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สรุปผูบริหาร (Executive Summary) 
 

 1. The complete nucleotide sequence of the mitochondrial genome of Mekong giant catfish, 
Pangasianodon gigas., was determined. Firstly, all fragments fo mtDNA were cloned to get some 
basic nucleotide sequnces. And then, a long polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify 
three DNA fragments covering entire mt-genome. The long PCR products were then used as template 
for primer-walking sequencing. The contiguous overlapping segments of three fragments were 
confirmed by sequencing of PCR products obtained by species-specific primers. Alignment and 
comparison of all data revealed that the 16,533 bp-genome contains 37 mitochondrial genes (13 
protein-coding genes, 2-ribosomal RNA genes, 22 transfer RNA genes) and control region as found in 
other bony fish, but seem to be a unique as those found in other catfish. 
 2. By means of complete mitochondrial genome of Mekong giant catfish under accession 
number AY672971 of GenBank, one can design PCR-primer undefinitely. This project has designed 4 
pairs of PCR primers for amplifying mtDNA-fragments of gene ND2, ND3 – ND4, Cytochrome b + 
control region and control region. The PCR products obtained were 1,376, 2,356, 2,263 and 1000 bp, 
respectively. 
 3. The genetic variation of  161 fish collected from 8 different locations and a wild group was 
determined by using ND2-RFLP data. It was found that the genetic variability within population is 
seemingly low and found only in three populations; Kalasin, Saraburi and wild group. The constructed 
phylogenetic tree showed that all fish derived from 4 maternal lineages. 
 4. The nucleotide sequences of control region in lenth of 899 bp of 131 fish were also 
determined and used to classify  theirs haplotypes. Nucleotide sequences of 131 fish produced 48 
haplotypes. Consideration to relationship among haplotypes, it was found that the highly distinct 
haplotypes were only six nucleotides differences. It was assumed that all fish were derived from two 
populations, have separated for a long time. The genetic varialbility was determined and found that the 
percentage of polymorphism is only 5 % , nucleotide diversity within populations ranged from 0.0032 
to 0.0104. AMOVA hierarchical analysis based on nucleotide differences revealed significant 
variation among populations (p>0.05). The  phylogenetic analyses using neighbor-joining method 
revealed 3 major clades, which compoesd of many matrenal lineages. Eventhough, the genetic 
diversity of giant catfish is very low, the suitable technique could be used to measure variation among 
populations which will be useful for sustainable management. 



 iii

บทคัดยอ 
 

1. ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอปลาบึก (Pangasianodon gigas – mtDNA) ไดถูกสกัดจากตับปลาบึก
และนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MboI และนําไปตอกับดีเอ็นเอพาหะ pUC18 ซ่ึงถูกตัดดวยเอนไซม 
BamHI หลังจากนั้น recombinant plasmid ถูกนําไปโคลนใน E. coli สายพันธุ JM109 ภายหลังคัดเลือก
โคลนที่ไดรับชิ้นสวนสอดแทรกของ mtDNA จะถูกสงไปวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอ ลําดับดีเอ็นเอที่ไดถูก
นํามาใชออกแบบไพรเมอร 3 คูเพื่อทํา Long PCR สําหรับLong PCR product ที่ไดจะถูกนําไปวิเคราะห
ลําดับดีเอ็นเอ โดยอาศัย primer walking sequencing ผลปรากฎวา Long PCR products ที่ไดครอบคลุม 
mtDNA ทั้งหมด เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดแลว พบวา complete mitochondrial DNA 
genome ของปลาบึกยาว 16,533 นิวคลีโอไทด ซ่ึงประกอบดวยยีนตาง ๆ ทั้งหมด 37 ยีน (คือ 13 protein 
coding genes, 2 ribosomal RNA genes, 22 tRNA genes) และ control region เหมือนกับที่พบในปลา
กระดูกแข็งอื่น ๆ ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดถูกนําไปฝากไวที่ GenBank ภายใต Acession number 
AY672971  

2. จากลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอปลาบึก ภายใต Acession number 
AY672971 สามารถนําไปออกแบบไพรเมอรไดอยางไมมีขีดจํากัด โครงการนี้ไดออกแบบไพรเมอรไว
แลว 4 คู สําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในยีน ND2, ND3-ND4, Cytochrome b และ บริเวณ control region 
ซ่ึงจะได PCR product ขนาด 1376, 2356, 2263, และ 1000 bp  ตามลําดับ  

3. เมื่อตรวจความแปรปรวนปลาบึก จํานวน 161 ตัว ที่รวบรวมจากแหลงตาง ๆ รวม 8 แหลง 
และปลาธรรมชาติอีก 1 กลุม โดยอาศัยขอมูล ND2 – RFLP พบวา ความแปรปรวนภายในประชากรต่ํา ( 
gene diversity) มีคาระหวาง 000-0.198 ซ่ึงพบเพียงใน 3 ประชากรเทานั้น คือ ประชากรกาฬสินธุ 
สระบุรี และประชากรธรรมชาติ ไมพบความแตกตางระหวางประชากรอยางมีนัยสําคัญ  เมื่อสราง 
phylogenetic tree ระหวางปลาทั้งหมดพบวามี 4 กลุม หรือ 4 maternal lineages เทานั้น กลาวคือ อาจมี
จุดกําเนิดตั้งตนมาจากตัวเมียเพียง 4 ตัวเทานั้น 

4. เมื่อตรวจสอบความแปรปรวนระหวางประชากรโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 
control region พบวาปลา 131 ตัวนั้นสามารถแบงไดเปน 48 haplotype ซ่ึงเมื่อพิจารณาความสัมพันธ
ระหวาง haplotype พบวา haplotype ที่หางที่สูงสุดถึง 6 นิวคลีโอไทด ซ่ึงคาดวาปลาบึกทั้งหมดนี้นาจะ
มาจากประชากรหลัก 2 ประชากรที่แยกกันอยูนานแลว  เมื่อตรวจสอบความแปรปรวนทั้งหมดพบวา 
percentage of polymorphism จะมีคาเทากับ 5.0 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหคา nucleotide diversity พบวา 
ภายในประชากรมีคาระหวาง0.0032-0.0104. และเมื่อทดสอบความแปรปรวนระหวางประชากร 
(nucleotide divergence) พบวาประชากรเหลานี้มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อนําเอา
คา nucleotide divergence ไปสราง  Neighbor joining(NJ) phylogenetic tree พบวาปลาทั้งหมดแบงได
เปน 3 กลุมหลัก(major clade)ซ่ึงมาจากหลายสายพันธุแม (maternal lineages)  จากผลการวิเคราะหครั้ง
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นี้ แสดงใหเห็นวาเมื่อใชเทคนิคที่ละเอียดขึ้นเราก็สามารถวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
ประชากรปลาบึกไดกวางขวางมากขึ้น  ขอมูลเหลานี้นาจะเปนประโยชนเพื่อการวางแผนการใชปลาบึก
อยางยั่งยืนได 
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Abstract 
 

1. The mitochondrial DNA (mtDNA) of a Mekong giant catfish was extracted from liver and 
digested with MboI and ligated with BamHI digested pUC18. The recombinant plasmids were 
trasferred to E. coli strain JM109. The presumably inserted bacterial clones were screened and sent to 
sequencing unit. The nucleotide sequences of inserted mtDNA fragments were used to design 3 pairs 
of primers for long PCR. The long PCR-products were sequenced by primer walking technique. All 
nucleotide sequences of long PCR products obtained, covered entire mitochondrial genome of giant 
catfish. It was found that mitochondrial genome of giant catfish is composed of 16,533 bp. which 
contains 37 genes (13 proteins- coding genes, 2 ribosomal RNA genes, 22 tRNA genes) and control 
region as those found in other bony fishes. 
  2. By means of complete mitochondrial genome of Mekong giant catfish under accession 
number AY672971 of GenBank, one can design PCR-primer undefinitely. This project has designed 4 
pairs of PCR primers of amplifying mtDNA-fragments of gene ND2, ND3 – ND4, Cytochrome b + 
control region and control region. The PCR products obtained were 1,376, 2,356, 2,263 and 1000 bp, 
respectively. 
 3. The genetic variation of all fish collected from 8 different locations and a wild group was 
determined by using ND2-RFLP data. It was found that the genetic variability within population is 
seemingly low and found only in three populations; Kalasin, Saraburi and wild group. The constructed 
phylogenetic tree showed that all fish derived from 4 maternal lineages. 
 4. The nucleotide sequences of control region (899 bp) of 131 fish were also determined and 
used to define theirs haplotypes. Nucleotide sequences of 131 fish produced 48 haplotypes. 
Consideration to relationship among haplotypes, it was found that the highly distinct haplotypes were 
only six nucleotides differences. It was assumed that all fish were derived from two populations. The 
genetic varialbility was determined and found that the percentage of polymorphism is only 5 % , 
nucleotide diversity within populations ranged from 0.0032 to 0.0104. AMOVA hierarchical analysis 
showed significant variation among populations (p>0.05).The neighbor joining (NJ) phylogenetic 
tree ,based on nucleotide divergence between haplotypes,  revealed 3 major clades which derived from 
different matrenal lineages. Eventhough the genetic diversity of giant catfish is very low, the suitable 
technique could be used to measure variation among populations which would be useful for 
sustainable management. 
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รายการตารางประกอบ 
 หนา 
ตารางที่ 1 สถิติการจับปลาบึกไดระหวางป 2529- 37 และ 2547-49 (น.สพ. สยามโพสต 

ประจําวนัที่ 27 พฤษภาคม 2549) 
1 

ตารางที่ 2 แสดงสถานที่เก็บตัวอยางปลาบกึ สัญลักษณทีใ่ช และ จํานวนปลา 6 
ตารางที่ 3 แสดงผลการสํารวจเอนไซมตัดจําเพาะและตําแหนงตดัในยนีเปาหมายดวย 14 
ตารางที่ 4  Location of genes in the mitochondrial genome of Mekong giant catfish             

(Pangasianodon gigas) 
24 

ตารางที่ 5  ผลการตัดชิ้นดเีอน็เอบริเวณยนี ND2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิดจึงจะให
รูปแบบการตดัที่แตกตางกนั 

27 

ตารางที่ 6 แสดงขนาด Random fragment length polymorphism patterns ที่ไดจากการตัด
ดวย restriction endonuclease 5 ชนิดของช้ิน ND2, ND3 – ND4 และ Cytb-CR 

33 

ตารางที่ 7 แสดง haplotype ของปลาบึกทั้งหมดซึ่งไดจากการตัดยีน ND2 ดวย  restriction 
enzyme ชนิดตางๆ 

34 

ตารางที่ 8 Haplotype frequency distribution among the samples (ND2 RFLP) 35 
ตารางที่ 9 แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนระหวางประชากรจาก  haplotype 

frequency 
35 

ตารางที่ 10 Nucleotide divergence  (Nei and Li, 1979) ระหวาง composite haplotype 36 
ตารางที่ 11 แสดงคา gene diversity ภายในประชากร (ตามเสนทแยงมมุ) และ คา  
                   genetic difference ระหวางประชากร(ใตเสนทแยงมุม) 

36 

ตารางที่ 12 ND3_ND4  haplotype 39 
ตารางที่ 13 Cytb-CR  haplotype 40 
ตารางที่ 14 แสดงตําแหนงนิวคลีโอไทดใน control  region ที่แปรปรวน(variable sites) 44 
ตารางที่ 15 แสดงจํานวนปลาบึก(N) จากสถานที่ตางๆ จํานวน haplotype (Nh) คา 

haploytpe diversity (h)     และ คา nucleotide diversity(π) 

47 

ตารางที่ 16 แสดง nucleotide diversity ภายในประชากร(ตามเสนทแยงมุม) และ 
nucleotide difference ระหวางประชากร (ดานลางเสนทแยงมุม) 

47 

ตารางที่ 17 แสดงคา Fst ผลการทดสอบความแตกตาง ระหวางประชากรจากความแตกตาง
นิวคลีโอไทด (nucleotide difference) 

48 

ตารางที่ 18  แสดงผลการวิเคราะห AMOVA ความแปรปรวนระหวางประชากรตางๆจาก 
nucleotide diversity

48 

ตารางที่ 19 Haplotype frequency distribution among the samples 49 



รายการภาพประกอบ 
 หนา 
รูปท่ี 1. แสดงแผนผังไมโตคอนเดรียปลาบึกซึ่งและยนีตางๆทั้งหมด โดยไดระบุตําแหนง

ของไพรเมอรเพื่อเพิ่ม fragment A, B และ C และรวมทั้งตําแหนงไพรเมอรของ  
 overlapping fragment AB, BC และ CA ทั้ง  3 คู 

11 

รูปท่ี 2   (a) แสดงแถบดีเอ็นที่ไดจากการตดั mtDNA ของปลาบึกดวยเอนไซม MboI โดย
แสดง DNA marker 1 kb ladder (M) และ แถบ mtDNA ของปลาบึกที่ถูกตัด
แลว (mt)           

(b) แสดงขนาดของ plasmid ที่แยกสกัดไดจากโคลนตางๆ เปรียบเทียบกับ 
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1. บทนํา 

 
 ปลาบึก (Pangasianodon gigas Chevey) เปนปลาน้ําจืดชนิดไมมีเกล็ดที่ใหญที่สุดในโลก มีช่ือ
สามัญวา “Mekong giant catfish” หรือ “huge fish” มีขนาดโตเต็มที่มคีวามยาวประมาณ 3 เมตร หรือ
น้ําหนกัตัวอาจถึง 250 – 300 กิโลกรัม (เสนห, 2526) เปนปลาน้ําจืดที่แพรกระจายในลุมแมน้ําโขงและ
ลุมน้ําสาขา เชน แมน้ํามูล แมน้ํามหาสารคาม และแมน้ําสงคราม (Hogan et al. 2004) เนื่องดวยปลาบึก
เปนปลาที่มีเนือ้รสชาติดีเปนที่นิยมของประชาชน จึงกอใหเกดิการจบัเปนจํานวนมาก (กรมประมง, 
2527) จึงมีจํานวนการจับลดลงอยางรุนแรง ถาดูขอมูลการจับไดของปลาบึกที่บริเวณหาดไคร จ.เชียงราย 
ตั้งแตป พ.ศ.2529 – 2537 (ตารางที่ 1) จะเห็นไดวาจํานวนการจับไดลดลงอยางรุนแรงซึ่งเปนเหตใุหปลา
บึกถูกจัดวาเปนปลาที่ใกลสูญพันธุ หรือ critically endangered species (CITES, 2005)  
 
ตารางที่ 1 สถิติการจับปลาบึกไดระหวางป พ.ศ.2529- 37 และ พ.ศ. 2547-49 (นสพ. สยามโพสต 

ประจําวนัที่ 27 พฤษภาคม 2549) 
แหลงท่ีมาของปลา เพศ ป พ.ศ. จํานวนปลาทีจั่บ

ได(ตัว) ชมรม ลาว อ่ืนๆ ผู เมีย 

หมายเหตุ 

2529 
2530 
2531 
2532 
2533 
2534 
2535 
2536 
2537 

18 
24 
42 
60 
69 
31 
35 
48 
18 

18 
24 
42 
59 
51 
22 
26 
30 
15 

- 
- 
- 
1 
11 
8 
8 
18 
3 

- 
- 
- 
- 
7 
1 
1 
- 
- 

12 
16 
27 
44 
40 
12 
18 
25 
- 

6 
8 
15 
16 
22 
18 
16 
23 
- 

 

2547 
2548 
2549 

6 
3 
1 

6 
2 
1 

- 
1 
- 

- 
- 
- 

? 
? 
? 

? 
? 
? 

บันทึกจากขอมูล
สวนตัวทีไ่ดรับ
ทราบจากขาว 

 
 ดวยเหตุผลความสําคัญของปลาบึก กรมประมงจึงไดทําการศึกษาชีวประวัติ ทดลองเลี้ยงในบอ 

และประสบความสําเร็จในการผสมเทียมปลาบึกในป พ.ศ.2526 (เสนห, 2526) โดยไดผสมเทียมปลาบึก
พอแมพันธุที่จับไดจากแมน้ําโขงและดําเนินการมาเรื่อย ๆ ตั้งแตป พ.ศ.2526 ถึงป พ.ศ.2542 ไดลูกปลา
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บึกเพื่อทําการเพาะเลี้ยงประมาณ 3 ลานตัว และกรมประมงไดส่ังไปเลี้ยงตามสถานีประมงตาง ๆ แหลง
น้ําธรรมชาติ และบอเล้ียงของเอกชน ขณะนี้เวลาลวงเลยมาแลวประมาณ 20 ปแลวซ่ึงปลาบึกเหลานี้ (ถา
ยังมีชีวิตอยู) ก็นาจะเปนพอแมพันธุไดแลว ทรัพยากรปลาบึกเหลานี้เปนทรัพยากรปลาบึกที่มีคุณคายิ่ง 
เพราะอาจใชเปนพอแมพันธุผลิตลูกเพื่อการเพาะเลี้ยงในอนาคตหรือผลิตลูกปลาปลอยสูแมน้ําโขงตาม
ธรรมชาติ การจัดการทรัพยากรเหลานี้เพื่อการใชอยางยั่งยืนในอนาคต มีความจําเปนอยางยิ่งที่ตองรู
ขอมูลทางชีววิทยาและพันธุกรรม ของปลาบึกที่มีอยูตามแหลงเลี้ยงตาง ๆ ที่จัดการได เพื่อเปนขอมูลใน
การวางแผนการผสมพันธุในอนาคต และจัดการพันธุกรรมปลาบึกไดอยางยั่งยืน 

สําหรับปลาบึกเปนปลาซึ่งเปน endemic species พบเฉพาะในบริเวณลุมแมน้ําโขงและแมน้ํา
สาขา ขอมูลทางพันธุกรรมของปลาบึกที่ใชเพื่อการจัดการทรัพยากรยังไมมีเลย คือ ขอมูลทางพันธุ
ศาสตรประชากรเปนขอมูลเบื้องตนที่สําคัญ ในการศึกษาตองใชเครื่องหมายพันธุกรรม ( genetic 
marker)ที่เปน nuclear  DNA หรือ mtDNA  ซ่ึงเครื่องหมายพันธุกรรมทั้ง 2 ชนิดก็ยังไมมี ดังนั้นใน
การศึกษาจึงตองพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมขึ้นมากอน โครงการวิจัยนี้ตองการพัฒนาเครื่องหมาย
พันธุกรรมชนิด mtDNA markers ขึ้นมากอน  ดังนั้นการศึกษาวิจัยคร้ังนี้จึงมีจุดประสงคดังตอไปนี้ 

1.   เพื่อการโคลนและวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอทั้งหมดของปลาบึก 
2. เพื่อพัฒนาไพรเมอรจําเพาะสําหรับใชในปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณไมโตคอนเดรียดีเอ็น

