 
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ภาพที่ 6 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของเค้าดำ 
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4.1.6 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซมของปลาแค้วัว  
จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของปลาแค้วัว เท่ากับ 56 มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน เท่ากับ 88 

ไม่พบความแตกต่างของลักษณะโครโมโซมระหว่างเพศผู้และเพศเมีย แคริโอไทป์ของปลาแค้วัว 
ประกอบด้วย โครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก-ซับเมทาเซนทริก-อะโครเซนทริก-เทโลเซนทริก เท่ากับ 
18-10-4-24 แท่ง มีโครโมโซม 3 ขนาดคือ โครโมโซมขนาดใหญ่- ขนาดกลาง-ขนาดเล็ก จำนวน 20-
30-6 แท่ง โครโมโซมเครื่องหมายของปลาแค้วัว ด้วยการย้อมด้วยเทคนิคแถบสีแบบนอร์ พบว่าปลา
แค้วัว มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 12 โดยตำแหน่ง
นอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น อิดิโอแกรมของปลาแค้วัว แสดงในรูปแบบแฮพลอยด์ การ
จัดเรียงตามชนิดโครโมโซม และขนาดตามลำดับ (ภาพที่ 7) 

สูตรแคริโอไทป์ในปลาวัวคือ 2n (diploid) 56 = Lm
10  + Lsm

6 + La
2 + Lt

2 + Mm
8 + Msm

4 + 
Ma

2 + Mt
16 + St

6 
4.1.7 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซมของปลาดุมชี  
จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ของปลาดุมชี เท่ากับ 48 มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน เท่ากับ 90 

ไม่พบความแตกต่างของลักษณะโครโมโซมระหว่างเพศผู้และเพศเมีย แคริโอไทป์ของปลาดุมชี 
ประกอบด้วย โครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก-ซับเมทาเซนทริก-อะโครเซนทริก-เทโลเซนทริก เท่ากับ 8-
20-12-8 แท่ง มีโครโมโซม 3 ขนาดคือ โครโมโซมขนาดใหญ่- ขนาดกลาง-ขนาดเล็ก จำนวน 12-34-2 
แท่ง โครโมโซมเครื่องหมายของปลาดุมชี ด้วยการย้อมด้วยเทคนิคแถบสีแบบนอร์ พบว่าปลาดุมชี มี
โครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริกคู่ที่ 1 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บน
บริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น อิดิโอแกรมของปลาดุมชี แสดงในรูปแบบแฮพลอยด์ การจัดเรียงตามชนิด
โครโมโซม และขนาดตามลำดับ (ภาพที่ 8) 

สูตรแคริโอไทป์ในปลาดุมชีคือ 2n (diploid) 48  = Lm
2 + Lsm

8 + La
2 + Mm

6 + Msm
12 + 

Ma
10 + Mt

6 + St
2 

4.1.8 แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน ของโครโมโซมของปลาแรดแม่น้ำโขง 
 ปลาแรดแม่น้ำโขงมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 48 แท่ง มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน

เท่ากับ 48 ทั้งเพศผู้ และเพศเมีย แคริโอไทป์ประกอบด้วยโครโมโซมขนาดใหญ่จำนวน 18 แท่ง 
โครโมโซมขนาดกลางจำนวน 30 แท่ง และชนิดโครโมโซมประกอบด้วยโครโมโซมชนิด เทโลเซนทริก
ขนาดใหญ่ 18 แท่ง และเทโลเซนทริกขนาดกลาง 30 แท่ง พบโครโมโซมเครื่องหมายบริเวณเซนโทร
เมียร์ของโครโมโซมคู่ที่ 15 ซึ่งเป็นโครโมโซมชนิดเทโทเซนทริกขนาดกลาง ทั้งนี้ไม่พบความแตกต่าง
ของรูปร่างโครโมโซมเพศ และอิดิโอแกรมมาตรฐานด้วยเทคนิคการย้อมสีแบบธรรมดา และย้อมแบบ
นอร์ (ภาพที่ 9) ปลาแรดแม่น้ำโขงมีสูตรแคริโอไทป์ ดังนี้ 
 2n (48) = Lt

18 + Mt
30 
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ภาพที่ 7 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของปลาแค้วัว 



28 
 

 
ภาพที่ 8 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของดุมชี 
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ภาพที่ 9 เมทาเฟส แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐานจากการย้อมแบบธรรมดา และแถบสีแบบ
นอร์ของปลาแรดแม่น้ำโขง 
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4.2 พันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล 
 โดยศึกษาด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้โพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็น
เอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ d(CAT)10 ผลการศึกษา
พบว่าปลากาแดงพบสัณญาณของโพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 1 คู่ตรงตำแหน่งเดียวกับการย้อม
แถบสีแบบนอร์ โพรบ d(CA)15 พบบริเวณเทโลเมียร์ของโครโมโซมทุกคู่ บางคู่ติดเกือบทั้งแท่ง ซึ่งตรง
ข้ามกับสัณญาณโพรบ d(GC)15 และ d(CAT)10 ที่พบบางแท่งของโครโมโซมและไม่สะสมอย่างหนาแน่น 
(ภาพที่ 10) ปลาเสือข้างลายพบสัณญาณของโพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 1 คู่ตรงตำแหน่ง
เดียวกับการย้อมแถบสีแบบนอร์ โพรบ d(CA)15 พบบริเวณเทโลเมียร์ของโครโมโซมทุกคู่ บางคู่ติด
เกือบทั้งแท่ง ส่วนสัณญาณโพรบ d(CAT)10 ที่พบหนาแน่นตรงเทโลเมียร์ของโครโมโซมบางแท่ง ส่วนโพ
รบ d(GC)15 พบตรงกระจายทั้งแท่งในบางแท่งและบริเวณเทโลเมียร์ของโครโมโซมบางแท่ง (ภาพที่ 
11) ปลาปากเปลี่ยนพบสัณญาณของโพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 4 แท่งตรงตำแหน่งเดียวกับ
การย้อมแถบสีแบบนอร์ และเพ่ิมเติมอีก 2 แท่ง ตรงแขนสั้นของโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก โพ
รบ d(CA)15 พบกระจายทั่วทั้งแท่งทุกแท่งและสะสมหนาแน่นบริเวณเทโลเมียร์ของโครโมโซมทุกคู่และ
ทั้งแท่งยกเว้นตรงเซนโทรเมียร์ของบางแท่ง ส่วนสัณญาณโพรบ d(GC)15 ที่พบหนาแน่นตรงบริเวณ
กลางแท่งและเทโลเมียร์ของโครโมโซมบางแท่ง และ d(CAT)10  พบมีสัณญาณบริเวณเทโลเมียร์ของ
บางแท่งเท่านั้น (ภาพที่ 12) ปลาปีกไก่หนวดยาวพบสัณญาณของโพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 1 
คู่ตรงตำแหน่งเดียวกับการย้อมแถบสีแบบนอร์ โพรบ d(CA)15 d(GC)15 และโพรบ d(CAT) 10 พบบริเวณ
กลางแท่งและเทโลเมียร์ของโครโมโซมทุกคู่ แต่สะสมหนาแน่นตรงบางบริเวณของเทโลเมียร์ของ
โครโมโซมบางแท่ง แต่ต่างแท่งกันในโพรบแต่ละชนิด (ภาพที่ 13) ปลาเค้าดำพบสัณญาณของโพรบไร
โบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 1 คู่ตรงตำแหน่งเดียวกับการย้อมแถบสีแบบนอร์ โพรบ d(CA)15 และ 
d(GC)15 พบหนาแน่นทั้งแท่งของโครโมโซมเกือบทุกคู่ บางคู่ไม่ติดเฉพาะตรงเซนโทรเมียร์ แต่โพรบ 
d(GC)15 สัณญาณจะพบสะสมจางกว่าเล็กน้อย ซึ่งแตกต่างกับสัณญาณโพรบ d(CAT)10 ที่กระจายบาง 
ๆ กลางแท่งของโครโมโซมหลายแท่ง และหนาแน่นตรงเทโลเมียร์ของโครโมโซมบางแท่ง (ภาพที่ 14) 
ปลาแค้วัวพบสัณญาณของโพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 1 คู่ตรงตำแหน่งเดียวกับการย้อมแถบสี
แบบนอร์ และมีสัณญาณ โพรบ d(CA)15 พบกระจายทั่วทั้งโครโมโซมของบางคู่ และสะสมหนาแน่น
ตรงเทโลเมียร์ของโครโมโซมทุกแท่ง ซึ่งแตกต่างกับสัณญาณโพรบ d(GC)15 และ d(CAT)10 ที่พบ
หนาแน่นตรงเทโลเมียร์ของโครโมโซมส่วนใหญ่ บางแท่งพบสัณญาณทั้งแท่งโครโมโซม (ภาพที่ 15) 
ปลาดุมชีพบสัณญาณของโพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 1 แท่ง ตรงกับตำแหน่งนอร์ สัณญาณโพ
รบ d(CA)15 และ d(CAT)10 พบกระจายทั่วทั้งแท่งโครโมโซมของบางคู่ และสัณญาณพบกระจายจางๆ
ส่วนสัณญาณโพรบ d(GC)15 ที่พบทุกแท่งและสะสมหนาแน่นทั้งโครโมโซมของโครโมโซมส่วนใหญ่ 
(ภาพท่ี 16) และปลาแรดแม่น้ำโขงพบสัณญาณของโพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S 1 คู่ตรงตำแหน่ง
เดียวกับการย้อมแถบสีแบบนอร์ สัณญาณโพรบ d(CA)15, d(GC)15 และ d(CAT)10 มีลักษณะคล้ายๆ กัน
พบกระจายทั่วโครโมโซมและหนาแน่นบางบริเวณของโครโมโซมทุกคู่ (ภาพท่ี 17) 
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ภาพที่ 10 เมทาเฟสของปลากาแดง ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้โพรบไร
โบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ 
d(CAT)10 
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ภาพที่ 11 เมทาเฟสของปลาเสือข้างลาย ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้โพ
รบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ 
d(CAT)10 
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ภาพที่ 12 เมทาเฟสของปลาปากเปลี่ยน ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้โพ
รบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ 
d(CAT)10 
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ภาพที่ 13 เมทาเฟสของปลาปีกไก่หนวดยาว ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดย
ใช้โพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 
และ d(CAT)10 
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ภาพที่ 14 เมทาเฟสของปลาเค้าดำ ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้โพรบไร
โบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ 
d(CAT)10 
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ภาพที่ 15 เมทาเฟสของปลาแค้วัว ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้โพรบไร
โบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ 
d(CAT)10 
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ภาพที่ 16 เมทาเฟสของปลาดุมชี ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้โพรบไรโบ
โซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 และ d(CAT)10 
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ภาพที่ 17 เมทาเฟสของปลาแรดแม่น้ำโขง ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซซัน โดยใช้
โพรบไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ จำนวน 3 โพรบ ได้แก่ d(CA)15, d(GC)15 
และ d(CAT)10 
 



