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คํานํา 
 
 ปลาดุกดาน (Clarias batrachus Linn.) เปนปลาน้ําจืด ซ่ึงเปนปลาพื้นเมืองของประเทศไทย 
ที่มีผูนิยมรับประทานและมีราคาดี (เฉิดฉัน และคณะ, 2538) แตในปจจบุันการอยูรอดของปลาดุก
ดานในประเทศไทยลดลงและพบปลาดุกดานเฉพาะในแหลงน้ําธรรมชาติเทานั้น เนื่องจาก
เกษตรกรไมใหความสนใจในการเพาะเลี้ยง และปญหาจากแหลงที่อยูอาศัยตามธรรมชาติถูกทําลาย 
ทําใหปริมาณปลาดุกดานในธรรมชาติลดลง สํานักนโยบายและแผนสิ่งแวดลอมจึงไดจัดปลาดุก
ดานเปนปลาทีอ่ยูในภาวะถูกคุกคามและมีแนวโนมใกลสูญพันธุ (สํานักนโยบายและแผน
ส่ิงแวดลอม, 2540) โดยคาดวาปลาดุกดานกําลังสูญเสียความหลากหลายทางทางพันธกุรรม โดยมี
สาเหตุจากการสูญเสียถ่ินที่อยูอาศัย ซ่ึงอาจเกิดจากความเสื่อมโทรมตามธรรมชาติ หรือเพราะการ
กระทําของมนษุย จากการรุกรานของชนิดตางถิ่น (exotic species) ที่นําเขามาในประเทศ และการ
แยกออกเปนประชากรยอยๆ ตามภูมิประเทศในธรรมชาติ เปนตน จึงมีความจําเปนที่จะตอง
คุมครองและอนุรักษพนัธุปลาดุกดาน โดยการวางแผนการอนุรักษนั้นมีความจําเปนที่จะตองเขาใจ
ถึงโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรปลาดุกดานในธรรมชาติ จึงจะสามารถรักษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรใหคงอยู จึงมกีารศึกษาพันธุศาสตรประชากรของปลาดุก
ดาน เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานทีสํ่าคัญในการเขาใจถึงโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร และเปน
ขอมูลที่ใชในการวางแผนการอนุรักษปลาดุกดานตอไปในอนาคต 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
 
1.  ศึกษาสภาพภูมิประเทศในบริเวณที่อยูอาศัยของปลาดุกดาน รวมทัง้คุณลักษณะทาง

กายภาพอื่นๆ ในบริเวณดังกลาว 
 
2.  ศึกษาโครงสรางประชากรปลาดุกดานในลุมแมน้ํามูลบริเวณจังหวัดอุบลราชธานี และ

จังหวดัศรีสะเกษ 
 
3.  ศึกษาความแตกตางระหวางประชากรปลาดุกดานประชากรตางๆ ในลุมแมน้ํามูล 

บริเวณจังหวัดอุบลราชธานี และจังหวัดศรีสะเกษ 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ปลาดุกดาน 
 

 ปลาดุกดานอาศัยอยูในแหลงน้ําจืดทัว่ไปในประเทศไทย ในธรรมชาติจะพบเห็นทัว่ไปตาม
แมน้ํา ลําคลอง หนองบึง โดยปลาดุกดานมรูีปรางยาว เปนปลาไมมีเกลด็ กระดกูทายทอยคอนขาง
แหลมตรงกลางจะหยัก (Smith, 1945) ลักษณะของกระดกูหัวขรุขระ หนวดที่ขากรรไกรบนยาวถึง
กานครีบหลังอันที่ 7 หรือ 8 หนวดที่คางยาวถึงปลายครีบอก ครีบหลังมีกานครีบออน 65 – 77 อัน 
ครีบกนมีกานครีบออน 41 – 58 อัน ลักษณะของครีบหางกลมไมติดกับครีบหลังและครีบกน ครีบ
ทองกลม ลักษณะฟนที่เพดานปากและที่ขากรรไกรบนเปนฟนซี่เล็ก ๆ จํานวนกระดกูซี่กรอง        
16 – 19 อัน และมีความทนทานตอการขาดออกซิเจน สวนปลาดุกดานที่มีลําตัวสีเทาปนดําหรือสี
ขาวเรียกวา ดกุเผือก ปลาดุกดานที่ลําตัวมสีีคอนขางแดง เรียก ดกุแดงหรือดุกเงนิ พวกนี้สวนมากจะ
มีจุดขาวเลก็ๆ ตามตัว (เฉิดฉนั และคณะ, 2538) แหลงกําเนิดของปลาดกุดานมีอยูทั่วไปในนานน้ํา
เขตรอนแถบเอเชีย ไดแก ประเทศอินเดยี ศรีลังกา พมา ลาว กัมพูชา เวียดนาม อินโดนีเซีย 
ฟลิปปนส มาเลเซีย และไทย โดยในประเทศไทยพบวามแีพรกระจายอยูทั่วทกุภาคของประเทศ 
(โยธิน, 2524) 
 

เกษตรกรนยิมเลี้ยงปลาดุกดานกันมากในอดีต จนเมื่อป พ.ศ.2529 การเลี้ยงปลาดุกดานมี
ปญหาเรื่องโรคมากขึ้น ประกอบกับในป พ.ศ.2530 ไดมกีารนําปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus) 
ซ่ึงเปนปลาพื้นเมืองของทวปีแอฟริกาเขามาเลี้ยงในประเทศไทย และไดทําการผสมขามระหวางแม
ปลาดุกอุยกับพอปลาดุกยกัษไดปลาดกุบิก๊อุย ซ่ึงมีการเจริญเติบโตเร็วและตานทานโรคไดดี 
นอกจากนี้ยังเปนที่ยอมรับของผูบริโภคมากกวาปลาดุกดาน เกษตรกรผูเล้ียงปลาดุกจึงหันมาเลี้ยง
ปลาดุกบิ๊กอุยแทนปลาดุกดาน โดยในปจจุบันนี้ไมพบวามีการเพาะเลี้ยงปลาดุกดานในเชิงการคา 
จะพบประชากรปลาดุกดานเฉพาะในแหลงน้ําธรรมชาติเทานั้น และปญหาจากแหลงที่อยูอาศัยตาม
ธรรมชาติถูกทําลาย ทําใหปลาดุกดานในธรรมชาติลดจํานวนลง ในป พ.ศ.2539 สํานักนโยบายและ
แผนสิ่งแวดลอมไดจัดปลาดุกดานเปนปลาที่อยูในภาวะถูกคุกคามและมีแนวโนมใกลสูญพันธุ 
(สํานักนโยบายและแผนสิ่งแวดลอม, 2540)  

 
ปลาดุกดานเปนปลาที่มีนิสัยดุ วองไว ไมชอบอยูนิ่ง ชอบซอกแซกมุดไปตามพื้นโคลนตม

และชอบวายกระเสือกกระสนวายทวนน้ําออกไปจากแหลงอาศัยในขณะที่ฝนตกและน้ําไหลลงไป
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ในแหลงน้ําทีอ่าศัยอยู และสามารถอยูบนบกไดเปนเวลานานๆ ดวย ปลาดุกดานสามารถอยูไดอยาง
หนาแนนในพืน้ที่แคบๆ ปลาดุกดานในธรรมชาติสามารถผสมพันธุไดเมื่ออายุ 7 – 8 เดือน        
(วิทย และคณะ, 2530) สามารถวางไขไดตัง้แตเดือนกุมภาพันธไปจนถงึกลางเดือนพฤศจิกายน  
(เฉิดฉัน และคณะ, 2538; อุทัยรัตน, 2544) สามารถวางไขไดถึงปละ 2 คร้ัง ปลาดุกดานวางไขใน
โพรงที่มีขนาดปากโพรงกวางประมาณ 25-30 เซนติเมตร ลึกประมาณ 30 เซนติเมตร โพรงดังกลาว
จะอยูบริเวณเชิงลาดของคันบอหรือริมตลิ่งจากผิวน้ําประมาณ 25 - 30 เซนติเมตร แมปลาดุกดาน
น้ําหนกัประมาณ 300 - 800 กรัม สามารถวางไขไดคร้ังละ 5,000 ถึง 7,000 ฟอง ไขของปลาดุกดาน
มีลักษณะเปนไขจม และตองติดกับวัตถุ (วิทย และคณะ, 2530; เฉิดฉัน และคณะ, 2538) ใน
ธรรมชาติปลาดุกดานขนาดเล็ก กินอาหารจําพวกโปรโตซัว ไรน้ําขนาดเล็ก สวนปลาดุกดานที่มี
ขนาดโตขึ้น จะกินอาหารจําพวกตวัออนของแมลงลูกกุง ลูกปู หนอน และชอบหาอาหารกินในเวลา
กลางวันตามบริเวณพืน้กนบอและจะขึ้นมากินอาหารที่บริเวณผวิน้ําเปนบางขณะ (โยธิน, 2524)  

 
2.  บริเวณลุมแมน้ํามูล 

 
แมน้ํามูลจะเปนลําน้ําสําคัญของภาคตะวันออกเฉียงเหนอืและเปนลําน้าํที่ยาวที่สุดในภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ ยาว 641 กิโลเมตร กวางโดยเฉลี่ย 150 เมตร มีตนน้ําอยูในจังหวัด
นครราชสีมา ไหลผานจังหวดับุรีรัมย สุรินทร ศรีสะเกษโดยในจังหวัดศรีสะเกษ จะไหลผานอําเภอ
ราศีไศล อําเภอเมือง อําเภอยางชุมนอยและอําเภอกันทรารมย และไหลผานเขาจังหวัดอุบลราชธานี
โดยผานอําเภอในจังหวัดอบุลราชธานีคือ อําเภอเมือง อําเภอวารนิชําราบ อําเภอตาลสุม อําเภอ
พิบูลมังสาหาร และบรรจบกับแมน้ําโขงที่อําเภอโขงเจยีม จังหวัดอุบลราชธานี (โกวิทย และคณะ, 
2522; กรรณิการ, 2523; ธีรพัฒน, 2535) โดยแมน้ํามูลตอนตนมีลักษณะเปนลําหวยเล็กๆ ไหลตัด
ซอกเขาและผานที่ราบน้ําทวมถึง สวนแมน้าํมูลตอนปลายมีลักษณะการไหลตัดแนวสนัหิน เปน
แกงตาง ๆ มากมาย มีลําหวยใหญนอยไหลลงมาสมทบมากมาย และเปนสาขาของแมน้ําที่ไดช่ือวา
เปนแมน้ําทีม่ขีนาดใหญ และมีความหลากหลายของพันธุปลามาก โดยจากการสํารวจของ สันทนา 
และถวัลย (2534) พบวาในแมน้ํามูลมีปลาทั้งหมด 68 ชนิด 22 ครอบครัว โดยครอบครัวที่พบชนิด
ปลามากที่สุด ไดแก ครอบครัวปลาตะเพยีน (Cyprinidae) พบปลาทั้งหมด 28 ชนิด สวนชนดิปลาที่
พบมากที่สุดไดแก ปลาซา ปลาสรอยขาว และปลาสรอยนกเขา สวนปจจัยดานระบบนิเวศในแมน้ํา
มูลจะมีลักษณะเฉพาะแตกตางจากลุมน้ําอืน่ๆ คือ แมน้ํามูลไหลผานบริเวณชายขอบแองโคราช ซ่ึง
เปนดินแดนทีใ่ตแผนดนิลงไปเต็มไปดวยแหลงหินเกลือ เกลือใตดินถูกแรงกดดันของน้ําและ
ละลายขึ้นสูผิวน้ํา ไหลไปตามกระแสน้ําและหลงเหลือความเค็มเปนเกลือไวตามผิวดนิริมฝงแมน้ํา
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และปนเปอนอยูในน้ําในฤดแูลง ทําใหแมน้ํามูลในฤดูแลงเค็ม และแมน้ํามูลจะไหลผานที่ราบน้ํา
ทวมถึงในบริเวณแมน้ํามูลตอนกลาง ลักษณะของแมน้ําบริเวณนี้จะไหลชาและคดโคงเกิดการ
เปลี่ยนทางเดนิของสายน้ํา เกิดเนนิตะกอนดินมีความอดุมสมบูรณ ทาํใหเกิดเปนสงัคมพืช สัตว อัน
หลากหลาย และเกาะแกงตางๆ บริเวณแมน้ํามูลตอนปลาย จะเปนแหลงที่ทําหนาที่ฟอกน้ําใหมี
ปริมาณออกซิเจน เพื่อการหายใจของสัตวน้าํ และเปนแหลงหลบภัยของปลาใน ฤดูแลง ทําใหปลา
ชุกชุม ซ่ึงชุมชนปลายแมน้ํามูลจึงยึดอาชีพการทําประมงเปนหลัก (นุชรี, 2544) โดยในที่นี้เราจะ
สนใจแมน้ํามลูในบริเวณ 2 จังหวดัที่ทําการศึกษาคือ จังหวัดอุบลราชธานีและจังหวดัศรีสะเกษ ซ่ึงมี
ขอมูลพื้นฐานของจังหวดัดังนี้ 
 