เอเฉพาะบริเวณ (mtDNA fragment) หรือ mtDNA marker ของปลาบึกซึ่งมีความยาวมากกวา 1 ยีน 
3. เพื่อการจําแนกสต็อกปลาบึกจากแหลงเลีย้งตางๆ ดวยการวเิคราะห RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism) ของไมโตคอนเดรียดเีอ็นเอเฉพาะบริเวณที่เพิ่มปรมิาณได 
4. เพื่อการจัดกลุมทางพันธุกรรมปลาบึกที่ไมทราบประวตัิตามแหลงเลีย้งตางๆ ตามรูปแบบ

ของ haplotype โดยอาศัยขอมูลปลาที่ทราบประวัตแิลว 
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2. การสํารวจแนวคิดและการวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 จุดประสงคเบื้องตนของการจัดการทางประมง ( fishery management) คือการสอบสวนให
ทราบขอมูลรายละเอียดของแหลงพันธุ หรือ สต็อก (stock) ของปลาหรือสัตวน้ําที่มีอยูและสอบสวนให
ทราบวาแหลงพันธุเหลานี้มีปฏิสัมพันธกับแหลงพันธุและส่ิงแวดลอมอ่ืน ๆ อยางไร( Ferris and Berg, 
1987)  ดังนั้นผูจัดการทางประมงตองดําเนินการศึกษาขอมูลเบื้องตน คือ ขอมูลทางพันธุกรรมของ
ประชากรปลา กลุมหรือฝูง หรือ stock ของปลาชนิดตาง ๆ ที่มีอยู  เทาที่ผานมาการศึกษาขอมูลทาง
พันธุกรรม เชน ความแปรปรวนของอัลโลไซม ( allozyme variation) ไดจากการวิเคราะห protein 
electrophoresis เชนกรณี ในปลาเเซลมอน (Oncorhychus sp.) (Beacham et al., 1995; Bartley and Gall, 
1990) แตวิธีการที่กลาวแลวนี้ตองใชเนื้อเยื่อที่มีความสดและคุณภาพสูง แตถึงแมกระนั้นยังใหผลที่
คุณภาพต่ํา บางครั้งก็ใหความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่ต่ํามาก เชน ในปลา  Tilapia (Cruz et al. ,1982)  

 ความกาวหนาทางเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลตั้งแตป ค.ศ.1980 เปนตนมา (Hallibourton,  2004) 
เปดโอกาสใหเราสามารถวิเคราะหโมเลกุลดีเอ็นเอ (DNA molecule) โดยตรงเพื่อวัดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมของปลา โดยวัดความแปรปรวนของลําดับดีเอ็นเอ ซ่ึงอาจใชการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอ
โดยตรง (direct DNA sequencing) หรือ วิธีการโดยออม ซ่ึงทางดานการประมงเครื่องหมายทาง
พันธุกรรม(DNA marker)ที่ใชมีอยูหลายชนิด เชน mitochondrial RFLP จาก mtDNA , genomic RFLP 
หรือ genomic oligonucleotide polymorphism จาก nuclear genome และเทคนิคอื่น ๆ (Hallerman and 
Beckmann, 1988) 

 ในชวงแรกๆ การวิเคราะห ความแปรปรวนของดีเอ็นเอ (DNA variation) ไดเนนไปที่ไมโต
คอนเดรียดีเอ็นเอ (mitochondrial DNA-mtDNA) เพื่อใชวิเคราะหประชากรธรรมชาติ (Avise, 1994) 
ทั้งนี้เพราะสามารถสกัด intact mtDNAไดจากตับสด หรือ เนื้อเยื่ออ่ืนๆ ขอดีของ mtDNA คือ เปน
โมเลกุลขนาดเล็ก ถายทอดผานทางแม (maternal inheritance) ไมมีการรวมใหม (recombination) และมี
อัตราการกลายพันธุเร็วกวา nuclear gene ถึง 5 – 10 เทา ดังนั้น การวิเคราะห mtDNA ชวยใหเราสามารถ
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมทั้งภายในและระหวางชนิดและเพื่อการจําแนกสต็อกได 
(Meyer, 1993 ; Ferris and Berg, 1998)  การศึกษาชวงตนมักใช mtDNA ทั้งโมเลกุลมาใชศึกษา RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) อยางกรณีในกลุมปลาแซลมอน (Berg and Ferris, 1984; 
Ginatulina, 1992; Carney et al.,  1997) ปลาเทราท (Palva and Palva, 1987; Overden et al., 1993; 
Bembo et al., 1994; Jones et al. 1996) ปลาคอด (Dahle, 1991) และปลาอื่นๆ เชน ปลา common snook 
(Antropomus undecimalis) และ ปลาฉลาม (Shortfin mako, Isurus oxyrinchus)    ซ่ึงจากรายงานเหลานี้
พอจะสรุปไดวาความแปรปรวนในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ (mitochondrial variation) โดยศึกษาจาก 
RFLP สามารถนํามาใชในการจําแนกกลุมหรือประชากรของปลาชนิดตางๆ ได แตการสกัด mtDNA 
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ตองใชเนื้อเยื่อสด คือ หัวใจ ตับ ไต และมาม ซ่ึงจะตองฆาปลาตัวอยาง ฆาใหม ๆ และวิธีการสกัดตองใช
วิธี cesium chloride density gradient centrifugation ซ่ึงเปนวิธีการที่คอนขางยุงยากและเสียเวลามาก 

แตภายหลังการพัฒนาการ polymerase chain reaction (PCR – Saiki et al., 1998) ซ่ึงเทคนิค
ดังกลาวนี้ชวยใหการวิเคราะห mtDNA ไดงายและสะดวกมากขึน้ ช้ินสวน specific mtDNA fragment 
อาจถูกเพิ่มปรมิาณขึ้นโดยใช conserved primers (Kocher et al., 1998) แตตองอาศัยขอมูล mtDNA ของ
สัตวอ่ืนชนิดตางๆ ที่มีอยูกอนแลว เพื่อนําเอาสวนที่เปน conserved sequences มาใชในการออกแบบไพร
เมอร แตขอดอีีกประการหนึ่งคือ DNA template (mtDNA) ที่ใชไมจําเปนตองไดจากเนื้อเยื่อสดอยาง
กรณีสกัด mtDNA ทั้งโมเลกุล ซ่ึงชิ้นสวน mtDNA ที่เพิ่มปริมาณไดอาจนําไปวเิคราะหลําดับดีเอ็นเอ
โดยตรง (direct DNA sequencing) (Fuji and Nishida, 1997; Gleeson et al., 1999; Hoolihan et al., 
2006) หรือ RFLP analysis (Cronin et al., 1993; Adam et al., 1994; Carney et al. 1997) 

การใชเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนจําเพาะในสวน mtDNA ส่ิงสําคัญคือ DNA 
template ซ่ึงเปน mtDNA และขอมูลบางสวนใน mtDNA เพื่อใชในการออกแบบไพรเมอร  สวน DNA 
template สวนใหญสกัดจาก total genomic DNA โดยใชเนื้อเยื่อสดเชนสวนหวัใจ ตับ กลามเนื้อ ครีบ
หาง (Adams et al., 1994; Tabata and Mizuta, 1997) ไขปลา (Withmore et al., 1994) เนื้อเยื่อหุมเกล็ด 
(Whitmore et al., 1992) ครีบปลา (Kochzids and Blohm, 2005) และเมื่อเร็ว ๆ นี้เอง มีการใชเลือดปลา 
(Gleeson et al.,1999) ขอดีคือใชเนื้อเยื่อปริมาณนอย และบางครั้งไมจําเปนตองฆาปลาตัวอยาง ในกรณี
ของ endangered species สวนไพรเมอรนัน้มักจะใชขอมูล mtDNA sequences ของชนิดใกลเคียงมาใช
ในการออกแบบ conserved primer (Kocher et al., 1989) แตในกรณทีี่ยังไมมีขอมลู mtDNA ของชนิด
นั้นโดยตรง กต็องพัฒนาขอมูลเฉพาะชนิดนั้นขึ้นมาเอง ซ่ึงมีรายงานการศึกษาอยูมากมาย 

สําหรับกรณีการศึกษาความแปรปรวนในชิ้นสวน mtDNA บางสวน โดยใชขอมูลท่ีมีอยูแลวมา
ออกแบบไพรเมอร บางครั้งประสบปญหา PCR product ที่ไดมีความแปรปรวนไมมากพอที่จะ
ตรวจสอบความแปรปรวนระหวางประชากรได (Inoue et al., 2000) หนทางแกที่ดีที่สุด ศึกษา complete 
mitochondrial genome ของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ สําหรับ complete mtDNA genome ของปลาในแตชวงแรกจะ
มีอยูอยางจํากัด เชน loach (Tzeng et al., 1992) ปลา carp (Chang et al., 1994) ปลา trout (Zardoya et al., 
1995) ปลา cod (Johansen and Bakke, 1996) ซ่ึงสวนใหญแลวเปนปลามีเกล็ด สําหรับของปลาไมมีเกล็ด
หรือปลามีหนวด(catfish)มีเพียง 2 ชนิด คือ channel catfish (Waldbieser et al., 2003) และปลากด 
(Pseudobagrus tokiensis , Saitoh et al., 2003) สําหรับปลาบึกเปนปลาที่เปน endemic species พบเฉพาะ
ในบริเวณลุมแมน้ําโขงและแมน้ําสาขา ลําดับนิวโอไทดใน mtDNA ยังไมมี ดังนั้นการจะใชขอมูล 
mtDNA เปนเครื่องมือในการศึกษาพันธุศาสตรประชากรหรือความสัมพันธทางวิวัฒนาการกระทําการ
ไมสะดวกมากนัก ดังนั้นควรจะมีขอมูลสมบูรณเบื้องตน (complete mtDNA) ของปลาบึกเปนการเฉพาะ
กอน  ดังนั้นการศึกษาวิจัยคร้ังนี้จึงมีจุดประสงคดังกลาวไวแลว 
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3. วิธีการวิจัย 
 
3.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 1.  เครื่องปนเหวีย่ง  Sigma 3K20 

 2.  Thermal Cycler, Perkin Elmer GeneAmp® System 9600 
 3.  Test tube heater, SHT Stuart Sceintific 
 4.  Vortex Genie 
 5.  Horizontal electrophoresis apparatus 
 6.  PCR Cabinet 
 7.  Micropipette 
 8.  Image documentation.UVP BioDoc-It TM System 
 9.  Automated DNA Sequencer 
 10. Eppendorf tube, PCR tube and Tips 
 11. Computer program, “Oligo 1999-2002 v.9.11.4”  
 
3.2  ชุดสกัดและสารเคมีตางๆ 

1.  ชุดสกัดดีเอน็เอ, QIAamp® DNA Mini Kit( QIAGEN ,Germany) 

2.  ชุดทําบริสุทธ PCR, QIAquick® PCR Purification Kit 
3.  High Fidelity PCR Enzyme Mix(Fermentas ,USA) 
4.  dNTP 
5.  Primers (KU-Vector ) 
6.  สารเคมีเพื่อการเตรียมบฟัเฟอรและสารละลายตางๆ 

 
3.3  ปลาบึกท่ีใชในการทดลอง 

3.3.1  ตับและเนื้อเยื่อปลาบึก ประมาณ 200 กรัม  
    3.3.2 การเก็บตัวอยางปลาบกึจากแหลงเลีย้งและแยกสกดัดีเอ็นเอ ไดเดินทางไปเก็บตัวอยางปลา
บึกที่สถานีประมงน้ําจดืกาฬสินธุ ไดตัวอยางทั้งหมด 57 ตัว ซ่ึงปลาบึกจากสถานีนี้ไมมีการฝงไมโครชิพ 
ทั้งนี้เพราะสถานีประมงไดฝงไมโครชิพไวแลว จึงเพียงอานรหัสแลวบนัทึกขอมูล 
 สวนที่ศูนยวจิยัและพฒันาประมงน้ําจืดอดุรธานีมีปลาบึกขนาดคอนขางเล็ก ขนาดประมาณ 6-8 
กิโลกรัม ไดเกบ็ตัวอยางและฝงไมโครชิฟใหกับทางสถานีจํานวน 20 ตวั 
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 สําหรับที่ศูนยวิจัยและทดสอบพันธุบุรีรัมยไดเก็บตวัอยางและฝงไมโครชิฟปลาบึกไว 30 ตัว แต
เปนปลาขนาดประมาณ 3-5 กิโลกรัม ซ่ึงขอมูลเบื้องตน เปนปลาที่ไดรับจากกรมประมงในป พ.ศ.2538 
แตไมมีประวตัิอยางใดเลย 
 สวนฟารมปลาเอกชน ไดไปเก็บตัวอยางปลาบึกที่ฟารมเอกชนในจังหวัดลพบุรี สถานีประมง
สระแกว และฟารมเอกชนเชียงรายไดปลาบึกทั้งหมด 14 ตัว   27 ตัว และ 20 ตัว ตามลําดับ แตในฟารม
เหลานี้ไมมีการฝงไมโครชิฟ (ยกเวนฟารมเอกชน คือ จรัลฟารม จากเชียงราย) ทั้งนีเ้พราะเจาของฟารม
ไมตองการและไมอาจรับประกันไดวาจะขายปลาเหลานี้เมื่อไร จึงเกิดความไมมั่นใจวาจะกลับคืนไปเก็บ
ตัวอยางซ้ําไดหรือไม ถาตัวอยางที่เก็บไดไมดีพอ สถานที่เก็บและจํานวนตวัอยางปลาแสดงไวใน ตาราง
ที่ 2 
 การเก็บตวัอยางปลาบึกครั้งนี้ไดเก็บเนื้อเยื่อบริเวณปลายครีบไขมันหรือปลายครีบหางขนาด
ประมาณ 0.5 ซม. ซ่ึงทําใหปลาไดรับปลาบาดเจ็บเพยีงเล็กนอย แตกอนปลอยลงน้ําก็ไดทายาฆาเชื้อที่
รอยแผล สวนครีบปลาที่ตัดแลวก็นําไปแชน้ําแข็งและนาํเก็บรักษาไวที่ –20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ
นําไปแยกสกดัดีเอ็นเอ 
 นอกจากนั้นในป พ.ศ. 2548 เมื่อไดทราบวามีการจบัปลาบึกธรรมชาติไดที่บริเวณหาดไคร 
อําเภอเชียงของ จังหวดัเชยีงราย จึงไดเดินทางไปเก็บตวัอยางสวนกลามเนื้อปลาบึกธรรมชาติไดทั้ง 3 ตัว 
 ตัวอยางปลาบกึทั้งหมดนํามาเก็บไวในตูแชแข็ง (-20C) ที่ภาควิชาพนัธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
  
ตารางที่ 2  แสดงสถานที่เก็บตัวอยางปลาบกึ สัญลักษณทีใ่ช และ จํานวนปลา 

สถานที่เก็บตัวอยาง สัญลักษณที่ใช จํานวนปลา(ตวั) 
1.  สถานีประมงกาฬสินธุ 
2.  สถานีประมงเชียงราย 
3.  สถานีประมงสระแกว 
4.  ศูนยวจิัยประมงแหงชาต ิ(NIFI) 
5.  ศูนยวจิัยแลพัฒนาประมงน้ําจืดอุดรธานี 
6.  ศูนยพัฒนาและทดสอบพนัธุประมงบุรีรัมย 
7.  จรัลฟารม เชียงราย 
8.  ฟารมปลาเอกชนในลพบรีุและสิงหบุรี 
9.  ปลาบึกธรรมชาติ 

E 
CS 
SK 
AY 
US 
BR 
CS 

LRL,LRD, SB 
WG หรือ 

 CR4801-4803 

57 
50 
27 
30 
20 
30 
20 
65 
3 
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3.4  วิธีการทดลอง   
3.4.1  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอทั้งหมดของปลาบกึ 

เพื่อการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอทั้งหมดของปลาบึก ตอง
ดําเนินการปฏิบัติการวิจยั 3 ขั้นตอน คือ 

1. การแยกสกัดและการโคลนไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอจากตบัของปลาบึก 
2. การออกแบบไพรเมอรและการทํา Long PCR 
3. การสง PCR product ไปวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด 

ซ่ึงแตละขั้นตอนมีวิธีการวจิยัดังตอไปนี ้
3.4.1.1  การแยกสกัดและการโคลนไมโตคอนเดรียดเีอน็เอ 

   การสกัดไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอใชวิธีการสกัดตามรายงานของ Sangthong and Jondeung 
(2003) โดยใชตับปลาบึกหนักประมาณ 5 กรัม บดในสารละลายบัฟเฟอร TEK  (50 mM Tirs-HCl, 10 
mM EDTA, 15% KCL, pH 7.5) แลวนําไปปนเหวี่ยงในสารละลายบัฟเฟอรที่มีความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครสแตกตางกันเปนสองชั้นโดยใชสารละลาย 15% sucrose-TEK ผลจากการปนเหวี่ยงจะได 
mitochondria pellet และหลังจากนั้นทําให pellet ที่ไดแตกออกดวยสารละลาย 18% SDS ซ่ึงจะไดไมโต
คอนเดรียดีเอ็นเอละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอที่ไดจะถูกทําใหบริสุทธิ์โดย
การสกัดดวย phenol-chloroform ตกตะกอนไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอที่ทําใหบริสุทธิ์แลวดวย ethanol แลว

ละลายใน TE buffer ปริมาตร 50 μl เติมสารละลายเอนไซม RNase A บมขามคืนที่ 37 °C แลวเก็บที่ -

20°C เพื่อใชสําหรับดําเนินการวิจัยในขั้นตอไป 
3.4.1.2  การโคลน mtDNA ปลาบึกโดยใชดีเอ็นเอพาหะ pUC18 

 ตัด mtDNA ปลาบึก (ความเขมขน 1.75 μg/μl) ปริมาตร 10 μl ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Mbo I 

และตัดพลาสมิด pUC18 (ความเขมขน 500 μg/μl) ปริมาตร 2 μl ดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ Bam HI โดย

เตรียมใหทั้งสองปฏิกิริยามีปริมาตรสุดทายเทากับ 20 μl จากนัน้จงึเชื่อมตอดีเอน็เอทั้งสองชนิดที่ตัด
แลวเพื่อสรางดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) ระหวาง mtDNA และ pUC18 โดยนํา mtDNA ที่ตัด

แลวปริมาตร 2 μl และ pUC18 ที่ตัดแลว 3 μl ผสมรวมกันในหลอดขนาด 1.5 μl และเติมสารละลาย 

T4 DNA ligase buffer (10X) ปริมาตร 2 μl เติม 5 mM ATP 1 μl และ เอนไซม T4 DNA ligase (6,000 

Weiss unit/ml) 1 μl ผสมใหเขากัน บมที ่ 10 องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง สุดทายจะไดดเีอ็นเอสาย
ผสมระหวาง mtDNA ปลาบึกกับ pUC18 

 ดีเอ็นเอสายผสมที่ไดจะถูกถายฝากเขาสูแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 ที่ผานการเตรียมให
เปนคอมพีเทนตเซลล (competent cell) ดวยวิธีการถายฝากแบบ heat shock โดยการนาํดีเอ็นเอสายผสม

