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บทนํา 
 
 ปลาปกเปา (purfferfish) เปนปลากระดูกแข็งมีแหลงอาศัยทั้งในน้ําจืดและน้ําเค็ม

แพรกระจายอยูในเขตรอนและเขตอบอุน ปลาปกมีสารพิษชื่อวา Tetrodotoxin ซ่ึงเปนอันตรายถึง
ชีวิตตอมนุษย โดยในปลาปกเปาทะเลจะมีสารพิษสะสมมากในไข ตับ ลําไส และผิวหนัง สวนใน
เนื้อจะเปนบริเวณที่มีพิษนอยที่สุด สําหรับปลาปกเปาน้ําจืด ผิวหนังจะมีสารพิษมากที่สุด รองลงมา
คือ ไข เนื้อ ตับ และลําไส สารพิษของปลาปกเปาสามารถทนความรอนได พบวาเมื่อตมที่อุณหภูมิ 
170 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที พิษดังกลาวก็ยังสามารถออกฤทธิ์ไดอยางรุนแรงเชนเดิม (สมาคม
การประมงแหงประเทศไทย, 2549) 
 ประเทศไทยมีผูเสียชีวิตหรือเจ็บปวยจากการบริโภคปลาปกเปาอยางตอเนื่อง และปญหามี
แนวโนมจะรุนแรงขึ้น เนื่องจากมีผูนําปลาปกเปามาแลเนื้อเพื่อขายหรือนําเนื้อปลาปกเปามาแปรรูป
เปนอาหารในรูปแบบตางๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งปลาปกเปาชนิดที่ชาวประมงจับไดเปนจํานวนมาก
ในแตละวัน คือ ปลาปกเปาสกุล Lagocephalus จํานวน 3 ชนิด ไดแก L. spadiceus, L. lunaris และ 
L. inermis (ประดิษฐ และ เลิศลักษณ, 2553) ซ่ึงประชาชนผูบริโภคไมมีโอกาสทราบเลยวาเนื้อปลา
หรืออาหารที่วางขายอยูนั้นปรุงมาจากปลาปกเปา ปญหาดังกลาวนี้ยังสงผลถึงประสิทธิภาพในการ
บังคับใชกฎหมายของหนวยงานที่เกี่ยวของเนื่องจากหนวยงานเหลานั้นก็ไมมีเครื่องมือสําหรับ
พิสูจนการปนเปอนของปลาปกเปาในอาหารเชนกัน จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการพัฒนาเครื่องมอื
ในการจําแนกปลาปกเปาที่สามารถใชไดกับตัวอยางที่เปนปลาทั้งตัว เนื้อปลาแล หรืออาหารแปรรูป
ที่มีเนื้อปลาปกเปาเปนสวนประกอบ โดยพบวามีเอกสารวิชาการจํานวนหนึ่งรายงานตรงกันวายีน 
Cytochrome b (Cytb) และ small subunit ribosomal RNA (12S rRNA) ในจีโนมของไมโทคอนเดรีย
สามารถนํามาใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อการจําแนกและระบุชนิดของสัตวชนิดตางๆ ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ดังนั้นจึงนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทั้ง 2 ยีนมาใชในการพัฒนาเครื่องหมาย
โมเลกุลเพื่อระบุชนิดปลาปกเปาที่แพรกระจายอยูในประเทศไทย 
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วัตถุประสงคของการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล 
 
 1. เพื่อระบุชนิด สกุล หรือ วงศ ของปลาปกเปาชนิดตางๆ ที่ปนเปอนในอาหารสด
และอาหารแปรรูป 
 2. เพื่อเปนเครื่องมือของหนวยงานที่เกี่ยวของกับการบังคับใชกฎหมายเพื่อการ
คุมครองผูบริโภค 
 3. เพื่อเปนแนวทางการวิจัยและพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลสําหรับระบุชนิดของ
ส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นๆ 
 4. เพื่อใชเปนตัวอยางจริงในการเรียนการสอนวิชาที่เกี่ยวของ 
 
ขอบเขตของการใชคูมือการจําแนกปลาปกเปาดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 
 
 1. เครื่องหมายโมเลกุลที่พัฒนาขึ้นสามารถใชตรวจสอบชนิด (spceies) หรือกลุมทาง
อนุกรมวิธานที่สูงกวาชนิด ไดแก สกุล (genus) หรือ วงศ (family) ของปลาปกเปา โดยวิเคราะหได
จากผลที่เครื่องหมายโมเลกุลแสดงใหเห็นโดยตรง หรือโดยเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากเครื่องหมาย
โมเลกุลกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank 
 2. เครื่องหมายโมเลกุลสามารถใชตรวจสอบสารละลาย total genomic DNA ที่สกัด
ไดจากตัวอยางสดและแปรรูป (สุก) รวมทั้งตัวอยางที่ผสมอยูกับวัตถุดิบในการปรุงอาหารชนิดอื่นๆ 
 3. เครื่องหมายโมเลกุลทั้งหมดที่พัฒนาขึ้นไมสามารถตรวจสอบความเปนพิษของ
ตัวอยางชิ้นเนื้อหรืออาหารที่นํามาวิเคราะหได  
 4. วัสดุ อุปกรณ เครื่องมือที่กลาวถึงในคูมือ อางอิงจากสิ่งที่ใชในขั้นตอนการวิจัย 
โดยระบุผูผลิตหรือตัวแทนจําหนายในประเทศไทยไวสําหรับผูใชที่ไมคุนเคยกับวัสดุอุปกรณ
เหลานั้น ซ่ึงผูใชคูมือสามารถปรับเปลี่ยนไดตามความเหมาะสมของหองปฏิบัติการที่ผูใชคูมือ
ปฏิบัติงานอยู 
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คําจํากัดความ 
 ความหมายของคําที่ปรากฏในคูมือเปนดังตอไปนี้ 
 

 เครื่องหมายโมเลกุล  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรหรือตําแหนงตัดของ
เอนไซมตัดจําเพาะที่สามารถแสดงเอกลักษณหรือความ
แตกตางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 

ปลาปกเปา  ปลาในวงศ Tetraodontidae และ Diodontidae 
 ปลา outgroup ปลาอื่นที่ไมใชปลาปกเปาในตารางที่ 1 
 ตัวอยาง ปลาทั้งตัว ช้ินเนื้อสด เนื้อสุก หรือผลิตภัณฑอาหารแปรรูป

ตางๆ ทั้งที่เปนเนื้อดิบหรือปรุงสุก 
 ชนิด ในความหมายเพื่อระบุกลุมทางอนุกรมวิธานจะหมายถึง 

species 
 สกุล ในความหมายเพื่อระบุกลุมทางอนุกรมวิธานจะหมายถึง 
  genus 
 วงศ ในความหมายเพื่อระบุกลุมทางอนุกรมวิธานจะหมายถึง 
  family 
 ฐานขอมูล GenBank ฐานขอมูลที่รวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตชนิด

ต างๆ  และใหบ ริการโปรแกรมวิ เคราะหขอมูลทาง
พันธุกรรม มี URL คือ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 โปรแกรม blast โปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใหบริการโดยฐานขอมูล GenBank 
เพื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ตองการวิเคราะหกับ
ขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล โดยจะแสดงผลใหทราบวาลําดับ
นิวคลีโอไทดที่วิ เคราะหเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด
ใดบางในฐานขอมูล 

 multiplex PCR ปฏิกิริยาพีซีอารที่มีองคประกอบเปนไพรเมอรมากกวา 1 คู 
สามารถระบุชนิดปลาปกเปาไดหลายชนิดพรอมกัน 

 species-specific PCR ปฏิกิริยาพีซีอารที่มีองคประกอบเปนไพรเมอร 1 คู สามารถ
ระบุชนิดปลาเปาหมายได 1 ชนิด 

 total genomic DNA สารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากชุดสกัดดีเอ็นเอ ประกอบดวย    
ดีเอ็นเอจากจีโนมในนิวเคลียสและจีโนมในไมโทคอนเดรีย 

 universal primer คูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยวิธี 
พีซีอารไดจากปลาทุกชนิดที่ใชในการทดสอบ 
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คุณลักษณะของเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อการระบุชนิดปลาปกเปา 
 
 เครื่องหมายโมเลกุลเพื่อการการจัดจําแนกปลาปกเปาแบงไดเปน 2 ประเภทคือ 
เครื่องหมายที่ตรวจสอบแบบจําเพาะตอชนิดปลา และเครื่องหมายที่ตรวจสอบแบบไมจําเพาะตอ
ชนิดปลา ซ่ึงเครื่องหมายทั้ง 2 กลุมมีคุณสมบัติแตกตางกัน ดังนี้ 
 
 เครื่องหมายกลุมที่ 1 เปนเครื่องหมายที่ตรวจสอบแบบจําเพาะตอชนิดปลา เครื่องหมาย
ชนิดนี้จะใหผลบวกกับตัวอยางจากปลาชนิดที่เปนเปาหมายเทานั้น ซ่ึงเครื่องหมายที่พัฒนาขึ้น
กําหนดใหมีคุณสมบัติดังนี้ 
 

 1. เพื่อความสะดวกในการใชประโยชน เครื่องหมายที่เหมาะสมคือ เครื่องหมายจากวิธี
พีซีอาร (PCR) ที่ใหผลผลิตพีซีอาร (PCR product) จําเพาะตอชนิดปลาปกเปา  (species-specific 
PCR) กรณีที่ไมมีบริเวณเหมาะสมเพื่อออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอชนิดจะใชตําแหนงจดจํา 
(recognition site) ของเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction endonuclease) ในการระบุชนิด 

 
 2. เครื่องหมายที่จําเพาะตอชนิดปลาปกเปาดวยวิธีพีซีอารจะใหผลผลิตพีซีอารเมื่อมี          

ดีเอ็นเอตนแบบจากปลาปกเปาชนิดที่กําหนดเทานั้น ถาดีเอ็นเอตนแบบเปนดีเอ็นเอจากปลาปกเปา
หรือปลาชนิดอื่นจะไมเกิดผลผลิตพีซีอาร 

 
 3. ผลผลิตพีซีอารมีขนาดเล็ก ทําใหมีโอกาสสูงในการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย

จากตัวอยางที่มีดีเอ็นเอตนแบบปริมาณนอยๆ เชนในกรณีดีเอ็นเอที่สกัดจากเนื้อปลาสุกหรือเนื้อ
ปลาที่ถูกแปรรูปดวยวิธีอ่ืนๆ  นอกจากนี้ ผลผลิตพีซีอารที่ไดจากดีเอ็นเอตนแบบของปลาตางชนิด
กันก็มีขนาดที่แตกตางกันจนสามารถมองเห็นไดชัดเจนดวยวิธีการตรวจสอบที่ไมยุงยาก 

 
 4.  เครื่องหมายจากวิธีพีซีอารสามารถเพิ่มปริมาณโดยใชองคประกอบและสภาวะของ

ปฏิกิริยาใกลเคียงกัน  และสามารถพัฒนาเปน multiplex PCR ซ่ึงจะใชงานไดสะดวก รวดเร็ว แต
ยังคงมีความแมนยําของผลการวิเคราะหคงเดิม 

 
 5. เครื่องหมาย multiplex PCR สามารถใหผลผลิตพีซีอารไดทั้งกรณีมีดีเอ็นเอตนแบบ

จากปลาปกเปาเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิด 
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 เครื่องหมายกลุมที่ 2 เปนเครื่องหมายที่ตรวจสอบแบบไมจําเพาะตอชนิดปลา ไดแก คู
ไพรเมอรเพียง 1 คูที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของปลาปกเปาและปลาอื่นๆ ไดดวยวิธีพีซีอาร 
(universal primer) เพื่อใชประโยชน 2 ประการ คือ 
 
 1. เครื่องหมาย universal primer เปนเครื่องมือตรวจสอบวามีช้ินดีเอ็นเอของยีน
เปาหมายสําหรับระบุชนิดอยูในสารละลาย total genomic DNA ที่กําลังตรวจสอบหรือไม เนื่องจาก
ในทางปฏิบัติ ถาพบแถบดีเอ็นเอเปาหมายก็สามารถสรุปผลไดจากขนาดของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น 
แตในกรณีที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอจะไมสามารถสรุปไดวาการไมเกิดแถบดีเอ็นเอนั้นเปนเพราะ
ตัวอยางที่นํามาสกัดดีเอ็นเอไมมีเนื้อปลาปกเปาชนิดที่ตองการตรวจสอบปนเปอนอยู หรือ เปน
เพราะการสกัดดีเอ็นเอลมเหลวจึงไมมีดีเอ็นเอตนแบบในสารละลายที่ได ดังนั้น การใชเครื่องหมาย
ที่เปน universal primer จะชวยยืนยันวาในสารละลายมีดีเอ็นเอตนแบบของยีนเปาหมาย แตเหตผุลที่
ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอเพราะไมมีดีเอ็นเอตนแบบจากปลาปกเปาชนิดที่กําลังตรวจสอบอยู ซ่ึง
นําไปสูขอสรุปวาไมมีการปนเปอนของเนื้อปลาปกเปาชนิดนั้นในตัวอยางที่ตรวจสอบ 
 