จังหวดัอุบลราชธานีรอยละ 45 ของพื้นที่เปนที่ราบเรียบและราบลุม กระจายอยูทางแถบ
ตอนเหนือ และตอนกลางเปนที่ราบลุมแมน้ําชีกับราบลุมแมน้ํามูล จังหวัดอุบลราชธานีมีการทํานา
กันมาก โดยเปนการทํานาโดยอาศัยน้ําฝนอยางเดยีว ไมมกีารชลประทาน ขาวที่ปลูกนัน้จะปลูกขาว
หอมมะลิ ปลูกตั้งแตเดือนพฤษภาคมถึงเดอืนตุลาคม ฤดูฝนจะอยูในชวงเดือน พฤษภาคมถึง
กันยายนของแตละป โดยเฉพาะเดือนกรกฎาคมถึงกันยายนจะมีความชืน้สัมพันธเฉลี่ย 81 - 83 
เปอรเซ็นต (กว,ี 2547) จะมฝีนตกมากระหวางเดือนพฤษภาคมถึงกันยายน และตกมากที่สุดในเดอืน
สิงหาคม ซ่ึงสอดคลองกับชวงระยะเวลาการปลูกขาวในจังหวดั สวนเดือนที่ฝนตกนอยที่สุดคือ
เดือนมกราคม (โกวิทย และคณะ, 2522; สนาน, 2528) และจากการใชระบบสารสนเทศภูมิศาสตร
ในการประเมนิผลผลิตขาวนาปในป 2545 ยังพบวาในพื้นที่บริเวณริมฝงแมน้ํามูลของจังหวดั
อุบลราชธานีโดยสวนใหญแลวไดทําการเกษตรกรรมโดยการปลูกขาวนาป (อรรถ และคณะ, 2545)  
 
 สวนจังหวัดศรีสะเกษรอยละ 60 ของพื้นทีเ่ปนที่ราบเรียบและราบลุม พบทางตอนเหนือ
เปนที่ราบต่ําของลําน้ํามูล ทางตอนกลางเปนที่ราบเรียบเชิงดอนของหวยตางๆ น้ําหวยไหลลงแมน้ํา
มูล พื้นที่สวนใหญที่เปนที่ราบลุมน้ําทวมถึงโดยในบริเวณแมน้ํามูลมกัมีปญหาน้ําทวมอยูเสมอ 
เกษตรกรสวนใหญทํานาเปนอาชีพหลัก โดยอาศัยแตน้ําฝนในการทํานา ผลผลิตที่ไดจึงขึ้นกับ
ปริมาณน้ําฝนของแตละป ฤดูฝนจะอยูในชวงเดือน พฤษภาคมถึงกันยายนของแตละป โดยเฉพาะ
เดือนกรกฎาคมถึงกันยายนจะมีความชื้นสมัพันธเฉลี่ย 80 - 84 เปอรเซ็นต (กว,ี 2547) โดยปริมาณ
น้ําฝนจะสูงสดุในเดือนกนัยายน 282.0 มิลลิเมตร และเริม่ลดลงต่ําสุดในเดือนธันวาคม โดยมี
ปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยตลอดทั้งป 1,298.2 มิลลิเมตร (สุเทพ, 2527) และจากการใชระบบสารสนเทศ
ภูมิศาสตรในการประเมินผลผลิตขาวนาป ในป 2545 ยังพบวาในพื้นทีบ่ริเวณริมฝงแมน้ํามูลของ
จังหวดัศรีสะเกษโดยสวนใหญใชทําการเกษตรกรรมโดยการปลูกขาวนาป (อรรถ และคณะ, 2545)  
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 การทําประมงสวนใหญทํากนัในจังหวัดนครราชสีมากับจังหวดัอุบลราชธานี โดยฤดกูาลที่
มีการทําประมงกันมากจะอยูในชวงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนกุมภาพันธ ซ่ึงเปนชวงน้ําลด      
(ไมตรี และ ฉนัทนา, 2535) 
 
 สันทนา และคณะ (2536) ไดทําการสํารวจชนิดและปริมาณปลาในบริเวณทีจ่ะกอสราง
เขื่อนปากมูล โดยพบวาบริเวณโขงเจยีม ในจังหวัดอุบลราชธานี เดือนกรกฎาคมกับเดือนตุลาคม 
2535 และเดือนมีนาคม 2536 สํารวจพบปลาดุกดานบริเวณนี้และในบริเวณคันเปอย บานหวยไฮ 
ตําบลคําเขื่อนแกว จังหวัดอบุลราชธานี เดือนมีนาคม 2536 ก็สํารวจพบปลาดุกดาน และที่บริเวณ
แกงสะพือ จังหวัดอุบลราชธานี สํารวจพบปลาดุกดาน ในเดือนมีนาคม 2536 ซ่ึงผลการสํารวจ
สอดคลองกับ (ธีรพัฒน และคณะ, 2534)   
 
3.  ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ 

 
 ไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอมีลักษณะเปนโมเลกุลดีเอ็นเอรูปวงแหวนเกลียวคูมีขนาดเล็ก โดย
ไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอของมนุษยและสัตวมีขนาดประมาณ 16 กิโลเบส จีโนมของไมโตคอนเดรยี 
ดีเอ็นเอ จะประกอบดวยสวนที่เปนยนี และสวนที่ไมใชยีน โดยสวนทีเ่ปนยีนจะมี 13 ยีนสําหรับ
การสังเคราะหโปรตีน 2 ยีนที่เปนรหัสสําหรับสราง ribosomal RNA 22 ยีนที่เปนรหัสสําหรับสราง 
transfer RNA และสวนทีไ่มใชยีน (control region) ซ่ึงทําหนาที่เปนบริเวณเริ่มตนในการจําลอง
แบบของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ และการลอกรหัสภายในไมโตคอนเดรียจีโนม (Meyer, 1993; 
Meyer, 1994) ดูภาพที่ 1 ประกอบ  

 
โดยไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอจะอยูภายในไมโตคอนเดรียซ่ึงเปนสวนประกอบหนึ่งในเซลล

สัตว และเซลลพืช โดยทั่วไปไมโตคอนเดรียในเซลลของสิ่งมีชีวิตจะมหีนาที่หลักที่สําคัญคือเปน
แหลงผลิตสารพลังงานสูงที่เรียกวา ATP เพื่อนําพลังงานในรูป ATP มาใชในการดํารงชีวิตของ
ส่ิงมีชีวิต (Alberts et al., 2004) และนอกจากทําหนาที่ผลิตพลังงานในรปู ATP แลว ไมโตคอนเดรีย
ก็ยังมีสวนเกีย่วของกับการกาํจัดอนุมูลอิสระ เพราะวาในไมโตคอนเดรียมีเอนไซมทีท่ําหนาที่
เปลี่ยนแปลงอนุมูลอิสระที่เกดิจากการถายทอดอิเล็กตรอนทําใหอนุมูลอิสระเปลี่ยนแปลงไปไมเปน
พิษตอเซลล (ลัดดา, 2547)   

 



 

 

7 

 

 
 
ภาพที่ 1  แผนที่แสดงตําแหนงของยีนและสวนที่ไมใชยนีในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ 
 
 ไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอมีคุณสมบัติที่สําคัญ 3 ประการคือ ประการแรกการถายทอดไมโต
คอนเดรียดเีอน็เอมีการถายทอดผานทางแมเทานั้น (maternal inheritance) ประการทีส่องคือ ไมมี
การ recombination เกิดขึ้น ประการที่สามคือ ไมโตคอนเดรียดีเอน็เอมอัีตราการเกิดววิัฒนาการที่
รวดเร็วมากกวายีนเดีย่วในนวิเคลียส 5 - 10 เทา ซ่ึงการวิวฒันาการของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอเปน
ผลมาจากการกลายพันธุที่เกดิดวยความถี่สูง เปนการกลายพันธุดวยการแทนที่เบสแบบ transition 
มากกวา transversion โดยเกดิการแทนทีเ่บสในตําแหนงที่ไมเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนมีอัตราเกิดสงู
กวาการแทนทีเ่บสในตําแหนงที่ทําใหกรดอะมิโนเปลี่ยนไปถึง 4 - 6 เทา ตําแหนงทีพ่บการกลาย
พันธุบอยจะเปนชวง control region ของไมโตคอนเดรียดเีอ็นเอ นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุ
แบบ tandem duplication โดยมีเบสเพิ่มขึน้เปนชวงๆ เชน มีการเพิ่มเบสประมาณ 200 - 4,100 คูเบส
ในบริเวณ control region ทําใหมีขนาดเปลี่ยนแปลงไป จากการศึกษาในสัตวมีกระดกูสันหลัง 
(Meyer, 1993; Meyer, 1994) ในบริเวณ control region จะเกดิววิัฒนาการไดรวดเรว็กวาไมโตคอน
เดรียดีเอน็เอบริเวณอืน่ๆ 10 ถึง 20 เทา โดยเฉพาะตําแหนงที่เกิด transition ไดงายใน control region 
จะสามารถวิวฒันาการไดเร็วกวาบริเวณอ่ืนๆ เปน 100 เทา ความแปรปรวนที่เกดิขึน้ในบริเวณ 
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control region ไมไดเกิดขึ้นโดยสุม แตละบริเวณใน control region จะมอัีตราสวนการกลายพันธุไม
เทากัน บางบรเิวณมีอัตราการกลายพันธุสูง แตบางบริเวณมีอัตราการกลายพันธุต่ํา (Randi, 2000; 
Chen and Hebert, 1999) สอดคลองกับ Bermingham et al. (1986) ทําการศึกษาปลา Bowfin ใน
แมน้ํา Santee - cooper ใน South Carolina ถึงแมน้ํา Mississippi ทางตะวันออกเฉยีงใตของ
สหรัฐอเมริกา โดยวิธีการ RFLP จากไมโตคอนเดรียดเีอน็เอทั้งจีโนม จากผลการทดลองพบวา
บริเวณ control region มีอัตราความถี่ของการกลายพันธุสูงเหมาะสมกับการศึกษาในระดับ
ประชากรโดยการกลายพันธุของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอเกิดจากการกลายพันธุแบบการแทนที่เบส 
addition และ deletion เพราะฉะนัน้บริเวณ control region ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอจึงเหมาะแก
การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม การจําแนกประชากรที่มีความสัมพันธใกลชิดออกจากกนัได 
และนยิมใชในการศึกษาระดบัประชากรและการศึกษาความสัมพันธภายในชนิด (Avise, 1986) 
ดังนั้นการศึกษาไมโตคอนเดรียดีเอน็เอเพือ่นําขอมูลที่ไดมาใชจําแนกโครงสรางประชากรใน
ส่ิงมีชีวิตที่ศึกษาโดยเฉพาะจากบริเวณ control region ของไมโตคอนเดรียดีเอน็เอ ทีม่ีการกลายพันธุ
ในอัตราที่สูงเมื่อเทียบกับยนีภายในไมโตคอนเดรียจีโนมดวยกัน  
 
4.  RFLP  
 
 การศึกษาโครงสรางประชากรอาจใชวิธี allozyme analysis, การวิเคราะหเครื่องหมายดีเอ็น
เอในประชากรเชน mitochondrial DNA, microsatellite และ DNA sequencing โดยในการศึกษานี้
จะใชวิธีการวเิคราะห restriction fragment length polymorphism (RFLP) รวมกับเทคนคิ PCR 
(polymerase chain reaction) ของบริเวณ control region และ 16S rRNA ในไมโตคอนเดรียดีเอน็เอ
ของปลาดุกดาน ซ่ึงวิธีการนีม้ีการใชกันอยางแพรหลายในการศึกษาโครงสรางประชากร ทําให
การศึกษาความผันแปรของไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอเปนไปอยางสะดวกรวดเร็วมากขึน้ โดยความ
แปรปรวนที่เกดิขึ้นเกดิจากการกลายพันธุของลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงจดจําของเอนไซมตัด
จําเพาะ (Halliburton, 2004) ทําใหเกิดความแปรปรวนของจํานวนและขนาดชิ้นดเีอ็นเอในตวัอยางที่
ศึกษา (Beaumont and Hoare, 2003) 
 