ปริมาตร 10 μl ผสมกับคอมพีเทนตเซลลปริมาตร 50 μl ผสมใหเขากันแลวแชน้ําแข็งไว 30 นาที แลว
นําไปผานความรอน 42 องศาเซลเซียสทันที (heat shock) โดยบมไวนาน 1 นาที 30 วินาที หลังจากนั้น
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จะนําไปแชในน้ําแข็งทันทีนาน 2 นาที จากนั้นเติมอาหารสูตร LB (บมใหมีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส) 

ปริมาตร 500 μl แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ในขณะบมเขยาเบาๆ 
หลังจากนัน้นาํสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรียที่ไดนําไปเกลี่ยใหทั่วบนผิวอาหารแข็งสูตร LB ที่

ใชเปน selective medium โดยในอาหารจะมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 μg/μl, X-gal 40 μg/μl และ 

IPTG 4 μg/μl และนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง 
 คัดเลือกโคโลนีแบคทีเรียทีม่ีสีขาวจาก selective medium มาเลี้ยงเพิ่มจํานวนและสกัด พลาสมิด

เพื่อตรวจสอบขนาดของพลาสมิดที่เปลี่ยนไปจากขนาดของ pUC 18 ปกติ เพื่อเตรยีมสําหรับการนําไป
หาลําดับนวิคลีโอไทดของชิ้นสอดแทรก 
 3.4.1.3 การออกแบบไพรเมอรและการทํา Long PCR   

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอปลาบึกที่ไดจากการโคลน pPGmt03, 
pPGmt 37, pPGmt 40, pPGmt 70 และ pPGmt 80 นํามาใชเปนขอมูลเพื่อออกแบบไพรเมอรเพื่อการทํา 
Long PCR โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร "Oligo v.9.11.4" ผลปรากฏวาไดไพรเมอรเพื่อการดังกลาว
แลวจํานวน 3 คูคือ 

คูที่1 P5 (H 1,472)      5’-CCGAACTTAGTTATAGCTGGTTGC-3’ 
     P6 (H 5,269)      5’-CCTAGCTGTTAACTAGGAGTTTGT-3’ 
 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากยีน 16s rRNA ถึงบริเวณกลุมยีน tRNA ที่เรียกวา WANCY region 

ซ่ึงจะได PCR product ยาวประมาณ 4 กิโลเบส PCR product ช้ินนี้ใหช่ือวา “A- fragment” 
คูที่ 2 P7  (H   5,243)      5’-CCTACAAACTCCTAGTTAACAGC-3’ 
  P10(H 11,914)      5’-TGGTTCCTAAGACCAACGGATG-3’ 
 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากบริเวณ WANCY ถึงบริเวณยีน ND4 มีขนาด PCR product 

ประมาณ 6.2 กิโลเบส PCR product ช้ินนี้ใหช่ือวา “B- fragment”    และ 
คูที่ 3 P8  (H 11,888)     5’-TAGTTCATCCGTTGGTCTTAGG-3’ 
    P12(H   1,491)      5’-CCAGCTATAACTAAGTTCGGTAGG-3’ 
 
เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากยีน ND4 ไปถึงยีน 16s rRNA ซ่ึงจะได PCR product ยาวประมาณ 

6.0 กิโลเบส   PCR product ช้ินนี้ใหช่ือวา “C- fragment” 
ถาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดทั้งหมดก็เทากับเราสามารถเพิ่มปริมาณไมโตคอนเดรียจีโนมได

ทั้งหมด ประมาณ 16-17 kb 
เมื่อนําไพรเมอรดังกลาวขางบนไปทดลองทําปฏิกิริยา Long PCR ดวยเครื่อง Perkin-Elmer 

thermal cycle model 9600 โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 30 รอบ สําหรับปฏิกิริยาปริมาตร 50 μl 

อันประกอบดวย sterilized distilled water 30.5 μl, 10xLA PCR buffer II (Mg2+ Plus) (Takara Bio 
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Inc.), 2.5 mM dNTP mixture 8μl, 10 pmol Primer1 2 μl, 10 pmol Primer2 2 μl, DNA template 2 μl 

และ 2.5 units/μl Takara LA taqTM 0.5 μl โดยใช thermal cycle profile ดังนี้คือ 

  Initial denaturation  94 °C    1  min 

  Denaturation  94 °C  20 sec 

  Annealing  55 °C  30 sec 

  Elongation  68 °C    7 min 

  Final elongation 72 °C              10 min 
 

 3.4.1.4  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product 
 นํา fragment A, B และ C ซ่ึงเปน PCR product ไปวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด โดยวิธี Primer 
walking sequencing โดยใชวิธี dye-labeled terminator sequencing ดวยเครื่องวิเคราะหลําดับนวิคลีโอ
ไทดอัตโนมัต ิ (automatic DNA sequencer) ของบริษัท Applied Biosystem  Model ABI 3100 และ 
ABI3730XL ซ่ึงดําเนินการโดยหนวยบริการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอ (คือ BSU และ Macrogen Inc. 
KOREA) 

สําหรับวิธีการ Primer walking sequencing มีวิธีการโดยสรุปคือ นาํ PCR product ที่ไดไป
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดคร้ังแรก โดยการใช PCR primer จากปลายขวาและซาย เมื่อไดลําดบันิวคลี
โอไทดแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดดังกลาวไปออกแบบไพรเมอรคูถัดไปเพื่อวเิคราะหลําดับนวิคลี
โอไทดสวนทีอ่ยูลึกเขาไปเรือ่ยๆ ดําเนนิการซ้ําๆ ไปจนกระทั่งลําดบันิวคลีโอไทดจากปลายซายและขวา
ทับกันบริเวณสวนกลางของชิ้นสวนจึงยุตกิารวิเคราะห หลังจากนัน้จึงออกแบบไพรเมอรเพื่อวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณสวนตอของชิ้น   A , B และ C ซ่ึงเรียกวา overlapping AB , -BC และ –CA 
หลังจากนัน้จึงสามารถสราง contig sequences ของ complete mitochondrial genome ของปลาบึก ช่ือ
และลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรไดแสดงไวขางลางนี้ 

 
AB TAGGCACTTAGCGCCCTACT Overlapping AB 
BA AGCGCGTGATCGTCACAGG  
BC AGGATAATAGTTCATCCGTTGGTC Overlapping BC 
CB TTGGCGGTCGGCTCGACC  
CA GTACCGCAAGGGAACGCTG Overlapping CA 

     AC      TGGCTGCTTTTAGGCCCAC 
 
สําหรับอักษรยอช่ือไพรเมอรที่เพื่อการวิเคราะหสวนตอเชื่อมนั้น บงถึงทิศทางและตําแหนงของไพร
เมอร เชน AB เทากับไพรเมอรอยูบนชิ้น A   วิ่งไปหาชิน้ B   และ  CA   คือ ไพรเมอรบนชิ้น C วิง่ไปหา



ช้ิน A  สวนไพรเมอรอ่ืนๆเข าใจไดในทํานองเดียวกนั  แผนผังแสดงตําแหนงของไพรเมอรตางๆได
แสดงไวใน รูปที่ 1 
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เมื่อไดลําดับนวิคลีโอไทดตลอดทั้งสายแลว จึงนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดไปสอบเทยีบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร Clustal W (Thompson et al.,1994)  
เพื่อทราบวาทอนดีเอ็นเอที่เรารูลําดับแลววาเปนสวนของยีนอะไรในไมโตคอนเดรียดเีอ็นเอและสุดทาย
ก็วิเคราะหนวิคลีโอไทดทั้งหมด โดยการเปรยีบเทียบกบัขอมูลที่มีอยูใน GenBank 
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ของ overlapping fragment AB, BC และ CA ทัง้ 3 คู
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3.4.2. การออกแบบไพรเมอรเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณและการทดสอบประสิทธิภาพ 
3.4.2.1 การแยกสกัดดีเอ็นเอ  total DNA จากปลายครีบปลาตัวอยางเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ

(template DNA)จะใชชุดสําเร็จ  DNA purification kit (QIAampR Mini Kit, Qiagen, Germany) ซ่ึงจะ
ใชเวลาเพียงเล็กนอยและไดดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์สูง 

3.4.2.2 การเพิม่ปริมารดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณ  
 ใชขอมูลนิวคลีโอไทดของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของปลาบึก (AY762971) ซ่ึงไดกําหนดยีน
ตาง ๆ ทั้งหมดแลว จึงไดนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่อยูทางปลายขวาและซายของยีนที่กําหนด 
คือ ยีน ND2 , ND3/ND4 และบริเวณ Cytochrome b + control region มาใชในการออกแบบไพรเมอร 3 คู 
เพื่อใชสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทั้ง 3 บริเวณ โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร” Oligo v. 6.0”  
 ไพรเมอรแตละคูมีลําดับดังนี้ คือ 
 (ก) ไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ND2 คือ 
  P13(H 3,902);   5’-AAAGAAGGGACTCGAACCCAT-3’ 
  P14(H 5,208); 5’-AATTAAAGTGTCTGGGTTGCATTC-3’ 
ซ่ึงจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ND2 และรวมสวนปลายทั้งสองขางยาวประมาณ 1,304 คูเบส 

(ข) ไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ND3/ND4 คือ 
  P15 (H 9,512);   5’-CACTTCGTAGACGTCGTGTGAT-3’ 
  P16 (H 11,863); 5’-GCCATGGAGTTTAACCATGGG-3’ 
ซ่ึงจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ND3-ND4 และสวนปลายทั้งสองขางยาวประมาณ 2,352 คูเบส 

(ค) ไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรวมยีน Cytochrome b และ control region คือ 
  P17 (H 14,232);  5’-CCCCAACCAAGCCCACC-3’ 
  P18 (H 148); 5’-GGCATTCTCACAGGGATGCG-5’ 
ซ่ึงจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณทีก่ลาวแลว ยาวประมาณ 2,450 คูเบส 

เมื่อนําไพรเมอรทั้ง 3 คูไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองไดผลตามที่คาดหมาย  แตเกิด
ปญหากับกรณีไพรเมอรคูที่ 3 ทั้งนี้เพราะเกิดการเพิ่มปริมาณ non-specific band ขึ้นมาดวย ซ่ึงเมื่อทํา 
optimization PCR condition มีผลเพียงลดความเขมขนของ non-specific band ใหจางลงไปไดบางแตไม
หมดไป จึงไดออกแบบไพรเมอรคูใหมเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณรวม Cytochrome b + 
control region คือ 
  P19 (H 14,312);  5’-ACTAATGACTTGAAAACCCACCG-3’ 
  P20 (H 41); 5’-TAACATCTTCAGTGTTATGCTTTG-3’ 
ซ่ึงควรเพิ่มปริมาณดีเอน็เอขนาด 2,263 คูเบส (ดังรูปที่ 2) 
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สําหรับสภาวะที่เหมาะสมเพือ่การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีการ polymerase chain reaction 
(PCR) นั้นสวนผสมขององคประกอบตางๆ มีดังตอไปนีค้ือ 
 

  1.  PCR buffer   5.0  μl 

  2.  25 mM MgCl2  5.0  μl 

  3.  2.5 mM dNTPmix  4.0  μl 

  4.  Primer 1   2.0  μl 

  5.  Primer 2   2.0  μl 

  6.  High Fidelity Taq  0.5  μl 

  7.  DNA template  2.0  μl 

  8.  H2O               29.5  μl 

   Total reaction             50.0  μl 
 

ซ่ึงมี thermal profile ดังตอไปนี้ 

  Initial denaturation  94 °C   1 นาที 

  Denaturation   94 °C   20 วินาท ี

  Annealing   54 °C   30 วินาท ี

  Elongation   68 °C   2:45 นาที 

และ  Final elongation  68°C  10 นาที 
 
3.4.3  การคัดเลือกและสํารวจตําแหนงตัด (restriction site) ของเอนไซมตัดจําเพาะ 
 3.4.3.1 การคัดเลือกเอนไซม 

 จากการที่เรารูลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของยีน ND2 , ND3-ND4 และบริเวณยีน Cytochrome 
b + control region จึงนําเอาลําดับของทั้ง 3 บริเวณไปวิเคราะหตําแหนงตัด (restriction site) ของ
เอนไซม  restriction endonuclease ชนิดตาง  ๆ  ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรจาก 
http://seqtool.sdsc.edu/cgi/bwcg และ http://searchluncher.bcm.tmc.edu/cgi/seq-util.pl  สุดทาย
คอมพิวเตอรจะรายงานออกมาเปนรายชื่อเอนไซมและจํานวนชิ้น (fragment) ที่คาดวาจะตัดได จึง
ดําเนินการทดลองใชเอนไซม โดยพิจารณาจากประเภทของเอนไซมวาเปน 4-cutter หรือ 6-cutter 
จํานวนและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดไดเพราะจะสงผลตอวิธีการตรวจสอบภายหลังการตัด สําหรับ
เอนไซมที่คัดเลือกไวสําหรับตัดยีนเปาหมายมีดังนี้  ตามตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  แสดงผลการสํารวจเอนไซมตัดจําเพาะและตําแหนงตดัในยนีเปาหมายดวย 
 

วิธีการตรวจสอบ 

ยีนเปาหมาย 
เอนไซมตัด
จําเพาะ 

Agarose 
gel 

PAGE จํานวนชิ้นที่
คาดวาจะได ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ (bp) 

ND2 DraI √  2 551, 625 
(1,376 bp) HhaI √  2 352, 1024 

 XbaI √  2 168, 1,208 
 AciI  √ 5 165, 225, 246, 365, 375 
 HaeIII  √ 8 10, 54, 52, 111, 127, 267, 285, 240 

      
 Tru1I  √ 11 4, 10, 24, 38, 39, 49, 83, 139, 147, 403, 440 
 DpnII  √ 7 4, 42, 63, 94, 195, 213, 765 
 TasI  √ 8 41, 53, 94, 108, 132, 231, 259, 458 

ND3 - ND4 
(2,352 bp) 

AciI  √ 11 4, 9, 77, 78, 104, 120, 237, 299, 393, 407, 
624 

 DpnII  √ 7 37, 101, 138, 268, 345, 345, 1118 
 HaeIII  √ 10 27, 31, 50, 51, 141, 206, 217, 316, 406, 907 
 RsaI  √ 7 29, 83, 86, 372, 489, 561, 732 
 TasI  √ 12 15, 18, 21, 24, 35, 36, 42, 66, 78, 90, 108, 

207 
 Tru1I  √ 14 12, 19, 26, 37, 39, 51, 66, 113, 119, 214, 

384, 414, 421, 437 
Cytb - CR AluI  √ 9 9, 13, 31, 102, 154, 282, 496, 543, 633 
(3,263 bp) DpnI  √ 5 141, 175, 340, 713, 894 

 HaeIII  √ 5 203, 222, 248, 441, 1,141 
 RsaI  √ 15 20, 24, 25, 34, 44, 64, 105, 108, 170, 197, 

204, 245, 254, 380, 386 
 TaqI  √ 5 98, 111, 159, 923, 972 

 
และจะใชเอนไซมเหลานี้มาทดลองตัด PCR product ของทั้ง 3 ช้ิน 
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3.4.3.2 การทดลองหาสภาวะเหมาะสม (optimal condition) และการทดลองตัดชิ้นดีเอ็นเอ
เปาหมาย  

ทั้งนี้เพราะวาเอนไซมแตละชนิดมีบัฟเฟอรและองคประกอบอื่นๆที่ใช รวมทั้งระยะเวลาและ
อุณหภูมิที่ใชบมแตกตางกนั จึงตองหาสภาวะเหมาะสมสูงสุดของเอนไซมแตละชนิด จึงนําเอนไซมที่
คัดเลือกไวมาทดลองหาสภาวะเหมาะสม (optimal condition) สําหรับการตัดชิ้นดเีอน็เอยีนเปาหมาย คือ 
ND2, ND3-ND4 และ Cytb-CR ซ่ึงมีขนาด 1,376 คูเบส , 2,352 คูเบส , และ 2,263  ตาคูเบส ตามลําดับ 
และทดสอบผลการตัดวาไดช้ินดีเอ็นเอตามที่โปรแกรมคอมพิวเตอรแสดงไวหรือไม  

3.4.3.3  การทดลองจําแนก haplotype ของปลาบึกจากประชากรกาฬสินธุและอุดรธานี 
เมื่อใชเอนไซม DraI, HindIII และ XbaI ตัด PCR product ทีไดจากตัวอยางปลาบกึจากสถานี

ประมงกาฬสนิธุจํานวน 15 ตัว และศูนยวจิัยและพัฒนาประมงน้ําจืดอดุรธานีจํานวน 12 ตัว ผลปรากฏวา 
ปลาจากกาฬสินธุและอุดรธานีใหผลทาง haplotype เหมอืนกัน ไมมีปลาตัวใดให haplotype ที่แตกตาง 
(รูปที่ 4.7a , b และ c) เมื่อนําจํานวนตําแหนงตัดรวมทั้ง 3 เอนไซมแลวเทากับ 3 ตําแหนง ซ่ึงโดยทฤษฎี
แลว การวิเคราะห RFLP ก็เพื่อใหทราบวาเบสในตําแหนงตัดจําเพาะ (restriction site) มีการเปลี่ยนแปลง
หรือเกิดการกลายพันธุหรือไม กลาวคือ ถาเบสตัวใดตวัหนึ่งเปลี่ยนไปเอนไซมก็จะตัดไมได แตจากการ
ใชเอนไซม DraI, HindIII และ XbaI ซ่ึงเปนเอนไซมประเภท 6-cutter ตัดดีเอ็นเอยีนเปาหมาย ND2 ได 2 
ช้ินทั้งหมด  ดงันั้นตําแหนงตัดที่เราวิเคราะหไดเพยีง 3 ตําแหนง เทานั้น ดังนัน้จึงคาดวาจะเปนการยากที่
จะพบตําแหนงที่กลายพันธุไปที่จะให haplotype แปลกออกไป ดังนั้นจึงเปลี่ยนเอนไซมใหมทัง้หมด 
โดยคาดวาจะเปลี่ยนเปนเอนไซม 4-cutter ทั้งนี้ก็เพื่อเพิ่มจํานวนตําแหนงตัดใน PCR product เพื่อคนหา 
haplotype แปลกเพิ่มขึ้น แตก็ตองใชเวลามากกวาเมื่อตองวิ่งชิ้นดีเอน็เอใน denaturing polyacrylamide 
gel 
 จากตารางที่ 3 พอจะประเมินไดวา เมื่อใชเอนไซมตัดจําเพาะก็จะไดตําแหนงตัดทั้ง 3 ยนีรวมกนั
ประมาณ 129 ตําแหนง 

ซ่ึงเอนไซมที่คัดเลือกไวอาจเปลี่ยนแปลง ทัง้นี้ขึ้นอยูกับความสําเร็จของการทดลองตัดเบื้องตน
วาจะประสบผลสําเร็จในการตัดหรือไม 
 