2. ผลผลิตพีซีอารที่ไดจาก universal primer สามารถนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดแลว
นําไปเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงที่ถูกนําฝากไวในฐานขอมูล GenBank ผลการเปรียบเทียบจะ
สามารถระบุชนิด สกุล หรือวงศ ของปลาที่ปนเปอนในตัวอยางไดสะดวกรวดเร็วยิ่งขึ้น ถึงแมวา
ขั้นตอนการหาลําดับนิวคลีโอไทดจะยุงยากและมีคาใชจายสูงก็ตาม แตก็มีความแมนยํามากขึ้นดวย
เชนกัน 
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 สําหรับไพรเมอรกลุมที่ 1 ซ่ึงจําเพาะตอชนิดปลาปกเปา ไดผานการทดสอบวาไม
สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายไดในปลาปกเปาชนิดอื่นและปลาชนิดอื่นที่นํามาใชเปน 
outgroup โดยปลา outgroup ที่ใชในการทดสอบมีจํานวน 14 ชนิด จาก 13 สกุล 5 อันดับ (order)   
ดังนี้ 

 
1. ปลากะพงขาว (Lates calcarifer)  order Perciformes family  Latidae 
2. ปลาสําลี (Seriolina nigrofasciata)  order Perciformes family Carangidae 
3. ปลาตาเดียว (Psettodes erumei)  order Pleuronectiformes family Psettodidae 
4 . ปลาน้ําดอกไม (Sphyraena putnamae)  order Perciformes family Sphyraenidae 
5. ปลาจะละเม็ดดํา (Parastromateus niger)   order Perciformes family Carangidae 
6. ปลาจะละเม็ดขาว (Pampus argenteus)  order Perciformes family Stromateidae 
7. ปลาทรายแดงญี่ปุน (Nemipterus japonicus)  order Perciformes family Nemipteridae 
8. ปลากุเรา (Eleutheronema tetradactylum)  order Perciformes family Polynemidae 
9. ปลากะรัง (Cephalopholis boenak)  order Perciformes family Serranidae 
10. ฉลามหูดํา (Carcharhinus limbatus)  order Carcharhiniformes    family Carcharhinidae 
11. ปลาอินทรีย (Scomberomorus commerson) order Perciformes family Scombridae 
12. ปลากระบอก (Mugil cephalus)  order Mugiliformes family Mugilidae 
13. ปลากราย (Chitala ornata)  order Osteoglossiformes family Notopteridae 
14. ปลานิล (Oreochromis niloticus)  order Perciformes family Cichlidae 

 
ผลที่ไดจากเครื่องหมายโมเลกุลซ่ึงจําเพาะตอปลาปกเปาแตละชนิดจะไมถูกรบกวน

หรือทําใหสับสน แมวาจะมี total genomic DNA ของปลา outgroup เหลานี้ปะปนอยู 
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เคร่ืองหมายโมเลกุล 7 แบบเพื่อการระบุชนิดปลาปกเปา 
 
1.  เครื่องหมาย KU_sRUFR1 เปน universal primer เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจากปลา

ปกเปาได 11 ชนิดและปลาอื่นๆ 14 ชนิด โดยสามารถหาลําดับนิวคลีโอไทดไดสําเร็จ
แลวนําฝากไวในฐานขอมูล GenBank รวม 24 ชนิด 

2.  เครื่องหมาย Mul_ILS เปนไพรเมอรสําหรับ multiplex PCR ที่สามารถจําแนกชนิดปลา
ปกเปาสกุล Lagocephalus ได 3 ชนิด คือ L. spadiceus, L. lunaris และ L. inermis 

3. เครื่องหมาย pfSR_FLI66 เปนไพรเมอรสําหรับ species-specific PCR ที่จําเพาะตอปลา
ปกเปา L. inermis 

4. เครื่องหมาย pfSR_FLL678 เปนไพรเมอรสําหรับ species-specific PCR ที่จําเพาะตอ
ปลาปกเปา L. lunaris 

5. เครื่องหมาย pfSR_FLS108 เปนไพรเมอรสําหรับ species-specific PCR ที่จําเพาะตอปลา
ปกเปา L. spadiceus 

6.  เครื่องหมาย MulCB_TT เปนไพรเมอรสําหรับ multiplex PCR ที่จําเพาะตอสกุล 
Tetraodon และสามารถจําแนกปลาปกเปาชนิด T. nigroviridis ออกจากชนิด T. 
fluviatilis และ T. fangi 

7. เครื่องหมาย TFV_BciVI เปนเครื่องหมาย PCR-RFLP โดยเอนไซมตัดจําเพาะ BciVI 
เพื่อจําแนก T. fluviatilis และ T. fangi 
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แผนภาพแสดงขั้นตอนการปฏิบตัิเพื่อใชประโยชนจากเคร่ืองหมายโมเลกุล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตัวอยางอาหารสด หรือ ผลิตภัณฑแปรรูป 
(ควรเก็บตัวอยางไวในที่เย็น -20°C) 

สกัด Total genomic DNA  
ดวยชุดสกัดที่เหมาะสม 

สารละลาย Total genomic DNA 

ทดสอบดวยเครื่องหมาย KU_sRUFR1  

ตรวจพบผลผลิตพีซีอาร (≈ 300 bp.) 

ทดสอบ Total genomic DNA ดวย
เครื่องหมายระบุชนิดปลาปกเปาทั้ง 7 แบบ 
หรือทดสอบเครือ่งหมายเฉพาะแบบที่จําเพาะ
ตอปลาปกเปาชนิดที่สนใจ 
**เหมาะกับการทดสอบตัวอยางจํานวนมาก 
(ตนทุนการวิเคราะหตอตัวอยางไมสูง) 

ตรวจไมพบผลผลิตพีซีอาร (≈ 300 bp.) 
ใหดําเนินการตาม   I     II   หรือ   III 

ทําผลผลิตพีซีอารที่ไดจาก KU_sRUFR1 ให
บริสุทธิ์ แลวหาลําดับนิวคลีโอไทด จากนั้น
นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลใน
ฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม blast 
เพื่อระบุชนิดของปลาที่ปนอยูในตัวอยาง: 
รายงานชนิด สกุล หรือวงศของปลาที่ปนใน
ตัวอยางตามผลที่ไดจากการเปรียบเทียบ 
**เหมาะกับการทดสอบตัวอยางจํานวนนอย 
(ตนทุนการวิเคราะหตอตัวอยางสูง) 

สกัด Total genomic DNA 
จากตัวอยางเดิมซ้ํา  
(เพิ่มปริมาณตัวอยาง) 

แนวทางสรุปผลการวิเคราะห 
- ไมมีเนื้อปลาปกเปาหรือเนื้อปลาชนิด
อื่นๆ ปนอยูในตัวอยาง 
- มีเนื้อปลาปกเปาหรือเนื้อปลาชนิด
อื่นๆ ปนอยูในตัวอยางปริมาณนอยมาก
จนไมสามารถตรวจพบดวยวิธีพีซีอาร 
- ดีเอ็นเอในตัวอยางถูกทําลายดวย
สาเหตุใดสาเหตุหนึ่ง  เชน เนาเสีย ฯลฯ 

ตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอชนิดปลาปกเปา: 
สรุปผลตามการปรากฏของเครื่องหมายที่ใชวิเคราะห 

ตรวจไมพบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอชนิดของปลาปกเปา: 
สรุปวาไมมีเนื้อปลาปกเปาชนิดที่ตรวจสอบปนอยูในตัวอยาง 

ตรวจสอบวามีเนื้อ 
ปลาชนิดใดปนอยู  

ทดสอบ  
KU_sRUFR1  

ซ้ํา 

I 

II 

III 

ทดสอบดวยเครื่องหมายจําเพาะตอปลา
ปกเปาชนิดที่สนใจ 
**สามารถทดสอบตัวอยางไดจํานวนมาก 
รวดเร็ว ตนทุนการวิเคราะหไมสูง 
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วัสดุอุปกรณท่ีจําเปนสําหรับตรวจสอบการปนเปอนของปลาปกเปา 
 

1.  อุปกรณในการสกัดดีเอ็นเอทั้งหมดในจีโนม (total genomic DNA)  
 1.1 เครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง (≥ 16,000×g)  
 1.2 เครื่องเขยาปรับความเร็วได  
 1.3 เครื่องชั่ง ตูอบควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส  
 1.4 ตูแช (-20 องศาเซลเซียส) 
 1.5 ตูเย็น (4 องศาเซลเซียส) 
 1.6 กรรไกร มีดผาตัด และถุงมือ 
 1.7 บิกเกอรขนาดตางๆ 
 1.8 ปเปตขนาด 20 100 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
 1.9 หลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 หรือ 1.7 มิลลิลิตร 
 
2. ชุดสกัดดีเอ็นเอทั้งหมดในจีโนม (Total genomic DNA) 
 2.1 Genomic DNA Extraction Mini Kit; (RBC Bioscience, Taiwan) 
 2.2 Genomic DNA Mini Kit (Tissue); (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) 
 2.3 GF-1 Nucleic Acid Extraction Kit (Vivantis Technologies Sdn. Bhd,  Malasia) 
 2.4   DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Germany)  
 
3.  สารเคมี เอนไซม วัสดุและเครื่องมอืสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร 
 3.1 เครื่องพีซีอาร;  MJ Mini Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad, Singapore) 
 3.2 เอนไซม  DNA polymerase: Taq DNA Polymerase (Fermentas, Lithuania) 
 3.3 เอนไซม DNA polymerase: High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas, Lithuania) 
 3.4 นิวคลีโอไทด; dNTP Set (4x25 umol) ; (Fermentas, Lithuania) 
 3.5 หลอดพีซีอารขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
 
4. ชุดสกัดผลผลิตพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification Kit) 
 4.1 NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel, USA) 
 4.2   Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit ; (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) 
 4.3   QIAqiuck PCR purification Kit (QIAGEN, Germany) 
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5.  เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) 
 เอนไซม BciVI (New England BioLabs Inc., USA) 
   
6.  เคร่ืองมือและสารเคมีเพื่อแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (Gel electrophoresis) 
 6.1 ชุดอิเล็กโตรโฟรีซีสสําหรับแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (MiniRun Gel Electrophoresis 
System GE-100; Hangzhou Bioer Tech. co., Ltd., China) พรอมอุปกรณแปลงกระแสไฟฟา 
 6.2 ผงเจลอะกาโรส (molecular biology grade) เอธิเดียมโบรไมด สารละลายบัฟเฟอร 
Tris/ Borate/EDTA (บัฟเฟอร TBE) 
 6.3 ดีเอ็นเอมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบขนาด ไดแก DNA Ladder Low Range และ 1 kb 
DNA Ladder Mix (fermentas, Lithuania) 
 6.4  อุปกรณบันทกึภาพแผนเจล Gel Document (BioDoc-It ™ Imaging System , UVP, 
USA) 
 6.5 ไมโครเวฟและเทอรโมมิเตอร 
 
7. เคร่ืองคอมพิวเตอรตอเชื่อมอินเตอรเน็ตสาํหรับคํานวณและวิเคราะหผล 
 
8. โปรแกรมสําหรับวิเคราะหขอมูล 
  โปรแกรมคอมพิวเตอร Blastn (Basic Local Alignment Search Tool-nucleotide) จาก 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov ใชเพื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ตองการศึกษากับลําดับนิวคลี
โอไทดในฐานขอมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
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วิธีการตรวจสอบการปนเปอนของปลาปกเปา 
 
 วิธีดําเนนิการและใชวัสดุอุปกรณในแตละขั้นตอนของการตรวจสอบเปนดังนี ้
 
1.  การสกัดดีเอ็นเอ (total genomic DNA) 
 