บทท่ี 5  
อภิปราย และสรุปผลการศึกษา  

 
5.1 อภิปรายผลการศึกษา 
 5.1.1 จำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ จำนวนโครโมโซมพื้นฐาน และแคริโอไทป์ 

จากการศึกษาโครโมโซมของปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน ปลาปีกไก่หนวด
ยาว ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว ปลาดุมชี และปลาแรดแม่น้ำโขง ในครั้งนี้การศึกษาในปลาปีกไก่หนวดยาว
เป็นรายงานครั้งแรก ผลการศึกษาพบว่าปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน มีจำนวน
โครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 50 แท่ง สอดคล้องกับรายงานการศึกษาโครโมโซมปลาเสือข้างลาย
และเสือสุมาตรา ของ Taki et al. (1977) ปลาปากเปลี่ยนที่ศึกษาโดยธวัช ดอนสกุล และคณะ 
(2550) และปลาทรงเครื่องซึ่งเป็นปลาสกุลเดียวกับปลากาแดง (ธวัช ดอนสกุล และ วิเชียร มากตุ่น, 
2536) แต่แตกต่างจากปลากาแดงที่รายงานโดย ธวัช ดอนสกุล และ วิเชียร มากตุ่น (2536) ที่
รายงานว่ามีโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 48 แท่ง ปลาปีกไก่หนวดยาวมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ 
(2n) เท่ากับ 60 แท่ง ซึ่งแตกต่างกับปลาทุกชนิดในสกุลเดียวกันดังนี้ ปลาผี มีจำนวนโครโมโซมดิ
พลอยด์ (2n) เท่ ากับ 62 แท่ง (Magtoon and Donsakul, 2009) ปลาก้างพระร่วง มีจำนวน
โครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 64 แท่ง (ธวัช ดอนสกุล, 2539) และปลาขาไก่มีจำนวนโครโมโซมดิ
พลอยด์ (2n) เท่ากับ 92 แท่ง (Donsakul, 1992) ปลาเค้าดำมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) 
เท่ากับ 56 แท่ง สอดคล้องกับรายงานของธวัช ดอนสกุล (2539) แต่แตกต่างกับปลาเค้าขาวจาก
อิน เดี ย  (2n=86: Rishi and Singh, 1983; Sharma and Tripathi, 1984) แล ะป ระ เท ศ ไท ย 
(2n=88: ธวัช ดอนสกุล , 2539) ปลาแค้วัวมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 56 แท่ง 
สอดคล้องกับรายงานของอัจฉริยา รังษิรุจิ และคณะ (2550) และสอดคล้องกับปลาแค้ควายและปลา
แค้งู ปลาดุมชีมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 48 แท่ง สอดคล้องกับรายงานของจีราภรณ์ 
มิ่งขวัญ และ อลงกลด แทนออมทอง (2556) ปลาแรดแม่น้ำโขงมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) 
เท่ากับ 48 แท่ง สอดคล้องกับรายงานของ ธวัช ดอนสกุล (2530) และยังสอดคล้องกับปลาแรด
ธรรมดา และปลาแรดแดง (ธวัช ดอนสกุล, 2530) (ตารางท่ี 3) 
 โครโมโซมพ้ืนฐานของปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน ปลาปีกไก่หนวดยาว 
ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว ปลาดุมชี และปลาแรดแม่น้ำโขง ในการศึกษาครั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบกับรายงาน
ก่อนหน้า พบว่ามีเพียงปลาปากเปลี่ยน (ธวัช ดอนสกุล และคณะ, 2550) และปลาแรดแม่น้ำโขง 
(ธวัช ดอนสกุล , 2530) เท่านั้นที่มีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐานเท่ากัน ส่วนปลาอีก 6 ชนิดที่เหลือ
ถึงแม้ว่าจะมีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากันแต่จำนวนโครโมโซมพ้ืนฐานแตกต่างกัน (Taki et al., 
1977; ธวัช ดอนสกุล, 2530; Donsakul, 1992; ธวัช ดอนสกุล และ วิเชียร มากตุ่น , 2536; ธวัช 
ดอนสกุล, 2539; ธวัช ดอนสกุล และคณะ, 2550; อัจฉริยา รังษิรุจิ และคณะ, 2550; Magtoon and 
Donsakul, 2009; จีราภรณ์ มิ่งขวัญ และ อลงกลด แทนออมทอง , 2556) ความแตกต่างที่เกิดขึ้น
อาจมีสาเหตุที่ เป็นไปได้ดังนี้  เกิดความแตกต่างผันแปรของลักษณะโครโมโซมระหว่างปลาต่าง
ประชากรภายในชนิดเดียวกัน และหรือเทคนิคการเตรียมโครโมโซมทำให้โครโมโซมหดมากเกินไปทำ
ให้ตรวจสอบชนิดโครโมโซมคลาดเคลื่อนได้ประกอบกับโครโมโซมปลามีขนาดเล็ก หรือสาเหตุของ
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ความแตกต่างอาจจะระบุชนิดที่ไม่ตรงกัน นอกจากนี้ยังมีข้อสังเกตกล่าวคือปลาปีกไก่หนวดยาว เมื่อ
เปรียบเทียบกับปลาในสกุลเดียวกันพบว่ามีจำนวนโครโมโซมพ้ืนฐานใกล้เคียงกันแม้ว่าจะมีจำนวน
โครโมโซมดิพลอยด์ที่แตกต่างกันมากก็ตาม สิ่งนี้ยังคงอนุรักษ์ไว้ในปลาสกุลดังกล่าว 
 ชนิดโครโมโซมในแคริโอไทป์ของปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน ปลาปีกไก่
หนวดยาว ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว ปลาดุมชี ประกอบด้วยโครโมโซมทีม่ีสองแขน (เมทาเชนทริก, ซับเม
ทาเซนทริก และอะโครเซนทริก) และโครโมโซมชนิดที่มีแขนเดียว (เทโลเซนทริก) (ตารางที่ 3) แต่
อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานก่อนหน้านี้ พบว่าจำนวนชนิดของโครโมโซมประเภทต่าง ๆ 
แตกต่างกัน (Taki et al., 1977; ธวัช ดอนสกุล , 2530; Donsakul, 1992; ธวัช ดอนสกุล และ 
วิเชียร มากตุ่น, 2536; ธวัช ดอนสกุล, 2539; ธวัช ดอนสกุล และคณะ, 2550; อัจฉริยา รังษิรุจิ และ
คณะ, 2550; Magtoon and Donsakul, 2009; จีราภรณ์ มิ่งขวัญ และ อลงกลด แทนออมทอง , 
2556) ความแตกต่างที่เกิดขึ้นนี้อาจมีสาเหตุมาจาก 1. ความแตกต่างผันแปรภายในชนิดแต่ต่าง
ประชากรกัน (ตัวอย่างจากคนละแหล่งน้ำ) ความผันแปรนั้นเป็นผลมาจากการเกิดวิวัฒนาการของ
โครโมโซมที่เกิดอิสระแตกต่างกันในแต่ละประชากร นอกจากนี้อาจเกิดจากการกระตุ้นจากปัจจัย
แวดล้อมที่แตกต่างกัน และหรือ 2. ความแตกต่างของชนิดโครโมโซมที่เกิดขึ้นอาจเกิดจากการใช้
เกณฑ์ในการจำแนกโครโมโซมแตกต่างกัน ส่วนปลาแรดแม่น้ำโขงประกอบด้วยโครโมโซมชนิดเทโลเซ
นทริก (แขนเดียว) ทั้งหมด ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของเกรียงไกร สีตะพันธ์ และมลฤดี คำมาอ้าย 
(2549) และธวัช ดอนสกุล (2530) ปลากระดี่หม้อ (เกรียงไกร สีตะพันธ์ และมลฤดี คำมาอ้าย, 2549; 
วิเชียร มากตุ่น และคณะ, 2550; Supiwong et al., 2010) ปลากระดี่นาง (เกรียงไกร สีตะพันธ์ และ
มลฤดี คำมาอ้าย, 2549) ปลาแรดแม่น้ำโขง (ธวัช ดอนสกุล, 2530) แต่แตกต่างจากปลาแรดแดง ซึ่งมี
โครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก 2 แท่ง และเทโลเซนทริก 46 แท่ง (ธวัช ดอนสกุล, 2530) ปลากัด
ภาคใต้ ซึ่งมีชนิดของเมทาเซนทริก 14 แท่ง ซับเมทาเซนทริก 8 แท่ง อะโครเซนทริก 4 แท่ง และ 
เทโลเซนทริก 16 แท่ง (รตนพล และอภินันท์ สุวรรณรักษ์, 2555) ปลากัดจีนมีโครโมโซมชนิด 4 แท่ง 
ซับเมทาเซนทริก 8 แท่ง และเทโลเซนทริก 30 แท่ง ปลากัดหัวโม่ง มีโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก 4 
แท่ง ซับเมทาเซนทริก 4 แท่ง อะโครเซนทริก 4 แท่ง และเทโลเซนทริก 22 แท่ง (วิเชียร มากตุ่น และ
คณะ, 2550)  
 จากการพิจารณาลักษณะแคริโอไทป์ในปลาจำแนกแต่ละวงศ์จะพบว่าวงศ์ปลาตะเพียน วงศ์
ปลาแค้ และวงศ์ปลาแรด มีจำนวนโครโมโซมใกล้เคียงกัน แสดงถึงการอนุรักษ์ของจำนวนโครโมโซมดิ
พลอยด์ในวงศ์ปลาดังกล่าว แต่ในวงศ์ปลาเนื้ออ่อนพบว่ามีความแตกต่างหลากหลายของจำนวน
โครโมโซมดิพลอย์และแคริโอไทป์มากท่ีสุด ลักษณะดังกล่าวอาจมีความสัมพันธ์กับการกระจายตัวของ
ชนิดพันธุ์ ที่ปลาวงศ์ปลาเนื้ออ่อนกระจายพันธุ์ในแหล่งน้ำที่หลากหลาย บางชนิดอาศัยเพียงแหล่งน้ำ
เดียวซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตเฉพาะถิ่น (อลงกลด แทนออมทอง, 2554; วีระยุทธ สุภิวงค์, 2557) 
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ตารางที่  3  การศึกษาเปรียบเทียบพันธุศาสตร์เซลล์ในปลาสวยงามสกุล Epalzeorhynchos, 
Scaphognatops, Puntigrus, Bagarius, Kryptopterus, Wallago, Nandus แ ล ะ 
Osphronemus 
 