 เหตุผลที่ใชวิธี RFLP ศึกษาเพราะวาในสิ่งมีชีวิตบางครั้งมีการเปลี่ยนแปลงของเบสภายใน
ดีเอ็นเอจากการกลายพันธุ ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงดังกลาวทาํใหดีเอน็เอภายในสิ่งมีชีวิตมีลําดับนิวคลี
โอไทดแตกตางกัน ซ่ึงความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดสามารถตรวจสอบไดโดยวิธีการ RFLP 
เปนการตรวจสอบความแตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดีเอน็เอจากการตดัดวยเอนไซมตัด
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จําเพาะ (Beaumont and Hoare, 2003) การวิเคราะห RFLP เร่ิมจากการนําดีเอ็นเอทีไ่ดจากการเพิ่ม
จํานวนในบริเวณเปาหมาย มาทําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่คดัเลอืกไวแลวเปรยีบเทียบขนาด
ของชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนดิเดยีวกัน หาความแตกตางจากขนาดหรือจํานวน
ช้ินของดีเอ็นเอ เพื่อเปนเครือ่งมือแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรม จากความแตกตางของ
ความถี่อัลลีลระหวางประชากร ซ่ึงจะแปรปรวนตามลําดบันิวคลีโอไทดที่แตกตางกนัในตําแหนง
ตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ (Nei and Kumar, 2000) นําขอมูลรูปแบบชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดมาวิเคราะห
โดยวิธีการทางสถิติโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร เพื่อนาํขอมูลที่ไดไปวิเคราะห population 
parameter ตางๆ เพื่อศึกษาโครงสรางประชากรของปลาดุกดานในบริเวณที่ศกึษา (สุรินทร, 2545)  
 
5.  การศึกษาพันธุศาสตรประชากรในปลา 
 
 5.1  คาพื้นฐานที่ใชในการศกึษาพันธุศาสตรประชากร 
 

ประชากรเปนแหลงรวมของสิ่งมีชีวิตที่มียโีนไทปตางๆ ดังนั้นในการศกึษาพันธุ
ศาสตรประชากร จึงมีความสนใจศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา โดย
ศึกษาทั้งความแปรปรวนภายในและระหวางประชากร ซ่ึงรูปแบบความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ตามธรรมชาติจะมีรองรอยมาจากเหตุการณตาง ๆ เชน ประวัติศาสตรของประชากร การถายเทยนี
ระหวางประชากร และการคดัเลือกตามธรรมชาติ (Halliburton, 2004) นอกจากนี้จํานวนและ
รูปแบบของความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้นจากปจจัยตางๆ เชน การคัดเลือกตามธรรมชาติ 
การเกิด inbreeding การเกิด genetic drift การถายเทยีน และการกลายพันธุ เปนตน ซ่ึงปจจัยแตละ
ปจจัยจะสงผลแตกตางกัน เชน การกลายพนัธุจะทําใหความแปรปรวนทางพันธุกรรมเพิ่มมากขึ้น 
สวนการเกดิ genetic drift หรือการเกิด inbreeding จะทําใหความแปรปรวนทางพันธุกรรมเพิ่ม
ลดลง สวนปจจัยที่เหลือเชน การคัดเลือกตามธรรมชาติ หรือการถายเทยีน จะมีผลทําใหความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมอาจจะเพิ่มขึน้หรือลดลงแลวแตกรณี เปนตน ซ่ึงขอมูลทางพันธุกรรมที่ได
สามารถคํานวณคาที่แสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรและความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมระหวางประชากร โดยใชคาพื้นฐานตางๆ ในการศึกษาดังนี ้(Hedrick, 2000)  
 
 ความแปรปรวนทางพันธุกรรมภายในประชากร สามารถคํานวณไดจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่แตกตางกันระหวาง haplotype ทั้งหมด เรียกวา nucleotide diversity (Halliburton, 2004) สวน
คา nucleotide divergence (Nei’ genetic distance) เปนเครือ่งมือแสดงความแตกตางทางพันธุกรรม
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ระหวางประชากร โดยคํานวณจากความถี่ของอัลลีลระหวาง 2 ประชากร สามารถใชหาระยะหาง
ระหวางประชากรไดดี และการศึกษาคา genetic distance เปนเครื่องมือที่แสดงระยะหางทาง
พันธุกรรม โดยคํานวณจากความถี่ของอัลลีลระหวาง 2 ประชากร หรือรูปแบบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน
ระหวาง 2 ประชากร เพื่อประมาณระยะหางทางพันธุกรรมระหวางประชากรที่ศึกษา (Frankham, 
2002) สวนคา FST เปนเครื่องมือที่แสดงความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากร โดยคํานวณ
จากความถี่อัลลีลที่แตกตางกนัระหวางประชากรที่ศึกษา และการวิเคราะห analysis of molecular 
variance (AMOVA) เปนเครือ่งมือวัดความแปรปรวนในประชากร ซ่ึงประกอบดวยความ
แปรปรวนระหวางกลุม ความแปรปรวนระหวางประชากร และความแปรปรวนภายในประชากร 
จากขอมูลพันธุศาสตรที่ไดจากวิธีการตาง ๆ เชน RFLP, DNA sequencing และ microsatellite เปน
ตน (Halliburton, 2004) 

 
5.2  การศึกษาพันธุศาสตรประชากรในปลา 

 
 Vrijenhoek (1998) เสนอวาสถานการณในปจจุบันแหลงน้ําตามธรรมชาติซ่ึงเปนถ่ินที่
อยูอาศัยของปลาไดถูกทําลายลงจากสารเคมีที่เปนมลพิษ เชน ยาฆาแมลง เปนตน แตในธรรมชาติ 
ปลาบางชนิดจะมีวงจรการอพยพประชากรไปยังแหลงน้าํอื่นๆ ในธรรมชาติ เพื่อการดํารงชีวิต ซ่ึง
ลักษณะภูมิประเทศบางแหงก็จะแพรกระจายประชากรไดดี แตลักษณะภูมิประเทศในบางแหง
อาจจะมีอุปสรรคตอการอพยพของปลาจากสิ่งกีดขวางตามธรรมชาติได เมื่อปลามีการแพรกระจาย
ประชากรไปยงัแหลงที่อยูอาศัยบริเวณอ่ืน จะทําใหปลามกีารรวมตัวกับประชากรอื่นจงึเกิดการ
ถายเทยีนระหวางประชากรของปลาขึ้น และจากรายงานของ Brien (1994) พบวาในปจจุบัน
ส่ิงมีชีวิตที่จัดอยูในกลุม endangered species (สายพันธุของสิ่งมีชีวิตที่มีความเสี่ยงสงูตอการสูญ
พันธุภายในระยะเวลาอันใกล) กําลังมีจํานวนลดลงอยางรวดเร็วจนใกลสูญพันธุ โดยพบวาในสัตวมี
ประชากรขนาดเล็กลงในแตละบริเวณ ซ่ึงสงผลใหเกิดการผสมเลือดชิด และ genetic drift ทําให
ความผันแปรทางพันธุกรรมลดลง การศึกษาการลดลงของความหลากหลายทางพนัธุกรรมสามารถ
ทําไดโดยใชการวิเคราะหทางพันธุศาสตรประชากร ซ่ึงการวิเคราะหทางพันธุศาสตรประชากร จะ
แสดงใหเห็นประวัติความเปนมาของประชากรในธรรมชาติและทํานายไดถึงภาวะที่เสี่ยงตอการสูญ
พันธุเพี่อที่จะสามารถวางแผนอนุรักษได ดังที่ Takahashi and Ohara (2003) ทําการศึกษาปลา 
Rhinogobius ในทะเลสาบ Biwa ของประเทศญี่ปุน โดยใชวิธี PCR - RFLP ในบริเวณ control 
region ของไมโตคอนเดรียดเีอ็นเอ ไดคา haplotype diversity ของปลา Rhinogobius sp.OR 
(Orange-type) เทากับ 0.214 - 0.543 และของปลา Rhinogobius sp.BW (Biwa - type) เทากับ 0.543 
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- 0.682 จากการเปรียบเทียบคา haplotype diversity ระหวาง Rhinogobius sp.BW มีคาสูงกวาใน 
Rhinogobius sp.OR สวนภายในชนิดของ Rhinogobius sp.OR จะมีคาของ haplotype diversity ไม
แตกตางกันทางสถิติ ระหวางจุดเก็บตวัอยางแตละแหง แสดงวาเกดิการถายเทยีนในกลุมประชากร 
Rhinogobius sp.OR ที่มีแหลงอาศัยอยูคนละบริเวณกนั โดยคา genetic divergence ของปลา 
Rhinogobius sp.OR จากบริเวณทะเลสาบกบัในแมน้ํามีคาไมแตกตางกนั คาดวาเกิดจากในระยะตัว
ออนของปลา Rhinogobius sp.OR จะอาศัยอยูในทะเลสาบ แตพอโตขึน้ปลาเหลานี้สวนหนึ่งจะเริ่ม
อพยพไปอยูในแมน้ํา แตอีกสวนหนึ่งก็จะอยูในทะเลสาบตอไป เชนเดยีวกับ Ikeda et al. (2003) 
ทําการศึกษาปลา Ryukyu-ayu ที่เกาะ Amami-oshima ทางตอนใตของประเทศญี่ปุน ใชวิธีการ 
RFLP ศึกษา control region ในไมโตคอนเดรียดีเอน็เอ พบวาปลาดังกลาวมีคา haplotype diversity 
เทากับ 0.281, 0.356 และคา nucleotide diversity เทากับ 0.106, 0.049 ตามลําดับ จากคาที่ไดแสดง
การแบงแยกประชากรปลา Ryukyu-ayu แบงเปนประชากรทางตะวันตกและตะวนัออกตามลักษณะ
ทางภูมิศาสตรของเกาะซึ่งแบงเกาะออกเปน 2 สวนไดแกฝงตะวนัตกและตะวันออกของเกาะ 
เชนเดยีวกับ Lu et al. (2001) ใชวิธีการ PCR - RFLP ศึกษาบริเวณ control region, ND5, ND6 และ 
cytochrome b ในไมโตคอนเดรียดีเอน็เอและ microsatellite จาก 6 loci ในนวิเคลียสดีเอ็นเอ 
ทําการศึกษาปลา Whitefish (Coregonus clupeaformis) จากแมน้ํา St. John ในตะวันออกเฉียงเหนอื
ของประเทศอเมริกาจากจดุเกบ็ตัวอยางทั้งหมด 27 จุด จากการวิเคราะหคา haplotype diversity, 
nucleotide diversity และ FST รวมทั้งสราง phylogenetic tree แบบ Neighbour-joining พบวา
ประชากรของปลา Whitefish แบงเปน 3 กลุมคือกลุม Atlantic, Mississippian และ Acadian ซ่ึงทั้ง 3 
กลุมประชากรมีความหลากหลายทางพันธุกรรมแตกตางกันเนื่องจากระบบนิเวศวิทยาและ
ส่ิงแวดลอมบริเวณที่ศกึษามผีลทําใหเกิดการแบงกลุมประชากร เชนเดยีวกับ Sell and Spirkovski 
(2004) ทําการศึกษาปลา Salmo letnica ในทะเลสาบ Ohrid ในประเทศ Macedonia โดยใชวิธี PCR-
RFLP ศึกษาบริเวณ control region, ND1, ND3/4 และ ND5/6 ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ จากผลการ
ทดลองพบวาปลา Salmo letnica ในทะเลสาบ Ohrid แบงออกเปนประชากรปลา Salmo letnica 
typicus และปลา Salmo letnica aestivalis ไดคา nucleotide diversity เทากับ 0.0016 และ 0.0013 
ตามลําดับ คา nucleotide divergence ระหวาง haplotype ที่ศึกษามีคาตั้งแต 0.0005 ถึง 0.0094 และ
จากการวิเคราะห AMOVA พบความแปรปรวนระหวางประชากร 26 เปอรเซ็นต และความ
แปรปรวนภายในประชากร 74 เปอรเซ็นต จากโครงสรางประชากรของปลา Salmo letnica ใน
ทะเลสาบ Ohrid และความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางปลา Salmo letnica typicus และปลา 
Salmo letnica aestivalis แสดงใหเห็นวามกีารผสมพันธุแยกกันระหวางประชากร และควรทําการ
จัดการและอนรัุกษปลา Salmo letnica ในบริเวณดังกลาว นอกจากการศกึษาบริเวณ control region 
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แลวก็มีรายงานการศึกษา PCR-RFLP ในยีน 16S rRNA ไดแกรายงานของ Mamuris et al. (2005) ใช
วิธีการ RFLP ศึกษายนี 16S rRNA, 12S rRNA, ND5, ND6 และ CoI ในไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอ 
ศึกษาปลา Ladigesocypris ghigii ที่เกาะ Rhodes ในประเทศกรีก เมื่อวเิคราะหคา genetic distance, 
haplotype diversity, nucleotide diversity และ FST พบวาความหลากหลายในประชากรต่ําเนื่องจาก
เกิด bottleneck ในอดีต จึงควรแยกประชากรปลาที่มีความใกลชิดกนัทางพันธุกรรมออกจากกันเพื่อ
การอนุรักษความหลากหลายทางพันธุกรรมไว ซ่ึงขอมูลเหลานี้บงใหเหน็วาประชากรนั้นแบงกัน
ตามประวัติความเปนมาของประชากรและอาจบงถึงการแบงแยกของประชากรตามลักษณะภูมิ
ประเทศ 