 1.1   การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อปลาสด 
 
  การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อปลาสดสามารถดําเนินการไดโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ  
Genomic DNA Extraction Mini Kit; (RBC Bioscience), Genomic DNA Mini Kit (Tissue); 
(Geneaid Biotech Ltd.,) หรือ DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) ดําเนินการตามคําแนะนํา
ผูผลิต  
  ยกเวน : ใหใชเนื้อเยื่อจากกลามเนื้อปลา 30 – 50 มิลลิกรัมแทน 20 มิลลิกรัมตาม
คําแนะนํา  โดยสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากเนื้อปลาสดซึ่งสกัดดวยชุดสกัดเหลานี้ใหผลผลิตพีซีอาร
ที่ตรวจสอบโดยเจลอิเล็คโตรโฟริซีสและใหผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดไมแตกตางกัน 
 
 1.2 การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อปลาแปรรูป  
 
  ชุดสกัดที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอเนื้อปลาแปรรูปคือ  GF-1 Nucleic Acid Extraction Kit 
(Vivantis Technologies Sdn. Bhd,  Malasia) ดําเนินการตามคําแนะนําผูผลิต โดยผลิตภัณฑจากเนื้อ
ปลาแปรรูปตางๆ ใหเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะสกัดดีเอ็นเอ 
 
2. เอนไซมและไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณเครื่องหมายโมเลกุล 
 
 2.1 เครื่องหมายโมเลกุลที่เพิ่มปริมาณเพื่อตรวจสอบดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิลจะ
ทําปฏิกิริยาโดยใชเอนไซม Taq DNA Polymerase (Fermentas, Lithuania) 
  
 2.2 เครื่องหมายโมเลกุลที่เพิ่มปริมาณเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดจะทําปฏิกิริยาโดย
ใชเอนไซม High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas, Lithuania)  
 
 2.3 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรใชตัวอักษรและความหมายของตัวอักษร ตาม
ขอกําหนดตอไปนี้ 
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รหัสแทนกรดนิวคลีอิค   ความหมาย  
A    Adenosine  
C    Cytidine  
G    Guanine  
T    Thymidine  
U    Uracil  
R    G A (puRine)  
Y    T C (pYrimidine)  
K    G T (Ketone)  
M    A C (aMino group)  
S    G C (Strong interaction)  
W    A T (Weak interaction)  
B    G T C (not A) (B comes after A)  
D    G A T (not C) (D comes after C)  
H    A C T (not G) (H comes after G)  
V    G C A (not T, not U) (V comes after U)  
N    A G C T (aNy)  
-    gap  

 
3. การทําผลผลิตพีซีอาร ใหบริสุทธ์ิ 
 
  การทําผลผลิตพีซีอารใหบริสุทธิ์เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดใชชุดสกัด QIAqiuck PCR 
purification Kit (QIAGEN, Germany) 
 
4. การหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 
  ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 3. สามารถหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องหาลําดับ       
นิวคลีโอไทดอัติโนมัติ (automated sequencer) ซ่ึงใชหลักการยับยั้งการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอ
โพล่ีเมอเรส (DNA polymerase) ในกระบวนการจําลองตัวเองที่เบสตําแหนงเฉพาะดวย ddNTP 
(Dideoxyribonucleic acid) ตามวิธีของ Sanger et al. (1977) ซ่ึงอาจดําเนินการโดยใชเครื่องหาลําดับ
นิวคลีโอไทดของหองปฏิบัติการเอง หรือใชบริการจากหนวยบริการตางๆ เชน บริษัท macrogen 
(เกาหลีใต) หรือ 1st BASE (มาเลเซีย) เปนตน 
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5.  การตรวจสอบและแยกขนาดดีเอ็นเอโดยอะกาโรส เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส  
 (agarose electrophoresis) 
 
   เครื่องหมายโมเลกุลที่พัฒนาขึ้นมีขนาดตั้งแต 100 ถึง 400 คูเบส ซ่ึงมีขนาดเล็ก ดังนั้น
การตรวจสอบตองใชเจลอะกาโรสที่มีความเขมขนสูงกวาความเขมขนที่ใชตามปกติ (0.8-1.0 
เปอรเซ็นต) โดยความเขมขนที่เหมาะสมคือ 3 เปอรเซ็นต ในสารละลายบัฟเฟอร TBE 
    
  การเตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 3 เปอรเซ็นต 

  กรณีใชถาด (tray) เตรียมเจลขนาด 11 × 6 × 1 เซนติเมตร (กวาง × ยาว × สูง) ปริมาตร
สารละลายอะกาโรสที่เหมาะสม คือ 25 มิลลิลิตร มีขั้นตอนการเตรียมดังนี้ 

1. ช่ังผงอะกาโรสหนัก 0.75 กรัม ในขวดรูปชมพู เติมสารละลายบัฟเฟอร TBE 
(อุณหภูมิหอง) จนน้ําหนกั 25 กรัม 
                      หมายเหตุ  กอนชั่งผงอะกาโรสใหปรับเครื่องชั่งเปน 0.00 กรัม แลวช่ังอะกาโรสและ
เติมบัฟเฟอรจนไดน้ําหนกั 25 กรัม ใหนําขวดรูปชมพูเขาสูขั้นตอนที่ 2 โดยไมตองปดหรือปรับ
เคร่ืองชั่งใหเปน 0.00 กรัม 

2.  เขยาดวยมือประมาณ 30 วินาที หรือจนกวาผงอะกาโรสทั้งหมดลอยฟุงใน
สารละลายบัฟเฟอร  

3. ใหความรอนขวดรูปชมพูดวยไมโครเวฟ ความรอนปานกลาง ประมาณ 1 นาที 
แลวเขยาขวดรูปชมพูชาๆ ประมาณ 10 วินาที แลวใหความรอนอีกครั้งนาน 20 วินาที จากนั้นเขยา
ขวดรูปชมพูชาๆ สังเกตสารละลายที่ไดวายังมีผงอะกาโรสเหลืออยูหรือไม หากมีก็ใหความรอนซ้ํา 
20 วินาที สลับกับเขยาจนไดสารละลายใสเปนเนื้อเดียว 
                          หมายเหตุ ขณะใหความรอนขวดรูปชมพู ใหนําน้ํากล่ันปริมาตรประมาณ 50 
มิลลิลิตร ใสในบิกเกอร แลวใหความรอนดวยไมโครเวฟไปพรอมกันดวย 

4. ช่ังขวดรูปชมพูดวยเครื่องชั่งที่ใชในขอ 1. จะพบวาน้ําหนักที่ไดนอยกวา 25 กรัม 
เนื่องจากน้ําบางสวนระเหยออกไป เติมน้ํากลั่นที่อุน (ในขอ 3.) จนน้ําหนักเปน 25 กรัม ใหความ
รอนประมาณ 10 วินาที (หรือจนสารละลายเปนเนื้อเดียว) แลววางขวดรูปชมพูไวที่อุณหภูมิหอง 

5. วัดอณุหภูมิสารละลายอะกาโรสดวยเทอรโมมิเตอรจนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
แลวเทในถาดเตรียมเจล เสียบหวี จากนัน้ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองประมาณ 25 นาท ี

6. นําถาดเตรียมเจลแชในตูเย็น (4 องศาเซลเซียศ) ตอไปอกี 10 นาที กอนนาํไปใช 
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   การตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตพีซีอารหรือผลการตัดของเอนไซม
ตัดจําเพาะ ดําเนินการโดยผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสารละลาย loading buffer (น้ําตาลซูโครส 4 
กรัม, สี bromophenol blue 25 มิลลิกรัม, เติมน้ํากล่ันจนเปน 10 มิลลิลิตร) ในอัตราสวน 5 ตอ 1 คือ
ใชสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตรผสมกับ loading buffer 1 ไมโครลิตร (หรือ 10 ไมโครลิตร ตอ 2 
ไมโครลิตร) แลวหยอดสารละลายผสมที่ไดลงในชองของแผนเจลอะกาโรสที่เตรียมไว 
 
   กระแสไฟฟาที่ใชในการแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอมีแรงเคลื่อน 50 โวลต  เปนเวลา 110 
นาที  จากนั้นแชแผนเจลในสารละลายเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นาน 
15 นาที แลวดูภายใตแสง UV บันทึกภาพเจลที่ได 
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องคประกอบของปฏิกิริยาเพื่อการตรวจสอบการปนเปอนของปลาปกเปา 
 
 เครื่องหมายโมเลกุลแตละแบบในคูมือจะมีองคประกอบและสภาวะที่เหมาะสมของ
ปฏิกิริยาดังนี้ 
 
1.  เคร่ืองหมาย KU_sRUFR1 

 
เครื่องหมาย KU_sRUFR1 คือ คูไพรเมอรที่มีคุณสมบัติเปน universal primer ประกอบดวย

ไพรเมอร 2 เสนคือ KU_sRUF1 และ KU_sRUR1 ซ่ึงมีลําดับดังนี้ 
 
KU_sRUF1 :  5'-TGCCAGCCRCCGCGGTT   
KU_sRUR1 : 5'-CCGCCAAGTCCKTTGGGTT 
 

 เมื่อใชสําหรับหาลําดับนวิคลีโอไดท จะมอีงคประกอบในปฏิกิริยาปรมิาตร 25 ไมโครลิตร
เปนดังนี ้
  1.  Buffer (10X Taq buffer)    2.50      ไมโครลิตร   
  2.  MgCl2 (25 mM)      2.50      ไมโครลิตร 
  3.  dNTP (2.0 mM)     2.00      ไมโครลิตร 
  4.  Primer KU_sRUF1 (10 pmol)    2.00      ไมโครลิตร 
  5.  Primer KU_sRUR1 (10 pmol)    2.00      ไมโครลิตร  
  6.  Taq (DNA polymerase)    0.20      ไมโครลิตร 
  7.  ultrapure H20    12.80      ไมโครลิตร 

8.  DNA template      1.00      ไมโครลิตร (10-100 ng) 
 
 PCR cycling condition สําหรับกําหนดอณุหภูมแิละเวลา 

  94°C   2 นาที 

  94°C   30 วินาท ี

  58°C   30 วินาท ี  35 รอบ 

  72°C   30 วินาท ี

  72°C   1 นาที 

  4°C   forever 
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ปฏิกิริยาจะใหผลผลิตพีซีอารขนาดประมาณ 290 คูเบส ในปลาเกือบทุกชนิด ยกเวนในปลา
น้ําดอกไม ที่มีขนาดใหญกวา 300 คูเบส (ภาพที่ 1) ซ่ึงคาดวาเปนความแตกตางตามปกติของยีน 12S 
rRNA ในสิ่งมีชีวิตที่มีสายวิวัฒนาการตางกัน  

 
ในกรณีที่ใชคูไพรเมอร KU_sRUF1 และ KU_sRUR1 สําหรับพิสูจนวามีดีเอ็นเอตนแบบ

ในสารละลาย (ไมไดมีจุดประสงคของการเพิ่มปริมาณเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด) จะสามารถใช 
องคประกอบและสภาวะในการทําปฎิกิริยาพีซีอารที่เหมือนหรือใกลเคียงกับคูไพรเมอรที่จําเพาะตอ
ชนิด ทําใหในทางปฏิบัติทํางานไดงายขึ้น ถึงแมวาแถบดีเอ็นเอจะจางลงแตก็ยังชัดเจนมากพอ
สําหรับตรวจสอบได โดยมีองคประกอบในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตรเปนดังนี้ 

 
  1.  Buffer (10X Taq buffer)    2.50      ไมโครลิตร   
  2.  MgCl2 (25 mM)      1.00      ไมโครลิตร 
  3.  dNTP (2.0 mM)     2.00      ไมโครลิตร 
  4.  Primer KU_sRUF1 (10 pmol)    1.00      ไมโครลิตร 
  5.  Primer KU_sRUR1 (10 pmol)    1.00      ไมโครลิตร  
  6.  Taq (DNA polymerase)    0.20      ไมโครลิตร 
  7.  ultrapure H20    16.30      ไมโครลิตร 

8.  DNA template      1.00      ไมโครลิตร (10-100 ng) 
  

PCR cycling condition สําหรับกําหนดอณุหภูมแิละเวลา 

  94°C   2 นาที 

  94°C   30 วินาท ี

  64°C   30 วินาท ี  35 รอบ 

  72°C   30 วินาท ี

  72°C   1 นาที 

  4°C   forever 
ผลิตพีซีอารที่ไดยังคงมีขนาดเทาเดิม (290 คูเบส)  
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 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยวิธีพีซีอารโดยใชคูไพรเมอร KU_sRUF1 และ 
KU_sRUR1 ที่มีดีเอ็นเอตนแบบจากปลาปกเปาและปลาในกลุม Outgroup แสดงในภาพที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยใชไพรเมอร KU_sRUF1 และ 

KU_sRUR1 (universal primer) ของปลาชนิดตางๆ เปนดีเอ็นเอตนแบบในชอง 1 – 16  
ดังนี้ 1. ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 2. ปลาสําลี (Seriolina nigrofasciata) 3. ปลา
ตาเดียว (Psettodes erumei) 4 . ปลาน้ําดอกไม (Sphyraina putnamae) 5. ปลาจะละเม็ดดํา 
(Parastromateus niger) 6. ปลาจะละเม็ดขาว (Pampus argenteus) 7. ปลาทรายแดงญี่ปุน 
(Nemipterus japonicus) 8. ปลากุเรา (Eleutheronema tetradactylum) 10. ปลากะรัง 
(Cephalopholis boenak) 10. ฉลามหูดํา (Carcharhinus limbatus) 11. ปลาอินทรีย 
(Scomberomorus commerson) 12. ปลากระบอก (Mugil cephalus) 13. ปลากราย (Chitala 
ornata) และ 14. ปลานิล (Oreochromis niloticus) 15. ปลาปกเปาสกุล Lagocephalus  16. 
ปลาปกเปาสกุล Tetraodon โดยใช DNA Ladder Low Range (fermentas, Lithuania) เพื่อ
เปรียบเทียบขนาด (ชอง M) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M 16 

100 bp. 
75 bp. 
50 bp. 