Family/ Species 2n NF Karyotype  Ag-NORs แหล่งตัวอย่าง อ้างอิง 
วงศ์ปลาตะเพียน (Cyprinidae) 
ปลาทรงเครื่อง (E. 
bicolor) 

50 74 20m+4sm+2a+24t - ไทย ธวัช ดอนสกุล 
และ วิเชียร 
มากตุ่น 
(2536)  

ปลากาแดง 
(Epalzeorhynchos 
frenatum)  

48 72 14m+10sm+8a+16t - ไทย 

 
50 84 18m+10sm+10a+

12t 
2 ไทย การศึกษาคร้ัง

นี้ 
ปลาปากเปีย่น 
(Scaphognatops  
bandanensis) 

50 66 10m+6sm+34t - ไทย ธวัช ดอนสกุล 
และคณะ 
(2550) 

 
50 66 4m+12sm+34t 2 ไทย การศึกษาคร้ัง

นี้ 
ปลาเสือสุมาตรา (P. 
pentazona) 

50 98 22m+26sm/a+2t - เอเชีย Taki et al. 
(1977) 

ปลาเสือข้างลาย 
(Puntigrus 
partipentazona) 

50 90 6m+34sm/a+10t  เอเชีย 

 
50 94 6m+24sm+14a+6t 2 ไทย การศึกษาคร้ัง

นี้ 
วงศ์ปลาแค้ (Sisoridae)  
ปลาแค้งู (Bagarius 
suchus) 

56 88 16m+16sm+4a+20t - ไทย อัจฉริยา รังษิ
รุจิ และคณะ 
(2550) ปลาแค้ควาย (B.  

yarrelli) 
56 96 14m+20sm+6a+16t - ไทย 

ปลาแค้วัว (B. 
bagarius) 

56 82 16m+10sm+2a+28t - ไทย 

 
56 86 18m+10sm+4a+24t 2 ไทย การศึกษาคร้ัง

นี้ 
วงศ์ปลาเนื้ออ่อน (Siluridae) 
ปลาก้างพระร่วง 
(Kryptopterus 
bicirrhis) 

64 98 20m+10sm+4a+30t - ไทย ธวัช ดอนสกุล
(2539) 

ปลาขาไก่ (K. 92 100 8m+10sm+74t - ไทย (Donsakul, 
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cryptopterus)  1992) 

ปลาปีกไก่หนวดยาว 
(K. limpok) 

60 100 12m+14sm+14a+
20t 

2 ไทย การศึกษาคร้ัง
นี้ 

ปลาผี (K. 
macrocephalus)  

62 98 24m+12sm+26t - ไทย Magtoon 
and 
Donsakul 
(2009) 

ปลาเค้าดำ (Wallago 
micropogon) 

56 86 26m+4sm+26t - ไทย ธวัช ดอนสกุล
(2539) 

 
56 100 18m+20sm+6a+1

2t 
2 ไทย การศึกษาคร้ัง

นี้ 

ปลาเค้าขาว (Wallago 
attu) 

86 104 12m+6sm+2a+66t - อินเดีย Rishi and 
Singh (1983) 

86 108 10m+12sm+8a+56t - อินเดีย Sharma and 
Tripathi 
(1984) 

88 110 16m+2sm+4a+66t - ไทย ธวัช ดอนสกุล
(2539) 

วงศ์ปลาดุมชี (Nandidae) 

ปลาดุมชี (Nandus 
oxyrhynchus) 

48 90 6m+22sm+14a+6t - ไทย จีราภรณ์     
มิ่งขวัญ และ 
อลงกลด  
แทนออมทอง 
(2556) 

 
48 88 8m+20sm+12a+8t 2 ไทย การศึกษาคร้ัง

นี้ 
วงศ์ปลาแรด (Osphronemidae) 

ปลาแรด (O. goramy) 48 48 48t - ไทย ธวัช ดอนสกุล 
และคณะ 
(2549) 

ปลาแรดแดง (O. 
laticlavius) 

48 50 2sm+46t - 

ปลาแรดแม่น้ำโขง 
(Osphronemus 
exodon) 

48 48 48t - 

 
48 48 48t 2 

ไทย 
การศึกษาคร้ัง
นี้ 

 
หมายเหตุ: 2n คือ โครโมโซมดิพลอยด์ NF คือ จำนวนโครโมโซมพ้ืนฐาน m คือ โครโมโซมชนิดเมทา
เซนทริก, sm คือ โครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก a คือ โครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก และ t คือ     
โครโมโซมชนิดเทโลเซนทริก 
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 5.1.2 โครโมโซมเครื่องหมาย 
โครโมโซมเครื่องหมายที่มีตำแหน่งนอร์ของปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน 

ปลาปีกไก่หนวดยาว ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว ปลาดุมชี และปลาแรดแม่น้ำโขงในการศึกษาครั้งนี้เป็น
รายงานแรก ที่ศึกษาโครโมโซมโดยเทคนิคการย้อมแถบสีแบบนอร์ โดยพบปลากาแดงมีโครโมโซมที่มี
ตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 12 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่
เป็นแขนข้างสั้น ปลาเสือข้างลายมีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก
คู่ที่ 1 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น ปลาปากเปลี่ยนมีโครโมโซมที่มีตำแหน่ง
นอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริกคู่ที่ 9 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้าง
ยาว ปลาปีกไก่หนวดยาวมีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ท่ี 
8 ปลาเค้าดำมีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 10 โดย
ตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น ปลาแค้วัวมีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บน
โครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 12 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น ปลาดุมชี
มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริกคู่ที่ 1 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บน
บริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น และปลาแรดแม่น้ำโขงมีโครโมโซมเครื่องหมายบริเวณเซนโทรเมียร์ของ
โครโมโซมคู่ที่ 15 ซึ่งเป็นโครโมโซมชนิดเทโทเซนทริกขนาดกลาง จากผลการศึกษาจะพบว่าโครโมโซม
เครื่องหมายที่มีตำแหน่งนอร์ในปลาทั้ง 8 ชนิด แม้จะมีจำนวน 1 คูเ่ท่ากันแต่แตกต่างกันตรงชนิดและ
คุในแต่ละชนิด เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานก่อนหน้านี้ในปลาชนิดอ่ืนในวงศ์เดียวกัน ซึ่งพบมีรายงาน
เพียง 3 วงศ์เท่านั้นที่ศึกษาโดยเทคนิคการย้อมสีแบบนอร์ ได้แก่ วงศ์ปลาตะเพียน มีจำนวนแตกต่าง
กันตั้ งแต่  2-8 แท่ง (Arai, 2011, Supiwong et al., 2012a; Chaiyasan et al., 2018) วงศ์ปลา
เนื้ออ่อน มีรายงานการศึกษาในปลาสยุมพร (Gomonteir et al., 2023) และปลาน้ำเงิน (Supiwong 
et al., 2012b) พบว่ามีจำนวนนอร์ 1 คู่ ทั้งสองชนิดซึ่งสอดคล้องกับปลาปีกไก่และปลาเค้าดำ และ
วงศ์ปลาแรดซึ่งมีรายงานเพียง 1 ชนิด คือ ปลากระดี่หม้อ โดย Supiwong et al. (2010) พบว่ามี
ตำแหน่งของนอร์ 2 ตำแหน่ง อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 2 โดยพบที่ตำแหน่งแขนด้านปลายสุดไกล้กับเทโล
เมียร์ของโครโมโซมชนิดเทโลเชนทริกขนาดใหญ่ 2 แท่ง ซึ่งแตกต่างกับการศึกษาครั้งนี้ 
 