 
 จากรายงานการวิจัยดังกลาว สรุปวาการวิเคราะหดวยวิธีการ PCR-RFLP มีการใชกัน
อยางแพรหลายในการศึกษาโครงสรางประชากร โดยนยิมทําการศึกษาจากไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ 
เชนในบริเวณ control region, 16S rRNA, ND5 และ ND6 เปนตน ดังการศึกษาของ Ikeda et al. 
(2003) แสดงใหเห็นวาประชากรปลา Ryukyu-ayu ที่เกาะ Amami - oshima ของญี่ปุน แบงออกเปน 
2 กลุมทางฝงตะวนัตก และตะวนัออกของเกาะ และ Lu et al. (2001) ศึกษาปลา Whitefish จาก
แมน้ํา St. John ของอเมริกา พบวาประชากรปลา Whitefish แบงออกเปน 3 กลุม ซ่ึงแตละกลุมมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมแตกตางกนั และ Sell and Spirkovski (2004) ศึกษาปลา Salmo 
letnica ในทะเลสาบ Ohrid ประเทศ Macedonia พบวาประชากรปลาดงักลาวแบงออกเปน 2 กลุม 
และมีการผสมพันธุแยกจากกันระหวางประชากร และ Mamuris et al. (2005) ศึกษาปลา 
Ladigesocypris ghigii ที่เกาะ Rhodes ในกรกี พบความหลากหลายทางพนัธุกรรมในประชากรต่ํา 
จึงควรแยกประชากรปลาที่มคีวามใกลชิดกนัทางพันธุกรรมออกจากกนัเพื่อการอนุรักษความ
หลากหลายทางพันธุกรรมไว จากรายงานทีอ่างอิงจะเหน็วามีการศึกษาขอมูลพันธุกรรมของปลาที่
สนใจ เพื่อไปวิเคราะหคา population parameter ตางๆ และนําคาที่วิเคราะหไดไปใชในการอธิบาย
โครงสรางประชากรปลาในบริเวณที่ศกึษา 

 
นอกจากการศกึษาโดยวิธีการ PCR-RFLP ในบริเวณ control region และยีน           

16S rRNA แลวกย็ังมีวิธีหาลําดับนิวคลีโอไทด ที่ถูกนํามาใชในการวิเคราะหทางพนัธุศาสตร
ประชากร และศึกษาความสมัพันธเชิงววิฒันาการไดอีกเชน Sturmbauer and Meyer (1992) หา
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ control region และยนี cytochrome b ของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ เพื่อ
วิเคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการของปลา Cichlid ในทะเลสาบ Tanganyika และทะเลสาบ
วิกตอเรยี พบวายีน cytochrome b จะมีววิัฒนาการชากวาบริเวณ control region ทําการวิเคราะห
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ผลไดคาเฉลี่ยของ sequence divergence ใน control region เทากับ 8.2 เปอรเซนต พบความสัมพันธ
ภายในชนดิจะเกิดการกลายพันธุแบบการแทนที่เบสแบบ transition ในอัตราสูง และพบการกลาย
พันธุแบบ deletion และ addition จากการกลายพันธุในบริเวณ control region แสดงวาบริเวณ 
control region สามารถนํามาใชในการศึกษาหาความสัมพนัธภายในชนดิได เชนเดยีวกับ Meyer et 
al. (1990) หาลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ control region และยนี cytochrome b จากไมโตคอน     
เดรียดีเอน็เอ ปลาน้ําจืด Cichlid ในทะเลสาบวิกตอเรยี จากตัวอยาง 2 กลุม คือ Victorian 14 ตัว และ 
African 23 ตัว พบความแปรปรวนของลําดบันิวคลีโอไทดต่ํา มีการกลายพันธุของเบสทั้งแบบ 
transition และ transversion โดยเกดิการกลายพันธุในบริเวณ control region มากกวาใน cytochrome 
b และพบกลายพันธุแบบการแทนที่เบส deletion และ addition ในบริเวณ control region ของปลา 
Cichlid โดยปลาชนิดเดยีวกนัจะเกิดการกลายพันธุแบบ transition สูงกวาการเกดิ transversion 
บริเวณ control region สามารถนํามาใชในการศึกษาหาความสัมพันธภายในชนิดได เชนเดียวกับ 
Kubuta and Watanabe (2002) หาลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ control region และ cytochrome b จาก
ไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอ ในปลา Cyprinid ที่บริเวณ Tanakia tanago ของประเทศญี่ปุน พบการแทนที่
เบส 9 ตําแหนงใน control region โดยกลุมประชากรทั้ง 3 กลุมไดคา haplotype diversity อยูในชวง 
0.0000 - 0.8316 คา nucleotide diversity ใน control region อยูในชวง 0.0000 - 0.0068 และคา 
nucleotide diversity ใน cytochrome b อยูในชวง 0.0000 - 0.0064 พบวา genetic variation มีคาต่ํา
มากในยีน cytochrome b และบริเวณ control region แตประชากรในธรรมชาติพบ 3 ประชากร 
เชนเดยีวกับ Chen et al. (1998) ทําการศึกษาความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ control 
region และยีน tRNAphe ของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอในปลาน้ําจืด 2 ชนิด คือ Rhinogobius 
maculafasciatus และ Rhinogobius giurinus จากประเทศไตหวนัและทางใตของประเทศจนี ไดคา 
nucleotide divergence ระหวางปลา 2 ชนิดมีคา 11.3 - 11.7 เปอรเซ็นต บงชี้วาเปนปลาคนละสกุล
กันและคา nucleotide divergence ในปลา Rhinogobius giurinus มีคา 0.8 - 1.8 เปอรเซ็นต การ
วิเคราะหผลจะเหน็วาขอมูลจากบริเวณ control region ของไมโตคอนเดรียดีเอน็เอ ใชเปนขอมูลใน
การทํา Phylogenetic reconstruction ไดทั้งในระดบั intraspecific และ interspecific ในปลา 
Rhinogobius ไดเชนเดียวกบั Waters and Wallis (2001) ทําการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 
control region ทั้งหมดของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของปลา Galaxias vulgaris จากบริเวณทางใต
ของประเทศนวิซีแลนด จากการเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดแสดงใหเห็นคา nucleotide 
divergence ระหวาง Galaxias vulgaris กับ Galaxias brevipinnis มีคา 6.4 เปอรเซ็นตและคา 
Intraspecific divergence ของปลา Galaxias vulgaris ระหวางบริเวณ Hurunui และ Waianakarua มี
คาอยูในชวง 0.0 - 2.6 เปอรเซ็นต และคา Interspecific divergence ระหวาง Galaxias gollumoides 
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กับ Galaxias vulgaris เทากบั 5.2 ± 0.3 เปอรเซ็นต พบวาปลา Galaxias brevipinnis มีการอพยพยาย
ถ่ินแยกออกมาทําใหมวีิวัฒนาการแตกตางออกไป นอกจากการศึกษาบริเวณ control region แลวกม็ี
รายงานการศกึษาหาลําดับนิวคลีโอไทดในยนี 16S rRNA ไดแกรายงานของ Dias et al. (2004) หา
ลําดับนิวคลีโอไทดจากยีน 16S rRNA, 12S rRNA และ ND4 ในไมโตดอนเดรยีดีเอน็เอ โดยศกึษา
ปลาครอบครัว Callichthyidae ในประเทศบราซิล ทํา phylogenetic tree ดวยวิธี Maximum - 
parsimony และ Maximum - likelihood พบวาปลาครอบครัว Callichthyidae ในธรรมชาติจะแบงได
เปน 2 ครอบครัวยอยไดแก ครอบครัวยอยของ Corydoradinae และครอบครัวยอยของ 
Callichthyinae ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปลา 

 
 จากรายงานการวิจัยพันธุศาสตรประชากรในปลาที่ศึกษาโครงสรางประชากร พบวา
วิธีการที่นิยมใชในการศึกษาไดแกการวเิคราะห RFLP และ sequencing เปนตน เพื่อนําขอมูลทาง
พันธุกรรมที่ได มาคํานวณคาทางสถิติ เชนคา nucleotide diversity, haplotype diversity, FST และ 
nucleotide divergence เปนตน และนําคาทีว่ิเคราะหไดไปใชในการอธิบายโครงสรางประชากรปลา
ในบริเวณที่ศกึษา โดยทําการศึกษาจากบรเิวณ control region เนื่องจาก Sturmbauer and Meyer 
(1992) และ Meyer et al. (1990) ศึกษาปลา Cichlid ในทะเลสาบวิกตอเรีย โดยหาลําดบันิวคลีโอ
ไทดบริเวณ control region พบการกลายพันธุสูง จึงนยิมใชบริเวณดังกลาวในการศึกษา
ความสัมพันธภายในชนดิ สวน Chen et al. (1998) ศึกษาปลา Rhinogobius จากไตหวันและจีน จาก
บริเวณ control region แลวใชขอมูลทางพันธุกรรมสรางโครงสรางประชากร สวน Dias et al. (2004) 
ศึกษาปลาครอบครัว Callichthyidae ในบราซิล จากโครงสรางประชากรพบวาแบงเปน 2 ครอบครัว
ยอย จากรายงานที่อางอิงจะเห็นวาขอมูลทางพันธุกรรมเมื่อนํามาประยกุตใชในการอนุรักษ
พันธุกรรมปลา จะตองศึกษาโครงสรางประชากรปลาในแหลงที่อยูอาศยับริเวณเปาหมาย เมื่อรู
ขอมูลโครงสรางประชากรปลาที่ศึกษาแลว จึงนําขอมูลดงักลาวมาใชในการวางแผนอนุรักษปลา
ชนิดนั้นๆ ตอไป 
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อุปกรณและวีธีการ 
 

1.  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
 
 1.1  ตัวอยางปลาดกุดานจาก 10 อําเภอ ในจังหวัดศรีสะเกษและอุบลราชธานีจํานวน 200 
ตัว 
 1.2  เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิได (refrigerated centrifuge) Sigma 
SK20, Germany 
 1.3  เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (PCR: polymerase chain reaction) 
 1.4  เครื่องฉายแสง ultraviolet และอุปกรณถายภาพ 
 1.5  ชุดเครื่องมือ agarose gel electrophoresis 
 1.6  ชุดเครื่องมือ polyacrylamide gel electrophoresis 
 1.7  หมอนึ่งความดันสูง (autoclave) รุน SS - 325 บริษัท Seiko, Japan 
 1.8  หลอดพลาสติกสําหรับทําปฏิกิริยา PCR (PCR tube) 
 1.9 หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด 1,500 ไมโครลิตร 
 1.10  ไมโครปเปตชนิดปรับปริมาตรไดพรอม tip ขนาด 20 100 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
 1.11  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (hotbox oven) 
 