25 bp. 

150 bp. 
200 bp. 

300 bp. 
400 bp. 
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ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากเครื่องหมายโมเลกุล KU_sRUFR1 ที่นําฝากไวในฐานขอมูล 
GenBank แสดงในตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1  แสดงชื่อวิทยาศาสตร ช่ือสามัญ และรหัส accession number ในฐานขอมูล GenBank 

ของปลาชนิดตางๆ  
ลําดับ ช่ือสามัญ (ไทย) ช่ือสามัญ (อังกฤษ) ช่ือวิทยาศาสตร accession no. 

1 ปลาปกเปา smooth golden pufferfish Lagocephalus inermis GQ249104 

2 ปลาปกเปาหลังเขียว Green rough-backed puffer Lagocephalus lunaris GQ249105 
3 ปลาปกเปา Hafl-smooth golden  

     pufferfish 
Lagocephalus spadiceus FJ792638 

4 ปกเปาเขียวจุด green spotted puffer Tetraodon nigroviridis FJ792639 

5 ปกเปาตาแดง  target puffer Tetraodon fangi GQ249110 

6 ปกเปาเขียว green pufferfish Tetraodon fluviatilis GQ337007 
7 ปลาปกเปาลายพาด    

     กลอน 
lattice blaasop Takifugu oblongus GQ337006 

8 ปลาปกเปาลายรางแห Reticulated pufferfish Arothron reticularis GQ249106 

9 ปลาปกเปาหนามสั้น Rounded porcupinefish Chilomycterus orbicularis GQ249107 
10 ปลาปกเปาหนาม  

     ทุเรียน 
spot-fin porcupinefish Diodon hystrix GQ249108 

11 ปลาปกเปาหนาม 
     ทุเรียน 

Black blotched 
porcupinefish 

Diodon liturosus GQ249109 

12 ปลากะพงขาว  barramundi perch Lates calcarifer FJ775179 

13 ปลาสําลี  Blackbanded trevally Seriolina nigrofasciata FJ792626 

14 ปลาตาเดียว  Indian spiny turbot Psettodes erumei FJ792627 

15 ปลาน้ําดอกไม  Giant Seapike Sphyraena  jello FJ792628 

16 ปลาจะละเม็ดดํา  Black pomfret  Parastromateus niger FJ792629 

17 ปลาจะละเม็ดขาว  Silver pomfret  Pampus argenteus FJ792630 

18 ปลาทรายแดงญี่ปุน  Japanese threadfin bream  Nemipterus japonicus FJ792631 

19 ปลากุเรา  Fourfinger threadfin  Eleutheronema tetradactylum FJ792632 

20 ปลาฉลามหูดํา Blacktip reef shark Carcharhinus melanopterus FJ792633 

21 ปลาอินทรีบั้ง Spanish mackerel Scomberomorus commerson FJ792634 

22 ปลากระบอก Flathead mullet  Mugil cephalus FJ792635 

23 ปลากราย  Clown featherback Chitala ornata FJ792636 

24 ปลานิล  Nile tilapia  Oreochromis niloticus FJ792637 
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การใชประโยชนจากเครื่องหมายโมเลกุลลําดับนิวคลีโอไทดที่ฝากไวในฐานขอมูล 
GenBank เพื่อการระบุชนิดทําไดโดยใชโปรแกรม Blast ผานระบบอินเตอรเน็ต 

โปรแกรม Blast มี URL ดังนี้ 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
แลวเลือกคลิกที่ nucleotide blast 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nucleotide blast 
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ผลการเลือกคลิกที่ nucleotide blast จะใหผลดังนี้ 

 
ในหนาที่ปรากฏขึ้นนี้จะมีบริเวณที่สําคัญดังนี้ 
1. บริเวณสําหรับวางลําดับนิวคลีโอไทดที่ตองการตรวจสอบ (ตัวอยางในหนา 21) 
2. หัวขอ Database ใหเลือก Others 
3. หัวขอ Optimize for ใหเลือก Somewhat similar sequences (blastn) 
4. แลวเลือกคลิก BLAST 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. พื้นที่วางลําดับนิวคลีโอไทด 

2. คลิก Other 

3. คลิก Somewhat similar sequences (blastn) 

4. คลิก Blast 
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 ผลการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม blast จะสามารถระบุไดวาลําดับนิวคลีโอไทดใดใน
ฐานขอมูล GenBank ที่เหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดที่ตองการตรวจสอบมากที่สุด โดยเครื่องหมาย
โมเลกุลที่ใชเปนลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน 12S rRNA ดังนั้นถาปรากฏความเหมือน (identities) 
มากกวา 95% ก็เชื่อไดวาเปนสิ่งมีชีวิตชนิด (species) เดียวกัน ดังตัวอยางการวิเคราะหลําดับนิวคลี
โอไทดของ L. spadiceus จากจังหวัดชุมพร  
 
>pCpLS06u-KU_sRUF1 
AGGGCAGTTATACGCTTTCGAAGGCATGAAGCACATCCACGAAAGTAGCCTTACCCCACTTGAATCCACGAAAGCTAAGATACAAA
CTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACAACGACCCCCCCCTACAATCAAACTCCGCCTGGGTACTACGAGCATTAGC
TTAAAACCCAACGGACTTGG 

 
ผลที่ไดปรากฏวาเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ L. spadiceus  ที่ฝากในฐานขอมูล 97% 

โดยดูจากคา Identities ที่มีคาเทากับ 97% 

> gi|225421142|gb|FJ792638.1|  Lagocephalus spadiceus 12S ribosomal RNA gene, 
partial sequence;  
mitochondrial 
Length=344 
 
 Score =  322 bits (356),  Expect = 4e-85 
 Identities = 188/192 (97%), Gaps = 2/192 (1%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    AGGGCAGTTATACGCTTTCGAAGGCATGAAGCACATCCACGAAAGTAGCCTTACCCCACT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  152  AGGGCAGTTATACGCTTTCGAAGGCATGAAGCACATCCACGAAAGTAGCCTTACCCCACT  211 
 
Query  61   TGAATCCACGAAAGCTAAGATACAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  212  TGAATCCACGAAAGCTAAGATACAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAA  271 
 
Query  121  ACAACGAccccccccTACAATCAAACTCCGCCTGGGTACTACGAGCATTAGCTTAAAACC  180 
            ||||||| |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  272  ACAACGA-CCCCACCTACAATCAAACTCCGCCTGGGTACTACGAGCATTAGCTTAAAACC  330 
 
Query  181  CAACGGACTTGG  192 
            |||  ||||||| 
Sbjct  331  CAA-AGACTTGG  341 

 

 
อยางไรก็ตาม หากลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางที่วิเคราะหยังไมเคยมีรายงานใน

ฐานขอมูลมากอน ผลการ blast ก็จะแสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่ใกลเคียงที่สุดกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของตัวอยางที่วิเคราะห ซ่ึงจะทําใหทราบวาตัวอยางที่วิเคราะหเปนปลาในกลุมปลาปกเปาหรือไม 
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ลําดับนิวคลีโอไทดอางอิงของปลาในตารางที่ 1 ซ่ึงนําฝากไวในฐานขอมูล GenBank  
 

ปลาปกเปา (Lagocephalus inermis) 
 
LOCUS       GQ249104                 292 bp    DNA     linear   VRT 18-JUL-2009 
DEFINITION  Lagocephalus inermis 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   GQ249104 
VERSION     GQ249104.1  GI:253741324 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Lagocephalus inermis (smooth blaasop) 
  ORGANISM  Lagocephalus inermis 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Lagocephalus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (05-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..292 
                     /organism="Lagocephalus inermis" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-SkLI01" 
                     /db_xref="taxon:229056" 
     rRNA            <1..>292 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaagcc caagttgtca gccttcggcg taaagagtgg 
       61 ttagaatagc ccgtttaaac tgaggtcgaa caccttcaaa gcagtcatac gctctcgaag 
      121 gcatgaagca cacttacgaa agtaacctca cccgatttga acccacgaaa gctaagacac 
      181 aaactgggat tagatacccc actatgccta gccctaaaca acgacattaa ttacactcaa 
      241 actccgcccg ggtactacga gcattagctt aaaacccaaa gaacttggcg gg 
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ปลาปกเปาหลังเขียว (Lagocephalus lunaris) 
 
 
LOCUS       GQ249105                 292 bp    DNA     linear   VRT 18-JUL-2009 
DEFINITION  Lagocephalus lunaris 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   GQ249105 
VERSION     GQ249105.1  GI:253741325 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Lagocephalus lunaris (green rough-backed puffer) 
  ORGANISM  Lagocephalus lunaris 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Lagocephalus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (05-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..292 
                     /organism="Lagocephalus lunaris" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-TrLL01" 
                     /db_xref="taxon:204814" 
     rRNA            <1..>292 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagtggcc caagttgtta gccctcggcg taaagagtgg 
       61 ttagagcgac acacacaaca ctgaggccga acaccttcag agcagtgata cgcttccgaa 
      121 ggcatgaagc acacccacga aagtagcctc acccaacttg aacccacgaa agctaagaca 
      181 caaactggga ttaggtaccc cactatgctt agccctaaac aacgacacca attacaccaa 
      241 aactccgcca gggtactacg agcattagct tgaaacccaa cggacttggc gg 
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ปลาปกเปา (Lagocephalus spadiceus) 
 
LOCUS       FJ792638                 344 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Lagocephalus spadiceus 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792638 
VERSION     FJ792638.1  GI:225421142 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Lagocephalus spadiceus (half-smooth golden 
            pufferfish) 
  ORGANISM  Lagocephalus spadiceus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Lagocephalus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 344) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 344) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..344 
                     /organism="Lagocephalus spadiceus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-TrLS16" 
                     /db_xref="taxon:435151" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>344 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttgc aaaaagctgt acgccagcac taggaaggcg gagttctgcc 
       61 agccgccgcg gttatacgag aggcccaagt tgttaaccct cggcgtaaag agtggttaga 
      121 gtacccctac agactaaggc cgaacacctt cagggcagtt atacgctttc gaaggcatga 
      181 agcacatcca cgaaagtagc cttaccccac ttgaatccac gaaagctaag atacaaactg 
      241 ggattagata ccccactatg cttagcccta aacaacgacc ccacctacaa tcaaactccg 
      301 cctgggtact acgagcatta gcttaaaacc caaagacttg gcgg 
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ปลาปกเปาเขียวจุด (Tetraodon nigroviridis) 
 
 
LOCUS       FJ792639                 293 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Tetraodon nigroviridis 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792639 
VERSION     FJ792639.1  GI:225421143 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Tetraodon nigroviridis (spotted green pufferfish) 
  ORGANISM  Tetraodon nigroviridis 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Tetraodon. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 293) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 293) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..293 
                     /organism="Tetraodon nigroviridis" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-RnTN05" 
                     /db_xref="taxon:99883" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>293 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaggcc caagttgtta gcccccggcg taaagagtgg 
       61 ttaaaacacc aaacaccaaa ctgaggccga acaccctcaa ggcagttata cgctcccgag 
      121 gacatgaaga acaattacga aggtagcctc atcccctttg aacccacgaa agctagggta 
      181 caaactggga ttagataccc cactatgcct agccctaaac aatgatattc taatacattc 
      241 cctatccgcc cgggtactac gagcattagc ttaaaaccca acggacttgg cgg 
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ปลาปกเปาตาแดง (Tetraodon fangi) 
 