  5.1.3 พันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล 
  การศึกษาครั้งนี้เป็นรายงานครั้งแรกที่ศึกษาในปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปาก
เปลี่ยน ปลาปีกไก่หนวดยาว ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว ปลาดุมชี  และปลาแรดแม่น้ำโขง โดยเทคนิค
ฟลูออร์เรสเซนต์ อินซิทู ไฮบริไดเซชัน โดยใช้โพรบไรโบโซมอล 18S โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ (CA)15, 
(GC)15 และ (CAT)10 ผลการศึกษาพบว่าสัณญาณโพรบไรโบโซมอล 18S ในปลาทั้ง 8 ชนิด ยกเว้น
ปลาปากเปลี่ยน พบสัณญาณ 2 แท่ง ตรงตำแหน่งเดียวกับแท่งที่มีนอร์ ผลการศึกษาสอดคล้องกับ
วงศ์ปลากด ปลาแขยง (Supiwong et al., 2014) วงศ์ปลาดุก (Maneechot et al., 2015) ปลาเสือ
พ่นน้ำ (Supiwong et al., 2017) ในปลาปากเปลี่ยนที่พบ 4 ตำแหน่ง นั้นอาจเกิดจากที่ปกติปลา
ชนิดนี้มียีนสำหรับสร้างไรโบโซมจำนวน 4 แท่ง แต่ยีนไม่ทำงานพร้อมกันทุกแท่งทำให้เมื่อตรวจสอบ
โดยการย้อมแถบสีแบบนอร์ตรวจสอบไม่พบ การกระจายตัวของไมโครแซทเทิลไลต์บนโครโมโซมใน
ปลาแต่ละชนิดมีลักษณะแตกต่างกันเป็นลักษณะเฉพาะกับชนิด โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ (CA)15 มี
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รูปแบบการกระจายตัวที่สามารถจัดกลุ่มได้ดังนี้ 1. ในปลากาแดงและปลาเสือข้างลาย ที่พบกระจาย
ตัวสะสมหนาแน่นตรงเทโลเมียร์ของทุกแท่ง 2. ปลาปากเปลี่ยน ปลาเค้าดำ และปลาแค้วัว ที่พบ
กระจายตัวหนาแน่นเกือบทั้งแท่งและเทโลโลเมียร์ของทุกแท่ง 3. ปลาปีกไก่หนวดยาว และปลาดุมชี 
พบกระจายบาง ๆ และสะสมหนาแน่นในบางแท่งตรงเทโลเมียร์ 4. ปลาแรดแม่น้ำโขง พบกระจาย
หนาแน่นเกือบทุกแท่ง และสะสมมากตรงกลางแท่งหลายๆ โครโมซม สำหรับโพรบไมโครแซทเทิล
ไลต์ (GC)15 มีรูปแบบการกระจายตัวที่สามารถจัดกลุ่มได้ดังนี้ 1. ในปลากาแดง ปลาปีกไก่หนวดยาว 
และปลาแรดแม่น้ำโขง ที่พบกระจายตัวจางๆ ไม่มีสะสมที่แท่งใดแท่งหนึ่งโดยเฉพาะ 2. ปลาเสือ
ข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว และปลาดุมชี พบสัณญาณกระจายหนาแน่นและ
สะสมในบางแท่งเด่นชัด โพรบไมโครแซทเทิลไลต์ (CAT)10 มีรูปแบบการกระจายตัวที่สามารถจัดกลุ่ม
ได้ดังนี้ 1. ปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย และปลาดุมชี พบสัณญาณจาง ๆ 2. ปลาปากเปลี่ยน ปลาเค้า
ดำ และปลาแค้วัว พบสัณญาณสะสมหนาแน่นในบางแท่งอย่างเด่นชัด 3. ปลาปีกไก่หนวดยาว 
พบสัณญาณกระจายเกือบทุกแท่งและหนาแน่นมากตรงเทโลเมียร์  4. ปลาแรดแม่น้ำโขง มีการ
กระจายตัวหนาแน่นเกือบทุกแท่งและสะสมอย่างมากตรงกลางแท่งของโครโมโซม รูปแบบการ
กระจายตัวของไมโครแซทเทิลไลต์บนโครโมโซมของปลากระจายทั่วทั้งจีโนมและหนาแน่นสะสม
บริเวณเฮเทอโรโครมาทินบริเวณเทโลเมียร์ และเซนโทรเมียร์ คล้ายๆ กับปลาหลายชนิด กล่าวคือ
บริเวณเซนโทรเมียร์ (Lanfredi et al., 2001; Martins, 2007; Canapa et al., 2002; Oliveira 
and Wright, 1998; Mazzuchelli and Martins, 2009; Sola and Gornung, 2001; Reed and 
Phillips, 1995; Garrido-Ramos et al., 1994; Elgar et al., 1999) บางชนิดถูกพบที่บริเวณเทโล
เมียร์ (Vanzela et al., 2002; Hatanaka et al., 2002) บางชนิดถูกพบบริเวณโครโมโซมเพศในปลา 
(Cioffi and Bertollo, 2012) 
 
5.2 สรุปผลการศึกษา 
 การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ระดับโมเลกุลของปลาสวยงามชนิดพันธุ์หายากจากลุ่มน้ำโขงใน
ประเทศไทยจำนวน 8 ชนิด ได้แก่ ปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน ปลาปีกไก่หนวดยาว 
ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว ปลาดุมชี และปลาแรดแม่น้ำโขง โดยศึกษาด้วยเทคนิคการย้อมแบบธรรมดา
และแถบสีแบบนอร์และศึกษาด้วยเทคนิค FISH โดยใช้โพรบ ไรโบโซมอล 18S ไมโครแซทเทิลไลต์ 
d(CA)15, d(GC)15, และ d(CAT)10 บนโครโมโซมในปลาที่ศึกษา ผลการศึกษาพบว่าปลา 8 ชนิด ได้แก่ 
ปลากาแดง ปลาเสือข้างลาย ปลาปากเปลี่ยน ปลาปีกไก่หนวดยาว ปลาเค้าดำ ปลาแค้วัว ปลาดุมชี  
และปลาแรดแม่น้ำโขง มีจำนวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 50, 50, 50, 60, 56, 56, 48 และ 48 
แท่ง ตามลำดับ จำนวนโครโมโซมพ้ืนฐานเท่ากับ 84, 94, 66, 100, 100, 88, 88 และ 48 ตามลำดับ 
สูตรแคริโอไทป์ในปลาทั้ง 8 ชนิดมีดังนี้ ปลากาแดงคือ 2n (diploid) 50 = Lm

2 + Lsm
6 + La

6 + 
Mm

12 + Msm
2 + Ma

6 + Mt
16 หรือ 18m + 10sm + 10a + 12t ปลาเสือข้างลายคือ 2n (diploid) 