2.  สารเคมีและเอนไซม 
 
 2.1  ชุดสกัดดีเอ็นเอ AquaPure Genomic DNA Isolation Kit ของบริษัท Bio Rad 
 
 2.2  สารเคมีและเอนไซมที่ใชในการสังเคราะหดีเอน็เอโดยวิธี PCR และการวเิคราะห        
PCR-RFLP 
 
        2.2.1  10 X PCR buffer 
  2.2.2  2.0 mM MgCl2 
  2.2.3  dNTP  
  2.2.4  TaqDNA polymerase (recombinant) # EP402 บริษัท Fermentus, USA 
  2.2.5  primers 
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  2.2.6  ultra pure water 
        2.2.7  เอนไซมตัดจําเพาะไดแก  Tas I, Tru 1I, Rsa I, Hin1 II, Hae III, Dpn II, Msp I 
บริษัท Fermentus, USA and Bio lab  
 
 2.3  สารเคมีที่ใชใน agarose gel electrophoresis 
 
       2.3.1  agarose 
  2.3.2  1 X TAE buffer 
  2.3.3  loading buffer 
  2.3.4  แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (DNA ladder mix) 
  2.3.5  ethidium bromide 
 

2.4  สารเคมีที่ใชใน polyacrylamide gel electrophoresis 
 

2.4.1  repel silane และ bind silane 
2.4.2  acrylamide gel และ methylene bisacrylamide  
2.4.3  10% APS (ammonium persulphate)  
2.4.4  TEMED (N’ ,N’ ,N’ ,N’ ,-tetramethyl ethylenediamine) 
2.4.5  TBE buffer 
2.4.6  silver nitrate 
2.4.7  glycerol 
2.4.8  glacial acetic acid 
2.4.9  loading buffer 

        2.4.10  developer (sodium carbonate 12.5 กรัม, formaldehyde 270 ไมโครลิตร, 
sodium thiosulfate 20 ไมโครลิตร, น้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร) 
 
3.  เคร่ืองคอมพิวเตอรสําหรับการคํานวณและโปรแกรมสําหรับวิเคราะหขอมูล 
 
 3.1  เครื่องคอมพิวเตอรติดตัง้อุปกรณประมวลผล Intel Pentium 4 CPU 2.40 GHZ ติดตั้ง 
RAM ขนาด 1.0 GB เชื่อมตอ Internet 
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3.2  Arlequin version 3.0 (An Integrated Software Package for Population Genetics Data 
Analysis) (Excoffier et al., 2005) ใชในการวิเคราะหคาทางสถิติเกี่ยวกับพันธุศาสตรประชากร 

3.3  Phylip version 3.6 (Phylogeny Inference Package) (Felsenstein, 2002) เพื่อใชสราง 
Population phylogenetic tree  
 
4.  การเก็บตัวอยางปลาดุกดานและลักษณะภูมิประเทศบริเวณอําเภอเก็บตัวอยาง 
 
 เนื่องจากปจจบุันภาคตะวันออกเฉียงเหนอืของประเทศไทยเปนแหลงเดียวที่คาดวามีปลา
ดุกดานในแหลงน้ําธรรมชาติ โดยในจังหวัดศรีสะเกษและอุบลราชธานีเปนจังหวดัที่ลุมแมน้ํามูล
ไหลผานซึ่งแตละฤดูกาลจะมีระดับน้ําสูงต่ําไมเทากันและยังไมมีขอมลูประชากรของปลาดุกดาน 
จึงเปนที่นาสนใจวาโครงสรางประชากรของปลาดุกดานเปนอยางไร จึงดําเนนิการรวบรวมปลาดกุ
ดานจาก 2 จังหวัดดังกลาว โดยวิธีการไปเก็บตัวอยางไดทําการเดินทางไปยังจังหวดัศรีสะเกษและ
อุบลราชธานีโดยใชรถกระบะเปนพาหนะ และทําการติดตอกับญาติซ่ึงเปนคนพื้นทีใ่นจังหวัด
อุบลราชธานีเพื่อชวยเหลือในการติดตอประสานงานกับชาวบานในพืน้ที่ เพื่อเดนิทางไปเก็บ
ตัวอยางเองในแหลงน้ําที่อยูในที่นาของชาวบานที่ติดตอไว ทําการจับปลาดุกดานโดยใชแหจับปลา
จากบอน้ําในที่นาของชาวบานที่อาศัยอยูในอําเภอเปาหมาย โดยลักษณะสภาพแวดลอมรอบๆ 
แหลงน้ําเปนพื้นที่ราบลุมใชในการเพาะปลูกขาวในฤดูฝนจะมนี้ําทวมขังในบริเวณดังกลาว ซ่ึงจุด
เก็บตัวอยางทัง้ 10 จุดจะอยูภายในอําเภอตาง ๆ ของแตละจังหวัด โดยจังหวัดศรีสะเกษ
ประกอบดวยอําเภอโพธิ์สุวรรณ ราศีไศล ยางชุมนอย เมอืงศรีสะเกษ และกันทรารมย สวนจังหวัด
อุบลราชธานีประกอบดวยอําเภอวารินชําราบ เมืองอุบลราชธานี ตระการพืชผล ตาลสุม และพิบูลมัง
สาหาร (ภาพที ่3 และตารางที่1) ทําการเกบ็ตัวอยางปลาดุกดานจากอําเภอละ 20 ตัว ทั้งหมด 10 
อําเภอ รวมตวัอยางปลาดุกดานทั้งหมด 200 ตัวอยาง โดยเหตุผลในการเลือกจุดเก็บตวัอยาง จะเลือก
จากอําเภอที่มีแมน้ํามูลไหลผาน เพื่อวิเคราะหโครงสรางประชากรของปลาดุกดานในบริเวณลุมน้าํ
มูล รวมทั้งการอธิบายผลจากการเกดิน้ําทวม ระดับน้ําในแมน้ํามูลที่เพิ่มขึ้นหรือลดลง จะมีผลตอ
โครงสรางประชากรอยางไร โดยจุดเก็บตวัอยางในแตละอําเภอจะเลือกจากจุดที่สามารถเดินทางเขา
ไปเก็บตวัอยางปลาได และเปนบอน้ําหรือแหลงน้ําที่เจาของที่อนุญาติใหทําการจบัปลาดุกดานได 
จึงเลือกเก็บตวัอยางจากจุดดงักลาว ซ่ึงสภาพภูมิประเทศของแตละจุดเก็บตัวอยางจะอธิบายไวในผล
และวจิารณ หวัขอสภาพภูมปิระเทศบริเวณที่อยูอาศยัของปลาดุกดานในอําเภอที่ศึกษา  
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ภาพที่ 2  แผนที่ประเทศไทยโดยในวงรีจะประกอบดวยหมายเลข 18 คือจังหวดัอุบลราชธานี 

หมายเลข 21 คือจังหวดัศรีสะเกษ หมายเลข 22 คือจังหวัดสุรินทร หมายเลข 23 คือ
จังหวดับุรีรัมย หมายเลข 13 คือจังหวดันครราชสีมา 

 
 โดยพื้นที่ราบลุมของ 2 จังหวัด จะสัมพันธกับลําน้ําขนาดใหญทั้ง 2 ฝง โดยเฉพาะบริเวณ
คุงน้ําหรือที่คดเคี้ยวของรองน้ําซึ่งบริเวณนีจ้ะมีน้ําทวมในฤดูฝนและมนี้ําแชขังในหนอง บึงใน
หนาแลง โดยบริเวณนี้จะมปีาลุมน้ําจืดปกคลุมอยู (คือปาที่ขึ้นตามบึงในที่ราบลุมริมแมน้ําภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ) สวนใหญชาวประมงใชประโยชนในการหาปลา และเนื่องจากที่ราบลุมสอง
ฝงแมน้ํามูลมีภูมิประเทศเปนที่ราบน้ําทวมถึง จึงมักใชพื้นที่บริเวณดงักลาวในการทํานาขนานสอง
ฝงแมน้ํา ลักษณะดินที่พบเปนดินอินเซปทิซอลส ที่มีลักษณะเนื้อดนิรวน ละเอยีด และเนื้อดิน
เหนยีว มีลักษณะสีเขม เชน สีดําหรือสีเทา เปนผลมาจากการสะสมของพวกอนิทรียวตัถุ ลักษณะ
ภูมิอากาศในจงัหวัดศรีสะเกษ และจังหวัดอุบลราชธานี มีลักษณะใกลเคียงกัน เปนภมูิอากาศแบบ
มรสุมเขตรอน ช้ืนปานกลาง มีฝนตกนอยถึงหนักแลวแตบริเวณ เปนเขตที่มีฝนตก 5.5 - 6.5 เดือน
ในรอบป (กว,ี 2547) จากลักษณะพื้นที่ราบลุมในจังหวัดศรีสะเกษ และอุบลราชธานี ทําใหบริเวณ  
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ริมฝงแมน้ํามูลในฤดูฝนจะเปนพื้นที่ที่มีน้ําทวมถึง และบริเวณริมฝงแมน้ํามูลมักจะใชพื้นที่ในการ
ทํานา ปลาดุกดานที่อาศัยอยูตามแหลงน้ําในที่นาที่มีน้ําทวมถึง จึงสามารถอพยพจากแหลงน้ําหนึ่ง
ไปยังอีกแหลงน้ําหนึ่งได  
 
ตารางที่ 1  แสดงอักษรยอของแตละอําเภอที่เปนจุดเก็บตวัอยางทีใ่ชในภาพและตาราง 
 

ชื่ออําเภอ อักษรยอ หมายเลขในภาพที่ 3 
โพธ์ิสุวรรณ 
ราษีไศล 

ยางชุมนอย 
เมืองศรีสะเกษ 
กันทรารมย 
วารินชําราบ 

เมืองอุบลราชธานี 
ตระการพืชผล 

ตาลสุม 
พิบูลมังสาหาร 

PS 
RS 
YC  
MS 
GT 
VR 
MA 
TK 
TS 
PB 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

 
5.  การสกัด total genomic DNA 
 
 ในการสกัด total genomic DNA จากเนื้อเยือ่ปลาดุกดานในโครงการใชชุดสกัดดีเอน็เอ
AquaPure Genomic DNA Isolation Kit ของบริษัท Bio Rad ในการสกัด โดยใชเนื้อเยื่อปลาดุกดาน
ในการสกัดประมาณ 10 มิลลิกรัม ตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอที่สกัดได โดยการวัดคาการดูดกลืน
แสงอัลตราไวโอเลตโดยใช spectrophotometer พบวาสดัสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 260 นา
โนเมตร ตอคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร (A260/A280) ไดคาเฉลี่ยประมาณ 1.82 เพราะฉะนัน้ 
total genomic DNA มีปริมาณดีเอ็นเอประมาณ 50.5 µg/ml จึงมีความบริสุทธิ์คอนขางสูง สามารถ
นําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอที่เปน
บริเวณเปาหมายได และตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากการทํา agarose gel ความเขมขน 1 
เปอรเซนต  
 

ศรีสะเกษ 

อุบลราชธาน ี
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6.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจากตวัอยางดีเอ็นเอปลาดุกดาน 
 
              6.1  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายบริเวณ control region 
 

ตามแผนการทดลองจะทําการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอเปาหมาย 2 บริเวณคือ control 
region และยีน 16S rRNA ในไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอ ดวยวิธี PCR เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 
control region โดยใช primer CR-F และCR-R ตําแหนง primer CR-F อยูในยีน tRNAPro และ
ตําแหนง primer CR-R อยูในยีน tRNAPhe ซ่ึงเปนยีนที่อยูติดบริเวณ control region ทาง 5’ และ 3’ใน
ไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอ     (ภาพที่ 4) ตามลําดับโดยการออกแบบอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณ
ของดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียจากปลาบึก (Jondeung et al., 2006) ลําดับนิวคลีโอไทดของ primer 
มีดังนี ้