LOCUS       GQ249110                 290 bp    DNA     linear   VRT 18-JUL-2009 
DEFINITION  Tetraodon fangi 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   GQ249110 
VERSION     GQ249110.1  GI:253741330 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Tetraodon fangi 
  ORGANISM  Tetraodon fangi 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Tetraodon. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 290) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 290) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (05-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..290 
                     /organism="Tetraodon fangi" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-AyTF01" 
                     /db_xref="taxon:658184" 
     rRNA            <1..>290 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gccagcctcc gcggttatac gagagaccca agttgttagc ccccggcgta aagagtggtt 
       61 agatactaaa catcaaactg aggccgaaca ccctcaaggc agttatacgc tcccgaggac 
      121 atgaagtaca attacgaaag tagcctcacc cccttgaacc cacgaaagct aggacacaaa 
      181 ctgggattag ataccccact atgcctagcc ctaaacaatg ataccaacat acactcccca 
      241 tccgcccggg tactacgagc attagcttaa aacccaaagg acttggcggg 
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ปลาปกเปาเขียว (Tetraodon fluviatilis) 
 
 
 
LOCUS       GQ337007                 289 bp    DNA     linear   VRT 05-AUG-2009 
DEFINITION  Tetraodon fluviatilis voucher KUGEN_ECpf-AdTV01 12S ribosomal RNA 
            gene, partial sequence; mitochondrial. 
ACCESSION   GQ337007 
VERSION     GQ337007.1  GI:254972483 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Tetraodon fluviatilis (green pufferfish) 
  ORGANISM  Tetraodon fluviatilis 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Tetraodon. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 289) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 289) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..289 
                     /organism="Tetraodon fluviatilis" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-AdTV01" 
                     /db_xref="taxon:47145" 
     rRNA            <1..>289 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 cagcctccgc ggttatacga gagacccaag ttgttagccc ccggcgtaaa gagtggttag 
       61 atactaaata ccaaactgag gccgaacacc ctcaaggcag ttatacgctc ccgagggcat 
      121 gaagaacaat tacgaaagta gcctcacccc ccttgaaccc acgaaagcta ggacacaaac 
      181 tgggattaga taccccacta tgcctagccc taaacaatga taccaatata cactccccat 
      241 ccgcccgggt actacgagca ttagcttaaa acccaaagga acttggcgg 
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ปลาปกเปาลายพาดกลอน (Takifugu oblongus) 
 
 
LOCUS       GQ337006                 272 bp    DNA     linear   VRT 05-AUG-2009 
DEFINITION  Takifugu oblongus voucher KUGEN_ECpf-SuTkO05 12S ribosomal RNA 
            gene, partial sequence; mitochondrial. 
ACCESSION   GQ337006 
VERSION     GQ337006.1  GI:254972482 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Takifugu oblongus (lattice blaasop) 
  ORGANISM  Takifugu oblongus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Takifugu. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 272) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 272) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..272 
                     /organism="Takifugu oblongus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-SuTkO05" 
                     /db_xref="taxon:204816" 
     rRNA            <1..>272 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 cagccgccgc ggttatacga gagacccaag ttgttagcca acggcgtaaa gggtggttag 
       61 aactataaac aacaaactga gaccgaacac cttcaaggct gttatacgct tccgaagcaa 
      121 cgaagaacaa taacgaaagt agcctcacta actcgaaccc acgaaagcta ggacacaaac 
      181 cgggattaga taccccacta tgcctacccc taaacacgat atgaaactac gtacatatcc 
      241 gcccggttac tacgagcatt agcttaaaac cc 
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ปลาปกเปาลายรางแห (Arothron reticularis) 
 
 
LOCUS       GQ249106                 292 bp    DNA     linear   VRT 18-JUL-2009 
DEFINITION  Arothron reticularis 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   GQ249106 
VERSION     GQ249106.1  GI:253741326 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Arothron reticularis (reticulated pufferfish) 
  ORGANISM  Arothron reticularis 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Tetradontoidea; Tetraodontidae; Arothron. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (05-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..292 
                     /organism="Arothron reticularis" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-Arec" 
                     /db_xref="taxon:658176" 
     rRNA            <1..>292 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagagacc caagttgtta gcccccggcg taaagagtgg 
       61 ttaaatacac aacatttaac tgaggccgaa catcctcaag gcagttatac gctcccgagg 
      121 acatgaagaa caatcacgaa agtagcctca tcccatttga acccacgaaa gctaggacac 
      181 aaactgggat tagatacccc actatgccta gccctaaaca acgataccac caatacatcc 
      241 ccatccgccc gggtactacg agcattagct taaaacccaa cggacttggc gg 
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ปลาปกเปาหนามสั้น (Cyclichthys orbicularis) 
 
 
LOCUS       GQ249107                 290 bp    DNA     linear   VRT 18-JUL-2009 
DEFINITION  Cyclichthys orbicularis 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   GQ249107 
VERSION     GQ249107.1  GI:253741327 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Cyclichthys orbicularis (birdbeak burrfish) 
  ORGANISM  Cyclichthys orbicularis 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Diodontidae; Cyclichthys. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 290) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 290) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (05-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..290 
                     /organism="Cyclichthys orbicularis" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-Corb" 
                     /db_xref="taxon:658182" 
     rRNA            <1..>290 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaggcc caagttgtta ggcaccggcg taaagggtgg 
       61 ttaaggcaaa tacctaaact aaagccgaac atcttccaag ccgtcatacg cacacgaaga 
      121 taagaagccc aataacgaaa gtggctctaa tatgcctgaa tccacgaaag ctatgacaca 
      181 aactgggatt agatacccca ctatgcctag ccctaaacat tgacagtaaa ctcaccaact 
      241 gtccgcccgg gaactacgag cattagctta aaacccaacg gacttggcgg 
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ปลาปกเปาหนามทุเรียน (Diodon hystrix) 
 
 
LOCUS       GQ249108                 270 bp    DNA     linear   VRT 18-JUL-2009 
DEFINITION  Diodon hystrix 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   GQ249108 
VERSION     GQ249108.1  GI:253741328 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Diodon hystrix (spot-fin porcupinefish) 
  ORGANISM  Diodon hystrix 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Diodontidae; Diodon. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 270) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 270) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (05-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..270 
                     /organism="Diodon hystrix" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-Dhys" 
                     /db_xref="taxon:223145" 
     rRNA            <1..>270 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 cgcggttata cgagagaccc aagttgttag gcatcggcgt aaagggtggt taaggcaata 
       61 cccaaactaa agccgaacat cttccaagcc gtcatacgca cacgaagaca agaagcccga 
      121 taacgaaagt ggctctaacc tgcctgaacc cacgaaagct atgacacaaa ctgggattag 
      181 ataccccact atgcctagcc ctaaacatcg acagtaaatt caccaactag tccgcccggg 
      241 aactacgagc accagcttaa aacccaacgg 
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ปลาปกเปาหนามทุเรียน (Diodon liturosus) 
 
 
LOCUS       GQ249109                 289 bp    DNA     linear   VRT 18-JUL-2009 
DEFINITION  Diodon liturosus 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   GQ249109 
VERSION     GQ249109.1  GI:253741329 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Diodon liturosus (black-blotched porcupinefish) 
  ORGANISM  Diodon liturosus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Tetraodontiformes; 
            Diodontidae; Diodon. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 289) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 289) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (05-JUN-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phahon Yothin Rd, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..289 
                     /organism="Diodon liturosus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-Dlit" 
                     /db_xref="taxon:304257" 
     rRNA            <1..>289 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 tgccagccgc cgcggttata cgagagaccc aagttgttag gcatcggcgt aaagggtggt 
       61 taaggcaaat acccaaacta aagccgaaca tcttccaagc cgtcatacgc acacgaagac 
      121 aagaagccca ataacgaaag tggctctaac ctgcctgaac ccacgaaagc tatgacacaa 
      181 actgggatta gataccccac tatgcctagc cctaaacatt gacagtaaat tcactaactg 
      241 tccgcctggg aactacgagc accagcttaa aacccaaagg acttggcgg 
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ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 
 
 
 
LOCUS       FJ775179                 285 bp    DNA     linear   VRT 29-MAR-2009 
DEFINITION  Lates calcarifer isolate OG01rcs 12S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence; mitochondrial. 
ACCESSION   FJ775179 
VERSION     FJ775179.1  GI:225580015 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Lates calcarifer (barramundi perch) 
  ORGANISM  Lates calcarifer 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Percoidei; Latidae; Lates. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 285) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identification in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 285) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (23-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..285 
                     /organism="Lates calcarifer" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /isolate="OG01rcs" 
                     /db_xref="taxon:8187" 
     rRNA            <1..>285 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ccgccgcggt tatacgagag gcccaagctg acaaaccacg gcgtaaagag tggttaagga 
       61 aacttgaaac taaagtcgaa cgctctcttc gagctgttat acgcgtacga gactacgaag 
      121 ctcagccacg aaagtgactt tacaacccct gaccccacga aagctaagaa acaaactggg 
      181 attagatacc ccactatgct tagccgtaaa cattgatttt acattacact taatattccg 
      241 cccgggaatt acaagcacta gcttaaaacc caacggactt ggcgg 
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ปลาสําลี (Seriolina nigrofasciata) 
 
 
LOCUS       FJ792626                 214 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Seriolina nigrofasciata 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792626 
VERSION     FJ792626.1  GI:225421130 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Seriolina nigrofasciata 
  ORGANISM  Seriolina nigrofasciata 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Carangoidei; Carangidae; Seriolina. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 214) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 214) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..214 
                     /organism="Seriolina nigrofasciata" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG02" 
                     /db_xref="taxon:436009" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>214 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaggcc taagttgata gacagcggcg taaagagtgg 
       61 ttaaggaaag tacaaaacta aagccgaacg ccttcagaac tgtcatacgt cttcgaaggt 
      121 atgaagcccg accacgaaag tggctttatt ccccctgaac ccacgaaagc taaggaacaa 
      181 actgggatta gataccccac tatgcttagc cctg 
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ปลาตาเดียว (Psettodes erumei) 
 
 
LOCUS       FJ792627                 292 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Psettodes erumei 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792627 
VERSION     FJ792627.1  GI:225421131 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Psettodes erumei (Indian spiny turbot) 
  ORGANISM  Psettodes erumei 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Pleuronectiformes; 
            Psettodoidei; Psettodidae; Psettodes. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..292 
                     /organism="Psettodes erumei" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG03" 
                     /db_xref="taxon:195640" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>292 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgatgaggc tcaagctgac agacaacggc gtaaagagtg 
       61 gttaggggtt acaaaaaata aagccgaacg ctctctaagc tgttatacgc gcatgcgaga 
      121 gtatgaagcc caactacgaa agtggcttta ctacacctga acccacgaaa gctaagaaac 
      181 aaactgggat tagatacccc actatgctta gccttaaaca ttgattgtac cctacaccta 
      241 caatccgccc gggaattaca aacattagtt caaaacccaa aggacttggc gg 
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ปลาน้ําดอกไม (Sphyraena jello) 
 
 
LOCUS       FJ792628                 264 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Sphyraena jello 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792628 
VERSION     FJ792628.1  GI:225421132 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Sphyraena jello (pickhandle barracuda) 
  ORGANISM  Sphyraena jello 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Scombroidei; Sphyraenidae; Sphyraena. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 264) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 264) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..264 
                     /organism="Sphyraena jello" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG04" 
                     /db_xref="taxon:445362" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>264 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 aaactaaagc tctggaacgg cctctaggtt gttacacgct tccgaaggta cgaagcccaa 
       61 tcacgaaagt agctttaatc ctcacctgac tccacgaaag ctgagaaaca aactgggatt 
      121 agatacccca ctatgctcag ccctaaacat cgattgtata acacaacccc gatccgcccg 
      181 ggtattacgc acgccccctt tctttatttc tatttatctt ttaccccccc cccccccttg 
      241 gctgaaaccc aagggaattg gcgg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 37 

ปลาจะละเม็ดดํา (Parastromateus niger) 
 