50  = Lm
6 + Lsm

22 + La
4 + Msm

2 + Ma
6 + Sa

4 + St
6  หรือ 6m + 24sm + 14a + 6t ปลาปาก

เปลี่ยนคือ 2n (diploid) 50 = Lm
4 + Lsm

8 + Lt
2 + Msm

4 + Mt
30 + St

2 หรือ 4m + 12sm + 34t 
ปลาปีกไก่หนวดยาวคือ 2n (diploid) 60 = Lm

8 + Lsm
8 + La

6 + Mm
4 + Msm

6 + Ma
8 + Mt

10 + 
St

10 หรือ12m + 14sm + 14a + 20t ปลาเค้าดำคือ 2n (diploid) 56 = Lm
8 + Mm

10 + Lsm
8 + 
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Msm
12 + Ma

6 + St
12 ห รื อ 18m + 20sm + 6a + 12t ป ล า วั ว คื อ  2n (diploid)  56 = 

Lm
10+Lsm

6+La
2+Lt

2+Mm
8+Msm

4+Ma
2+Mt

16+St
6  หรือ 18m + 10sm + 4a + 24t ปลาดุมชีคือ 2n 

(diploid) 48  = Lm
2 + Lsm

8 + La
2 + Mm

6 + Msm
12 + Ma

10 + Mt
6 + St

2 หรือ 8m + 20sm + 12a 
+ 8t และปลาแรดแม่น้ำโขงคือ 2n (diploid) 48 = Lt

18+ Mt
30 หรือ 48t  

โครโมโซมเครื่องหมายที่มีตำแหน่งนอร์ในปลาทั้ง 8 ชนิด พบจำนวน 1 คู่แตกต่างกันในแต่ละ
ชนิด ดังนี้ ปลากาแดง มีโครโมโซมท่ีมีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 12 
โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณท่ีเป็นแขนข้างสั้น ปลาเสือข้างลาย มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ 
อยู่บนโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริกคู่ที่ 1 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น ปลา
ปากเปลี่ยน มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริกคู่ที่ 9 โดยตำแหน่ง
นอร์จะอยู่บนบริเวณท่ีเป็นแขนข้างยาว ปลาปีกไก่หนวดยาว มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บน
โครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 8 ปลาเค้าดำ มีโครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซม
ชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 10 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่ เป็นแขนข้างสั้น ปลาแค้วัว มี
โครโมโซมที่มีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริกคู่ท่ี 12 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่
บนบริเวณท่ีเป็นแขนข้างสั้น ปลาดุมชี มีโครโมโซมท่ีมีตำแหน่งนอร์ 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมชนิดเมทาเซ
นทริกคู่ที่ 1 โดยตำแหน่งนอร์จะอยู่บนบริเวณที่เป็นแขนข้างสั้น และปลาแรดแม่น้ำโขงมีโครโมโซม
เครื่องหมายบริเวณเซนโทรเมียร์ของโครโมโซมคู่ท่ี 15 ซึ่งเป็นโครโมโซมชนิดเทโทเซนทริกขนาดกลาง 
และผลจากการศึกษาด้วยเทคนิค FISH ด้วยโพรบไรโบโซมอล 18S ไมโครแซทเทิลไลต์ d(CA)15, 
d(GC)15, และ d(CAT)10 บนโครโมโซม พบสัญญาณโพรบไรโบโซมอล 18S พบ 2 ตำแหน่ง ยกเว้นใน
ปลาปากเปลี่ยนพบ 4 ตำแหน่ง สัญญาณโพรบไมโครแซทเทิลไลต์ ในปลาทั้ง 8 ชนิดพบกระจาย
หนาแน่นตรงบริเวณเฮเทอโรโครมาทินและมีเอกลักษณ์เฉพาะตัวในแต่ละชนิด  ปลาสวยงามชนิดพันธุ์
หายากจากลุ่มน้ำโขงจำนวน 8 ชนิด ได้ถูกพิจารณาแล้วว่าเป็นชนิดที่มีศักยภาพในการพัฒนาต่อยอด
ในอนาคตเพ่ือพัฒนาเป็นปลาสวยงามที่มีความสำคัญชนิดใหม่ของประเทศไทย งานวิจัยในอนาคตใน
การศึกษาต่อยอด ได้แก่ ศึกษาเปรียบเทียบระดับประชากรจากหลายๆ แหล่ง ศึกษาเชิงลึกโดยใช้โพ
รบไมโครแซทเทิลไลต์ชนิดอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม และศึกษาในระดับดีเอ็นเอของปลาทั้ง 8 ชนิด และศึกษา
ปลาชนิดอื่น ๆ เพิ่มเติมในวงศ์เดียวกับปลาทั้ง 8 ชนิด 
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การเตรียมสารเคมี 
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1. การเตรียมสารเคมีสำหรับทำ Pretreatment 
 ในการตรวจสอบจำนวนและรูปร่างของโครโมโซมจะเลือกเซลล์ในระยะเมทาเฟสเนื่องจาก
ระยะนี้ โครโมโซมหดสั้นมากท่ีสุดและเห็นลักษณะได้ชัดเจน เพ่ือสามารถเก็บเกี่ยวเซลล์ในระยะเมทา
เฟสดัง กล่าวจึงต้องนำสารเคมีมาใช้เพ่ือยับยั้งการสร้างสายใยสปินเดิลซึ่งเป็นขั้นตอนการทำ
pretreatmentทำให้เซลล์ที่กำลังการแบ่งตัวหยุดอยู่ในระยะเมทาเฟสที่ต้องการ สารเคมีที่ใช้มีหลาย
ชนิด เช่น ฟรอน ไฮดร็อกซีควินโนลีน, พาราไดคลอโรเบนซีนและโคลชิซิน 
 1.1 โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.01 % โดยมวล/ปริมาตร (w/v) จำนวน 10 ml 
วิธีเตรียม  เตรียมได้โดยการชั่งโคลชิซิน 0.001 g ละลายในน้ำแล้วปรับปริมาตรให้ได้10 ml 
  เก็บไว้ในหลอดหุ้มฟอยล์ป้องกันแสง 
 
2. การเตรียมสารเคมีสำหรับตรึงเซลล์ (fixation) 
 น้ำยาตรึงสภาพเซลล์ใช้เพ่ือให้เซลล์คงสภาพเดิมและเพ่ือประสิทธิภาพที่ดีควรเตรียมใหม่และ
เย็น จัด ในการทดลองนี้เลือกใช้Carnoy’s solution ซึ่งมีส่วนผสมระหว่างเมทานอลเข้มข้น:กรดอะซิ
ติก เข้มข้นในอัตราส่วน 3:1 การเตรียมควรทำในตู้ดูดควันเพ่ือความปลอดภัย เนื่องจากกรดอะซิติกมี
กลิ่น ฉุนอาจเป็นอันตรายต่อระบบทางเดินหายใจได ้
 2.1  น้ำยาตรึงเซลล์ (fixative) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (ml) 
วิธีเตรียม  เตรียมได้โดยผสมระหว่างเมทานอลปริมาตร 75 ml และกรดอะซิติกปริมาตร 25 
  ml ปิด ฝาจากนั้นนำไปแช่ในตู้ทำความเย็น 
 
3. การเตรียม Sorensen buffer 
สารเคมีที่ใช้เตรียม 
 - Stock solution B ใช้ NaHPO4 9.5 กรัม ละลายในน้ำกลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
วิธีเตรียม 
 ตวง stock solution A 50.8 มิลลิลิตร และ stock solution B 49.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า
 กัน ปรับ pH ด้วย 1 N HCl และ 1 N NaOH ให้ได้ pH 6.8 
 
4. การเตรียม Hypotonic solution 
 สารละลาย Hypotonic solution 0.075 M KCl 
สารเคมีที่ใช้เตรียม 
 - KCl crystal 
 - น้ำกลั่น 
วิธีเตรียม 
 ชั่งผลึก KCl 0.5588 กรัม ละลายในน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร เขย่าจนผลึกละลายหมด เก็บใส่
 ขวดไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
หมายเหตุ น้ำยานี้มีอายุการใช้งาน 1-2 สัปดาห์ 
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5.  การเตรียมสีย้อมโครโมโซม (stain) 
 5.1 การย้อมสีแบบธรรมดาเตรียมสีจิมซ่า 20% ปริมาตร 80 ml 
วิธีเตรียม  5.1.1  เตรียมสีจิมซ่าจาก stock solution 16 ml 
  5.1.2  เตรียม phosphate buffer 64 ml โดยผสม stock A (KH2PO4) 32.5 
   ml และ stock B (NaH2PO4) 31.5 ml นำไปปรับให้ได้ค่า PH ประมาณ 
   6.8 ด้วย NaOH 
 5.2  การย้อมแถบสีแบบนอร์เตรียมซิลเวอร์ไนเตรท 50% และเจลาติน 2% 
วิธีเตรียม  5.2.1.  เตรียมซิลเวอร์ไนเตรท 50% โดยการชั่งมา 10 g ละลายในน้ำกลั่น 20 ml 
   กรอง ผ่านตัวกรอง (filter) บรรจุในหลอดหุ้มฟอยล์และสามารถเก็บไว้ใน
   ตู้เย็นได้นาน 1 สัปดาห์ 
  5.2.2  เตรียมเจลาติน 2% โดยการชั่งมา 1 g ละลายน้ำกลั่น 50 ml นำไปอุ่นที่
   อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ใช้magnetic stirrer ช่วยในการละลาย 
   ประมาณ 15 นาที เมื่อละลายแล้วพักไว้ให้เย็น จากนั้นเติมกรดฟอร์มิก 1% 
   0.5 ml เก็บไว้ในหลอด หลอดที่หุ้มฟอล์ยไว้ในตู้เย็นได้นาน 2 สัปดาห์ 
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Abstract   

Three species of ornamental fishes in the subfamily Cyprininae (family Cyprinidae) namely, 

Epalzeorhynchos frenatum, Puntigrus partipentazona, Scaphognathops bandanensis were studied by 

classical cytogenetic and fluorescent in situ hybridization (FISH) techniques. Chromosomes were 

directly prepared from kidney tissues and stained by using conventional and Ag-NOR banding 

techniques. Microsatellite d(CA)15 and d(CGG)10 probes were hybridized to the chromosomes of three 

cyprinids. Results shown that the three cyprinid species share the same diploid number as 2n=50 but 

there are differences in the fundamental number (NF) and karyotypes i.e. E. frenatum: NF=84, 

18m+10sm+10a+12t; P. partipentazona:  NF=94, 6m+24sm+14a+6t; S. bandanensis: NF=66, 

4m+12sm+34t. NOR positive masks were observed at the regions adjacent to the telomere of the short 

arm of the chromosome pairs 10(submetacentric) and 1(metacentric) in E. frenatum and P. 

partipentazona, respectively whereas those were revealed at telomeric regions of the long arm of the 

chromosome pair 9(telocentric) in S. bandanensis. The mapping of d(CA)15 and d(CGG)10 

microsatellites shown that hybridization signals are abundantly distributed in telomeric regions of 

several pairs except d(CA)15 repeats in S. bandanensis, which are distributed throughout all 

 
1 Correspondingauthor, e-mail : supiwong@hotmail.com 
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chromosomes and d(CGG)10 repeats in P. partipentazona display the high accumulation only in the 

first chromosome pair. 