 
 CR-F  5’-CCAAAGCTAGGATTCTCAGCT-3’ 
 CR-R  5’-TCAGTGTTATGCTTTGGTTTAAGC-3’ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4  แสดงตําแหนงของ control region และยนี 16S rRNA (ในวงร)ี และตําแหนง primer CR-F, 
CR-R และ primer 16S-F, 16S-R (เสนตรง) ในไมโตคอนเดรียดีเอน็เอ 
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องคประกอบสารตางๆ ที่ใชเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดังตารางที่ 2 อุณหภูมิสําหรับการทํา
ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยขั้นตอนตางๆ ดังนี ้
 Initial denaturation 94°C                2 นาที 
 Denaturation  94°C   30 วินาท ี
 Annealing  50°C  30 วินาท ี              ทําซ้ํา 35 รอบ 
 Elongtion  72°C  90 วินาท ี
 Final elongation  72°C  10 นาที 

นํา PCR product 5 ไมโครลิตร ไปตรวจสอบผลการเพิ่มจํานวนชิ้นดเีอน็เอโดยทํา 1 
เปอรเซ็นต agarose gel แลวนําเจลไปยอมในเอธิเดยีมโบรไมด ดูใตแสง UV ถาสามารถเพิ่มจํานวน
ช้ินดีเอ็นเอไดจริงจะเห็นแถบดีเอ็นเอตรงกับตําแหนงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการโดย
เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานทีท่ราบขนาด 

 
ตารางที่ 2  สวนประกอบทีใ่ชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR  

 
                     สารที่ใช                                                                         ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10 X PCR buffer                                                                               5.0 
2.0 mM MgCl2                                                                                5.0 
10 pmole primer (FW)                                                                     2.0 
10 pmole primer (RW)                                                                     2.0 
2.5 mM dNTPs                                                                                4.0 
Ultra pure water                                                                             23.5 
Template DNA                                                                               6.0 
TaqDNA polymerase (5 unit/µl)                                                     0.5 
รวม                                                                                                 50.0 

 
              6.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายยีน 16S rRNA 
 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอยีน 16S rRNA ในไมโตคอนเดรียดวยวิธี PCR โดยใช primer ที่
ออกแบบไว 1 คู คือ primer 16S-F และ 16S-R โดยตําแหนง primer 16S-F อยูในยนี 12S rRNA และ 
primer 16S-R อยูในยีน tRNALeu ซ่ึงยีน 12S rRNA อยูทาง 5’ ถัดจากยีน tRNAVal ที่อยูติดกับยนี     
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16S rRNA และยีน tRNALeu อยูติดทาง 3’ ของยีน 16S rRNA (ภาพที ่4) โดยการออกแบบอาศัยลําดบั
นิวคลีโอไทดที่สมบูรณของดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียจากปลาบึก (Jondeung et al., 2006) โดย
ลําดับนิวคลีโอไทดของ primer มีดังนี้  

 
 16S-F  5’-AGGTCGTAACATGGTAAGTGTACCG 
 16S-R  5’-AGAGGAGGATTTGAACCTCCG 
 

องคประกอบสารตางๆ ที่ใชเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดังตารางที่ 2 อุณหภูมิสําหรับการทํา
ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยขั้นตอนตางๆ ดังนี ้

 
 Initial denaturation 94°C                2 นาที 
 Denaturation  94°C   30 วินาท ี
 Annealing  48°C  45 วินาท ี              ทําซ้ํา 35 รอบ 
 Elongtion  72°C  120 วินาท ี
 Final elongation  72°C  10 นาที 
 
 นํา PCR product 5 ไมโครลิตร ไปตรวจสอบผลการเพิ่มจํานวนชิ้นดเีอน็เอโดยทํา 1 
เปอรเซ็นต agarose gel แลวนําเจลไปยอมในเอธิเดยีมโบรไมด ดูใตแสง UV ถาสามารถเพิ่มจํานวน
ช้ินดีเอ็นเอไดจริงจะเห็นแถบดีเอ็นเอตรงกับตําแหนงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการโดย
เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานทีท่ราบขนาด 
 
7.  การวิเคราะห RFLP  
 
 7.1  การวิเคราะห RFLP บริเวณ control region 
 

เมื่อได PCR product บริเวณ control region ซ่ึงเปนบริเวณเปาหมายที่ตองการ นําดีเอน็
เอบริเวณ control region ที่ไดจากปฏิกิริยา PCR มาตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ 4 ชนิดคือ Tas I, Tru1 
I , Rsa I และ Hin1 II ซ่ึงมีตําแหนงตดัในบริเวณ control region ทําใหไดดีเอ็นเอมีขนาดและจํานวน
ช้ินตางกัน จากการทดลองตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะแตละชนิดมวีิธีการดังแสดงไวโดยสรุปใน
ตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  ตําแหนงจดจํา บัฟเฟอรที่ใชในปฏิกิริยา และอุณหภูมิที่ใชในการบมของเอนไซมตัด
จําเพาะทั้ง 4 ชนิดที่ใชในการตัดบริเวณ control region  

 
เอนไซมตัด
จําเพาะ 

ตําแหนง
จดจํา 

บัฟเฟอรที่ใชในปฏิกิริยา อุณหภูมิที่ใช 
ในการบม 

    
Tas I AATT BufferB[10mMTris-HCl (pH 7.5 at 37°C), 10mM 

MgCl2 and 0.1 mg/ml BSA] 
65°C 

Rsa I GTAC Buffer TangoTM[33mM Tris-acetate (pH 7.9 at 
37°C), 10 mM Mg-acetate, 66mM K-acetate and 
0.1 mg/ml BSA] 

37°C 

Tru1 I TTAA Buffer R[10mMTris-HCl (pH 8.5 at 37°C), 10 mM 
MgCl2, 100 mM KCl and 0.1 mg/ml BSA] 

65°C 

Hin1 II CATG Buffer G [10mMTris-HCl (pH 7.5 at 37°C), 10 mM 
MgCl2, 50 mM NaCl and 0.1 mg/ml BSA] 

37°C 

 
7.1.1  การตัดดวยเอนไซม Tas I  

นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร B [10mM Tris-
HCl (pH 7.5 at 37°C), 10mM MgCl2 and 0.1 mg/ml BSA] 1 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม Tas I 5 
u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง  

7.1.2  การตัดดวยเอนไซม Rsa Ι 
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร TangoTM [33mM 

Tris-acetate (pH 7.9 at 37°C), 10 mM Mg-acetate, 66mM K-acetate and 0.1 mg/ml BSA] 1 
ไมโครลิตร  และเติมเอนไซม Rsa Ι 5 u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นหยุดปฏกิริิยาของเอนไซมโดยนําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  

7.1.3  การตัดดวยเอนไซม Tru1 I 
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร R [10mM Tris-

HCl (pH 8.5 at 37°C), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl and 0.1 mg/ml BSA] 1 ไมโครลิตร และเติม
เอนไซม Tru1 I 5 u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง  
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7.1.4  การตัดดวยเอนไซม Hin1 II  
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร G [10mM Tris-

HCl (pH 7.5 at 37°C), 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl and 0.1 mg/ml BSA] 1 ไมโครลิตร และเติม
เอนไซม Hin1 II 5 u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมงหลังจากนัน้
หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโดยนําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี

 
7.2  การวิเคราะห RFLP ในยีน 16S rRNA 

 
นํา PCR product ของยีน 16S rRNA มาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 5 ชนิดคือ Tas I, 

Rsa I, Hae III, Dpn II และ Msp I ซ่ึงมีตําแหนงตดัในยนี 16S rRNA ทําใหมีโอกาสเกิดความ
แตกตางของขนาดและจํานวนชิ้นดีเอน็เอ จากการทดลองตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแตละชนิดมี
วิธีการดังแสดงไวโดยสรุปในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  ตําแหนงจดจํา บฟัเฟอรที่ใชในปฏิกิริยา และอุณหภูมิที่ใชในการบมของเอนไซมตัด

จําเพาะทั้ง 5 ชนิดที่ใชในการตัดยีน 16S rRNA  
 

เอนไซม
ตัดจําเพาะ 

ตําแหนง
จดจํา บัฟเฟอรที่ใชปฏิกิริยา อุณหภูมิที่ใช

ในการบม 
 
Dpn II 
 
Hae III 
 
Tas I 
 
Msp I  
 
 
Rsa I 
 

 
GATC 
 
GGCC 
 
AATT 
 
CCGG 
 
 
GTAC 

 
NEB Dpn II [100 mM NaCl, 50 mM Bis Tris-HCl, 10 mM 
MgCl2 , 1 mM dithiothreitol (pH 6.0 at 25 °C)] 
NEBuffer 2 [50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM 
MgCl2 1 mM dithiothreitol (pH 7.9 at 25 °C)] 
Buffer B [ 10 mM Tris-HCl (pH 7.5 at 37 °C), 10 mM 
MgCl2 and 0.1 mg/ml BSA] 
Buffer TangoTM [ 33 mM Tris-acetate (pH 7.9 at 37 °C), 
10 mM Mg-acetate, 66 mM K-acetate and 0.1 mg/ml 
BSA] 
Buffer TangoTM [33 mM Tris-acetate (pH 7.9 at 37 °C), 
10 mM Mg-acetate, 66mM K-acetate and 0.1 mg/ml BSA] 

 
37 °C 

 
37 °C 

 
65 °C 

 
37 °C 

 
 

37 °C 
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7.2.1  การตัดดวยเอนไซม Tas I 
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร B [10mM Tris-

HCl (pH 7.5 at 37°C), 10mM MgCl2 and 0.1 mg/ml BSA] 1 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม Tas I 5 
u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง  

7.2.2  การตัดดวยเอนไซม Rsa Ι 
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร TangoTM[33mM 

Tris-acetate (pH 7.9 at 37°C), 10 mM Mg-acetate, 66mM K-acetate and 0.1 mg/ml BSA] 1 
ไมโครลิตร  และเติมเอนไซม Rsa I 5 u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นหยุดปฏกิริิยาของเอนไซมโดยนําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  

7.2.3  การตัดดวยเอนไซม Hae III 
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร NEB 2 [50 mM 

NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2 1 mM dithiothreitol (pH 7.9 at 25°C) ] 1 ไมโครลิตร  และ
เติมเอนไซม Hae III 5 u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง 

7.2.4  การตัดดวยเอนไซม Dpn II 
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร NEB Dpn II [100 

mM NaCl, 50 mM Bis Tris-HCl, 10 mM MgCl2 , 1 mM dithiothreitol (pH 6.0 at 25 °C)] 1 
ไมโครลิตร  และเติมเอนไซม Dpn II 5 u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 
ช่ัวโมง 

7.2.5  การตัดดวยเอนไซม Msp I  
นําสารละลาย PCR product 5.5 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร TangoTM[33mM 

Tris-acetate (pH 7.9 at 37°C), 10 mM Mg-acetate, 66mM K-acetate and 0.1 mg/ml BSA] 1 
ไมโครลิตร  และเติมเอนไซม Msp I 5 u (0.5ไมโครลิตร) นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นหยุดปฏกิริิยาของเอนไซมโดยนําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที   

 
นํา PCR product ของ control region และยีน 16S rRNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาแยก

ขนาดโดยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis ตอไป 
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8.  การวิเคราะหขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดได (restriction fragment) ดวย polyacrylamide gel 
electrophoresis  

 
 นํา PCR product ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวมาแยกขนาดโดยใชวิธีการ 
polyacrylamide gel electrophoresis เพราะวาขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดบางชิ้นมีขนาด
ใกลเคียงกันและบางชิ้นมีขนาดเล็กทําใหไมสามารถแยกขนาดไดดวยการทํา agarose gel 
electrophoresis จึงใชวิธี polyacrylamide gel electrophoresis ซ่ึงมีขั้นตอนดังตอไปนี ้
 
 8.1  เตรียมแผนกระจกสําหรับทํา polyacrylamide gel 2 แผน เช็ดกระจกทั้งสองแผนดวยเอ
ทานอล 95 เปอรเซ็นตใหสะอาด เช็ดกระจกแผนหนาที่มลัีกษณะเปนหกูระตายดวย repel silene 
200 ไมโครลิตร กระจกแผนหลังเช็ดดวยสารละลาย bind silene (bind silene 1 ไมโครลิตร,           
เอทานอล 95 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร และกรดอะซิตกิ 2.5 ไมโครลิตร) นําแผนกระจกทั้ง 2 
แผนไปผึ่งใหแหงเปนเวลาอยางนอยครึ่งชัว่โมง นํากระจกทั้งสองแผนมาประกอบเขาดวยกันวาง 
Spacer กั้นไวระหวางแผนกระจกที่ประกบเขาหากันโดยหันดานที่ทา repel silene กับ bind silene 
เขาหากันแลวใชคลิปหนีบไว ติดตั้งแผนกระจกกับฐานเครื่องมือสําหรับเท polyacrylamide gel 

