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ABSTRACT

Reproductive cycle of female walking catfish, Clarias macrocephalus is normally
interrupted by the presence of a resting phase as observed in other catfish species. Ovarian
development and monthly change in GSI of females held under pond conditions was monitored
over a 1-year period from April 2008 to March 2009. In October, fourteen-month old female fish
were randomly collected from earthen pond and exposed to elevated temperatures at 30°C and
35°C under hatchery conditions for six weeks. Ovarian growth was determined at a 2-week
interval. Significant variation of mean GSI values (P<0.05) was observed among months with the
highest value (13.91+3.63%) in July. Histological examination of ovaries revealed that in females
held under 30°C and 35°C, the number of vitellogenic oocytes progressively increased from 0.5
and 4.7% at week 2 to 4.6 and 19.7% at week 6, whereas in the earthen pond, ovaries remained
in resting stage. Although fully matured females could not be obtained, the present study
suggested that temperature manipulation was probably the practical way to increase the number

of maturing females outside the reproductive season for walking catfish.

Two different cDNAs encoding heat shock cognate protein 70 genes were isolated from
liver of walking catfish. The length of complete cDNA sequences for walking catfish HSC70-1 and
HSC70-2 were identical (2,278 bp), with the open reading frame of 1,950 bp and a predicted 649
amino acid protein. Amino acid sequences of both proteins shared 94% similarity with 38
substitutions. The walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 proteins shared 82-95% identity of amino
acids with other teleosts, chicken and human. Under normal conditions, HSC70-1 and HSC70-2
transcripts were expressed at similar levels in liver, gills, brain, and skeletal muscle of walking
catfish. Bacterial infection by Aeromonas hydrophila differentially induced the expression of
HSC70s in these tissues during 48 h. The HSC70-1 was constitutively expressed at low levels in
most tissues, whereas, the HSC70-2 was up-regulated at moderate and high levels in liver and
skeletal muscle respectively. The significant increase in the expression of HSC70-2 in these tissues

may relate with the role of HSC70-2 in immune response of walking catfish.

The complete cDNA sequence of walking catfish myostatin (MSTN) (1,784 bp) contained
147 bases of 5'-untranslated region, an open reading frame of 1,191 bp encoding 396 amino
acids, 446 bases of 3'-untranslated region, and a poly(A) tail of 27 nucleotides. The deduced
amino acid sequence of walking catfish MSTN shared 94%, 78%, 75%, and 60% identity with
MSTNs of channel catfish, commmon carp, rainbow trout and higher vertebrates, including avians
and mammals, respectively. Results indicated that nucleotide and amino acid sequence of fish
were more variable than those in higher vertebrates. Unlike terrestrial animals in which MSTN
transcripts were expressed only in skeletal muscle, walking catfish MSTN mRNA was detected in
other tissues, including brain, gills, stomach and skin. Temporal expression of MSTN was
determined in whole fish during one to three weeks post hatch and from skeletal muscle from
one to six months. The MSTN mRNA showed highest levels of expression at 3 weeks and the

expression was lowest in 3-month old fish.
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	 การทดลองที่ 3 การศึกษาการโคลนยีน Myostatin และศึกษาการแสดงออกของยีนระหว่างพัฒนาการระยะต่างๆของปลาดุกอุย ลำดับนิวคลิโอไทด์ของยีน MSTN ในรูป cDNA ของปลาดุกอุยมีความยาว 1,784 คู่เบส แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 396 หน่วย และพบตำแหน่งอนุรักษ์ของกรดอะมิโน Cysteine จำนวน 9 ตำแหน่ง การศึกษาความคล้ายคลึงกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ พบว่า ยีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความคล้ายคลึงกับกลุ่มปลา catfish มากที่สุดประมาณ 95% การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน MSTN ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆอีก 42 ชนิด โดยการสร้าง Phylogenetic tree สามารถแบ่งความสัมพันธ์ออกได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลังและกลุ่มสัตว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลัง  โดยกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลังสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ กลุ่มปลากระดูกแข็ง (Teleost fish)  และกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Mammals) ซึ่งรวมอยู่กับสัตว์ปีก (Avians) เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเฉพาะในกลุ่มของปลา จะพบว่ายีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับกลุ่มปลา catfish ด้วยกัน  ยีน MSTN ของปลาดุกอุยมีการแสดงออกมากในกล้ามเนื้อสันหลังและพบการแสดงออกของยีน MSTN เล็กน้อย ในสมอง เหงือก หัวใจ ลำไส้ กระเพาะ และผิวหนัง ส่วนการแสดงออกของยีน MSTN ของปลาดุกอุยที่ระยะการพัฒนาต่างๆ คือตั้งแต่ลูกปลาดุกอุยฟักออกจากไข่เป็นตัวหนึ่งสัปดาห์จนกระทั่งปลาดุกอุยอายุ 6 เดือน พบว่าค่าเฉลี่ยของระดับการแสดงออกของยีน MSTN ที่ระยะต่างๆมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยปลาดุกอุยที่ระยะ 3 สัปดาห์ และปลาดุกอุยอายุ 1 เดือน มีระดับการแสดงออกของยีน MSTN สูงสุด และปลาดุกอุยอายุ 3 เดือนมีระดับการแสดงออกของยีน MSTN ต่ำสุด  
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