3.4.4  การจําแนก haplotype ของปลาบึกจาก 3 ประชากรและปลาบึกไมทราบประวัต]ิ 
 ในการจําแนก haplotype ของปลาบึกจะตองนํา genomic DNA ปลาบึกแตละตวัจากประชากร
ตางๆ มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน ND2, ND3/ND4 และ บริเวณ Cytochrome b + control 
region  หลังจากนั้นจึงนํา PCR product ที่ไดมาตัดดวย restriction enzyme ที่คัดเลือกไวแลวนําไปวิ่งใน 
polyacrylamide gel electrophoresis เพื่อตรวจผลของการตัด เพื่อจําแนก haplotype ของปลาบึกแตละตัว 

3.4.4.1  การจําแนก haplotype ของปลาบึกโดยอาศยับริเวณยนี ND2 
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 ใช genomic DNA ของปลาบึกจากสถานีประมงกาฬสินธุ ศูนยวจิัยและพัฒนาประมงน้ําจืด
บุรีรัมยและอุดรธานี และ ปลาบึกที่รวบรวมจากแหลงตางๆ จํานวน 163 ตัว มาเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ
บริเวณยีน ND2 และนําไปตัดดวยเอนไซม AciI, DpnII, HaeIII TasI และ Tru1I แตก็มีปญหาสาํหรับ
ประชากรบุรีรัมยที่ไมไดผลจากการตัดดวยเอนไซม DpnII และ HaeIII ดังนั้นทําใหขอมูลจากประชากร
ไมสมบูรณ และตองตัดทิ้งไปเมื่อนําไปวเิคราะหขอมูล สําหรับการจําแนก haplotype ของปลาบึกจากยนี 
ND2 นั้นดําเนนิการเสร็จสมบูรณแลว 
 3.4.4.2  การจําแนก haplotype ของปลาบึกโดยอาศยับริเวณยีน ND3-ND4 และ บริเวณยีน 
Cyochrome b +control region 
 ในกรณีการจําแนก haplotype ดวยบริเวณยนี ND3-ND4 และ Cytochrome b + control region 
ทําสําเร็จเรียบรอยแลวเฉพาะกรณีประชากรจากสถานีประมงกาฬสนิธุเทานั้น ดวยเหตุที่ไมสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอจากประชากรอื่นๆไดตามแผน จึงไมนํามาเสนอในทีน่ี้  
 
3.4.5  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ control region 
 เนื่องดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของชิ้นยาวคือ ND3-ND4  และ Cytb/control region  
ไมประสบผลสําเร็จในประชากรอื่น ๆ (ไดเฉพาะกาฬสินธุ) ดังนั้นจึงเปลี่ยนแผนดําเนินการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอในบริเวณ control region เพิ่มเติมจากจุดประสงคเดิม ซ่ึงบริเวณ  control 
region ซ่ึงมีขนาด 899 คูเบส และเปนบริเวณที่มักนํามาใชในการจําแนกประชากร ทั้งนี้เพราะเปน
บริเวณที่มิไดกําหนดยีนใด ๆ แตทําหนาที่ในเร่ืองการเพิ่มตัวเองของ mtDNA (Meyer, 1993) และดวย
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยตรงก็จะเปนการเพิ่มลักษณะ (characters) ของแตละตัวอยาง (ปลา
บึกแตละตัว) จึงควรใหความละเอียดมากขึ้นในการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรม (genetic 
variation) ระหวางปลาแตละตัวละเอียดขึ้น ในการนี้จึงไดออกแบบไพรเมอรอีก 1 คูคือ 
 
 pgCRF (H 15,621);   5’-CCAAAGCTAGGATTCTCAGCT-3’ 
 pgCRR (H 33);         5’-TCAGTGTTATGCTTTGGTTTAAGC-3’ 
 
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอซึ่งมีบริเวณ control region รวมอยูดวย ซ่ึงปรากฏวาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดขนาด
ประมาณ 1000 bp 
 แตเมื่อใช PCR-primer คูนี้ไปใชเปน sequencing primer ปรากฏวาเมื่อนําผลวิเคราะหลําดับดี
เอ็นเอมาสรางเปน contig sequence ปรากฏวาไดบริเวณ control region ที่ขาดไปประมาณ 100 bp ดังนั้น
จึงออกแบบ sequencing primer คูใหมซ่ึงอยูภายในสวนของ PCR product (internal sequencing primers) 
ไพรเมอรดังกลาวคือ 
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 SQF (H 15,757);     5’-TAAACATTGACAAACCTATTATTG-3’ 
 SQR (H 16,401);    5’-GGGGTTTGTCGCGTGCGA-3’ 
 

ซ่ึงผลปรากฏวาเมื่อนําเอาผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product จากปลาบึกแต
ละตัว (ทั้งสองดาน) มาทํา contig sequence ผลปรากฏวาครอบคลุมบริเวณ control region ทั้งหมด 
ดังนั้น ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของปลาบึกทุกตวัจึงไดจากการใช sequencing primer คูนี้ 
 
3.4.6 การวิเคราะหขอมูล haplotype ของปลาบึก 

ขอมูล RFLP ของยีน ND2 ถูกนํามาใชวิเคราะห haplotype distribution ความแปรปรวนทาง
พันธุกรรม (genetic variation) ภายในและระหวางประชากรและรวมทั้งการแบงความแปรปรวนเหลานี้
ออกเปนสวนตางๆ ดวยการวิเคราะห AMOVA (analysis of molecular variance) ดวยโปรแกรม 
ARLEQUIN version 3.0 (Excoffier, et al., 2005)  
 สวนขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ control region จะถูกนํามาเปรียบเทียบระหวางกัน 
(alignment)โดยใชโปรแกรม CLUSTALW version 1.8(Thompson et al.,1994)  การจําแนกหลังจากนั้น
จึงใชโปรแกรม DnaSP v 4.10(Rozas et al., 2003) ใชในการจําแนก haplotype ของปลาแตละตัว 
nucleotide diversity และ nucleotide divergence นอกจากนั้น ยังใชโปรแกรม MEGA version 3 (Kumar 
et al. ,2004) เพื่อการวิเคราะห number of pairwise difference (TS, TV และ TS+TV) จาก haplotype 
ทั้งหมด เพื่อนําขอมูลไปใชการทํา Model test (nucleotide substitution model) ดวยโปรแกรม 
PAUP4v.10 (Swofford, 2002) ซ่ึงยังใชเพื่อคํานวณ genetic distance ระหวาง haplotype เพื่อใชในการ
สราง NJ phylogenetic tree และทํา bootstrap test ในแตละ phylogenetic tree  ดังกลาวแลว 
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4. ผลการวิจยัและการอภปิรายผล 
 

4.1 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของปลาบึก 

4.1.1 ผลการโคลน mtDNA ปลาบึกโดยใชดีเอ็นเอพาหะ pUC18 
จากการนําเอา recombinant plasmid ซ่ึงเกิดจากการรวมของชิ้นสวน mtDNA ปลาบึกและ 

pUC18 แลวถายเขาสู E. coli สายพันธุ JM109 และนําไปเพาะเลี้ยงบน selective media จากการคัดเลือก
เฉพาะโคโลนีแบคทีเรียสีขาวจํานวนประมาณ 100 โคลน และนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อเพิ่ม
ปริมาณเซลลสําหรับการแยกสกัด recombinant plasmid เพื่อเปรียบเทียบขนาดของ พลาสมิดที่ไดจาก
โคโลนีสีขาวของแบคทีเรีย E. coli กับขนาดของพลาสมิด pUC18 พบวาพลาสมิดที่ไดเกือบทั้งหมดมี
ขนาดใหญกวาขนาดของพลาสมิด pUC18 และพลาสมิดเหลานั้นก็มีขนาดแตกตางกัน โดยสามารถ
แบงเปนกลุมไดดังแสดงตัวอยางใน รูปที่ 2b จากการสง recombinant plasmid ไปวิเคราะหลําดับนิวคลี
โอไทดของชิ้นสอดแทรก (inserted) จากกลุมที่มีขนาดแตกตางกัน โดยเลือกโคลน pPGmt03, pPGmt 
37, pPGmt40, pPGmt 70 และ pPGmt83 สงไปการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่หนวยบริการ (BSU) 
เมื่อไดลําดับนิวคลีโอไทดจึงนําขอมูลไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank 
พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น mtDNA ที่สอดแทรกในโคลนตางๆ เปนดังนี้ (รูปที่ 3 ) 

-  pPGmt03 เปนลําดับนวิคลีโอไทดในบริเวณปลาย 3’ ของยีน ND4 ถึงปลาย 5’ ของยีน 
ND5 

-  pPGmt37 เปนลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยนี 16s rRNA 
-  pPGmt40 เปนลําดับนวิคลีโอไทดของกลุมยีน tRNA ใน WANCY region 
-  pPGmt70 เปนลําดับนวิคลีโอไทดในบริเวณยีน ATPase8 และ ATPase6 
-  pPGmt83 เปนลําดับนวิคลีโอไทดของชิ้น mtDNA ช้ินเล็กๆ จากบางสวนของยีน ND3,  

ND5 และ Cytb มาเชื่อมตอกนั 
จึงเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากโคลน pPGmt03, pPGmt37 และ pPGmt40 นําไปออกแบบ

ไพรเมอร เพื่อใชในการทําปฏิกิริยา Long PCR ตอไป 
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 (M) (mt) 

(2a) 

(M) (a) (b) (c) (d) (m) (e) (f) (g) (h) (i) (j) (k) (l) (n) (o) 

(2b) 

1636  bp 
2036  bp 

1018  bp 

506 bp 

 
รูปท่ี 2   (a) แสดงแถบดีเอ็นที่ไดจากการตดั mtDNA ของปลาบึกดวยเอนไซม MboI โดยแสดง DNA 

marker 1 kb ladder (M) และ แถบ mtDNA ของปลาบึกที่ถูกตัดแลว (mt)          (b) แสดง
ขนาดของ plasmid ที่แยกสกัดไดจากโคลนตางๆ เปรียบเทียบกับ plasmid pUC18 โดยแสดง 
DNA marker 1 kb ladder (M), pPGmt43 (a), pPGmt50 (b), pPGmt81 (c), pPGmt12 (d), 
pPGmt79 (e), pPGmt66(f), pPGmt78 (g), pPGmt40 (h), pPGmt03 (i), pPGmt37 (j), 
pPGmt86 (k), pPGmt70 (l), pPGmt83 (m), pPGmt58 (n), และ pPGmt87(o) 
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pPGmt03 

pPGmt37 

pPGmt40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3 แสดงตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน pPGmt03, pPGmt37 และ pPGmt40 ที่ใชใน
การออกแบบไพรเมอรสําหรับทําปฏิกิริยา Long PCR เมื่อเทียบเคียงจากไมโตคอนเดรียจีโนม
ของปลาสวนใหญ 
 
4.1.2  ผลของการทํา Long PCR 
ดวยสภาพการทดลองที่กลาวแลว คือ ใชไพรเมอรทั้ง 3 คูไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและ สามารถ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียปลาบึกได 3 ช้ิน โดยใหช่ือวาเปน fragment A, B และ C มีขนาด 
4.0, 6.2 และ 6.0 kb ตามคาดหวัง (ดังรูปที่ 4) ขั้นตอนตอไปคือสง PCR product เหลานี้ไปวิเคราะห
ลําดับดีเอ็นเอและพิสูจนวาชิ้นสวนของดีเอ็นเอเหลานี้วาอยูในสวนไหนของ     ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ
ของปลา โดยเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank                                   
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2300 bp 

4400 bp 
6600 bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4  แสดงแถบ PCR product ที่ไดจากการทํา Long PCR เมื่อเปรียบเทียบกับ DNA marker(M)  
 

4.1.3  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product 
 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด fragment A, B และ C จากปลายของแตละสายไดผล
ดังตอไปนี ้
 การวิเคราะหลําดับของ Fragment A ไดดําเนินการจากปลายซายและจากปลายขวา ไดความยาว
รวม 3,765 นิวคลีโอไทด เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank พบวาจากปลายซายครอบคลุม
บางสวนยีน16s rRNA และ ยีน ND1 สวนจากปลายขวาจะครอบคลุมบางสวน WANCY region  ยีน 
ND2 และยีน ND1 บางสวน 

สําหรับการวิเคราะหลําดับของ Fragment B จากปลายขวาและซายไดความยาวรวม 6,623        
นิวคลีโอไทด ซ่ึงครอบคลุมของ WANCY region บางสวนยนี COI, COII ของยีน ATPase 8 บางสวน 
ยีน ND3 บางสวน ยนี ND4L และยนี ND4 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ Fragment C เมื่อรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากปลายซายและ
ขวาไดความยาว 6,559 นิวคลีโอไทด ซ่ึงครอบคลุมยีน ND4 บางสวน, ND5, ND6, Cytb บางสวน, 
control region, 12s rRNA และยีน 16s rRNA บางสวน สําหรับ Fragment C คาดวาจะยาวประมาณ 6,600 
นิวคลีโอไทด ดังนั้นคาดวาจะเหลืออีกประมาณ 100 นิวคลีโอไทดเทานัน้ 



 22 

 จากการนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งในสวนของ fragment A, B, C และนิวคลีโอไทดในสวน
ของสวนตอเชื่อม (overlapping AB,-BC และ overlapping CA) มาสราง contig sequence ของไมโตคอน
เดรียดีเอ็นเอทั้งหมดและพบวามีความยาวทั้งหมดเทากับ 16,533 นิวคลีโอไทด หลังจากนั้นจึงนําไป
วิเคราะหตําแหนงของยีนตาง ๆ ในไมโตคอนเดรียพบวาไมโตคอนเดรียของปลาบึกขนาด 16,533 นิวคลี
โอไทดประกอบดวยยีนควบคุมการสรางโปรตีน 13 ชนิด  ทีอารเอ็นเอ(tRNA) 22 ชนิด ไรโบโซมอล
อารเอ็นเอ (rRNA) 2  ชนิด และบริเวณควบคุม ( control region)  ซ่ึงมีโครงสรางเหมือนไมโตคอนเดรีย
ดีเอ็นเอของปลากระดูกแข็งอื่นๆทั่วไป รายละเอียดดังในรูปที่ 5 และตารางที่ 4 และไดนําขอมูลท้ังหมด
ไปฝากไวที่ GenBank ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อวันที่ 24 กันยายน 2547 และ GenBank ไดเปดโอกาส
ใหนักวิทยาศาสตรทั่วโลกเขาไปใชได ตั้งแตวันที่ 10 ตุลาคม 2547 ภายใต accession number AY762971 
และ NC_006382  

 สําหรับผลการวิเคราะหรายละเอียดของลําดับโมโตคอนเดรียดีเอ็นเอทั้งหมดของปลาบึก
และรายละเอียดอื่น ๆ  ขอใหดูในเอกสารแนบทาย  
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รูปท่ี 5. แผนผัง แสดง mitochondrial genome ของปลาบึก 
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tRNA-Thr 

tRNA-Pro 
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ตารางที่ 4   Location of genes in the mitochondrial genome of Mekong giant catfish  (Pangasianodon gigas) 
 

Possible codon  
Feature 

 
From 

 
to 

 
Size(bp) Start Stop 

1. tRNA-Phe       1     70        70   
2. 12S ribosomal RNA      71 1,029      759   
3. tRNA-Val 1,030 1,101        72   
4. 16S ribosomal RNA 1,102 2,775   1,674   
5. tRNA-Leu 2,776 2,850        75   
6. ND1 2,851 3,825      975 ATG TAA 
7. tRNA-Ile 3,827 3,898        72   
8. tRNA-Gln 3,898 3,968        71 (L)   
9. tRNA-Met 3,967 4,035        69   
10.ND2 4,038 5,081   1,044 ATG TA_ 
11.tRNA-Trp 5,080 5,150        71   

12.tRNA-Ala 5,153 5,221        69 (L)   

13.tRNA-Asn 5,223 5,295        73 (L)   

14.tRNA-Cys 5,326 5,392        67 (L)   

15.tRNA-Tyr 5,395 5,464        70 (L)   
16.COI 5,466 7,016   1,551 GTG TAA 
17.tRNA-Ser 7,018 7,086        69 (L)   

18.tRNA-Asp 7,092 7,164        73   

19.COII 7,179 7,869      691 ATG          T_ 

20.tRNA-Lys 7,870 7,943        74   

21.ATPase8 7,945 8,112      169 ATG TAA 

22.ATPase6 8,103 8,786      684 ATG TA_ 

23.COIII 8,786 9,570      785 ATG TA_ 

24.tRNA-Gly 9,570 9,642        73   

25.ND3 9,643 9,993      351 ATG TAG 
26.tRNA-Arg 9,992 10,062        71   
27.ND4L 10,063 10,359      297 ATG TAA 
28.ND4 10,353 11,733   1,380 ATG          T_ 
29.tRNA-His 11,734 11,803        70   

30.tRNA-Ser 11,804 11,870        67   
31.tRNA-Leu 11,873 11,944        72   
32.ND5 11,945 13,771   1,327 ATG TAA 
33.ND6 13,768 14,286      519 (L) ATG TAG 
34.tRNA-Glu 14,287 14,355        69 (L)   
35.Cyt b 14,357 15,494   1,138 ATG            T_ 

36.tRNA-Thr 15,495 15,566        72   
37.tRNA-Pro 15,565 15,634        70 (L)   
control region 15,635 16,533      899   
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4.2. การออกแบบไพรเมอรเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณและการทดสอบประสิทธิภาพ 
สําหรับการทดลองใชการออกแบบไพรเมอร P13 – P14 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอยีน ND2 , P15 

– P16  สําหรับยีน ND3-ND4 และ  P17-P18 สําหรับยีน Cytochrome b + control region และการทดสอบ
ประสิทธิภาพการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ    ผลการเพิ่มปริมาณ ND2 , ND3-ND4 และ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Non-specific band 

1636 bp 

3054 bp 

2036 bp 

1018 bp 

506 bp 

รูปท่ี  6 ผลของการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณยนี ND2, ND3-ND4 และบริเวณรวม Cyt b และ control 
region (CR) เมื่อใชไพรเมอร P13 - P14, P15 - P16 และ P17 - P18  

 
บริเวณ Cytochrome b + control region ไดขนาดประมาณ 1,300, 2,300 และ 2,400 คูเบส ตามลําดับ (รูป
ที่ 7) แตเกดิปญหากับกรณีไพรเมอรคูที่ 3 ทั้งนี้เพราะเกดิการเพิ่มปริมาณ nonspecific band ขึ้นมาดวย 
ซ่ึงเมื่อทํา optimization PCR condition มีผลเพียงลดความเขมขนของ non-specific band ใหจางลงไปได
บาง แตไมหมดไป จึงไดออกแบบไพรเมอรคูใหมเพื่อเพิม่ปริมาณดีเอน็เอเฉพาะบริเวณรวม Cytochrome 
b + control region คือ ไพรเมอร P19 และ P20 
 เมื่อนําไพรเมอรคูใหม P19 – P20 ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองก็สามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2,200 นิวคลีโอไทด ซ่ึงไมมี nonspecific band ปรากฏขึ้นเลย (รูปที่ 6) ซ่ึงจะนํา
ไพรเมอรทั้ง 3 คูไปใชในการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอเพื่อการศึกษาจําแนก haplotype ปลาบึกตัวอยางตอไป 
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รูปท่ี 7  ผลจากการใชไพรเมอรคู P19 – P20 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ผลปรากฏวาไมมี non-specific band 

(รูปที่ 7ข) เหมอืนรูปที่ 7 (ก) 
 
4.3  ผลการสํารวจเอนไซมตัดจําเพาะและตําแหนงตดั 
 เมื่อใช restriction enzyme ที่คัดเลือกไวมาทดลองตัด PCR product ช้ิน ND2, ND3 – ND4 และ 
Cytb – CR ผลแสดงไวดังรูปที่ 8 ถึง รูปที่ 11 และสรุปผลการคัดเลือกเอนไซมไวใน  ตารางที่ 5  บริเวณ
ละ 5 ชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1636 bp 

1018 bp 

506 bp 
Nonspecific band 

(ก) (ข) 

2036 bp 
3054 bp 

1636 bp 
2036 bp 
3054 bp 
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ตารางที่ 5 ผลการตัดชิ้นดีเอ็นเอบริเวณยีน ND2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนดิจึงจะใหรูปแบบการตัด
ที่แตกตางกัน 

 
ยีนเปาหมาย เอนไซมตัดจําเพาะ จํานวนชิ้นที่ได ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ (bp) 

ND2 (1,376 bp) AciI 4 420, 360, 330, 250 
 HaeIII 5 400, 380, 130, 100, 85 
 Tru1I 4 450, 410, 170, 130 
 DpnII 5 750, 210, 190, 100, 80 
 TasI 6 460, 270, 240, 140, 120, 100 

ND3 - ND4 (2,352 bp) AciI 7 620, 400, 300, 240, 120, 105, 80 
 DpnI 4 310, 250, 140, 110 
 HaeIII 5 350, 280, 210, 200, 140 
 TasI 8 490, 460, 340, 330, 210, 110, 90, 80 
 Tru1I 4 380, 210, 120, 110 

Cytb – CR (3,263 bp) AluI 4 500, 280, 190, 100 
 HaeIII 4 550, 300, 220, 200 
 TaqI 3 159, 111, 98 
 RsaI 6 390, 250, 240, 200, 170, 110 
 DpnII 3 300, 180, 140 
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ก. 