8.2 เตรียม 5.4 เปอรเซ็นต polyacrylamide gel ที่มีองคประกอบดังตารางที่ 5 
 8.3 เทเจลลงไปในชองวางระหวางแผนกระจกที่เตรียมไวจนเต็ม แลวใสหวลีงไปดานบน
ทิ้งใหเจลแข็งตัวโดยทิ้งไวอยางนอย 2 ช่ัวโมง เมื่อเจลแข็งตัวดีดึงหวีออก นําแผนกระจกไปลางดาน
นอกใหสะอาด ประกอบกับชุดเครื่องมือ electrophoresis เติม 1X TBE buffer ลงทั้งดานบนและ
ดานลางของเครื่องมือ electrophoresis ไลฟองอากาศออก ตอสายไฟเขาเครื่องกําเนิดไฟฟาเปด
กระแสไฟฟาใหกับเจลทีย่ังไมไดโหลด ใชกระแสไฟ 120 โวลต นาน 30 นาที 

 
ตารางที่ 5  องคประกอบสารเคมีที่ใชเตรียม 5.4 เปอรเซ็นต polyacrylamide gel 
 

สารที่ใช จํานวนที่ใช 
acrylamide 30 เปอรเซ็นต 3 มิลลิลิตร 

5X TBE buffer 3.5 มิลลิลิตร 
10% APS (ammonium persulphate) 150 ไมโครลิตร 

TEMED 12 ไมโครลิตร 
น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร 
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 8.4  เตรียม PCR product ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ผสมกับ loading dye 1.5 ไมโครลิตร 
แลว spindown ใหเขากนักอนนําไปโหลดลงชองเจล เปดเครื่องกําเนดิไฟฟาใชกระแสไฟฟา 120 
โวลต นาน 3 ช่ัวโมง ปดเครือ่งถอดแผนกระจกออก ลางทําความสะอาด แกะแผนกระจกออกจาก
กันโดยแผนเจลจะติดอยูกับกระจกแผนหลัง 
 8.5  นําแผนกระจกที่มีเจลไปแชในสารละลาย fixative (glacial acetic acid 100 มิลลิลิตร, 
น้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร) แลวเขยาดวยเครื่อง shaker เปนเวลา 20 นาที ลางในน้ํากลั่น 30 นาที เปลี่ยน
น้ํากลั่นลางตออีก 5 นาท ี
 8.6  นําแผนเจลไปแชสารละลาย silver (silver nitrate 2 กรัม, น้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร) แลว
เขยาเปนเวลา 30 นาที ลางในน้ํากลั่น 10 วนิาที 
 8.7  นําแผนเจลไปแชในสารละลาย developer (sodium carbonate 12.5 กรัม, formaldehyde 
270 ไมโครลิตร, sodium thiosulfate 20 ไมโครลิตร, น้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร) พอเห็นแถบดีเอ็นเอ
ชัดเจนใหเอาแผนกระจกขึ้นจากสาร developer ทันที (ใชเวลาประมาณ 8 นาที) 
 8.8  นําแผนเจลไปแชในสารละลาย stop (glacial acetic acid 50 มิลลิลิตร, glycerol 30 
มิลลิลิตร, น้ํากลั่น 920 มิลลิลิตร) แลวเขยาเปนเวลา 3 นาที นําแผนเจลไปลางในน้ํากลั่นนาน 10 
นาที นําแผนกระจกไปผึ่งใหเจลแหงในอากาศ 
 
9.  การวิเคราะหโครงสรางและความแตกตางระหวางประชากร  
 
 นําขอมูลการทํา RFLP ในบรเิวณ control region และยนี 16S rRNA มาวิเคราะห nucleotide 
diversity, AMOVA, FST และ nucleotide divergence (Nei’genetic distance) โดยคํานวณจาก
โปรแกรม Arlequin v 3.0 (Excoffier et al., 2005) ใชคา nucleotide divergence ที่ไดในการสราง 
population phylogenetic tree จากวิธี Neighbour-joining โดยใชโปรแกรม Neighbour ใน Phylip 
(Felsenstein, 2002) คาที่วิเคราะหขอมูลที่ไดจากการทํา RFLP มีสมการดังนี ้
 
 9.1  Nucleotide diversity ตามสมการ (Tajima, 1983; Nei, 1987) 
  
   
 
 
 

∑ ∑ pi pj dij i=1 j<i 
 L πn = 

∧ 
k 
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เมื่อ  = Nucleotide diversity. 
 dij           = Proportion of nucleotide differences between the i and j haplotypes. 
 pi and  pj          = Frequencies of the two haplotypes. 
 k                  = Different haplotypes in the population. 
 L            = Number of loci. 
 
 9.2  AMOVA และ FST ตามสมการ (Excoffier et al., 1992) 
 
ตารางที่ 6  แสดงวิธีการและสูตรคํานวณ AMOVA  
 
Source of variation d.f. Sum of squares Variance components 
Among group G-1 SSD (AG) n’’σa

2+n’σb
2+σc

2 
Among populations P-G SSD (AP/WG) n’σb

2+σc
2 

Within populations N-P SSD (WP) σc
2 

Total N-1 SSD (T) σT
2 

 
  FST =   σa

2+ σb
2 

             σT
2  

 
เมื่อ  SSD (T)  = Total sum of squared deviations. 
 SSD (AG) = Sum of squared deviations Among Groups of populations. 
 SSD (WP) = Sum of squared deviations Within populations. 
 SSD (AP/WG) = Sum of squared deviations Among populations, Within Groups. 
 G   = Number of groups in the structure. 
 P   = Total number of populations. 
 N   = Total number of gene copies for haplotypic data. 
 
 
 

π̂n 
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 9.3  nucleotide divergence ตามสมการ (Nei and Li, 1979) 
 
   δ = πXY – (dX + dY) 
 
δ   = nucleotide divergence   
πXY   = average divergence between haplotypes between population x and y 
dX   = average divergence within populations x 
dY   = average divergence within populations y 
 
10.  สถานที่ทําการทดลอง 
 
 หองปฏิบัติการภาควิชาพนัธุศาสตร คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วทิยาเขต
บางเขน เขตจตุจักร กรุงเทพมหานคร  
 
11.  ระยะเวลาที่ทําการทดลอง  
 
 การทดลองเริ่มตั้งแตเดือนพฤศจิกายน 2547 ส้ินสุดเดือนเมษายน 2549 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 
^^

٨

^ 

^
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ผลและวิจารณ 
 

1.  สภาพภูมิประเทศบริเวณท่ีอยูอาศัยของปลาดุกดานในอําเภอท่ีศึกษา 
 
ทําการรวบรวมขอมูลระดับน้ําและปริมาณน้ําจากสถานีตรวจวัดน้ําของจังหวดัศรีสะเกษ

และอุบลราชธานี ซ่ึงไดขอขอมูลดังกลาวจากกรมชลประทาน ประกอบดวยสถานีตางๆ ดังนี้ 
 

สถานี M.7 (อําเภอเมืองอุบลราชธานี จังหวดัอุบลราชธานี) 
สถานี M.5 (อําเภอราศีไศล จังหวดัศรีสะเกษ) 
สถานี M.9 (อําเภอเมืองศรีสะเกษ จังหวัดศรีสะเกษ) 
สถานี M.69 (อําเภอตระการพืชผล จังหวัดอุบลราชธานี) 
 

จากขอมูลทําใหทราบวาในป 2000 และป 2002 เปนปทีม่ีระดับน้ําสูง จึงใชขอมูลดังกลาว
ประกอบการพิจารณาขอภาพถายดาวเทียมจากสํานักงานพัฒนาเทคโนโลยีอวกาศและภูมิ
สารสนเทศ (GISTDA) เพื่อใชภาพประกอบการอธิบายการเคลื่อนยายของประชากรปลาดุกดาน
รวมทั้งแสดงระดับน้ําทีเ่พิ่มขึ้นบริเวณลุมแมน้ํามูลและแสดงลักษณะภูมิประเทศบรเิวณที่ศกึษาใน
จังหวดัศรีสะเกษและอุบลราชธานี และขอภาพถายดาวเทียมในป 2001 ซ่ึงเปนปที่มีระดับน้ําต่ํามา
ใชในการเปรียบเทียบระดับน้ําของแมน้ํามลูกับภาพในป 2000 และ 2002 
 
 จากขอมูลระดบัน้ําและปริมาณน้ําจากสถานีตรวจวัดน้ําดงักลาว ทําใหทราบวาเดือนที่มี
ระดับน้ําสูงในป 2000 และป 2002 ไดแกชวงเดือนกันยายนกับเดือนตลุาคม แตเนื่องจากเดือน
ดังกลาวยังอยูในฤดูฝนภาพถายดาวเทยีมที่ไดจึงมีเมฆบงัพื้นที่สวนใหญทําใหมองไมเห็นลุมแมน้าํ
มูล จึงไดใชภาพจากเดือนพฤศจิกายนแทน ในการแสดงระดับน้ําของลุมแมน้ํามูลในอําเภอที่ศึกษา 
โดยภาพถายดาวเทียมทีใ่ชจะใชภาพในป 2002 แสดงระดับน้ําทวม (ภาพที่ 5) และใชภาพถาย
ดาวเทยีมในป 2001 แสดงระดับน้ําแลง (ภาพที่ 6) เพื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําที่แตกตางกันระหวาง
น้ําทวมกับน้ําแลง  
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จากภาพถายดาวเทียมจะเห็นวาระดับน้ําในบริเวณลุมแมน้ํามูลมีการเปลี่ยนแปลงตาม
ฤดูกาล โดยในชวงฤดูฝนแมน้ํามูลจะมีระดับน้ําสูงขึ้นทาํใหเกิดน้ําทวมในบริเวณพืน้ที่อําเภอที่
แมน้ํามูลไหลผาน แตในฤดอ่ืูนระดับน้ําในแมน้ํามูลจะลดลง และระดับน้ําในแตละปจะไมเทากนั 
ขึ้นอยูกับปริมาณน้ําในแตละป ซ่ึงทุกอําเภอที่เปนแหลงเก็บตัวอยางปลาดุกดานจะเปนอําเภอที่อยู
ติดกับลุมแมน้าํมูลเปนหลัก ยกเวนอําเภอตระการพืชผลอยูติดกับลุมน้ําลําเซบกซึ่งเปนลุมน้ําสาขา
ของลุมแมน้ํามูล โดยสภาพทางภูมิศาสตรและลักษณะพืน้ที่ของจุดเก็บตัวอยางแตละอําเภอจะมี
ลักษณะดังนี ้

 
จังหวดัศรีสะเกษประกอบอําเภอตางๆ ดังนี้ 
อําเภอโพธิ์สุวรรณ (บานเลขที่ 124 หมูบานโดด หมู 2 ต. โดด จ. ศรีสะเกษ) จุดเก็บตัวอยาง

เปนบอน้ําตื้นมีความลึกประมาณ 1 เมตร มนี้ําลึกประมาณครึ่งเมตร ขนาดของบอประมาณ 1 ไร 
รอบๆ บอมีตนไผขึ้นโดยรอบ และสภาพพื้นที่โดยรอบเปนที่นา (ภาพที่ 7) จากภาพถายดาวเทยีม
แสดงใหเห็นวาจุดเก็บตวัอยางเปนพื้นที่ลุม เมื่อถึงฤดูฝนทําใหน้ําทวมถึงกันในบริเวณดังกลาว ซ่ึง
จุดเก็บตวัอยางอยูหางลําน้ํายอยประมาณ 1 กิโลเมตร และหางจากแมน้ํามูลประมาณ 9 กิโลเมตร 
นอกจากนี้ น.ส.พ.ไทยรัฐประจําวนัที่ 28 กรกฎาคม 2547 ไดรายงานวามีน้ําทวมไรนาและหมูบาน
ในอําเภอโพธิ์สุวรรณ ในชวงเดือนกรกฎาคมป 2547  

 
อําเภอราศีไศล (บานเลขที่ 95 หมูบานผึ้ง หมู 14 ต. หนองแค จ. ศรีสะเกษ) จุดเก็บตวัอยาง