 
LOCUS       FJ792629                 291 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Parastromateus niger 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792629 
VERSION     FJ792629.1  GI:225421133 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Parastromateus niger (black pomfret) 
  ORGANISM  Parastromateus niger 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Carangoidei; Carangidae; Parastromateus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 291) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 291) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..291 
                     /organism="Parastromateus niger" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG05" 
                     /db_xref="taxon:435272" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>291 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg gccgcggtta tacgagaggc tcaagttgac agacaacggc gtaaagagtg 
       61 gttaaggaaa atacactaac taaagcggaa caccctcata gctgttatac gcttccgagg 
      121 gcatgaaccc caaccacgaa ggtggcttta cattacctga acccacgaaa gctaagaaac 
      181 aaactgggat tagatacccc actatgctta gccttaaaca ttgattgttt accacatcaa 
      241 acatccgccc gggaattacg aacactagtt taaaacccaa cgacttggcg g 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 38 

ปลาจะละเม็ดขาว (Pampus argenteus) 
 
 
LOCUS       FJ792630                 292 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Pampus argenteus 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792630 
VERSION     FJ792630.1  GI:225421134 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Pampus argenteus (silver pomfret) 
  ORGANISM  Pampus argenteus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Stromateoidei; Stromateidae; Pampus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 292) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..292 
                     /organism="Pampus argenteus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG06" 
                     /db_xref="taxon:206143" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>292 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgaaaggct caagttgata aacttcggcg taaagtgtgg 
       61 ttaaggaaat ttttcaacta aagccgaacg cctataaaag cagtgatacg cttattaagg 
      121 catgaagccc ctctacgaaa gtggctttat aaaccctgaa tccacaaaag ctatgaaaca 
      181 aactgggatt agatacccca ctatgcttag ccataaacat tgatagaata ctacatattt 
      241 ctatccgcct gggaattacg agcattagct taaaacccaa cggacttggc gg 
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ปลาทรายแดงญี่ปุน (Nemipterus japonicus) 
 
 
LOCUS       FJ792631                 299 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Nemipterus japonicus 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792631 
VERSION     FJ792631.1  GI:225421135 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Nemipterus japonicus (Japanese threadfin bream) 
  ORGANISM  Nemipterus japonicus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Percoidei; Nemipteridae; Nemipterus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 299) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 299) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..299 
                     /organism="Nemipterus japonicus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG07" 
                     /db_xref="taxon:445358" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>299 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttag acgagggact caagttgata gcccccggcg taaagcgtgg 
       61 ttaaatgaaa taaaagaata aagccgaaaa catctctatg cagtaacaag taagttagta 
      121 ggaagaacaa ttacgaaagt agctttaaaa tattgatgcc acgaaagctg gggaacaaac 
      181 tgggattaga gaccccatta tgcccagtcc taaacgtaaa cgagatgaca ccaatccctc 
      241 gttcgcctgg taattacgag cacaactaat acgagcttaa aacccaacgg acttggcgg 
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ปลากุเรา (Eleutheronema tetradactylum) 
 
 
LOCUS       FJ792632                 295 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Eleutheronema tetradactylum 12S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence; mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792632 
VERSION     FJ792632.1  GI:225421136 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Eleutheronema tetradactylum 
  ORGANISM  Eleutheronema tetradactylum 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Percoidei; Polynemidae; Eleutheronema. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 295) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 295) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..295 
                     /organism="Eleutheronema tetradactylum" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG08" 
                     /db_xref="taxon:210139" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>295 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaggcc caagttgaca gaccacggcg taaagagtgg 
       61 ttagggaaat ttctaaacta aagccgaacg cttcctgaga gctgttatac gcatatcgaa 
      121 gtatgaagac caacaacgaa agtggcttta acctttaacc tgaacccacg agagctaagg 
      181 aacaaactgg gattagatac cccactatgc ttagccctaa acattgactg tgaactacac 
      241 cccacatccg cccgggaact acgaacgtaa gtttaaaacc caacggactt ggcgg 
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ปลาฉลามหดูํา (Carcharhinus melanopterus) 
 
 
LOCUS       FJ792633                 301 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Carcharhinus melanopterus 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792633 
VERSION     FJ792633.1  GI:225421137 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Carcharhinus melanopterus (blacktip reef shark) 
  ORGANISM  Carcharhinus melanopterus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Chondrichthyes; 
            Elasmobranchii; Galeomorphii; Galeoidea; Carcharhiniformes; 
            Carcharhinidae; Carcharhinus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 301) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 301) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..301 
                     /organism="Carcharhinus melanopterus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG10" 
                     /db_xref="taxon:263686" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>301 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagtaact catattaaca caccccggcg taaagagtga 
       61 ttaaagaatg acctctaact actaaagttt agacctcata aaactgttat acgtatccat 
      121 gagtggaata aacaacaacg aaagtgactt tatatattaa ggaaccttga tgtcacgaca 
      181 gttgggaccc aaactaggat tagataccct actatgccca accacaaact taaacaacat 
      241 cccactatat tgttcgccag agtactacaa gcgctagctt aaaacccaaa ggacttggcg 
      301 g 
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ปลาอินทรีบั้ง (Scomberomorus commerson) 
 
 
LOCUS       FJ792634                 290 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Scomberomorus commerson 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792634 
VERSION     FJ792634.1  GI:225421138 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Scomberomorus commerson (narrow-barred Spanish 
            mackerel) 
  ORGANISM  Scomberomorus commerson 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Scombroidei; Scombridae; Scomberomorus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 290) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 290) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..290 
                     /organism="Scomberomorus commerson" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG11" 
                     /db_xref="taxon:218798" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>290 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaggcc caagttgaca gcccccggcg taaagcgtgg 
       61 ttaaggcata ctttaaaact aaagccgaat atcttcagag cagttatacg catccgaaga 
      121 cacgaagccc caccacgaaa gtggctttat gacacctgat cccacgaaag ctaggacaca 
      181 aactgggatt agatacccca ctatgcctag ccgtaaacat tgatagaact atacaccctc 
      241 tatccgcctg ggtactacga gcattagctt aaaacccaac gacttggcgg 
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ปลากระบอก (Mugil cephalus) 
 
 
LOCUS       FJ792635                 293 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Mugil cephalus 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792635 
VERSION     FJ792635.1  GI:225421139 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Mugil cephalus (flathead mullet) 
  ORGANISM  Mugil cephalus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Mugilomorpha; 
            Mugilidae; Mugil. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 293) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 293) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..293 
                     /organism="Mugil cephalus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG12" 
                     /db_xref="taxon:48193" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>293 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaggtc caagttgaca gccatcggcg caaagagtgg 
       61 ttaagtgacc ccaatacaac taaagtcgaa cgcccccaag gccgttatac gtactcggag 
      121 gtatgaagca cgactacgaa agtggcttta aaattcctga ccccacgaaa gctgtgaaac 
      181 aaactgggat tagatacccc actatgctca gccctaaact ttgatagtct agttacactc 
      241 actatccgcc cgggtactac gagctttagc ttaaaaccca aaggacttgg cgg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 44 

ปลากราย (Chitala ornata) 
 
 
LOCUS       FJ792636                 301 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Chitala ornata 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792636 
VERSION     FJ792636.1  GI:225421140 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Chitala ornata 
  ORGANISM  Chitala ornata 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Osteoglossomorpha; 
            Osteoglossiformes; Notopteridae; Chitala. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 301) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 301) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..301 
                     /organism="Chitala ornata" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG13" 
                     /db_xref="taxon:112145" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>301 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttaa acgagaggcc ctagttgata aaaccacggc gtaaagggtg 
       61 gttaaggaaa gcaaaacaaa ttaaagccaa atggcccttt ggccgtcata cgcttctagg 
      121 tgtccgaagc ccaattatac gaaagtagct ttattaaagc ccacctgacc ccacgaaagc 
      181 tgagaaacaa actgggatta gataccccac tatgctcagc cataaaccta gacatccaac 
      241 tacaattaga cgtccgcccg ggtactacga gcattagctt gaaacccaaa ggacttggcg 
      301 g 
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ปลานิล (Oreochromis niloticus) 
 
 
LOCUS       FJ792637                 289 bp    DNA     linear   VRT 25-MAR-2009 
DEFINITION  Oreochromis niloticus 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
            mitochondrial. 
ACCESSION   FJ792637 
VERSION     FJ792637.1  GI:225421141 
KEYWORDS    . 
SOURCE      mitochondrion Oreochromis niloticus (Nile tilapia) 
  ORGANISM  Oreochromis niloticus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; 
            Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes; 
            Labroidei; Cichlidae; African cichlids; Pseudocrenilabrinae; 
            Tilapiini; Oreochromis. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 289) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Development of molecular markers for pufferfish identifications in 
            Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 289) 
  AUTHORS   Sangthong,P. and Ngernsiri,L. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-FEB-2009) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, Paholyothin Road, Jatujak, Bangkok 10900, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..289 
                     /organism="Oreochromis niloticus" 
                     /organelle="mitochondrion" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /specimen_voucher="KUGEN_ECpf-OG14" 
                     /db_xref="taxon:8128" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>289 
                     /product="12S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 ttgccagccg ccgcggttat acgagaggct caagttgacg gacatcggcg taaagagtgg 
       61 ttaggaagtc tttcaaacta aagccgaacg ccctcagaac tgttatacgt acccgagggt 
      121 aagaagcccc cctacgaaag tggctttata tctccgaccc cacgaaagct gcgaaacaaa 
      181 ctgggattag ataccccact atgcccagcc ctaaactttg atagcccact acacccgcta 
      241 tccgcccggg tactacgagc actagcttaa aacccaaagg acttggcgg 
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2. เคร่ืองหมาย Mul_ILS 
 
 เครื่องหมายโมเลกุล Mul_ILS อาศัยเทคนคิ multiplex PCR  สามารถระบุชนิดปลาปกเปา
ได 3 ชนิดคือ L. inermis  L. lunaris และ L. spadiceus  โดยประกอบดวย 6 ไพรเมอร ดังนี ้
 

pfSR_FLI66 : 5'- CCGTGAGAATGCCCTACAATC 
  pfSR_RLI307 : 5'- CGACCTCAGTTTAAACGGGCTA 

pfSR_FLL678  :  5'-CGTCAGGTCCAGGCGTAGCT 
pfSR_RLL746  :  5'-AAATGTGCGTTTCAGCACAAGG 

 pfSR_FLS108 : 5'-GGTATCAGGCTCACCCCGAC 
 pfSR_RLg246 :  5'-TCGTATAACCGCGGTGGCT 
  
 มีองคประกอบในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตรเปนดังนี ้
  1.  Buffer (10X Taq buffer)    2.50      ไมโครลิตร   
  2.  MgCl2 (25 mM)      1.00      ไมโครลิตร 
  3.  dNTP (2.0 mM)     2.00      ไมโครลิตร 
  4.  Primer pfSR_FLS108 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร 
  5.  Primer pfSR_RLg246 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร  
  6.  Primer pfSR_FLL678 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร 
  7.  Primer pfSR_RLL746 (10 pmol)             1.00      ไมโครลิตร 
  8.  Primer pfSR_FLS108 (10 pmol)              1.00      ไมโครลิตร 
  9.  Primer pfSR_RLg246 (10 pmol)              1.00      ไมโครลิตร 
  10.  Taq (DNA polymerase)    0.20      ไมโครลิตร 
  11.  ultrapure H20   12.30      ไมโครลิตร 

12.  DNA template      1.00      ไมโครลิตร (10-100 ng) 
 
 PCR cycling condition สําหรับกําหนดอณุหภูมแิละเวลา 

  94°C   2 นาที 

  94°C   30 วินาท ี

  69°C   30 วินาท ี  35 รอบ 

  72°C   30 วินาท ี

  72°C   1 นาที 

  4°C   forever 
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 ผลการเพิ่มปริมาณเครื่องหมายโมเลกุล Mul_ILS โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก L. inermis  L. 
spadicius และ L. lunaris เปนดีเอ็นเอตนแบบ จะใหผลผลิตพีซีอารขนาดตางๆ ดังนี ้

  L. inermis   ขนาด  260 คูเบส 
  L. spadicius ขนาด  160 คูเบส 
  L. lunaris ขนาด  100 คูเบส 
แถบดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอารที่ไดจากปลาแตละชนิดจะแตกตางกันอยางชัดเจนเมื่อ

ตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสความเขมขนเจล 3 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 2) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร เครื่องหมายหมายโมเลกุล Mul_ILS  มี 

Total genomic DNA ของปลาปกเปา L. inermis (ชอง 1-5) L. spadicius (ชอง 6-10) และ 
L. lunaris (ชอง 11-15) เปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช DNA Ladder Low Range (fermentas, 
Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M) พบแถบดีเอ็นเอเปาหมายขนาดประมาณ 260  
160 และ 100 คูเบส  ซ่ึงจําเพาะตอปลาแตละชนิดตามลําดับ 
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3. เคร่ืองหมาย pfSR_FLI66 
 