 2036 bp 
1636 bp 

 1,372 bp (PCR) 1018 bp 

   825 bp 
 506 bp   551 bp 

 298 bp
396 bp

 
 
 
 
. 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8 แสดงการตัดดเีอ็นเอของยีน ND2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (ก) DraI ซ่ึงตัดได 2 ขนาดคือ  825 
bp และ 551 bp, (ข) HhaI ซ่ึงตัดได 2 ขนาดคือ  1,024 bp และ 352 bp, และ (ค) XbaI ซ่ึงตัดได 

2 ขนาดคือ  1,208 bp และ 168 bp, แตละเอนไซมบมนาน 18 ช่ัวโมง ที่ 37°C  แลวแยกขนาด
ดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวย 2% agarose gel electrophoresis  

 
 

ค.

ข

506 bp 

1636 bp 

1018 bp 1,024 bp 

2036 bp 

    352 bp 

1,372 bp (PCR) 

344 bp 
396 bp 
298 bp 

 
 344 bp 

1636 bp 
2036 bp 

1,208 bp 
1,372 bp (PCR) 

1018 bp 

506 bp 

298 bp
    168 bp 

 344 bp396 bp  
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 FAIL HaeIII DpnII TasI Tru1I AciI M M 

 

 

 

3717 bp 

1887 bp 

3324 bp 
2979 bp 2665 bp 
2303 bp 

2665 bp 

 130 bp 

  150 bp 

 140 bp 

  PCR product 

  360 bp 
  330 bp 

  440 bp 

  400 bp 

  150 bp 

  140 bp 

   80 bp 

  380 bp 

  370 bp 

  250 bp 

  220 bp 

  160 bp 

  740 bp 

  280 bp 

  460 bp 

  180 bp 

  230 bp 

  130 bp 
  110 bp 

  170 bp 
  120 bp 

340 bp 

1418 bp 
984 bp 

551 bp 
479 bp 

659 bp 
774 bp 

905 bp 834 bp 

984 bp 

479 bp 

438 bp 

438 bp 
369 bp 

369 bp 

269 bp 

269 bp 

182 bp 

182 bp 

138 bp 

138 bp 

รูปท่ี 9  แสดงผลการตัดชิ้นดีเอน็เอยนี ND2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด ประกอบดวยเอนไซม 
HaeIII, Tru1I, AciI, DpnII และ TasI แลวแยกขนาดดีเอ็นเอดวย polyacrylamide gel 
electrophoresis 
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AciI HaeIII RsaI TasI Tru1I M M 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

400 bp 

500 bp 

700 bp 

600 bp 

900 bp 
1,031 bp 

800 bp   900 bp 

  680 bp 

  490 bp 

  560 bp 

  550 bp 
  600 bp 

  600 bp 
  500 bp 

  410 bp 
  390 bp   400 bp 

  330 bp   350 bp 
  270 bp 
  260 bp   320 bp   300 bp 

  280 bp 
  240 bp 

  230 bp 
  210 bp 

  170 bp 
  120 bp 

  110 bp 
  90 bp 

  110 bp 
  100 bp 

  85 bp 
  80 bp 

  80 bp 

 
รูปท่ี  10  แสดงผลการตัดชิ้นดีเอน็เอยนี ND3 – ND4 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด ประกอบดวย

เอนไซม AciI, HaeIII, RsaI, TasI และ Tru1I แลวแยกขนาดดีเอ็นเอดวย polyacrylamide gel 
electrophoresis 
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 DpnII HaeIII AluI RsaI TaqI M M 

 

 

905 bp 

3717 bp 

140 bp 

720 bp 

340 bp 

180 bp 

960 bp 
551 bp 
438 bp 
479 bp 

659 bp 
834 bp 774 bp 

1887 bp 

984 bp 
1140 bp 

1418 bp 

2303 bp 
3324 bp 2979 bp 2665 bp 

200 bp 
220 bp 
250 bp 

450 bp 

100 bp 

369 bp 

138 bp 

269 bp 

182 bp 

500 bp 

280 bp 

150 bp 

540 bp 

630 bp 

110 bp 

170 bp 
190 bp 

240 bp 
250 bp 

380 bp 
390 bp 

200 bp 

920 bp 

160 bp 

110 bp 
100 bp 

320 bp 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

400 bp 

500 bp 

700 bp 
600 bp 

900 bp 
1,031 bp 

800 bp 

 

รูปท่ี  11 แสดงผลการตัดดีเอ็นเอของยนี Cytb และ control region ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด 
ประกอบดวยเอนไซม DpnII,  HaeIII,  AluI,  RsaI และ  Taq Iแลวแยกขนาดดเีอน็เอดวย 
polyacrylamide gel electrophoresis 

    
4.4  การจําแนก haplotype ของปลาบึกจาก 3 ประชากรและปลาบึกไมทราบประวัต ิ

4.4.1 การจําแนก haplotype ของปลาบึกโดยอาศัยบริเวณยีน ND2 
 ผลการตัด ND2 ดวยเอนไซมที่คัดเลือกไว 5 เอนไซม แตละเอนไซมจะให restriction fragment 
pattern ที่แตกตางกันดังแสดงไวใน ตารางที่ 6 และสามารถจําแนก haplotype ปลาบึก 163 ตัว ไดแสดง
ไวในตารางที ่ 7 แตก็มีปญหาสําหรับประชากรบุรีรัมยที่ไมไดผลจากการตัดดวยเอนไซม DpnII และ 
HaeIII  ดังนัน้ทําใหขอมูลจากประชากรไมสมบูรณ และตองตัดทิ้งไปเมื่อนําไปวเิคราะหขอมูล สําหรับ
การจําแนก haplotype ของปลาบึกจากยนี ND2 นั้นดําเนนิการเสร็จสมบูรณแลว 
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ช้ินดีเอ็นเอยีน ND2 ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR ขนาดประมาณ 1376 นิวคลีโอ
ไทด PCR product ที่ไดถูกนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ประเภท 4 cutter คือ 
Acid I, DpnII, HaeIII, TasI และ Tru1I ซ่ึงรูปแบบของ restriction fragment pattern ไดแสดงไวดังตาราง
ที่ 5 สวน haplotype ของปลา 163 ตัว ไดจากการนําเอา fragment length pattern ของแตละเอนไซมมา
รวมกันเปน composite haplotype ดังแสดงไวในตารางที่ 7 ซ่ึงเมื่อรวมทุกประชากรแลวสามารถจําแนก 
haplotype ของปลา 163 ตัวไดเพยีง 4 haplotype เทานั้น ความแตกตางระหวาง haplotype พบเพียงใน 3 
ประชากรเทานั้น (ตารางที่ 8) คือ ประชากรกาฬสินธุม ี 3 haplotype สวนประชากรสิงหบุรี (SB) และ 
ประชากรธรรมชาติมีเพียง 2 haplotype เทานั้น แตเมื่อเปรียบเทียบกบัปลา amago salmon ซ่ึงมีเพียง 6 
haplotype จากปลาทั้งหมด 403 ตัว เมื่อวิเคราะหจาก PCR-RFLP ของ  D-loop และ ND2 ( Kawamura, 
et al., 2006)  เมื่อวิเคราะห haplotype distribution (ตารางที่ 8) และวิเคราะห AMOVA  พบวาความ
แตกตางระหวางประชากรไมมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 9) เหตุผลอาจเนื่องจากชิ้นดีเอ็นเอที่เลือก (ND2) มี
ความแปรปรวนในตําแหนงตัด (restriction site) นอย ผลการวิเคราะห nucleotide divergence ระหวาง 
haplotype ทั้ง 4 พบวาจะมอียูระหวาง 0.0097 ถึง 0.1931 (ตารางที ่ 10) ซ่ึง divergence ต่ําทีสุ่ดคือ 
ระหวาง AAAAA และ BAAAA สวนสูงสุดระหวาง BAAAA และ CBBCB แตมีจํานวนอยูเพียง 3 ตัว
เทานั้น ซ่ึงชีใ้หเห็นวา 2 composite haplotype ทั้งสองอยูหางกนั เมื่อใชคา genetic distance มาสรางเปน 
NJ tree (ดังรูปที่ 12) เมื่อพิจารณาคา gene diversity (ตารางที่ 10) ซ่ึงมีคาระหวาง 0.000-0.0.667 แตคา 
gene diversity  ของปลาธรรมชาติ(WG) มีคา 0.667 แตไดจากปลาเพียง 3 ตัวเทานั้น ดังนั้นคา gene 
diversity ที่นาเชื่อถือ คือ 0.000-0.198 ซ่ึงก็ใกลเคียงกับของปลา amago salmon ซ่ึงเปนปลา ชนิด 
endangered fish .ในประเทศญี่ปุน มีคา sequence divergence เทากับ 0.19 ( Kawamura, et al., 2006)    
คาที่ไดโดยเฉลี่ยต่ํากวาของปลา burbot (Lota lota) ในในบริเวณโคลัมเบีย ซ่ึงเมื่อคํานวณจาก RFLP 
ของยีน ND1, ND2 และ ND5/6 พบวามีคาอยูระหวาง 0.0065 – 0.1572 (Paragamiar et al., 1999) และ
ปลา chihook salmon (Adams et al. 1994) ซ่ึงมีคาอยูระหวาง 0.024 – 0.0085 ซ่ึงสะทอนใหเหน็การ
แบงกลุมของปลาอยางไมชัดเจน สําหรบักรณีปลาบึกจึงมีความแปรปรวนอยูใน 3 ประชากรเทานั้น 
สําหรับในประชากรธรรมชาติ (WG) ซ่ึงมีอยูเพียง 3 ตวั คา gene diversity สูงเกินเหตุ ซ่ึงเปนเรื่องไม
นาเชื่อถือ (เพราะจํานวนนอย)  เมื่อพิจารณาจากคา genetic divergence (ความแปรปรวนระหวาง
ประชากร (ตารางที่ 11) พบวา 3 ประชากรคือ กาฬสินธุ (E) สิงหบุรี และปลาธรรมชาติ ที่แตกตางจาก
ประชากรอื่น คาที่ไดระหวาง 0.039 – 0.193 ซ่ึงสอดคลองกับกรณีของปลา Chinook salmon ในอะ
ลาสกา ซ่ึงแสดงใหเห็นวาจาํนวน haplotype ของปลาจากแหลงตางๆ แตกตางกันอยางไมชัดเจน ซ่ึงกรณี
การประยกุตใชบริเวณยีน ND2 นาจะเปนบริเวณที่มคีวามแปรปรวนในปลาบึกต่าํ จึงควรเลือกยีนอืน่
ศึกษา เมื่อนําเอาขอมูล ND2-RFLP ไปสราง phylogenetic tree (รูปที่ 12 และ 13) ระหวางประชากร 
พบวาสามารถแบงไดเปน 4 กลุมหลักเทานั้นซึ่งแสดงแหลงที่วามี 4 สายพันธุแม  (maternal lineage) 
เทานั้น 
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ตารางที่ 6  แสดงขนาด Random fragment length polymorphism patterns ที่ไดจากการตัดดวย 
restriction endonuclease  5 ชนิดของช้ิน ND2, ND3 – ND4 และ Cytb-CR 

 
ยีนเปาหมาย restriction enzyme haplotype haplotype pattern ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ (bp) 

ND2 AciI A 0010101001 250  330  360  420 
(1,376 bp)  B 1110001001 90  210  250  360  420 

  C 0011010010 250  300  350  410 
 DpnII A 10101100001 80  100  190  210  750 
  B 01010110010 95  180  210  330   500 
 HaeIII A 1111011 90  100  110  280 290 450 
  B 1110101 90  100  110  320  450 
 TasI A 11010010101 100  120  140  240  270  460 
  B 00101001101 125  150  250  270  460 
  C 10100100011 100  125  230  280  460 
 Tru1I A 111000011 85, 116, 143, 399, 436 
  B 000111100 210  320  340  400 
     

ND3 - ND4 AciI A 1111111 80 100 120 240 300 400 620 
(2,352 bp) DpnII A 11111 100 140 240 350 1100 

 HaeIII A 111111 140 200 220 310 400 900  
 TasI A 11111111 80 90 110 200 320 370 460 490 
 Tru1I A 111111 110 120 210 380 420 430  
     

Cytb - CR AluI A 111111 100 150 280 500 540 630 
(3,263 bp) DpnII A 11111 140 170 340 710 890  

 HaeIII A 11111 200 220 250 450 1100  
 RsaI A 111111111 100 110 170 190 200 240 250 380 390 
 TaqI A 11111 98 111 159 923 972 
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ตารางที่ 7 แสดง haplotype ของปลาบึกทั้งหมดซึ่งไดจากการตัดยีน ND2 ดวย  restriction enzyme ชนิดตางๆ 
ปลาบึก แหลงเก็บตัวอยาง haplotype  ปลาบึก แหลงเก็บตัวอยาง haplotype  ปลาบึก แหลงเก็บตัวอยาง haplotype  ปลาบึก แหลงเก็บตัวอยาง haplotype 

E1502 กาฬสินธุ AAAAA  E1610 กาฬสินธุ AAAAA  LRD05 ลพบุรี2 AAAAA  BR28 บุรีรัมย A--AA 

E1503 

 LRD03 

“ 

“ 

AAABA 

AAAAA 

 E1612 

BR26 

“ 

“ 

AAAAA 

A--AA 

 LRD06 

  

“ 

 

AAAAA 

 

 BR29 

E169 

“ 

“ 

A--AA 

AAAAA 

E1504 

 LRD04 

“ 

“ 

AAAAA 

AAAAA 

 E1613 

BR27 

“ 

“ 

AAAAA 

A--AA 

 CF03 

  

จรัลฟารม 

 

AAAAA 

 

 BR30 “ A--AA 

E1505 “ AAABA  E1614 “ AAAAA  CF06 “ AAAAA  SB01 สิงหบุรี AAAAA 

E1506 “ AAAAA  E1615 “ AAAAA  CF07 “ AAAAA  SB02 “ AAAAA 

E1507 “ AAAAA  E1620 “ AAAAA  CF08 “ AAAAA  SB03 “ AAAAA 

E1508 “ AAABA  E16x1 “ AAAAA  CF09 “ AAAAA  SB04 “ AAAAA 

E1509 “ AAAAA  E16x2 “ AAAAA  CF10 “ AAAAA  SB05 “ AAAAA 

E1510 “ AAAAA  E16x3 “ AAAAA  CF12 “ AAAAA  SB06 “ AAAAA 

E1511 “ AAAAA  E133 “ AAAAA  CF18 “ AAAAA  SB07 “ AAAAA 

E1513 “ AAAAA  E134 “ AAAAA  CF19 “ AAAAA  SB08 “ AAAAA 

E1514 “ AAAAA  E135 “ BAAAA  CF20  AAAAA  SB09 “ AAAAA 

E1515 “ AAAAA  E136 “ AAAAA  Br01 บุรีรัมย A--AA  SB10 “ AAAAA 

E1516 “ AAABA  E137 “ AAAAA  BR02 “ A--AA  SB11 “ AAAAA 

E1517 “ AAAAA  E138 “ AAAAA  BR03 “ A--AA  SB12 “ AAAAA 

US01 อุดรธาน ี AAAAA  E139 “ AAAAA  BR04 “ A--AA  SB13 “ AAAAA 

US04 “ AAAAA  E1310 “ AAAAA  BR07 “ A--AA  SB15 “ AAAAA 

US07 “ AAAAA  E141 “ AAAAA  BR08 “ A--AA  4801 ธรรมชาต ิ AAAAA 

US08 “ AAAAA  E142 “ AAAAA  BR09 “ A--AA  4802 “ BAAAA 

US09 “ AAAAA  E143 “ AAAAA  BR10 “ A--AA  4803 “ AAAAA 

US11 “ AAAAA  E144 “ AAAAA  BR11 “ A--AA  CS09 เชียงราย AAAAA 

US12 “ AAAAA  E145 “ AAAAA  BR12 “ A--AA  CS11 “ AAAAA 

US13 “ AAAAA  E146 “ AAAAA  BR13 “ A--AA  CS25 “ AAAAA 

US14 “ AAAAA  E147 “ AAAAA  BR15 “ A--AA  CS30 “ AAAAA 

US15 “ AAAAA  E148 “ AAAAA  BR16 “ A--AA  CS35 “ AAAAA 

US18 “ AAAAA  LRL02  AAAAA  BR17 “ A--AA  CS36 “ AAAAA 

US19 “ AAAAA  LRL04 “ AAAAA  BR18 “ A--AA  LF02 สถานีลพบุรี CBBCB 

E161 กาฬสินธุ AAAAA  LRL06 “ AAAAA  BR19 “ A--AA  LF03 “ CBBCB 

E162 “ AAAAA  LRL10 “ AAAAA  BR20 “ A--AA  LF04 “ AAAAA 

E165 “ AAAAA  LRL11 “ AAAAA  BR21 “ A--AA  LF12 “ AAAAA 

E166 “ AAAAA  LRD01 ลพบุรี2 AAAAA  BR24 “ A--AA  LF13 “ AAAAA 

E167 “ AAAAA  LRD02 “ AAAAA  BR25 “ A--AA     

E168 “ AAAAA  
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ตารางที่ 8  Haplotype frequency distribution among the samples (ND2 RFLP) 
 