Key words: Chromosome, Epalzeorhynchos frenatum, Puntigrus partipentazona, Scaphognathops 

bandanensis, FISH 

Introduction 

There are about 200 species of freshwater fishes to use as ornamental fish in Thailand. The most 

popular species include Betta splendens, Gyrinocheilus aymonieri, Epalzeorhynchos bicolor, E. 

frenatum, Puntigrus tetrazona, Channa micropeltes, Barbonymus alter, B. schwanenfeldii and 

Balantiocheilus melanopterus (Sermwatanakul, 2005). Ornamental fish industry is one developed base 

on the species diversity of Thailand due to high potential culture. Data from the export value of 

ornamental fishes in the world during 2006-2010 revealed that Thailand has the 6th highest export value 

whereas the global export market data has an average value as 326 million US$. The exported 

ornamental fish value at 13,968,611 US$ in 2006 rose to 18,928,773 US$ in 2010, with a growth rate 

increased by an average rate of 6.53 percent per year (Bureau of Agricultural Economics Research, 

2011). This indicates that at present, the export of ornamental fish industry is another sector where the 

growth rate is increased steadily and generating revenue for the country is enormous resulting to 

generate income for farmers in each year. The average family income is more than 170,000 baht per 

year (Department of Fisheries, 2010). Thus, ornamental fishes play an important role in national 

economy of Thailand. More than half of all ornamental fishes in Thailand belong to the Cyprinidae 

family. 

Family Cyprinidae is the most abundant and globally widespread family of freshwater fish, 

comprising 3,000 species, livings and extinct species in about 370 genera (Eschmeyer et al., 2015). The 

subfamily Cyprininae is one of the largest groups of this family. The essential large tribes such as 

Labeonini, Poropuntiini and Smiliogastrini have many species that are economically important 

ornamental fish of Thailand, namely Epalzeorhynchos frenatum, Puntigrus partipentazona, 

Scaphognathops bandanensis (Fig. 1A, D, G). However, the study of cytogenetics of these ornamental 

fishes is quit scare. To date, there are most conventional technique reported to determine chromosome 

number and karyotype composition and some NOR banding reported. The 2n ranged from 48-50 in the 

tribes Labeonini and Smiliogastrini while the tribe Poropuntiini is more conserved as 2n=50 (Arai 

2011) (Table 1). To know the basic information on cytogenetics, it can apply for the development of 

the potentially commercial stains/species in the future. The studies of the karyotypes help to investigate 

the aquatic structure of the species population in each habitat, so it can determine what species are 

related to each other in an accurate manner. This may help to facilitate the hybridization between them 

in the future for strain improvement (Sofy et al., 2008), breeding practices of organisms by using 

chromosome set management ( Na- Nakhon et al., 1980), brood stock selection ( Meng ampan et al., 

2004).  

For some species, the simple characterization of the karyotype may be sufficient to identify 

intra- and inter-specific variants. However, in most cases, just the karyotype description appears to be 
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inconclusive when not coupled with other methods capable of generating more accurate chromosomal 

markers. In this sense, the use of molecular cytogenetic analyses has played an important role in the 

precise characterization of the structure of genomes (Cioffi and Bertollo, 2012). Multiple DNA copies 

or repetitive DNAs are a large substantial portion of the genome of eukaryotes that can be generally 

classified into two main classes: tandem repeats, such as the multigene families and the satellite DNAs; 

and the dispersed elements, such as transposons and retrotransposons, known as Transposable elements 

(TEs) (Jurka et al., 2005). Among the tandem repeats we can find the highly-repeated satellite DNAs 

and "moderate repeats", like mini- and microsatellite DNA (Charlesworth et al., 1994). These non-

coding DNA sequences are organized as long arrays of head-to-tail linked repeats (Plohl et al., 2008).  

  Recently, the molecular cytogenetic studies using fluorescence in situ hybridization (FISH) 

for mapping repetitive DNA sequences have provided important contributions to the characterization of 

the biodiversity and the evolution of divergent fish groups (Cioffi and Bertollo, 2012). Most molecular 

cytogenetic studies in cypinid fishes were performed by FISH technique using rDNA probes (Inafuku 

et al. 2000, Kikuma et al. 2000, Ocalewicz et al. 2004, Zhu et al. 2006, Singh et al. 2009, Rossi et al. 

2012, Nabais et al. 2013, Kirtiklis et al. 2014, Spoz et al. 2014, Han et al. 2015, Kumar et al. 2016, Han 

et al. 2017). However, NOR banding including fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques to 

investigate chromosomal distribution of repetitive DNA sequences on the chromosomes of E. 

frenatum, P. partipentazona, S. bandanensis have not been performed. 

In present study carried out an analysis of chromosomal structure and genetic markers on E. 

frenatum, Puntigrus partipentazona, and Scaphognatops bandanensis using cytogenetics, and 

molecular cytogenetics techniques. The knowledge revealed will provide a powerful tool for the next 

generation of genome research in Thai freshwater fishes and discovering biodiversity, with useful 

applications in fish breeding for conservation and commercials of ornamental species. Moreover, it is 

useful applications in evolution, systematics, phylogenetics, fish fauna management and suitable 

conservation of river basin.   

 

Methods 

Ten males and ten females of E. frenatum, P. partipentazona, S. bandanensis, were collected 

from the Song Khram, Chi and Mekong Basins, respectively.  Preparation of fish chromosomes was 

from kidney cells (Pinthong et al. 2015, Supiwong et al. 2015). The chromosomes were stained with 

10% Giemsa’s for 30 minutes and identified for NORs by Ag-NOR staining (Howell and Black 1980). 

Metaphase figures were analyzed according to the chromosome classification of Turpin and Lejeune 

( 1965) .  The centromeric index ( CI)  between 0.50-0.59, 0.60-0.69, 0.70-0.89 and 0.90-1.00 were 

described as metacentric, submetacentric, acrocentric and telocentric chromosomes, respectively. 

Fundamental number, NF (number of chromosome arm)  is obtained by assigning a value of two to 

metacentric, submetacentric and acrocentric chromosomes and one to telocentric chromosomes. 

The use of microsatellite d(CA)15 and d(CGG)10 probes described by Kubat et al.  ( 2008) 

followed here with slight modifications. These sequences were directly labeled with Cy3 at 5´ terminal 

http://www.google.co.th/search?hl=th&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Raymond+Turpin%22
http://www.google.co.th/search?hl=th&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22J%C3%A9r%C3%B4me+Lejeune%22
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during synthesis by Sigma ( St.  Louis, MO, USA) .  Fluorescence in situ hybridization (FISH)  was 

performed under high stringency conditions on mitotic chromosome spreads (Pinkel et al. 1986). After 

denaturation of chromosomal DNA in 70%  formamide/  2×SSC at 70 °C, spreads were incubated in 

2×SSC for 4 min at 70 °C. The hybridization mixture (2.5 ng/µL probes, 2 µg/µL salmon sperm DNA, 

50% deionized formamide, 10% dextran sulphate) was dropped on the slides, and the hybridization was 

performed overnight at 37 °C in a moist chamber containing 2×SSC. The post hybridization wash was 

carried out with 1×SSC for 5 min at 65 °C.  A final wash was performed at room temperature in 

4×SSCT for 5 min.  Finally, the slides were counterstained with DAPI and mounted in an antifade 

solution (Vectashield from Vector laboratories) and analyzed in an epifluorescence microscope 

Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japan). 

Results and discussion 

Diploid number, fundamental number and karyotype of Epalzeorhynchos frenatum, Puntigrus 

partipentazona and Scaphognathops bandanensis 

Results shown that the three cyprinid species have the same diploid number as 2n=50. They are 

same as found in P. tetrazona partipentazona (Taki et al.  1977) and S. bandanensis (Donskul et al. 

2007) but there is difference in E. frenatum (2n=48) reported by Magtoon and Donsakul (1993). The 2n 

in three cypinids studied have the same 2n=50 as in several species in the subfamily Cyprininae (Arai, 

2011; Table 1). This indicates that this subfamily has highly conserved for the 2n. Although three 

species analyzed share the same 2n, there are differences in the fundamental number (NF) and 

karyotypes i.e. E. frenatum: NF=84, 18 metacentric (m), 10 submetacentric (sm), 10 acrocentric (a) and 

12 telocentric (t) chromosomes; P. partipentazona: NF=94, 6m, 24sm, 14a, and 6t chromosomes; S. 

bandanensis: NF=66, 4m, 12sm, and 34t chromosomes (Fig. 1). To compare with the previous studies, 

the NFs of E. frenatum, P. partipentazona and S. bandanensis differ from the reports of Magtoon and 

Donsakul (1993), Taki et al. (1977) and Donskul et al. (2007), respectively. These differences may be 

causes from the species-specific variations among populations, and/or misidentification of species or 

different species due to complex species. Three studied species cannot be observed heteromorphic sex 

chromosomes between male and female specimens. This phenomenon is same as many species in this 

family (Arai, 2011). 