เครื่องหมายโมเลกุลที่ใชระบุชนิดปลาปกเปา L. inermis คือ คูไพรเมอร pfSR_FLI66 กับ  

pfSR_RLI307 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรดังนี้  
 
pfSR_FLI66 : 5'- CCGTGAGAATGCCCTACAATC 

  pfSR_RLI307 : 5'- CGACCTCAGTTTAAACGGGCTA 
 
 โดยมีองคประกอบในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตรเปนดังนี ้
  1.  Buffer (10X Taq buffer)    2.50      ไมโครลิตร   
  2.  MgCl2 (25 mM)      1.00      ไมโครลิตร 
  3.  dNTP (2.0 mM)     2.00      ไมโครลิตร 
  4.  Primer pfSR_FLI66 (10 pmol)    1.00      ไมโครลิตร 
  5.  Primer pfSR_RLI307 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร  
  6.  Taq (DNA polymerase)    0.20      ไมโครลิตร 
  7.  ultrapure H20    16.30      ไมโครลิตร 

8.  DNA template      1.00      ไมโครลิตร (10-100 ng) 
 PCR cycling condition สําหรับกําหนดอณุหภูมแิละเวลา 

  94°C   2 นาที 

  94°C   30 วินาท ี

  63°C   30 วินาท ี  35 รอบ 

  72°C   30 วินาท ี

  72°C   1 นาที 

  4°C   forever 
 
 คูไพรเมอร pfSR_FLI66 กับ  pfSR_RLI307 มีความจําเพาะกับปลาปกเปาชนิด L. inermis 
โดยใหผลผลิตพีซีอารขนาด 260 คูเบส ซ่ึงจะไมปรากฏในปลาอื่น (ภาพที่ 3 – 5) 
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ภาพที่ 3  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLI66 กับ  

pfSR_RLI307 มี Total genomic DNA ของ ปลาปกเปาชนิด L. inermis (ชองที่ 1 – 5)  L. 
lunaris (ชองที่ 6 – 10) และ L. spadiceus (ชองที่ 11 – 15) เปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช 1 kb 
DNA Ladder Mix (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M) ลูกศร (     ) 
แสดงตําแหนงของผลผลิตพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย (ขนาดประมาณ 260 คูเบส) 
เฉพาะชอง 1-5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLI66 กับ  

pfSR_RLI307 มี Total genomic DNA ของ ปลาปกเปาชนิด L. inermis (ชองที่ 1 – 15) 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช 1 kb DNA Ladder Mix (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบ
ขนาด (ชอง M) ลูกศร (     ) แสดงตําแหนงของผลผลิตพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย 
(ขนาดประมาณ 260 คูเบส) ในตัวอยางปลาทุกตัว 
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ภาพที่ 5  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLI66 กับ  

pfSR_RLI307 มี Total genomic DNA ของ ปลาปกเปาหรือปลาชนิดอื่นที่ไมใช L. inermis 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ และ Total genomc DNA ของปลาปกเปา L. inermis เปน positive 
control (ชอง C+) ใช 1 kb DNA Ladder Mix (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด 
(ชอง M) พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย (ขนาดประมาณ 260 คูเบส) เฉพาะผลผลิตพีซีอารของ 
positive control ที่ตําแหนงลูกศร (     ) 
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4.  เคร่ืองหมาย pfSR_FLL678 
 
เครื่องหมายโมเลกุลที่ใชระบุชนิดปลาปกเปา L. lunaris คือ คูไพรเมอร pfSR_FLL678 กับ 

pfSR_RLL746 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรดังนี้ 
 
pfSR_FLL678  :  5'-CGTCAGGTCCAGGCGTAGCT 
pfSR_RLL746  :  5'-AAATGTGCGTTTCAGCACAAGG 
 

 โดยมีองคประกอบในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตรเปนดังนี ้
  1.  Buffer (10X Taq buffer)    2.50      ไมโครลิตร   
  2.  MgCl2 (25 mM)      1.00      ไมโครลิตร 
  3.  dNTP (2.0 mM)     2.00      ไมโครลิตร 
  4.  Primer pfSR_FLL678 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร 
  5.  Primer pfSR_RLL746 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร  
  6.  Taq (DNA polymerase)    0.20      ไมโครลิตร 
  7.  ultrapure H20    16.30      ไมโครลิตร 

8.  DNA template      1.00      ไมโครลิตร (10-100 ng) 
 PCR cycling condition สําหรับกําหนดอณุหภูมแิละเวลา 

  94°C   2 นาที 

  94°C   30 วินาท ี

  69°C   30 วินาท ี  35 รอบ 

  72°C   30 วินาท ี

  72°C   1 นาที 

  4°C   forever 
 
 คูไพรเมอร pfSR_FLL678 กับ  pfSR_RLL746 มีความจําเพาะกับปลาปกเปาชนิด L. 
lunaris โดยใหผลผลิตพีซีอารขนาด 100 คูเบส ซ่ึงจะไมปรากฏในปลาอื่น (ภาพที่ 6 – 8) 
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ภาพที่ 6  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLL678 กับ 

pfSR_RLL746 มี Total genomic DNA ของ ปลาปกเปาชนิด L. inermis (ชองที่ 1 – 5)  L. 
lunaris (ชองที่ 6 – 10) และ L. spadiceus (ชองที่ 11 – 15) เปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช 1 kb 
DNA Ladder Mix (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M) ลูกศร (     ) 
แสดงตําแหนงของผลผลิตพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย (ขนาดประมาณ 100 คูเบส) 
เฉพาะชอง 6 – 10  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLL678 กับ 

pfSR_RLL746 มี Total genomic DNA ของ ปลาปกเปาชนิด L. lunaris  (ชองที่ 1 – 15) 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช DNA Ladder Low Range (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบ
ขนาด (ชอง M) ลูกศร (     ) แสดงตําแหนงของผลผลิตพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย 
(ขนาดประมาณ 100 คูเบส) ในตัวอยางปลาทุกตัว 
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ภาพที่ 8  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLL678 กับ 

pfSR_RLL746 มี Total genomic DNA ของปลาปกเปาหรือปลาชนิดอื่นที่ไมใช L. lunaris  
เปนดีเอ็นเอตนแบบ และ Total genomc DNA ของปลาปกเปา L. lunaris  เปน positive 
control (ชอง C+) ใช DNA Ladder Low Range (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบ
ขนาด (ชอง M) พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย (ขนาดประมาณ 100 คูเบส) เฉพาะผลผลิตพีซี
อารของ positive control ที่ตําแหนงลูกศร (     ) 
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5.  เคร่ืองหมาย pfSR_FLS108 
 
เครื่องหมายโมเลกุลที่ใชระบุชนิดปลาปกเปา L. spadiceus คือ คูไพรเมอร pfSR_FLS108  

กับ pfSR_RLg246 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรดังนี้ 
 

 pfSR_FLS108 : 5'-GGTATCAGGCTCACCCCGAC 
 pfSR_RLg246 :  5'-TCGTATAACCGCGGTGGCT 
 
 โดยมีองคประกอบในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตรเปนดังนี ้
  1.  Buffer (10X Taq buffer)    2.50      ไมโครลิตร   
  2.  MgCl2 (25 mM)      1.00      ไมโครลิตร 
  3.  dNTP (2.0 mM)     2.00      ไมโครลิตร 
  4.  Primer pfSR_FLS108 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร 
  5.  Primer pfSR_RLg246 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร  
  6.  Taq (DNA polymerase)    0.20      ไมโครลิตร 
  7.  ultrapure H20    16.30      ไมโครลิตร 

8.  DNA template      1.00      ไมโครลิตร (10-100 ng) 
 PCR cycling condition สําหรับกําหนดอณุหภูมแิละเวลา 

  94°C   2 นาที 

  94°C   30 วินาท ี

  66°C   30 วินาท ี  35 รอบ 

  72°C   30 วินาท ี

  72°C   1 นาที 

  4°C   forever 
 
  คูไพรเมอร pfSR_FLS108  กับ pfSR_RLg246 มีความจําเพาะกับปลาปกเปาชนิด 
L. spadiceus โดยใหผลผลิตพีซีอารขนาด 160 คูเบส ซ่ึงจะไมปรากฏในปลาอื่น (ภาพที่ 9-11) 
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ภาพที่ 9  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLS108  กับ 

pfSR_RLg246 มี Total genomic DNA ของ ปลาปกเปาชนิด L. inermis (ชองที่ 1 – 5)  L. 
lunaris (ชองที่ 6 – 10) และ L. spadiceus (ชองที่ 11 – 15) เปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช 1 kb 
DNA Ladder Mix (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M) ลูกศร (     ) 
แสดงตําแหนงของผลผลิตพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย (ขนาดประมาณ 160 คูเบส) 
เฉพาะชอง 11 – 15  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLS108  กับ 

pfSR_RLg246 มี Total genomic DNA ของ ปลาปกเปาชนิด L. spadiceus  เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบ ใช DNA Ladder Low Range (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง 
M) ลูกศร (     ) แสดงตําแหนงของผลผลิตพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย (ขนาด
ประมาณ 160 คูเบส) ในตัวอยางปลาทุกตัว 
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ภาพที่ 11 แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร pfSR_FLS108  กับ 

pfSR_RLg246 มี Total genomic DNA ของปลาปกเปาหรือปลาชนิดอื่นที่ไมใช L. 
spadiceus เปนดีเอ็นเอตนแบบ และ Total genomc DNA ของปลาปกเปา L. spadiceus 
เปน positive control (ชอง C+) ใช DNA Ladder Low Range (fermentas, Lithuania) เพื่อ
เปรียบเทียบขนาด (ชอง M) พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย (ขนาดประมาณ 160 คูเบส) เฉพาะ
ผลผลิตพีซีอารของ positive control ที่ตําแหนงลูกศร (     ) 
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ขนาดของผลผลิตพีซีอารจากเครื่องหมายโมเลกุลลําดับที่ 1 ถึง 5 เมื่อนํามาเปรียบเทียบกัน
แสดงในภาพที่ 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  เปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดวยไพรเมอรคูตางๆ คือ คูที่ 1 

KU_sRUF1 - KU_sRUR1 (universal primer ; ชอง 1 – 3) คูที่ 2 pfSR_FLI66 -  
pfSR_RLI307 (L. inermis specific primer; ชอง 4 – 7) คูที่ 3  pfSR_FLL678 - pfSR_ 
RLL746 (L. lunaris specific primer; ชอง 8 – 11) คูที่ 4  pfSR_FLS108  กับ pfSR_ 
RLg246 (L. spadiceus  specific primer; ชอง 12 – 15) ใช DNA Ladder Low Range 
(fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M)  
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6.  เคร่ืองหมาย MulCB_TT 
 

เครื่องหมายโมเลกุล MulCB_TT เปนไพรเมอรสําหรับปฏิกิริยา Multiplx PCR ที่จําเพาะตอ
ปลาปกเปาสกุล Tetraodon และสามารถจําแนกปลาปกเปาชนิด T. nigroviridis ออกจากชนิด T. 
fluviatilis และ T. fangi ได เครื่องหมายโมเลกุล MulCB_TT ประกอบดวย 4 ไพรเมอร ดังนี้ 

 
KUpfCB_TFVF1 :  5'-TTCTTCATCTGCATTTACTTCC 
KUpfCB_TFVR1  : 5'-GGAAGATGAGGTGGACGATGGT 
KUpfCB_TNspF1  :    5'-TGCCCAGAGAACCACGAATG 
KUpfCB_TNspR1 :    5'-TAGTGTATTAATTATTGGTGGGT  

  
โดยมีองคประกอบในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตรเปนดังนี ้

  1.  Buffer (10X Taq buffer)    2.50      ไมโครลิตร   
  2.  MgCl2 (25 mM)      1.00      ไมโครลิตร 
  3.  dNTP (2.0 mM)     2.00      ไมโครลิตร 
  4.  Primer KUpfCB_TFVF1 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร 
  5.  Primer KUpfCB_TFVR1 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร  
  6.  Primer KUpfCB_TNspF1 (10 pmol)   1.00      ไมโครลิตร 
  7.  Primer KUpfCB_TNspR1 (10 pmol)      1.00      ไมโครลิตร 
  10.  Taq (DNA polymerase)    0.20      ไมโครลิตร 
  11.  ultrapure H20   14.30      ไมโครลิตร 