 Sampling area 

Haplotype 
AY 
(30) 

Br 
(25) 

CF 
(10) 

CS 
(6) 

E 
(47) 

LRL/D 
(11) 

SB 
(19) 

US 
(12) 

WG 
(3) 

AAAAA 30 25 10 6 42 11 17 12 2 
BAAAA     1    1 
AAABA     4     
CBBCB       2   

 
 
 
 

ตารางที่ 9  แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนระหวางประชากรจาก  haplotype frequency 
 
Source of 
variation 

d.f. Sum of square Variance 
components 

Percentage of 
variation 

Among 
Populations 

7 16.833 0.13416 26.91 

     
Within 
populations 

123 44.816 0.49852 73.09 

Total 130 61.679   
Fixatin Index Fst: 0.26912   

*P < 0.05  , **  P < 0.01 
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ตารางที่ 10  Nucleotide divergence  (Nei and Li, 1979) ระหวาง composite haplotype 
 
 AAAAA BAAAA AAABA CBBCB 
AAAAA     
BAAAA 0.0097    
AAABA 0.0247 0.0357   
CBBCB 0.1896 0.1931 0.1860  

 * P < 0.05  , **  P < 0.01 
 
 
 
 

ตารางที่ 11 แสดงคา gene diversity ภายในประชากร (ตามเสนทแยงมมุ) และ คา genetic difference 
ระหวางประชากร(ใตเสนทแยงมุม) 

 

 AY Br  CF    CS E LR SB US WG 

AY 0.000         

Br 0.000 0.000        

CF 0.000 0.000 0.000       

CS 0.000 0.000 0.000 0.000      

E 0.039 0.039 0.039 0.039 0.198     

LR 0.000 0.000 0.000 0.000 0.039 0.000    

SB 0.193 0.193 0.193 0.193 0.156 0.193 0.198   

US 0.000 0.000 0.000 0.000 0.039 0.000 0.193 0.000  

WG 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.004 0.000 0.123 0.000 0.667 

* P < 0.05  , **  P < 0.01 
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รูปท่ี 12  NJ tree คํานวณ genetic distance ดวย Nei and Li (1979) คาเฉลี่ย genetic distance ของตัวอยาง
ทั้งหมด 163 เทากับ 0.00607 
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รูปท่ี 13   Parsimony tree จาก ND2 RFLP 
 

4.4.2 การจําแนก haplotype ของปลาบึกโดยอาศยับริเวณยนี ND3 – ND4 และ Cytb + control 
region 

เนื่องดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ ND3 – ND4 และ Cytb – Control  region ประสบ
ผลสําเร็จเฉพาะในสวนของประชากรกาฬสินธุ (E) และ อยุธยา (AY)  ซ่ึงอาจเปนเพราะวา ช้ืนดีเอน็เอ
ช้ินดังกลาวอาจยาวเกินไป ดงันั้นจึงไมนําขอมูลของ 2 ประชากรที่กลาวแลว มาใชในการคํานวณตางๆ  
แต haplotype ของปลาบึกที่จําแนกไดแสดงไวใน ตารางที่ 12  และ ตารางที่ 13 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 12  ND3-ND4  haplotype 
 

No. sample haplotype  No. sample haplotype 
1 AY01 AAAAA  33 E135 AAAAA 
2 AY02 AAAAA  34 E136 AAAAA 
3 AY03 AAAAA  35 E136 AAAAA 
4 AY04 AAAAA  36 E137 AAAAA 
5 AY05 AAAAA  37 E137 AAAAA 
6 AY06 AAAAA  38 E138 AAAAA 
7 AY07 AAAAA  39 E139 AAAAA 
8 AY08 AAAAA  40   E1310 AAAAA 
9 AY09 AAAAA  41 E141 AAAAA 
10 AY10 AAAAA  42 E143 AAAAA 
11 AY11 AAAAA  43 E146 AAAAA 
12 AY12 AAAAA  44 E147 AAAAA 
13 AY13 AAAAA  45 E148 AAAAA 
14 AY14 AAAAA  46   E1411 AAAAA 
15 AY15 AAAAA  47 E153 AAAAA 
16 AY16 AAAAA  48 E155 AAAAA 
17 AY17 AAAAA  49 E156 AAAAA 
18 AY18 AAAAA  50 E157 AAAAA 
19 AY19 AAAAA  51 E158 AAAAA 
20 AY20 AAAAA  52 E159 AAAAA 
21 AY21 AAAAA  53   E1510 AAAAA 
22 AY22 AAAAA  54   E1514 AAAAA 
23 AY23 AAAAA  55   E1515 AAAAA 
24 AY24 AAAAA  56   E1516 AAAAA 
25 AY25 AAAAA  57   E1517 AAAAA 
26 AY26 AAAAA  58 E161 AAAAA 
27 AY27 AAAAA  59    E16x1 AAAAA 
28 AY28 AAAAA  60 E162 AAAAA 
29 AY29 AAAAA  61   E16x2 AAAAA 
30 AY30 AAAAA  62 E166 AAAAA 
31 E134 AAAAA  63 E167 AAAAA 
32 E135 AAAAA  64 E168 AAAAA 
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ตารางที่ 13  Cytb-CR  haplotype 
 

No. Sample haplotype  No. Sample haplotype 
1 AY01 AAAAA  27 AY27 AAAAA 
2 AY02 AAAAA  28 AY28 AAAAA 
3 AY03 AAAAA  29 AY29 AAAAA 
4 AY04 AAAAA  30 AY30 AAAAA 
5 AY05 AAAAA  31 E136 AAAAA 
6 AY06 AAAAA  32 E137 AAAAA 
7 AY07 AAAAA  33 E138 AAAAA 
8 AY08 AAAAA  34 E139 AAAAA 
9 AY09 AAAAA  35 E1310 AAAAA 

10 AY10 AAAAA  36 E141 AAAAA 
11 AY11 AAAAA  37 E142 AAAAA 
12 AY12 AAAAA  38 E143 AAAAA 
13 AY13 AAAAA  39 E146 AAAAA 
14 AY14 AAAAA  40 E147 AAAAA 
15 AY15 AAAAA  41 E148 AAAAA 
16 AY16 AAAAA  42 E1410 AAAAA 
17 AY17 AAAAA  43 E1411 AAAAA 
18 AY18 AAAAA  44 E152 AAAAA 
19 AY19 AAAAA  45 E154 AAAAA 
20 AY20 AAAAA  46 E155 AAAAA 
21 AY21 AAAAA  47 E1511 AAAAA 
22 AY22 AAAAA  48 E1513 AAAAA 
23 AY23 AAAAA  49 E1514 AAAAA 
24 AY24 AAAAA  50 E1515 AAAAA 
25 AY25 AAAAA  51 E1516 AAAAA 
26 AY26 AAAAA  52 E1517 AAAAA 
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4.5  การจําแนก haplotype ปลาบึกดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดีเอ็นเอบริเวณ control region 
 ดีเอ็นเอปลาบกึจากแหลงตางๆ จํานวน 131 ตัว ถูกนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ control 
region ผลปรากฏวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ control region (D-loop) ได ผลปรากฏวาบริเวณ 
control region ยาว 899 นิวคลีโอไทด ผลการเปรียบเทียบความแปรปรวนระหวางลําดบัทั้งหมดไดแสดง
ไวใน ตารางที ่14  nucleotide composition ประกอบดวย A = 33.0  %, C = 22.3%, G = 13.8 % และ T = 
30.9 % และความแปรปรวนอันเกิดจาก transition เปนสวนใหญ (TS:TV = 6.885) โดยนับ polymorphic 
site ได 45 ตําแหนง (5.00%) จากทั้งหมด 131 ตัวอยาง  เมื่อจําแนก haplotype ทั้งหมดได 48 haplotype  
สวนคา haplotype diversity  ของปลาจากประชากรตางๆแปรปรวนตั้งแต 0.549 ในประชากรบุรีรัมย
(BR) ถึง 1.000 ในประชากรปลาธรรมชาติ แตก็มีเพยีง 3 ตัวและมี 3 haplotype ซ่ึงมีจํานวนนอยเกินไป 
ดังนั้น คา haplotype diversity ควรอยูระหวาง 0.549 - 0.945 โดยคาเฉลี่ยของทั้งหมด เทากับ 0.9484 ( 
ตารางที่ 15 )  เมื่อจัดกลุมประชากรปลาบึกออกเปน 8 กลุมโดยใหปลาธรรมชาติ (WG) และปลาจํานวน

นอยเปนกลุมรวม (M = miscellaneous) แลวคํานวณคา nucleotide diversity (π) ภายในประชากรมีคา
อยูระหวาง 0.0032 ถึง 0.0104 ในประชากรอยุธยาและกลุมรวมและในประชากรธรรมชาติ โดยมีคาเฉลี่ย 
เทากับ 0.0079 (ตารางที่ 14) แสดงวาประชากรธรรมชาติถึงแมจะมีอยูเพียง 3 ตัวก็มคีาความแปรปรวน
ทางพันธุกรรมสูงสุด เมื่อเปรียบเทียบคา haplotype diversity และ nucleotide divergence (Dxy) ระหวาง

ประชากร (Fst) (ตารางที่ 16 และ  17) พบวามีความแปรปรวนระหวางประชากรอยางมีนัยสําคัญ (P ≥ 
0.05) แสดงวาในแตละประชากรเหลานีม้ีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญ เพียงแตบาง
ประชากรอาจจะมีจํานวนนอยเกินไป 

 คา nucleotide diversity (π) ที่ไดนี้สูงกวาของปลาบึกธรรมชาติที่ Na-Nakorn et al.(2006)
รายงานไววา  haplotype diversity และ nucleotide diversity  มีคา 0.350 และ 0.0009 ตามลําดับเมื่อ
ประมาณการจากลําดับ 16S rRNA   แตคาที่คํานวณไดนี้มีคาใกลเคียงกับ endangered Chinese sturgeon 

(Acipenser sinensis)  ซ่ึงมีคา h และ π เทากับ 0.949 และ 0.011 ( Zhang, et al. , 2003) แตคา π ของ
ปลาบึกที่คํานวณนี้สอดคลองกับปลา Tasmania mudfish (Galaxias (Neochanna) cleaveri) ซ่ึงมีคาอยู
ระหวาง 0.0027 – 0.0116 ในนิวซีแลนด (Gleeson et al., 1999) ซ่ึงปลาดังกลาวนี้อยูในบริเวณที่มี
ลักษณะพิเศษทางธรณีวิทยา (geological condition) แตนอยกวาในปลาธรรมชาติอ่ืนๆ เชน ในปลาไหล
ญี่ปุน (Anguilla japonica) (Ishikawa et al., 2001) ซ่ึงมีคาระหวาง 0.0107 – 0.0163 ปลา narrow-barred 
spanish meckerel (Scomberomorus commerson) ( Hoolihan et al., 2006) ซ่ึงมีคาเฉลี่ยที่ 0.025 และปลา

ใน (Cyprinus carpio) เพาะเลี้ยงในเวียดนาม ซ่ึงมีคา π อยูระหวาง 0.01 – 0.92 (Thai et al., 2006) ซ่ึง
ปลา 2 ชนิดแรกเปนธรรมชาติ สวนชนิดหลังเปนปลาเพาะเลี้ยงก็ยังมีคา nucleotide diversity สูงกวาของ
ปลาบึกที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ ซ่ึงเมื่อพิจารณาถึงปลาบึกซึ่งกระจายอยูเพียงบริเวณแมน้ําโขงและแมน้ํา
สาขา (Hogan et al., 2004) และปลาบึกที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนลูกปลาบึกที่ไดจากเพาะปลาพอ-แม
พันธุสมบูรณเพศภายและจับไดบริเวณ อ.เชียงของ ไมใชประชากรธรรมชาติที่แทจริง จึงทําใหคา 
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nucleotide diversity มีคาคอนขางต่ําและปลาบึกที่ใชศึกษาครั้งนี้สวนใหญแลวไมมีขอมูลบันทึกไวได
จากการผสมพันธุในปใดและจากพอแมคูไหนบาง 

ตารางที่ 19 แสดง การกระจายของ haplotype แบบตางๆในกลุมตัวอยางทั้งหมด  ซ่ึงตัวอยาง
ปลาแตละตัวม ีhaplotype ใดก็สามารถทราบไดจากตารางที่นี้ ความแตกตางระหวาง haplotype สูงสุดอยู
ที่ 6 นิวคลีโอไทด  คือ ระหวาง haplotype g43(LRD3) และ g26(E135) ความสัมพันธระหวาง haplotype
แสดงไวใน Bubble diagram of minimum spanning tree(รูปที่ 15 )ซ่ึงเทียบกับกรณี the most 
parsimonious network อ่ืนๆ  ช้ีใหเหน็วา haplotype ทั้งหลายจัดแบงไดเปน 2 กลุม (cluster) ซ่ึงหางกัน
ถึง 6 นิวคลีโอไทด (ซ่ึงเทากบั 0.6674 % ของนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ control region ) ซ่ึงอาจเปนไป
ไดวาตวัอยาง haplotype g26 และ g43 เปนตัวแทนของปลา 2 ประชากรที่แยกกนัอยูนานแลว ตามขอ
สมมติฐานของ Hogan et al. (2004) วาประชากรปลาบึกนาจะมีอยู 2 คือ ประชากรปลาหลวงพระบาง
และประชากรในทะเลสาบเขมร แตเปนทีน่าสังเกตวา haplotype g17(CS14) และ g20(CS22) ตางกันก็
หางกัน 6 นวิคลีโอไทดเชนเดียวกัน แต haplotypeของปลาทั้งสองตัวหลังนี้ ไดวิวัฒนาการจากhaplotype 
g26 และจะเปนตัวแทนของปลากลุมใดไมอาจทราบได ในเมื่อปลาบึกที่เล้ียงในประเทศไทยไมมีพันธุ
ประวัติ (pedigree) ที่จะบอกแหลงที่มาของพอแมพันธุจึงมิอาจคาดเดาได 

 เมื่อวิเคราะห analysis of molecular variance (AMOVA) ดวยโปรแกรม AREQUIN version 
3.0 เพื่อทดสอบความแปรปรวนของ nucleotide diversity พบวาแตละประชากรมคีวามแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (ตารางที่ 17 และ 18) ซ่ึงพบวาความแปรปรวนภายในประชากร 47.48 % และระหวาง
ประชากรมีเพยีง 52.52 % เมื่อพิจารณาควบคูกับการกระจายของ haplotypeในตารางที่ 19 จะเห็นวาการ
กระจายของ haplotype  สวนใหญนาจะมาจากปลาของสถานีประมงเชียงรายมีถึง 10 haplotype (จาก
ปลาทั้งหมด 14 ตัว) และปลาจากสถานีประมงกาฬสินธุมี 13 haplotype (จากปลา 40 ตัว) ซ่ึงปลาจาก 2 
ประชากร(สถานี)นี้มีความหลากหลายของ haplotype สูงสุด  
 เมื่อนําเอาคา nucleotide divergence ระหวาง  mt-haplotype ของปลาบึกทั้ง 131 ตัว มาสราง 
Neighbor joining (NJ) phylogenetic tree ( รูปที่ 16) พบวาปลาทั้งหมดแบงไดเปน 3 กลุมหลัก(major 
clade)   โดยกลุมแรก(ดานลาง) มีปลาบึก 2 ตัว คือ AY1 และ AY15 ซ่ึงตามประวัติเปนปลารุน F2 จึง
อาจเปนไปไดวา ปลาทั้ง 2 ตัวมาจากแมรุนแรก(ลูก F1 )ตัวเดียวกนัซึ่งไดรับมานานแลว สวนกลุมที่สอง
(ดานบน) ซ่ึงเปนกลุมอันประกอบดวยทกุประชากรบุรีรัมยซ่ึงมาจาก 1 สายพันธุแม ( maternal lineage)  
ที่นาสนใจ คือ กลุมสุดทาย ซ่ึงประกอบดวยมาจากหลายสายพันธุแม  ซ่ึงรวมทั้งปลาธรรมชาติ 3 ตัว( 
CR 4801-4803) อยูในกลุมนี้ดวย ความเปนไปไดปลา 3 ตัวจากธรรมชาติอาจเปนลูกปลารุนแรกๆที่กรม
ประมงปลอยลงสูแมน้ําโขงโตเต็มที่ถึงวัยผสมพันธุ จึงเดินทางกลับมาวางไขที่บริเวณอําเภอเชยีงของ 
หรือเปนปลาธรรมชาติที่เปนปลารุนเดียวกบัแมปลาที่เคยจับไดมากอนแลว ถึงอยางไรก็ตาม ปลาที่ศึกษา
ทั้งจากสวนของกรมประมงและความเอกชนควรมาจากหลายสายพนัธุแม( maternal lineage)   
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การจะวางแผนการผสมพันธุในอนาคตควรจะตองคํานึงสายพันธุแมทีน่ําเสนอไวนี ้ เพื่อ
หลีกเลี่ยงการผสมเลือดชิด (inbreeding) อันจะกอใหเกดิความลมเหลวทางพันธุกรรม (genetic erosion) 
สําหรับกรณีทีแ่ตละสถานีประมงจะดําเนนิการผสมพันธุระหวางปลาภายในสถานีกจ็ะสรางพันธุปลาที่
ผสมเลือดชิดเพียงอยางเดียว ทั้งนี้เพราะเกือบทกุสถานีไดรับลูกปลาจากแมเดียวกนั เปนสวนใหญ 
ยกเวนสถานีประมงเชียงราย ( CS ) และสถานีประมงกาฬสินธุ ( E ) ที่มีปลามาจากหลายสายพนัธุแม( 
maternal lineage- รูปที่ 15) และมีจํานวน haplotype แตกตางกันมาก ( ตารางที่ 19 )  ซ่ึงจากขอมูลที่ได
รับมา สถานีประมงเชียงรายเปนแหลงรวมลูกปลาบึกสถานที่แรกที่ประสบผลสําเร็จในการผสมปลาจาก
อําเภอเชียงของ ปลาบึกในประชากรทั้ง 2 นี้นาสนใจ ควรจดัการปลาบึกเหลานีไ้วผสมพันธุเพื่อเปน 
captive breeding stock ในการดําเนินการดงักลาว ผลการวิจัยคร้ังนี้แนะนําไดไมมากนกั ทั้งนี้เพราะ  ไม
โตคอนเดรียดเีอ็นเอถายทอดผานทางแมฝายเดยีว( maternally inherited)  ดังนั้นตองคํานวณหา effective 

female population size (Nef) ซ่ึงคํานวณไดจากสูตร θ = 2Nef v  เมื่อ v = mμ ( Zhang et al. ,2003) และ 
นําไปเปรียบเทียบกับขอมูลแมพันธุที่วางไขในละป ( Nf )  ซ่ึงขอมูลที่กลาวแลวยงัไมมี และอีกประการ
หนึ่งโครงการวิจัยนี้ไมไดวางแผนไว จึงไมอาจประมาณการ effective female population size (Nef) ได 
แตถึงอยางไรก็ตามแนวทางนั้นพอมีอยู Sriphairoj et al.(2006) ไดศกึษาปลาบึกโดยใช microsatellite 
markers  และไดเสนอหนทางจัดการทางพันธุกรรมปลาบึกไววา จะตองมีพอแมพนัธุ (Ne  = effective 
population size )อยางนอย 100 ตัวในแตละชั่วอาย(ุ generation )ในการจะรักษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของปลาบึกใหคงอยูมากกวา 90 % เปนระยะเวลา 4  ช่ัวอายุ ซ่ึงก็เปนเรื่องยากอยูมากในการ
จะหาสะสมปลาบึกที่ พันธุกรรมที่หลากหลากดังกลาวได ดังนัน้ผูวิจยัใครขอเสนอใหกรมประมง
วางแผนความรวมมือระหวางสถานีประมงตางๆใหสราง captive breeding stock รวมกันในอนาคต จาก
ปลาที่มาจากสถานีประมงตางๆ แตจะตองใหความสนใจในรายละเอียดของขอมูลพันธุกรรมใหมากเพื่อ
จะไดรักษาทรพัยากรพนัธุกรรมใหอยูยัง่ยนื ซ่ึงทางโครงการจะสงขอมูลที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้
กลับคืนไปใหสถานีประมงที่เกี่ยวของทั้งนี้เพราะปลาบกึที่รวมในการศึกษาครั้งนี้ไดฝงไมโครซิฟไว
แลวจึงบอกไดวาปลาดังกลาวนี้มี haplotype (genotype) อะไรบาง 
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ตารางที่ 14 แสดงตําแหนงนิวคลีโอไทดใน control  region ที่แปรปรวน(variable sites) 
 Nucleotide positions 