 

Chromosome marker of Epalzeorhynchos frenatum, Puntigrus partipentazona and Scaphognathops 

bandanensis 

The determination of nucleolar organizer regions (NORs) for these species was firstly proposed. 

If these loci are active during the interphase before to mitosis, they can be detected by silver nitrate 

staining ( Howell and Black 1980)  since they specifically stain a set of acidic proteins related to 

ribosomal synthesis process. NOR positive masks were observed at the regions adjacent to the telomere 

of the short arm of the chromosome pairs 10(submetacentric) and 1(metacentric) in E. frenatum and P. 

partipentazona, respectively whereas those were revealed at telomeric regions of the long arm of the 

chromosome pair 9(telocentric) in S. bandanensis (Fig. 2A, D, G and Table 2). The single NOR-
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bearing chromosome pair in the present result is consistency to Barbonymus gonionotus (Khuda-

Bukhsh and Das 2007), Hypsibarbus wetmorei (Piyapong 1999), Osteochilus waandersi (Magtoon and 

Arai 1993) and Puntius brevis (Nitikulworawong and Khrueanet 2 0 1 4 ) . This character is common 

characteristic found in many fish groups as well as vertebrates (Supiwong et al., 2012, 2013). However, 

some species had two pairs (Cyclocheilos enoplos: Magtoon and Arai 1993), three pairs 

(Cyclocheilichthys apogon: Chantapan 2015) and four pairs (Puntius denisonii, P. semifasciolatus: 

Nagpure et al.  2004; P. filamentosus: Nagpure et al.  2003). NOR is frequently used to compare 

variations, as well as to identify and explain specifications.  Changes in chromosome number and 

structure can alter the number, and structure of NOR. Structure, number, and morphology of a NOR 

may be specific to populations, species, and subspecies.  Robertsonian translocations ( centric fusion) 

may cause losses of NOR. Species, which have limited gene exchange due to geographical isolation, 

have elevated karyotype numbers and NOR variation. The use of NORs in explaining kinships depends 

on a large extent on the uniformity of this characteristic and on the degree of variety within a taxon 

( Yüksel and Gaffaroğlu, 2008.  Normally, most fishes have only one pair of small NORs in a 

chromosome complement.  If some fishes have more than two NORs, it may be caused by the 

translocation between NOR and another chromosome (Sharma et al. 2002). 

 

Patterns of microsatellite repeats on the genome of Epalzeorhynchos frenatum, Puntigrus 

partipentazona and Scaphognathops bandanensis 

The mapping of d(CA)15 and d(CGG)10 microsatellites shown that hybridization signals are 

abundantly distributed in telomeric regions of several pairs except d(CA)15 repeats in S. bandanensis, 

which are distributed throughout all chromosomes and d(CGG)10 repeats in P. partipentazona display 

the high accumulation only in the first chromosome pair (Fig. 2 and Table 2). The Figure 3 shows the 

idiograms representing the patterns of d(CA)15 and d(CGG)10 microsatellites distributions on the 

chromosomes of three studied species. Microsatellite d(CGG)10 sequences were detected disperse 

hybridization signals with high accumulation of them at telomeric regions of several chromosomes in 

E. frenatum and S. bandanensis. However, it is interesting that the microsatellite d(CGG)10 repeats 

coincide with the NOR positions in P. partipentazona. The patterns of microsatellites d(CA)15 in three 

species in the present study except in S. bandanensis are different from the nine species of the Bagridae 

family including Hemibagrus filamentus, H. spilopterus, H. wyckii, H. wyckioides, Mystus 

atrifasciatus, M. multiradiatus, M. mysticetus, M. bocourti, and Pseudomystus siamensis (Supiwong et 

al., 2013, 2014), Toxotes chatareus (Supiwong et al., 2017). From the previous and current studies, it is 

believed that microsatellites have specific zones as heterochromatin (telomeres, centromeres and in the 

sex chromosomes) of fish genomes (Cioffi and Bertollo, 2012). However, microsatellites have also 

been found in noncentromeric regions, many of them were located either near or within genes (Rao et 

al., 2010). 

The present research is the first report on the NOR -banding and FISH techniques in E. 

frenatum, P. partipentazona, S. bandanensis. Although both species have the same the diploid 
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chromosome number (2n=50) and two NOR-bearing chromosomes, there are differences in the 

fundamental number and the number of each chromosome sizes, pairs having NOR and the patterns of 

microsatellites distributions on chromosomes. The NORs can be observed at the regions adjacent to the 

telomeres of pairs 10, 1 and 9, respectively. The microsatellites are distributed throughout the 

chromosomes with high accumulations at some positions or all chromosomes which are species- 

specific characteristics. This result indicated that cytogenetic data can be used for classification in 

related fish species which have similar morphology. 
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Table 1. Reviews of cytogenetic reports in the tribes Labeonini, Poropuntiini,  and 

Smiliogastrini 
Tribe/Genus/Species 2n NF Formula NORs Reference 

Tribe Labeonini      

Barbichthys laevis 50 76 20m+6sm+4st+20a  Donsakul et al. (2006) 

Bangana devdevi 50 86 20m+16sm+14a  Donsakul et al. (2011) 

Cirrhinus julleini 50 90 26m+14sm+4st+6a  Magtoon and Arai (1993) 

 50 92 36m+6sm+2st+6a  Donsakul (1997) 

Cirrhinus microlepis 50 88 22m+8sm+8st+12a  Donsakul and Magtoon 

http://www.google.co.th/search?hl=th&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Raymond+Turpin%22
http://www.google.co.th/search?hl=th&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22J%C3%A9r%C3%B4me+Lejeune%22
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(1997) 

 50 72 12m+10sm+2st+26a  Donsakul et al. (2007) 

Epalzeorhynchos 

frenatus 
48 72 14m+10sm+8st+16a  Donsakul and Magtoon 

(1993) 

Epalzeorhynchos 

bicolor 
50 74 20m+4sm+2st+24a  Donsakul and Magtoon 

(1993) 

Epalzeorhynchos 

munensis 
50 84 22m+12sm+2st+14a  Donsakul et al. (2012) 

Garra cambodgiensis 50 82 20m+12sm+4st+14t  Donsakul et al. (2016) 

Garra fasciacauda 50 84 18m+14sm+2st+16t  Donsakul et al. (2016) 

Garra notata 50 80 20m+10sm+20t  Donsakul et al. (2016) 

Incisilabeo behri 50 78 12m + 16sm + 4st + 

18t 

 Donsakul and Magtoon 

(2003) 

Labeo 

chrysophekadian 
50 78 4m + 10sm + 14st + 

22a 

 Seetapan (2007) 

Labiobarbus lineatus 50 80 20m+10sm+20a  Magtoon and Arai (1990) 

Labiobarbus 

spiropleura 
50 90 34m+4sm+2st+10a  Donsakul and Magtoon 

(1997) 

Mekongina 

erythrospila 
50 74 10m+14sm+26a(t)  Donsakul and Magtoon 

(2003) 

Osteochilus 

melanopleura 
50 96 36m+10sm+2st+2a  Donsakul and Magtoon 

(1995) 

Osteochilus 

microcephalus 
50 86 26m  +  10sm  +  14st  Donsakul et al. (2001) 

Osteochilus vittatus 50 96 16m+30sm+4st  Magtoon and Arai (1990) 

 50 86 26m+10sm+14st  Donsakul (1997) 

Osteochilus waandersi 50 92 18m+24sm+4st+4a 2 Magtoon and Arai (1993) 

Puntioplties falcifer 50 80 14m+16sm+2st+18a - Donsakul et al. (2007) 

 50 92 16m+10sm+16a+8t  Sophawanus et al. (2017) 

      

Tribe Smiliogastrini      

Osteobrama alfrediana 50 96 24m+22sm+4a - Donsakul et al. (2011) 

Hampala disper 50 70 5m+5sm+3st+12a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn, (2002) 

H. macrolepidota 50 72 10m+12sm+8st+20a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn (2002) 

Puntius arulius 50 82 6m+26sm+18a - Taki and Suzuki (1977) 

 50 90 10m+18sm+12st+10t  Arunachalan and Murugan 

(2007) 

P. binotatus 50 92 8m+34sm+8a - Taki et al. (1977) 

P. brevis 50 70 6m+14sm+8st+22a - Khuda-Bukhsh (1975) 

 50 54 2m+2sm+2st+22a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn, (2002) 

 48 56 2m+6st+40a - Seetapan (2007) 

 50 62 4m+4sm+4a+38t 2 Nitikulworawong and 

Khrueanet (2014) 

P. chola 50 56 2m+4sm+44a - Taki and Suzuki (1977) 

P. chola 50 54 2m+2sm+4st+42a - Tripathi and Sharma (1987) 

 50 54 2m+2sm+46a - Sahoo et al. (2007) 

P. conchonius 50 94 6m+38sm+6a - Hinegardner and Rosen 

(1972),  

Taki and Suzuki (1977) 

 48 78 10m+20sm+10st+8a - Sharma and Agarwal (1981) 

 50 - - - Vasiliev (1985) 

 50 

 

90 16m+24sm+2st+8a - Khuda et al. (1986), 

Ojima and Yamamoto (1990) 