12.  DNA template      1.00      ไมโครลิตร (10-100 ng) 
 
 PCR cycling condition สําหรับกําหนดอณุหภูมแิละเวลา 

  94°C   2 นาที 

  94°C   30 วินาท ี

  57°C   30 วินาท ี  35 รอบ 

  72°C   30 วินาท ี

  72°C   1 นาที 

  4°C   forever 
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 ผลการเพิ่มปริมาณเครื่องหมายโมเลกุล MulCB_TT โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก T. 
nigroviridis  T. fluviatilis และ T. fangi เปนดีเอ็นเอตนแบบ (ภาพที่ 13) แสดงแถบดีเอ็นเอของ
ผลผลิตพีซีอารที่ไดจาก T. nigroviridis (150 คูเบส) แตกตางจากแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก T. fluviatilis 
และ T. fangi (350 คูเบส) อยางชัดเจน 
 
 
 
 

  
 
 
 
 

ภาพที่ 13  แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารเครื่องหมายหมายโมเลกุล MulCB_TT  มี 
Total genomic DNA ของปลาปกเปา T. nigroviridis (ชอง 1-5) T. fluviatilis (ชอง 6-10) 
และ T. fangi (ชอง 11-15) เปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช DNA Ladder Low Range (fermentas, 
Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M) พบแถบดีเอ็นเอเปาหมายขนาดประมาณ 150 คู
เบสในชองที่ 1-5 และ 350 คูเบส ในชองที่ 6-15 
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7.  เคร่ืองหมาย TFV_BciVI 
 
เครื่องหมายโมเลกุล TFV_BciVI เปนเครื่องหมายที่ใชเทคนิค PCR-RFLP ของเอนไซมตัด

จําเพาะ BciVI เพื่อจําแนก T. fluviatilis และ T. fangi ดวยการตัดชิ้นดีเอ็นเอซึ่งเปนผลผลิตพีซีอาร
จากเครื่องหมาย MulCB_TT ขนาดประมาณ 350 คูเบส โดยเอนไซม BciVI จะตัดผลผลิตพีซีอาร
จาก T. fangi ออกเปน 2 ช้ินขนาด 220 และ 130 คูเบส แตไมตัดผลผลิตพีซีอารที่ไดจาก T. fluviatilis   

 
องคประกอบในปฏิกิริยาการตัดชิ้นดีเอ็นเอของเอนไซม BciVI มีดังนี้ 
 
  1. NEB4 Buffer      2 ไมโครลิตร 
  2. BciVI       2 unit  
  3. DNA template   10 ไมโครลิตร 
 
บมปฏิกิริยาที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน ผลการตัดตรวจสอบไดดวยเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส

ความเขมขนเจล 3 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 14) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14  แสดงผลการตัดผลผลิตพีซีอารแบบ multiplex PCR จากชุดไพรเมอร MulCB_TT ดวย
เอนไซม BciVI โดยชองที่ 1-7 และ 8-14 เปนผลการตัดผลผลิตพีซีอารของปลาปกเปาชนิด 
T. fluviatilis และ T. fangi  ตามลําดับโดยผลผลิตพีซีอารในชองที่ 1-7 ไมถูกตัดทําใหได
แถบดีเอ็นเอขนาดเดียวคือประมาณ 350 คูเบส  สวนชอง 8-14 เกิดแถบดีเอ็นเอที่เปนผลมา
จากการตัดซึ่งจะมีขนาด 220 และ 130  คูเบส 

 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14M M 
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การใชเคร่ืองหมายโมเลกุลกับดีเอ็นเอตนแบบที่สกัดจากเนื้อปลาหลายชนิดผสมกัน 
 
ตัวอยางที่นํามาวิเคราะหอาจมีปลาปกเปาหรือปลาอื่นๆ ปนเปอนอยูมากกวา 1 ชนิด ผู

วิเคราะหจะมีขั้นตอนการปฏิบัติและผลที่ไดจากเครื่องหมายโมเลกุลที่พัฒนาขึ้นดังตัวอยางตอไปนี้ 
 
เมื่อทดลองใชเนื้อปลาปกเปาชนิด L. inermis L. lunaris L. spadiceus และ เนื้อปลาฉลาม 

(C. melanopterus) อยางละ 20 มิลลิกรัม บดผสมใหเขากันเปนเนื้อเดียวแลวสกัดดีเอ็นเอตามปกติ 
สารละลายดีเอ็นเอผสมที่ไดเรียกวา LgMIX+OG10 นําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยวิธี 
พีซีอารดวยเครื่องหมายโมเลกุลตางๆ ขณะเดียวกันก็ทําปฏิกิริยาพีซีอารที่มีดีเอ็นเอตนแบบจากปลา
ปกเปาแตละชนิดไปพรอมกันดวย โดยมีเคร่ืองหมายที่ทดสอบมีดังนี้ 

 
1.  เครื่องหมายที่จําเพาะกับสกุล Lagocephalus  (Mul_ILS) 
2.  เครื่องหมายที่จําเพาะกับ L. inermis (pfSR_FLI66 - pfSR_RLI307) 
3.  เครื่องหมายที่จําเพาะกับ L. lunaris (pfSR_FLL678 - pfSR_RLL746) 
4.  เครื่องหมายที่จําเพาะกับ L. spadiceus (pfSR_FLS108 - pfSR_RLg246) 

 
สภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอารเปนไปตามสภาวะที่เหมาะสมสําหรับแตละเครื่องหมาย

แลวตรวจสอบขนาดของผลผลิตพีซีอารที่ได (ภาพที่ 15) ซ่ึงสรุปผลไดดังนี้ 
 

 1.  เคร่ืองหมาย Mul_ILS 
 เมื่อใช LgMIX+OG10 เปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับเพิ่มปริมาณเครื่องหมาย Mul_ILS 

จะไดแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ (เห็นชัดเจน 2 แถบ) ในขณะที่การเพิ่มปริมาณดวยเครื่องหมายจําเพาะตอ
ปลาปกเปาชนิดใดชนิดหนึ่งใหแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอปลาปกเปาชนิดนั้นๆ เพียงแถบเดียว และ
ใหผลเชนเดียวกับใชดีเอ็นเอบริสุทธ์ิของปลาปกเปาแตละชนิดเปนตนแบบ 

 
 2.  เคร่ืองหมายที่จําเพาะตอ L. inermis, L. lunaris และ L. spadiceus 

 เมื่อใช LgMIX+OG10 เปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับเพิ่มปริมาณเครื่องหมายที่จําเพาะตอ
ปลาปกเปาชนิดใดชนิดหนึ่ง พบวา ใหผลไมแตกตางจากใชดีเอ็นเอบริสุทธิ์จากปลาแตละชนิดเปน
ตนแบบ 
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ภาพที่ 15 แสดงผลการเพิ่มปริมาณเครือ่งหมายโมเลกุลชนิดตางๆ ดังนี ้
ดีเอ็นเอตนแบบ 
ชองที่   1 5    9  13 มี  LgMIX+OG10  เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
ชองที่   2  6  10  14 มี  L. inermis  เปนดีเอ็นเอตนแบบ 

 ชองที่   3  7  11  15 มี  L. lunaris  เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
 ชองที่  4  8  12  16 มี  L. sapdiceus  เปนดีเอ็นเอตนแบบ 

เครื่องหมายทีท่ดสอบ 
 ชองที่    1 – 4  เครื่องหมาย Mul_ILS 
 ชองที่    5 – 8  เครื่องหมายจําเพาะกับ  L. inermis 
 ชองที่    9 – 12  เครื่องหมายจําเพาะกับ L. lunaris 
 ชองที่  13- 16  เครื่องหมายจําเพาะกับ L. sapdiceus 

สภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอารเปนไปตามสภาวะที่เหมาะสมกับแตละเครื่องหมาย ใช 
DNA Ladder Low Range (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M) 
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จากผลการทดสอบจะเห็นไดวา นอกจากเครื่องหมายโมเลกุล Mul_ILS จะสามารถระบุ
ชนิดปลาปกเปาจากดีเอ็นเอบริสุทธิ์ของปลาปกเปาสกุล Lagocephalus แตละชนิดแลว เครื่องหมาย
ดังกลาวยังสามารถใหผลบวก (แถบดีเอ็นเอ) แมวาตัวอยางที่นํามาวิเคราะหจะมีเนื้อปลาหลายๆ 
ชนิดผสมกันอยู (LgMIX+OG10)  

 
ดังนั้นจากกรณีตัวอยางดังกลาวสรุปขั้นตอนการใชงานเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อทดสอบ

ปลาในสกุล Lagocephalus เปนดังนี้ 
 
1. เบื้องตนควรทดสอบดวยเครื่องหมาย Mul_ILS กอน เนื่องจากสามารถระบุชนิดปลาได

หลายชนิดในปฏิกิริยาพีซีอารเพียง 1 คร้ัง 
 
2. กรณีที่ Mul_ILS ใหแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับปลาปกเปาชนิดใหชนิดหนึ่งเพียงแถบเดยีว 

สามารถสรุปไดวา ตัวอยางที่ทดสอบมีการปนเปอนของเนื้อเยื่อจากปลาปกเปาชนิดนั้นๆ 
 
3. กรณีที่ Mul_ILS ใหแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 แถบใหสันนิษฐานวาในตัวอยางที่ทดสอบมี

เนื้อเยื่อจากปลาปกเปาสกุล Lagocephalus ปนเปอนอยูมากกวา 1 ชนิด ใหนําตัวอยางนั้นทดสอบกบั
เครื่องหมายที่จําเพาะตอปลาปกเปาแตละชนิด 

 
4. การมีเนื้อปลาปกเปาผสมกันมากกวา 1 ชนิด จะไมมีผลตอความจําเพาะของเครื่องหมาย

ที่จําเพาะตอชนิด L. inermis L. lunaris และ L. spadiceus แตจะมีผลตอเครื่องหมาย Mul_ILS 
 
5. การมีเนื้อเยื่อปลาอื่นๆ (ในกรณีนี้คือปลาฉลาม) จะไมมีผลตอความจําเพาะของ

เครื่องหมายที่จําเพาะตอ L. inermis L. lunaris และ L. spadiceus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 64 

การใชเคร่ืองหมายโมเลกุลกับดีเอ็นเอตนแบบจากลูกชิ้นปลา 
 
ลูกชิ้นที่มีเนื้อปลาชนิดตางๆ ผสมอยู 6 รูปแบบ (ไดรับความอนุเคราะหจากตัวแทนกรม

ประมง) ถูกนํามาบดจนละเอียดแลวสกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัด GF-1 Nucleic Acid Extraction Kit 
(Vivantis Technologies Sdn. Bhd,  Malasia) ดําเนินการตามคําแนะนําผูผลิต ใชเนื้อลูกชิ้นหนัก 100 
มิลลิกรัม หลักจากไดสารละลายดีเอ็นเอนําไปทดสอบกับเครื่องหมาย Mul_ILS โดยใชดีเอ็นเอจาก
ปลาปกเปาชนิด L. inermis L. lunaris และ L. spadiceus เปนการทดลองควบคุม ผลที่ไดแสดงใน
ภาพที่ 16 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 16 แสดงผลการระบุชนิดของลูกชิ้นปลาโดยใชเครื่องหมาย Mul_ILS ชองที่ 1 2 และ 3 ใช
ดีเอ็นเอของ L. inermis, L. lunaris และ L. spadiceus เปนดีเอ็นเอตนแบบตามลําดบั ชอง 
4 - 9 ใชดีเอ็นเอที่สกัดไดจากลูกชิ้นปลาเปนดีเอ็นเอตนแบบ ใช DNA Ladder Low 
Range (fermentas, Lithuania) เพื่อเปรียบเทียบขนาด (ชอง M) 

 
 ผลการเพิ่มปริมาณเครื่องหมายโมเลกุลจากตัวอยางลูกชิ้นจะเห็นไดวาในชองที่ 4-7 (ดีเอ็น

เอสกัดจากลูกชิ้น) ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดเทากันกับแถบดีเอ็นเอในชองที่ 2 ซ่ึงมีดีเอ็นเอจาก L. 
lunaris เปนดีเอ็นเอตนแบบ ในขณะที่ชองที่ 8 และ 9 (ดีเอ็นเอที่สกัดจากลูกชิ้น) ไมปรากฏแถบดี
เอ็นเอใดๆ เลย ดังนั้นสรุปไดวา ดีเอ็นเอจากลูกชิ้นหมายเลข 1 – 4 มีเนื้อปลาปกเปาชนิด L. lunaris 
ปนเปอนอยู 
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เอกสารและสิ่งอางอิง 
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