 
 
Sample haplotype 

   111111111111223333444455555666666666777788 
669122245567889591348344616889014456789455845 
490901386928275830456649049565984939195778349 

 AY1 
 AY2 
 AY3 
 AY4 
 AY6 
 AY7 
 AY8 
 AY9 
 AY10 
 AY11 
 AY12 
 AY13 
 AY14 
 AY15 
 AY16 
 AY17 
 AY18 
 AY19 
 AY20 
 AY21 
 AY22 
 AY23 
 AY24 
 AY25 
 AY26 
 AY27 
 AY28 
 AY29 
 AY30 
 BR1 
 BR3 
 BR4 
 BR7 
 BR8 
 BR9 
 BR10 
 BR11 
 BR12 
 BR13 
 BR15 
 BR16 
 BR17 
 BR18 
 BR20 
 BR24 
 BR25 
 BR29 
 CS8 
 CS9 
 CS11 
 CS14 
 CS16 
 CS17 
 CS22 
 CS25 
 CS26 
 CS30 
 CS32 
 CS35 
 CS36 
 CS38 
 E131 
 E134 
 E135 
 E136 
 E137 

g01 
g02 
g03 
g02 
g04 
g05 
g02 
g02 
g02 
g04 
g02 
g02 
g02 
g01 
g04 
g06 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g04 
g07 
g08 
g08 
g08 
g08 
g08 
g08 
g08 
g08 
g08 
g09 
g09 
g08 
g08 
g10 
g08 
g11 
g09 
g15 
g16 
g16 
g17 
g18 
g19 
g20 
g21 
g22 
g21 
g23 
g21 
g24 
g15 
g25 
g25 
g26 
g25 
g25 

GTCTCATGCCCCTCCCCGCCGTACCAATTTTGTCCGGTTCCGAGA 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
AC....................G...................... 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A.T....A.T............G..G.C.C.......C....... 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
A.T....A.T............G..G.C.C............... 
............................................. 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.T...T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A.T.....T......G..G.CCC............... 
A......A............A.G.T..C.CC....AA.....G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
A.T....A.T............G..G.C.CC......C....G.. 
A.T....A.T............G..G.C.CC......C....G.. 
..............................C...........G.. 
..............................C...........G.. 
A......A.T..........A.G....C.CC...........G.. 
..............................C...........G.. 
A......A.T.....T..T...G..G.C.CC...........G.. 
A.T....A.T............G..G.C.CC......C....G.. 
A.............T..A....G.......C.......A..A... 
A......A...........TA.G....C.CC....A......G.. 
A......A...........TA.G....C.CC....A......G.. 
A......A.T.....TT...A.G..G.C.CC.C.TA..A..A.C. 
A.............T..A....G.......C.....A.A..A... 
A......A............A.G.T..C.CC....A.....A... 
A......A.T.....T..T...G..G.C.CC.C........A.C. 
A.............T.......G.......C.............. 
A.............T..A....G.......C.....A....A... 
A.............T.......G.......C.............. 
A.....................GT......C.......A..A... 
A.............T.......G.......C.............. 
A.T....A.T.......A....G..G.C.CC..........A... 
A.............T..A....G.......C.......A..A... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A.T..........A.G....C.CC.............. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
 Nucleotide positions 

 
 
Sample haplotype 

   111111111111223333444455555666666666777788 
669122245567889591348344616889014456789455845 
490901386928275830456649049565984939195778349 

 E138 
 E139 
 E1310 
 E141 
 E143 
 E144 
 E145 
 E146 
 E148 
 E1410 
 E1411 
 E152 
 E153 
 E154 
 E155 
 E156 
 E157 
 E158 
 E159 
 E1513 
 E1514 
 E1516 
 E1517 
 E161 
 E162 
 E166 
 E167 
 E168 
 E169 
 E1610 
 E1612 
 E1613 
 E1620 
 E161 
 E162 
 SB9 
 SB10 
 SB11 
 SB12 
 SB13 
 SB15 
 SB16 
 SB32 
 SB33 
 SB37 
 US12 
 US155A 
 US222A 
 US332A 
 US445A 
 US474A 
 US496A 
 US651A 
 CR4801 
 CR4802 
 CR4803 
 CF19 
 SK1 
 SK2 
 SK16 
 LRD1 
 LRD3 
 LRD5 
 LRL2 
 LRL4 

g27 
g25 
g25 
g25 
g27 
g25 
g25 
g25 
g28 
g25 
g25 
g29 
g25 
g25 
g30 
g25 
g31 
g31 
g31 
g32 
g33 
g34 
g35 
g31 
g31 
g31 
g36 
g31 
g31 
g37 
g31 
g37 
g31 
g31 
g31 
g38 
g38 
g38 
g38 
g39 
g08 
g38 
g40 
g41 
g40 
g42 
g42 
g43 
g43 
g44 
g42 
g42 
g42 
g12 
g13 
g14 
g43 
g45 
g45 
g45 
g46 
g43 
g47 
g48 
g48 

A......A.T.....T......G..G.CCCC.............. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A.T.....T......G..G.CCCC.............. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A.....................GT......C.............. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A.T.....T..T...G..G.C.CC.......A...... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A.T.....T..T...G..G.C.CC.............. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......... 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A.........T...........GT......C...........G.. 
A......A............A.G.T..C.CCC...A......G.. 
A......A.T.....T......G..G.CCCCC..........G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A....GAG.G 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A....AAG.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A.T.....T......G..G.CCCC...........G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A.T.....T......G..G.CCCC...........G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A......A............A.G.T..C.CC....A......G.. 
A.....................GT......C...........G.. 
A.....................GT......C...........G.. 
A.....................GT......C...........G.. 
A.....................GT......C...........G.. 
A...........CT........G...G...C...........G.. 
..............................C...........G.. 
A.....................GT......C...........G.. 
A.....................GT......C..........A... 
A.T....A.T............G..G.C.CC.......A..A... 
A.....................GT......C..........A... 
A.T....A.T............G..G.C.CC.............. 
A.T....A.T............G..G.C.CC.............. 
AC....................G.......C.............. 
AC....................G.......C.............. 
A.T....A.T............G..G.C.CC........T..... 
A.T....A.T............G..G.C.CC.............. 
A.T....A.T............G..G.C.CC.............. 
A.T....A.T............G..G.C.CC.............. 
A.....................GT..................... 
A......A............A.G....C.C...T........... 
A......A.T.....T.....C...G.C.CC.......A..A... 
AC....................G.......C.............. 
AC....................G.......C...........G.. 
AC....................G.......C...........G.. 
AC....................G.......C...........G.. 
AC.CATA...............G.......C........T..... 
AC....................G.......C.............. 
AC......T.............G.......C........G..... 
A.............T.......G.......C...........G.. 
A.............T.......G.......C...........G.. 
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รูปที่ 14 แสดง bubble spanning network ซึ่งแสดงความสัมพันธระหวาง haplotype ตางๆ โดยเสนตัดขวางบนเสนเชื่อมแสดถึงจํานวน nucleotide substitution ที่

แตกตางกันระหวาง haplotypeที่เชื่อมโยงกัน 
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ตารางที่ 15 แสดงจํานวนปลาบึก(N) จากสถานที่ตางๆ จํานวน haplotype (Nh) คา haploytpe diversity 

(h)  และ คา nucleotide diversity(π) 

 Sample  N    Nh    h  π 
 AY  29   6   0.6330  0.0032 
 BR  18   5   0.5490  0.0050 
 CS  14  10   0.9451  0.0085 
 E  40  13   0.7782  0.0041 
 SB  10  5   0.7556  0.0042 
 US  8  10   0.6071  0.0036 
 WG  3  3   1.0000  0.0104 
 M  9  5   0.8611  0.0032 
    
 Total  131  48   0.9484  0.0079 
 
ตารางที่ 16  แสดง nucleotide diversity ภายในประชากร(ตามเสนทแยงมุม) และ nucleotide 

      difference ระหวางประชากร (ดานลางเสนทแยงมุม)  
Sample AY BR CS E SB US WG M 

AY 0.0032        
BR 0.0097 0.0050       
CS 0.0104 0.0094 0.0085      
E 0.0085 0.0086 0.0091 0.0041     

SB 0.0102 0.0061 0.0080 0.0090 0.0042    
US 0.0054 0.0077 0.0085 0.0074 0.0077 0.0036   
WG 0.0074 0.0093 0.0094 0.0087 0.0084 0.0077 0.0104  
M 0.0106 0.0064 0.0082 0.0094 0.0050 0.0075 0.0093 0.0032 

* = Significant   NS = Non-significant 
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ตารางที่ 17 แสดงคา Fst ผลการทดสอบความแตกตาง ระหวางประชากรจากความแตกตางนวิคลีโอไทด 
(nucleotide difference) 

 AY BR CS E SB US WG M 
AY -        
BR 0.591* -       
CS 0.487* 0.292* -      
E 0.565* 0.481* 0.354* -     

SB 0.652* 0.233* 0.191* 0.537* -    
US 0.382* 0.422* 0.251* 0.462* 0.484* -   
WG 0.318* 0.298NS 0.022NS 0.355* 0.262NS 0.422* -  
M 0.697* 0.341* 0.258* 0.587* 0.250* 0.550* 0.341* - 

* = Significant   NS = Non-significant 
 
 
ตารางที่ 18  แสดงผลการวิเคราะห AMOVA ความแปรปรวนระหวางประชากรตางๆจาก nucleotide 

diversity
Source of 
variation 

d.f. Sum of square Variance 
components 

Percentage of 
variation 

Among 
Populations 

7 213.131 1.86629 Va 47.48 

     
Within 
populations 

123 253.902   2.06424 Vb    52.52 

Total 130 467.033 3.93053  
Fixation Index Fst: 0.47482   
Significance tests (1023 permutations) 
------------------ 
Va and FST :P(rand. value > obs. value)  =  0.00000 
           P
                 P(rand. value >= obs. value) =  0.00000+-0.00000 

 (rand. value = obs. value)  =  0.00000 
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ตารางที่ 19 Haplotype frequency distribution among the samples 
 Sampling location (Number of samples) 

Haplotype: 
AY 

(n = 29) 
BR 

(n = 18) 
WG 

(n = 3) 
CS 

(n = 14) 
E 

(n = 40) 
SB 

(n = 10) 
US 

(n = 8) 
M 

(n = 9) 

g01 2        
g02 8        
g03 1        
g04 16        
g05 1        
g06 1        
g07  1       
g08  12    1   
g09  3       
g10  1       
g11  1       
g12   1      
g13   1      
g14   1      
g15    2     
g16    2     
g17    1     
g18    1     
g19    1     
g20    1     
g21    3     
g22    1     
g23    1     
g24    1     
g25     15    
g26     1    
g27     2    
g28     1    
g29     1    
g30     1    
g31     12    
g32     1    
g33     1    
g34     1    
g35     1    
g36     1    
g37     2    
g38      5   
g39      1   
g40      2   
g41      1   
g42       5  
g43       2 2 
g44       1  
g45        3 
g46        1 
g47        1 
g48        2 
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3 

2 

 
1 

รูปท่ี 15 Neighbor-joining tree ประมาณการจากคา nucleotide divergence ของ mt-haplotype  
 ที่รวบรวมไดจากแหลงตางๆทั้งหมด  จํานวน 131 ตัว 



 51 

5. ขอสรุป 

 
1. การวิเคราะหนิวคลีโอไทดทั้งหมดของไมโตคอนเดรียของปลาบึก พบวาขนาด 16,533 นิวคลี

โอไทด อันประกอบดวยยีนควบคุมการสรางโปรตีน 13 ชนิด  ทีอารเอ็นเอ(tRNA) 22 ชนิด ไรโบโซ
มอลอารเอ็นเอ (rRNA) 2  ชนิด และบริเวณควบคุม ( control region)  ซ่ึงมีโครงสรางเหมือนไมโตคอน
เดรียดีเอ็นเอของปลากระดูกแข็งอื่นๆทั่วไป  ขอมูลในไมโตคอนเดรียสามารถใชในการวิเคราะหเชิง
วิวัฒนาการ  เชน กําหนดตําแหนงเชิงวิวัฒนาการของปลาบึก (P. gigas) และเพื่อสืบคนความสมัพนัธเชงิ
วิวัฒนาการของปลาวงศอ่ืนๆ ในอันดับไซลูริฟอรม ( Order Siluriformes) 

2. ไดดําเนินการออกแบบไพรเมอร จํานวน 3 คู คือ  P13 – P14 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับ
ยีน ND2 , P15 – P16  สําหรับยีน ND3-ND4 และ  P17-P18 สําหรับยีน Cytochrome b + control region 
และการทดสอบประสิทธิภาพการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอยีน ND2 , ND3-ND4 
และยีน  Cytochrome b + control region ไดขนาดประมาณ 1,300, 2,300 และ 2,400 คูเบส ตามลําดับ   
แตเกิดปญหากับกรณีไพรเมอรคูที่ 3 ทั้งนี้เพราะเกิดการเพิ่มปริมาณ nonspecific band ขึ้นมาดวย ซ่ึงเมื่อ
ทํา optimization PCR condition มีผลเพียงลดความเขมขนของ non-specific band ใหจางลงไปไดบาง 
แตไมหมดไป จึงไดออกแบบไพรเมอรคูใหม คือ ไพรเมอร P19 และ P20 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะ
บริเวณรวม Cytochrome b + control region  และเมื่อนําไพรเมอรคูใหม P19 – P20 ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอในหลอดทดลองก็สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาดประมาณ  2,200 นิวคลีโอไทด ซ่ึงไมมี 
nonspecific band ปรากฏขึ้นเลย  ซ่ึงไดนําไพรเมอรทั้ง 3 คูไปใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อการศึกษา
จําแนก haplotype ปลาบึกตัวอยาง 

3.ในการศึกษาครั้งนี้ไดเก็บตัวอยางปลาบึกจากแหลงเลี้ยงตางๆ คือ สถานีประมงกาฬสินธุ  
เชียงราย สระแกว  ศูนยวิจัยประมงแหงชาติ อยุธยา  ศูนยวิจัยและพัฒนาประมงน้ําจืดอุดรธานี  ศูนย
พัฒนาและทดสอบพันธุประมงบุรีรัมย และ ฟารมปลาเอกชน คือ จรัลฟารม เชียงราย และฟารมปลา
เอกชนในลพบุรีและสิงหบุรี และรวมทั้งปลาบึกที่รวบรวมไดในฤดูกาล จํานวน 3 ตัว รวมทั้งหมด 302 
ตัว นํามาจําแนกทางพันธุกรรม 

4. ในการจัดกลุมทางพันธุกรรมปลาบึกที่ไมทราบประวัติตามแหลงเลี้ยงตางๆ ตามรูปแบบของ 
haplotype ไดดําเนินการจัดกลุมโดยใชขอมูล  PCR-RFLP ของยีน ND2  และ ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของ control region โดยการวิเคราะหขอมูลลําดับดีเอ็นเอ (  DNA sequencing)  

4.1 กรณี PCR-RFLP ของยีน ND2  ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอยีน ND2 โดยวิธี PCR ได    
PCR product ขนาดประมาณ 1,376 bp PCR product ที่ไดถูกนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(restriction enzyme) ประเภท 4 cutter คือ AciI, DpnII, HaeIII, TasI และ Tru1I และนําเอา fragment 
length pattern ของแตละเอนไซมมารวมกันเปน composite haplotype  ของปลาบึกแตละตวั ซ่ึงเมื่อรวม
ทุกประชากรแลวสามารถจําแนก haplotype ของปลา 163 ตัว แตจําแนกไดเพยีง 4 haplotype เทานั้น 
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ความแตกตางระหวาง haplotype พบเพียงใน 3 ประชากรเทานั้นคือ ประชากรกาฬสินธุมี 3 haplotype 
สวนประชากรสิงหบุรี (SB) และ ประชากรธรรมชาติมี 2 haplotype เทานั้น  เมื่อวเิคราะห haplotype 
frequency และวิเคราะห AMOVA พบวาไมมีประชากรใดที่มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ เหตุผลอาจ
เนื่องจากชิน้ดีเอ็นเอที่เลือก (ND2) มีความแปรปรวนในตําแหนงตัด (restriction site) นอย ผลการ
วิเคราะหคา gene diversity พบวามีคาระหวาง 0.000-0.0.667 แตคา gene diversity ของปลาธรรมชาติ
(WG) มีคา 0.667 ซ่ึงไดจากปลาเพียง 3 ตัวเทานัน้ ดังนัน้คา gene diversity ที่นาเชื่อถือ คือ 0.000-0.198 
แตผลการวิเคราะห nucleotide divergence ระหวาง haplotype ทั้ง 4 พบวาจะมีอยูระหวาง 0.0097 ถึง 
0.1931 และคา nucleotide divergence ต่ําที่สุดคือ ระหวาง AAAAA และ BAAAA สวนสูงสุดระหวาง 
BAAAA และ CBBCB แตมีจํานวนอยูเพยีง 3 ตัวเทานัน้ ซ่ึงชี้ใหเห็นวา 2 composite haplotype ทั้งสอง
อยูหางกนั เมือ่ใชคา genetic distance มาสรางเปน phylogenetic (NJ) tree ระหวางประชากร พบวา
สามารถแบงไดเปน 4 กลุมหลักเทานั้นซึ่งแสดงแหลงที่วามี 4 สายพันธุแม  (maternal lineage) เทานั้น  

4.2 กรณีการจําแนกประชากรโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด control region ดีเอ็นเอปลาบึก
จากแหลงตางๆ จํานวน 131 ตัว ถูกนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ control region ผลปรากฏวาสามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ control region (D-loop) ได ผลปรากฏวาบริเวณ control region มีความยาว 
899 นิวคลีโอไทด ผลการเปรียบเทียบความแปรปรวนระหวางลําดับทั้งหมดพบวา nucleotide 
composition ประกอบดวย A = 33.0  %, C = 22.3%, G = 13.8 % และ T = 30.9 % และความแปรปรวน
อันเกิดจาก transition เปนสวนใหญ (TS:TV = 6.885) โดยนับ polymorphic site ได 45 ตําแหนง 
(5.00%) จากทั้งหมด 131 ตัวอยาง  เมื่อจําแนก haplotype ทั้งหมดได 48 haplotype  สวนคา haplotype 
diversity  ของปลาจากประชากรตาง ๆ แปรปรวนตั้งแต 0.549 ในประชากรบุรีรัมย(BR) ถึง 1.000 ใน
ประชากรปลาธรรมชาติ แตก็มีเพียง 3 ตัวและมี 3 haplotype ซ่ึงมีจํานวนนอยเกินไป คา haplotype 
diversity ควรอยูระหวาง 0.549 - 0.945 โดยคาเฉลี่ยของทั้งหมด เทากับ 0.9484   เมื่อจัดกลุมประชากร
ปลาบึกออกเปน 8 กลุม  โดยใหปลาธรรมชาติ (WG) และปลาจากแหลงตางๆที่มีจํานวนนอยรวมเปน 

กลุม M (M = miscellaneous) แลวคํานวณคา nucleotide diversity (π) พบวาภายในประชากรมีคาอยู
ระหวาง 0.0032 ถึง 0.0104 ในประชากรอยุธยาและกลุมรวมและในประชากรธรรมชาติ โดยมีคาเฉลี่ย 
เทากับ 0.0079  แสดงวาประชากรธรรมชาติถึงแมจะมีอยูเพียง 3 ตัวก็มีคาความแปรปรวนทางพันธุกรรม
สูงสุด เมื่อเปรียบเทียบคา haplotype diversity และ nucleotide divergence (Dxy) ระหวางประชากร (Fst) 

พบวามีความแปรปรวนระหวางประชากรอยางมีนัยสําคัญ (P ≥ 0.05) แสดงวาในแตละประชากรเหลานี้
มีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญ เพียงแตบางประชากรอาจจะมีจํานวนนอยเกินไป 
 ซ่ึงเมื่อพิจารณาถึงปลาบึกซึ่งกระจายอยูเพียงบริเวณแมน้ําโขงและแมน้ําสาขา (Hogan et al., 
2004) และปลาบึกที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนลูกปลาบึกที่ไดจากเพาะปลาพอ-แมพันธุสมบูรณเพศภาย
และจับไดบริเวณ อําเภอเชยีงของ จังหวดัเชียงรายเทานัน้ ไมใชประชากรปลาธรรมชาตทิี่แทจริง จึงทํา



 53 

ใหคา nucleotide diversity มีคาคอนขางต่ําและปลาบึกที่ใชศึกษาครั้งนี้สวนใหญแลวไมมีขอมูลบันทึก
ไวไดจากการผสมพันธุในปใดและจากพอแมคูไหนบาง 

การกระจายของ haplotype แบบตางๆในกลุมตัวอยาง ความแตกตางระหวาง haplotype สูงสุด
อยู ที่ 6 นิวคลีโอไทด  คือ ระหวาง haplotype g43(LRD3) และ g26(E135) ความสัมพันธระหวาง 
haplotypeแสดงไวใน Bubble diagram of minimum spanning tree ซึ่งเทียบไดกับกรณี most 
parsimonious network อ่ืนๆ  ช้ีใหเห็นวา haplotype ทั้งหลายจัดแบงไดเปน 2 กลุม (cluster) ซ่ึงหางกัน
ถึง 6 นิวคลีโอไทด (ซ่ึงเทากับ 0.6674 % ของนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ control region ) ซ่ึงอาจเปนไป
ไดวาตัวอยาง haplotype g26 และ g43 เปนตัวแทนของปลา 2 ประชากรที่แยกกันอยูนานแลว ตามขอ
สมมติฐานของ Hogan et al. (2004) วาประชากรปลาบึกนาจะมีอยู 2 คือ ประชากรปลาหลวงพระบาง
และประชากรในทะเลสาบเขมร แตเปนที่นาสังเกตวา haplotype g17(CS14) และ g20(CS22) ตางกันก็
หางกัน 6 นิวคลีโอไทดเชนเดียวกัน แต haplotype ของปลาทั้งสองตัวหลังนี้ ไดวิวัฒนาการจาก
haplotype g26 และจะเปนตัวแทนของปลากลุมใดไมอาจทราบได ในเมื่อปลาบึกที่เล้ียงในประเทศไทย
ไมมีพันธุประวัติ (pedigree) ที่จะบอกแหลงที่มาของพอแมพันธุจึงมิอาจคาดเดาได 

 เมื่อวิเคราะห analysis of molecular variance (AMOVA) ดวยโปรแกรม AREQUIN version 
3.0 เพื่อทดสอบความแปรปรวนของ nucleotide diversity พบวาแตละประชากรมคีวามแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ ซ่ึงพบวาความแปรปรวนภายในประชากร 47.48 % และระหวางประชากรมีเพียง 52.52 % เมื่อ
พิจารณาควบคูกับการกระจายของ haplotypeในตารางที ่ 19 จะเหน็วาการกระจายของ haplotype  สวน
ใหญนาจะมาจากปลาของสถานีประมงเชยีงรายมีถึง 10 haplotype (จากปลาทั้งหมด 14 ตัว) และปลาจาก
สถานีประมงกาฬสินธุมี 13 haplotype (จากปลา 40 ตัว) ซ่ึงแสดงวาปลาจาก 2 ประชากร(สถานี)นี้มี
ความหลากหลายของ haplotype สูงสุด  
 เมื่อนําเอาคา nucleotide divergence ระหวาง  mt-haplotype ของปลาบึกทั้ง 131 ตัว มาสราง 
Neighbor joining(NJ) phylogenetic tree พบวาปลาทั้งหมดแบงไดเปน 4 กลุมหลัก(major clade) 
เชนเดยีวกับการจําแนกโดยใช ND2  โดยกลุมแรก(ดานลาง) มีปลาบึก 2 ตัว คือ AY1 และ AY15 ซ่ึงตาม
ประวัติเปนปลารุน F2 จึงอาจเปนไปไดวา ปลาทั้ง 2 ตัวมาจากแมรุนแรก(ลูก F1 )ตวัเดียวกันซึ่งไดรับมา
นานแลว สวนกลุมที่สอง(ดานบน) ซ่ึงเปนกลุมใหญอันประกอบดวยทุกประชากร แตคาดวามาจาก 3 
สายพันธุแม( maternal lineage)  ที่นาสนใจ ปลาธรรมชาติ 3 ตัว( CR 4801-4803) อยูในกลุมขางบนดวย 
กรณีนี้ ความเปนไปไดปลา 3 ตัวจากธรรมชาติอาจเปนลูกปลารุนแรกๆที่กรมประมงปลอยลงสูแมน้ํา
โขงโตเต็มที่ถึงวัยผสมพันธุ จึงเดนิทางกลับมาวางไขทีบ่ริเวณอําเภอเชียงของ หรือเปนปลาธรรมชาติที่
เปนปลารุนเดยีวกับแมปลาที่เคยจับไดมากอนแลว ถึงอยางไรก็ตาม ปลาที่ศึกษาทั้งจากสวนของกรม
ประมงและความเอกชนควรมาจาก 4 สายพันธุแม (maternal lineage)   
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การจะวางแผนการผสมพันธุเพื่อเปน captive breeding stockในอนาคตควรจะตองคํานึงสาย
พันธุแมที่นําเสนอไวนี้ เพือ่หลีกเลี่ยงการผสมเลือดชิด (inbreeding) อันจะกอใหเกิดความลมเหลวทาง
พันธุกรรม (genetic erosion) รายละเอียดตางๆไดนําเสนอไวแลว 
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6. ขอเสนอแนะ 
 

สําหรับขอเสนอใหจัดสราง captive breeding stock ของปลาบึกจากสถานีประมงตาง ๆ นั้นได
นําเสนอไวแลว สําหรับสุดทายนี้ ตามคาดหวังเบื้องตน คาดกันวาปลาบึกจะกลายเปนปลาเศรษฐกิจได
ในอนาคต แตในระหวางการศึกษาทําใหไดรับขอมูลเพิ่มเติมจากผูเกี่ยวของตางๆวา การจะทําใหปลาบึก
กลายเปนปลาเศรษฐกิจนั้นเปนเรื่องยาก ดวยเหตุผลดังตอไปนี้  

1. ปลาบึกเปนปลาที่มีอายุยืนยาว ดังนั้นกวาจะเพาะเลี้ยงจนถึงอายุผสมพันธุไดตองใชระยะเวลา
อันยาวนาน ประมาณ 13-15 ป  ซ่ึงตองลงทุนระยะยาว มีคาใชจายมาก จึงคาดกันวาจะไมคุมทุน 

2. ความตองการของตลาดตอปลาบึกที่มีอยูแลว (2-3 ปที่ผานมา) มีนอย ผูบริโภคทั่วไปนิยมไป
ซ้ือเนื้อปลาบึกที่จับไดจากแมน้ําโขง แตตลาดปลาบึกที่ไดจากการเพาะเลี้ยงไมเปนที่ตองการมากนัก (ไม
มีขอมูลที่แทจริง) ถึงแมจะเปลี่ยนเนื้อปลาบึกเปนผลิตภัณฑอยางอื่น ความตองการของตลาดมีไมมากนกั 
ยิ่งปลาบึกยังคงติดอยูใน Red  list  ของ IUCN  จึงตองภายใตขอบังคับของ CITES การวางตลาด
ตางประเทศกระทําไมไดเลย  

ดวยเหตุผลที่กลาวแลวขางบน คณะผูวิจัยมีความเห็นวาประเทศไทยมีปลาบึกอยูในประเทศ
มากมายและมีนักวิชาการที่มีความรูเร่ืองปลาบึกอยูพอสมควรแลว (อาจมีนักวิชาการมากกวาของ
ประเทศเพื่อนบาน) ประเทศไทย (กรมประมง) นาจะใชโอกาสนี้ดําเนินโครงการสราง captive breeding 
stock ผลิตลูกปลาบึกปลอยกลับลงสูแมน้ําโขง เพื่อเปนโครงการประชาสัมพันธประเทศในฐานะ
ประเทศที่ดําเนินการอนุรักษ ปลา endangered species ของโลก 
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วัตถุประสงค กิจกรรมที่วางแผนไว กิจกรรมที่ดําเนินการได ผลท่ีได 
1.  เพื่อการโคลนและวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดในไมโต
คอนเดรียดีเอ็นเอทัง้หมดของ
ปลาบึก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.เพื่อพัฒนาไพรเมอรจําเพาะ
สําหรับใชในปฏิกิริยา PCR 
เพื่อเพิ่มปริมาณไมโตคอนเด
รียดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณ 
(mtDNA fragment) หรือ 
mtDNA marker ของปลาบึก
ซึ่งมีความยาวมากกวา 1 ยีน 
 
 
3.เพื่อการจําแนกสต็อกปลา
บึกจากแหลงเลี้ยงตางๆ ดวย
การวิเคราะห RFLP 
(Restriction Fragment Length 
Polymorphism) ของไมโต
คอนเดรียดีเอ็นเอเฉพาะ
บริเวณที่เพิ่มปริมาณได 
 
 
 
 
 

1.การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ
ปลาบึก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.ออกแบบไพรเมอรและ
ทดสอบประสิทธิภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
3.เก็บตัวอยางปลาบึกจากแหลง
เลี้ยงตางๆและแยกสกัด 
genomic DNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.ไดดําเนินการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด
ของปลาบึกสําเร็จแลวและ
นําขอมูลไปฝากไวที่ 
GenBank แลว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.ไดออกแบบไพรเมอรเพื่อ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของชิ้น
ยาวของยีน  ND2 ,    ND3-
ND4 และ Cytb+control 
region ในไมโตคอนเดรียดี
เอ็นเอ จํานวน 3 คู และ
ดําเนินการทดสอบ
ประสิทธิภาพของการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอแลว 
3.ดําเนินเก็บตัวยางปลาบึก
จากแหลงเลี้ยงตางๆ ทั้ง
ฟารมเลี้ยงของทางราชการ
และของเอกชน 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.พบวาไมโตคอนเดรียดีเอ็น
เอปลาบึก มีขนาด 16,533 นิ
วคลีโอไทด นําไปฝากไวที่ 
GenBank ภายใต accession 
number AY 761972 และได
นําเสนอผลงานในลักษณะ
โปสเตอรในงานประชุม
วิชาการม.เกษตรศาสตรป 
2548และการนําเสนอ
ผลงานวิจัยแหงชาติ 2549และ
ตีพิมพแลวในวารสาร
นานาชาติแลว คือ GENE 
387:49-53.  
ผลการวิจัยนี้ยังไดรับ รางวัล
ผลงานวิจัย จาก สํานักงาน
คณะกรรมการวิจัยแหงชาติ
(วช.)  
2.ไดออกแบบไพรเมอร  P13-
P14  สําหรับเพิ่มปริมาณยีน 
ND2,  P15-P16 สําหรับยีน 
ND3-ND4  และ P19-P20 
สําหรับยีน  Cytb + control 
region  ซึ่งสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอไดมีขนาก
ประมาณ 1,300 , 2,300 และ 
2,400 คูเบส ตามลําดับ 
3.ไดเก็บตัวอยางปลาบึกสถานี
ประมงกาฬสินธุ เชียงราย 
สระแกว ศูนยวิจัยประมง
แหงชาติ อยุธยา ศูนยวิจัยและ
พัฒนาประมงน้ําจืดอุดรธานี 
ศูนยพัฒนาและทดสอบพันธุ
ประมงบุรีรัมย และ ฟารมปลา
เอกชน คือ จรัลฟารม เชียงราย 
และฟารมปลาเอกชนใน
ลพบุรีและสิงหบุรี และรวมทั้ง
ปลาบึกที่จับไดในฤดูกาล 
จํานวนรวมทั้งหมด 302 ตัว  



4.เพื่อการจัดกลุมทาง
พันธุกรรมปลาบึกที่ไมทราบ
ประวัติตามแหลงเลี้ยงตางๆ 
ตามรูปแบบของ haplotype 
โดยอาศัยขอมูลปลาที่ทราบ
ประวัติแลว 
 

4.จําแนก haplotype ของปลาบึก
จาก 3 ประชากรและปลาบึกที่
ไมทราบประวัติอีก 30-50 ตัว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.วิเคราะหขอมูลและการเตรียม
รายงานผลของโครงการ 
. 

4.การจําแนก haplotype ปลา
บึก  จาก 9 ประชากร โดย
การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอยีน 
ND2  และตัดดวยเอนไซม 
restriction enzyme ประเภท 
4-cutter   5 ชนิด และจําแนก
RFLP marker  ดวย  
polyacrylamide 
electrophoresis  
นอกจากนั้นไดพยายามที่จะ
จําแนก haplotype ของปลา
บึก ดวย RFLP ของยีน ND3-
ND4  และดวยยีน Cytb 
+control region   แตเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอไดเฉพาะ
ประชากร กาฬสินธุและ
อยุธยาเทานัน้ จึงเปลี่ยน 
แทน   วิธีการจําแนกไปเปน
การวิเคราะหลําดับ นิวคลีโอ
ไทดทั้งหมดในบริเวณ 
control region 
5.ดําเนินการวิเคราะห, gene 
diversity,  genetic difference  
จากขอมูล RFLP marker  
และวิเคราะห haplotype 
diversity , nucleotide 
diversity และ nucleotide 
divergence จากขอมูล 
control region เพื่อวิเคราะห
ความแตกตางระหวาง
ประชากร และพรอมทั้ง 
phylogenetic relationship 
 
 
 
 
 
 
- 
 
 

4.การจําแนก haplotype ปลา
บึก จํานวน 163 ตัว จาก 9 
ประชากร โดยการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอยีน ND2  และตัดดวย
เอนไซม ปรากฏวาปลา
ทั้งหมดจําแนกไดเพียง 4 
haplotype  เทานั้น 
นอกจากนั้นไดพยายามที่จะ
จําแนก haplotype ของปลาบึก 
ดวย RFLP ของยีน ND3-ND4  
และดวยยีน Cytb +control 
region   แตเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอไดเฉพาะประชากร 
กาฬสินธุและอยุธยา  จํานวน 
63 และ 52 ตัว ตามลําดับ
เทานั้น และการจําแนก 
haplotype ดวยการวิเคราะห
ลําดับ นิวคลีโอไทดทั้งหมด
ในบริเวณ control regionและ
ปรากฏวาจาก 9 ประชากร 
วิเคราะหปลาได 131 ตัว  
5. ผลการจําแนกประชากร
ดวย RFLP marker จากยีน 
ND2 สามรถแบงปลาได 4 
สายพันธุแม (maternal 
lineage) ประชากรเดนหลัก 
คือ ประชากรกาฬสินธุและ
ประชากรเชียงราย  แตเมื่อ
จําแนกประชากรโดยใช ลําดับ
นิวคลีโอไทดทั้งหมดของ 
control region สามารถแบงได
เปน 3 กลุมหลัก (major clade 
) แตกลุมใหญนั้นมีอยูหลาย
สายพันธุแม (maternal 
lineage) ประกรเดน คือ 
กาฬสินธุ และ เชียงราย  ไดทํา
ขอเสนอแนะวา การจะ
ดําเนินการผสมพันธุปลาบึก
เปน  captive breeding stock  
ควรจะทําความรวมมือ
ระหวางสถานีตางเพื่อคัดเลือก
แมพันธุกอนดําเนินการ  
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