 50 94 4m+40sm+6a - Takai and Ojima (1988) 
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P. cumingi 50 94 18m+26sm+6a - Taki and Suzuki (1977) 

P. daruphani 50 70 12m+8sm+6st+24a - Magtoon and Arai (1989) 

P. denisonii 50 74 4m+20sm+18st+8a 8 Nagpure et al. (2004) 

P. everetti 50 86 6m+30sm+14a - Hinegardner and Rosen 

(1972), 

Taki et al. (1977), 

Vinogradov (1998) 

P. fasciatus 50 80 30m+4st+16a - Ohno et al. (1967) 

P. fasciatus 50 82 6m+26sm+18a - Taki et al. (1977) 

P. filamentosus 50 84 8m+26sm+16a - Taki and Suzuki (1977) 

 50 78 12m+16sm+12st+10a 8 Nagpure et al. (2003) 

P. lateristriga 50 88 6m+32sm+12a - Taki et al. (1977) 

 50 86 22m+14sm+6st+8a - Sobita et al. (2004) 

P. melanampyx 50 74 12m+12sm+14st+12a - Khuda et al. (1986) 

P. nigrofasciatus 50 100 16m+34sm - Taki and Suzuki (1977) 

P. oligolepis 50 88 8m+30sm+12a - Taki et al. (1977) 

P. orphoides 50 80 14m+16sm+4st+16a - Arai and Magtoon (1991) 

 50 92 6m+36sm+8a - Taki et al. (1977) 

P. partipentazona 50 90 6m+34sm+10a - Taki et al. (1977) 

P. pentazona 50 98 22m+26sm+2a - Taki et al. (1977) 

P. sarana 50 76 12m+14sm+12st+12a - Rishi  (1981) 

P. sarana subnasutus 50 88 12m+26sm+8st+4a - Nagpure et al. (2004) 

P. semifasciolatus 50 76 12m+14sm+14st+10a - Gui et al. (1986), 

Yu et al. (1989) 

 50 76 12m+14sm+14st+10a 8 Nagpure et al. (2004) 

 50 76 8m+18sm+24a - Suzuki (1991) 

P. sophore 48 52 2m+2sm+44a - Rishi (1973) 

 48 54 2m+4sm+42a - Rishi et al. (1977) 

 48 52 4m+2st+42a - Rishi and Rishi (1981) 

P. sophore 50 56 2m+4sm+44a - Khuda et al. (1986) 

 48 52 4m+6st+38a - Tripathi and Sharma (1987) 

P. sophoroides 50 54 2m+2sm+46a - Magtoon and Arai (1989) 

P. stoliczkanus 50 94 22m+22sm+4st+2a - Magtoon and Arai (1989) 

P. tambraparniei 50 94 12m+16sm+16a+6t - Arunachalan and Murugan 

(2007) 

P. tetrazona 50 84 34m+6st+10a - Ohno et al. (1967) 

 50 84 6m+28sm+16a - Hinegardner and Rosen 

(1972), 

Taki et al. (1977), 

Suzuki et al. (1995) 

 50 - - - Krishnaja and Rege (1980) 

Vinogradov (1998) 

P. tetrazona 

partipentazona 

50 90 6m+34sm+10a - Taki et al. (1977) 

P. ticto 50 82 20m+12sm+10st+8a - Sharma et al. (1995), 

Vinogradov (1998) 

 50 100 28m+22sm - Taki and Suzuki (1977) 

 50 94 28m+16sm+6st - Sahoo et al. (2007) 

P. titteya 50 98 20m+28sm+2a - Hinegardner and Rosen 

(1972),  

Taki and Suzuki (1977) 

 48 52 4m+2sm+42a - Khuda-Bukhsh and Barat 

(1987) 

Systomus sp.1 50 82 12m+20sm+6st+12a - Donsakul et al. (2006) 

S. binotatus 50 88 24m+14sm+12a - Donsakul and Magtoon 

(2002) 

S. orphoides 50 82 12m+20sm+4st+14a - Piyapong (1999) 
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 50 74 8m+16sm+10st+16a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn (2002) 

S. stoliczkanus 50 94 24m+20sm+6a - Donsakul et al. (2011) 

      

Tribe Poropuntiini       

Amblyrhynchichthys 

truncatus  

50 78 16m+12sm+22a - Donsakul et al. (2006) 

Balantiocheilos 

melanopterus 

50 72 10m+12sm+28a - Ojima and Yamamoto (1990) 

 50 70 14m+6sm+10st+20a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn (2002) 

Barbonymus 

gonionotus 

50 72 2m+20sm+4st+24a - Magtoon and Arai (1989) 

 50 74 16m+8sm+26a - Donsakul and Magtoon 

(1997) 

 50 72 6m+16sm+6st+22a - Piyapong (1999) 

 50 66 2m+4sm+10st+34a - Seetapan (2007) 

 50 74 6m+18sm+16st+10a 2 Khuda-Bukhsh and Das 

(2007) 

Cosmochilus harmandi 50 82 22m+10sm+10st+8a - Donsakul et al. (2005) 

Cyclocheilichthys 

apogon 

50 70 12m+8sm+6st+24a - Magtoon  and Arai (1989) 

 50 76 18m+8sm+4st+20a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn (2002) 

C. apogon 50 86 10m+16sm+10a+14t 6 Chantapan (2015) 

C. lagleri 50 86 12m+6sm+1st+6a - Donsakul et al. (2006) 

C. repasson 50 78 12m+16sm+6st+16a - Donsakul et al. (2005) 

 50 84 6m+6sm+22st+16a - Seetapan (2007) 

Cyclocheilos enoplos 50 90 10m+30sm+4st+6a 4 Magtoon and Arai (1993) 

 50 72 14m+8sm+10st+18a - Donsakul and Magtoon 

(1995a) 

 50 78 16m+12sm+6st+16a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn (2002) 

Hypsibarbus lagleri 50 74 4m+20sm+26a - Donsakul and Magtoon 

(2001) 

H. malcolmi 50 64 10m+4sm+36a - Donsakul et al. (2007) 

H. vernayi 50 58 6m+2sm+4st+38a - Donsakul and Magtoon 

(2002) 

H. wetmorei 50 70 12m+8sm+6st+24a - Magtoon and Arai (1989) 

 50 74 12m+12sm+4st+22a 2 Piyapong (1999) 

 50 74 12m+12sm+2st+24a - Donsakul and Magtoon 

(2002) 

H. wetmorei 50 82 10m+14sm+8a+18t 6 Chantapan (2015) 

Mystacoleucus 

argenteus 

50 76 6m+20sm+2st+22a - Donsakul et al. (2006) 

M.  marginatus 50 76 16m+10sm+24a - Arai and Magtoon (1991) 

 50 68 14m+4sm+2st+30a - Donsakul and 

Poopitayasathaporn (2002) 

      

Poropuntius deauratus 50 74 14m+10sm+26t - Donsakul et al. (2005) 

P. sinensis 50 82 10m+22sm+18st - Zen et al. (1984) 

P. laoensis 50 74 14m+10sm+10st+16a - Donsakul and Magtoon 

(2008) 

P. normani 50 72 10m+12sm+28a - Donsakul et al. (2007) 

P. chonglingchungi 50 80 12m+18sm+20st - Zen et al. (1986) 

Scaphognathops 

bandanensis 

50 64 10m+6sm+34a - Donsakul et al. (2007) 
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Sikukia gudgeri 50 68 10m+8sm+4st+28a - Donsakul et al. (2005) 

      

 

Remarks:  2n =  diploid number, m =  metacentric, sm =  submetacentric, st =  subtelocentric, a = 

acrocentric and NORs = nucleolar organizer regions, NF = fundamental number, - = not available 

 

Table 2 Cytogenetic and FISH studies on three Cypinid fishes in Thailand  

 

Species 2n NF Chromosome type Ag-NOR 

pair (type) 

CA15 

pair 

CGG10 

pair m sm a t 

  Epalzeorhynchos frenatum 50 84 18 10 10 12 10(sm) 1-13,15-25 1-6,9-12,14-

25 

  Puntigrus partipentazona 50 94 6 24 14 6 1(m) 1-16, 18-

21, 23-25 

1 

  Scaphognathops 

bandanensis 

50 66 4 12 - 34 9(t) 1-25 1, 3-5,9-11, 

13, 15-16, 

19-21 

 

Remarks :2n   = diploid chromosome number, NF  =fundamental number )number of chromosome arm (, 

m  =metacentric, sm  =submetacentric, a  =acrocentric, t  =telocentric chromosome, NOR  =nucleolar 

organizer region 
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Fig. 1 Specimens, metaphase chromosome plates and karyotypes of Epalzeorhynchos frenatum (A-C), 

Puntigrus partipentazona (D-F), Scaphognathops bandanensis (G-I) by conventional technique. 

 
 

Fig. 2 Karyotypes of Epalzeorhynchos frenatum (A-C), Puntigrus partipentazona (D-F), 

Scaphognathops bandanensis (G-I) by NOR banding and FISH techniques. Arrows indicate NOR-

bearing chromosomes. scale bars=5 µm. 
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Fig. 3 Idiograms represent the (CA)15 and (CGG)10 mapping on the chromosomes of Epalzeorhynchos 

frenatum (A), Puntigrus partipentazona (B), Scaphognathops bandanensis (C). 
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