เปนบอน้ํารูปรางยาว ลึกประมาณ 4-5 เมตร กําลังถูกสูบน้ําออกจากบอเพื่อจับปลา รอบๆ บริเวณบอ
เปนผืนนากวาง และมีปาโปรงอยูบางบริเวณไกลออกไป (ภาพที่ 8) จากภาพถายดาวเทียมแสดงให
เห็นวาจุดเก็บตัวอยางเปนพืน้ที่ลุม เมื่อถึงฤดูฝนทําใหน้าํทวมถึงกันในบริเวณดังกลาว ซ่ึงจุดเก็บ
ตัวอยางอยูหางลําน้ํายอยประมาณ 0.5 กิโลเมตร และหางจากแมน้ํามูลประมาณ 1.5 กิโลเมตร 
นอกจากนี้ น.ส.พ.ไทยรัฐประจําวนัที่ 28 กรกฎาคม 2547 ไดรายงานวามีน้ําทวมไรนาและหมูบาน
ในอําเภอราศีไศล ชวงเดือนกรกฎาคมป 2547  

  
อําเภอยางชุมนอย (บานเลขที่ 65 หมูบานยางชุมใหญ หมู 8 ต. ยางชุมใหญ จ. ศรีสะเกษ) 

จุดเก็บตวัอยางเปนบอน้ํารูปสี่เหล่ียมผืนผา ลึกประมาณ 2 เมตร น้ําในบอกําลังแหงขอด รอบๆ 
บริเวณบอเปนผืนนา และมีตนไมใหญขึ้นประปราย (ภาพที่ 9) จากภาพถายดาวเทยีมแสดงใหเห็น
วาจุดเก็บตวัอยางเปนพืน้ที่ลุมทําใหน้ําทวมถึงกันในบริเวณดังกลาวเมือ่ถึงฤดูฝน ซ่ึงจุดเก็บตวัอยาง
อยูหางลําน้ํายอยประมาณ 2 กิโลเมตร และหางจากแมน้ํามูลประมาณ 4.5 กิโลเมตร  
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อําเภอเมืองศรสีะเกษ (บานเลขที่ 33 หมูบานชาด หมู 7 ต. หนองไฮ จ. ศรีสะเกษ) จุดเก็บ
ตัวอยางเปนบอน้ําขนาดประมาณ 2-3 ไร ลึก 3-4 เมตร มีน้ําอยูประมาณ 1.5 เมตร รอบๆ บอเปนผืน
นากวาง และมปีาโปรงโดยรอบผืนนา (ภาพที่ 10) จากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็นวาจุดเก็บ
ตัวอยางเปนพืน้ที่ลุม เมื่อถึงฤดูฝนทําใหน้าํทวมถึงกันในบริเวณดังกลาว ซ่ึงจุดเก็บตวัอยางอยูหางลํา
น้ํายอยประมาณ 2 กิโลเมตร และหางจากแมน้ํามูลประมาณ 13 กิโลเมตร  

 
อําเภอกันทรารมย (บานเลขที่ 32 หมูบานหนองหวัชาง หมู 5 ต. หนองหัวชาง จ. ศรีสะเกษ) 

จุดเก็บตวัอยางเปนบอน้ํารูปสี่เหล่ียมผืนผา ขนาดประมาณ 2 ไร ลึก 3 เมตรมีน้ําอยูประมาณ 1 เมตร 
รอบบริเวณบอเปนผืนนา และมีปาโปรงไกลออกไป (ภาพที่ 11) จากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็น
วาจุดเก็บตวัอยางเปนพืน้ที่ลุม เมื่อถึงฤดูฝนทําใหน้ําทวมถึงกันในพืน้ที่ดังกลาว และจุดเก็บตวัอยาง
อยูหางจากแมน้ํามูลประมาณ 3 กิโลเมตร 

 
จังหวดัอุบลราชธานีประกอบอําเภอตาง ๆ ดังนี ้
อําเภอวารินชําราบ (บานเลขที่ 143 หมูบานโนนสมบรูณ หมู 10 ต. ธาตุ จ. อุบลราชธานี) 

จุดเก็บตวัอยางเปนบอน้ํารูปรางยาว ลึกประมาณ 2 เมตร กวางประมาณ 1 ไร รอบๆ บริเวณบอเปน
ผืนนา และมีตนไมใหญขึ้นประปราย (ภาพที่ 12) จากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็นวาจุดเก็บ
ตัวอยางเปนพืน้ที่ดอนทําใหน้ําทวมถึงบริเวณดังกลาวไดยากแตบริเวณดังกลาวเมื่อถึงฤดูฝนก็จะเกิด
น้ําทวมขังเพราะเปนทีน่า ซ่ึงจุดเก็บตวัอยางอยูหางลําน้ํายอยประมาณ 1 กิโลเมตร และหางจาก
แมน้ํามูลประมาณ 6 กิโลเมตร นอกจากนี้ น.ส.พ.เดลินิวสประจําวันที่ 11 สิงหาคม 2547 รายงานวา
ในชวงเดือนสงิหาคมป 2547 บริเวณริมแมน้ํามูลมีน้ําลนตลิ่งจนเกิดน้ําทวมในบริเวณริมแมน้ําใน
อําเภอวารินชําราบ  

 
อําเภอเมืองอุบลราชธานี (บานเลขที่ 222 หมูบานหวยคุม หมู 5 ต. ขามใหญ จ. 

อุบลราชธานี) จุดเก็บตวัอยางเปนบอน้ํารูปสี่เหล่ียมจตุรัส ขนาดประมาณครึ่งไร รอบๆ บริเวณบอ
เปนปาโปรง และมีผืนนาอยูบางบริเวณ (ภาพที่ 13) จากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็นวาจุดเก็บ
ตัวอยางเปนพืน้ที่ดอนทําใหน้ําทวมถึงบริเวณดังกลาวไดยากแตบริเวณดังกลาวเมื่อถึงฤดูฝนก็จะเกิด
น้ําทวมขังได ซ่ึงจุดเก็บตวัอยางอยูหางลําน้ํายอยประมาณ 1 กิโลเมตร และหางจากแมน้ํามูล
ประมาณ 7.5 กิโลเมตร น.ส.พ.เดลินิวสประจําวันที่ 11 สิงหาคม 2547 รายงานวาชวงเดือนสิงหาคม
ป 2547 ริมแมน้ํามูลมีน้ําลนตลิ่งจนเกิดน้ําทวมในบริเวณริมแมน้ําในอําเภอเมืองอุบลราชธานี 
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อําเภอตระการพืชผล (บานเลขที่ 139 หมูบานขามเปย หมู 4 ต. ขามเปย จ. อุบลราชธานี) 
จุดเก็บตวัอยางเปนบอน้ําขนาดประมาณ 1-2 ไร ขอบบอตื้น มีน้ําอยูประมาณครึ่งเมตร รอบๆ บอมี
ตนไผขึ้นโดยรอบ และสภาพพื้นที่โดยรอบเปนที่นา (ภาพที่ 14) จากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็น
วาจุดเก็บตวัอยางเปนพืน้ที่ลุมทําใหน้ําทวมถึงกันในบริเวณดังกลาวเมือ่ถึงฤดูฝน ซ่ึงจุดเก็บตวัอยาง
อยูหางลําน้ํายอยประมาณ 0.5 กิโลเมตร และหางจากลําเซบกประมาณ 1.5 กิโลเมตร 

 
อําเภอตาลสุม (บานเลขที่ 167 หมูบานนามน หมู 5 ต. ตาลสุม จ. อุบลราชธานี) จุดเกบ็

ตัวอยางเปนบอน้ําขนาดประมาณ 2 ไร รอบๆ บริเวณบอเปนผืนนา มีตนไมใหญขึ้นประปราย  
(ภาพที่ 15) จากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็นวาจุดเก็บตวัอยางเปนพื้นที่ลุมทําใหน้ําทวมถึงกันใน
บริเวณดังกลาวเมื่อถึงฤดูฝน และจุดเก็บตวัอยางอยูหางลําน้ํายอยประมาณ 0.1 กิโลเมตร และหาง
จากแมน้ํามูลประมาณ 0.5 กิโลเมตร  

 
อําเภอพิบูลมังสาหาร (บานเลขที่ 303 หมูบานสนามชัย หมู 9 ต. โพธ์ิไทร จ. อุบลราชธานี) 

จุดเก็บตวัอยางเปนบอน้ําขนาดประมาณ 2 ไร รอบๆ บริเวณบอเปนผืนนา และมีตนไมใหญขึ้น
ประปราย (ภาพที่ 16) จากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็นวาจุดเก็บตวัอยางเปนพืน้ที่ดอนทําใหน้ํา
ทวมถึงบริเวณดังกลาวไดยากแตบริเวณดังกลาวเมื่อถึงฤดูฝนก็จะเกดิน้าํทวมขังเพราะเปนทีน่า ซ่ึง
จุดเก็บตวัอยางอยูหางลําน้ํายอยประมาณ 0.5 กิโลเมตร และหางจากแมน้ํามูลประมาณ 3.5 กิโลเมตร  
 

สรุปจากภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็นวาพื้นที่สวนใหญเปนที่ราบลุม แตบางจุดเกบ็
ตัวอยางเปนพืน้ที่ดอน ซ่ึงพืน้ที่สวนใหญใชในการทํานา เพราะฉะนั้นเมื่อถึงฤดูฝนโดยเฉพาะชวง
เดือนกรกฎาคมถึงเดือนกันยายนซึ่งเปนชวงที่มีปริมาณน้าํฝนมากระดับน้ําในแมน้ํามลูจึงสูงขึ้น ทํา
ใหเกิดน้ําทวมขังในทุงนาและบริเวณจดุเกบ็ตัวอยาง แตวาจะมีการเชื่อมตอไปยังแหลงน้ําอื่นๆ 
หรือไมขึ้นอยูกับระยะหางจากลําน้ํายอยกบัระยะหางจากแมน้ํามูล และสิ่งกีดขวางตามธรรมชาติ 
โดยแตละจุดเก็บตัวอยางมีระยะหางจากลาํน้ํายอยประมาณ 0.1 - 2 กิโลเมตร และมีระยะหางจาก
แมน้ํามูลประมาณ 0.5 - 13 กิโลเมตร ซ่ึงจุดเก็บตวัอยางในแตละอําเภอจะมีระยะหางไมเทากัน และ
จากขอมูลของหนังสือพิมพไทยรัฐและเดลนิิวสไดรายงานวาเคยเกดิน้ําทวมในอําเภอโพธิ์สุวรรณ 
ราศีไศล วารินชําราบ และเมอืงอุบลราชธานี ในป 2547 นอกจากนี้เมื่อระดับน้ําเพิ่มมากขึ้นในแมน้าํ
มูลก็จะทําใหพื้นที่สวนหนึง่ในอําเภอที่แมน้ํามูลไหลผานเกิดน้ําทวมขึ้น โดยในแตละปจะมีปริมาณ
น้ําไมเทากนัทาํใหแตละปเกดิน้ําทวมมากนอยแตกตางกนั และบางปกไ็มเกิดน้ําทวมเปนตน  
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ภาพที่ 7  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอโพธิ์สุวรรณ 
 

 
 
ภาพที่ 8  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอราศีไศล 
 

 
 
ภาพที่ 9  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอยางชุมนอย 
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ภาพที่ 10  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอเมืองศรีสะเกษ 
 

 
 
ภาพที่ 11  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอกนัทรารมย 
 

 
 
ภาพที่ 12  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอวารนิชําราบ 
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ภาพที่ 13  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอเมืองอุบลราชธานี 
 

 
 
ภาพที่ 14  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอตระการพืชผล 
 

 
 
ภาพที่ 15  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอตาลสุม 
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ภาพที่ 16  สภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยางที่อยูในอาํเภอพิบูลมังสาหาร 
 
2.  การสกัดดีเอ็นเอจากปลาดุกดาน 

 
เมื่อเก็บตวัอยางปลาดุกดานจากจุดเก็บตัวอยางในอําเภอเปาหมายไดตามจํานวนที่ตองการ 

จึงนําปลาดุกดานที่ไดกลับมายังหองปฏิบตัิการ และเก็บตัวอยางในรูปเนื้อเยื่อ เพื่อนําเนื้อเยื่อปลาดกุ
ดานตัวอยางมาสกัดดีเอ็นเอ โดยวิธีการทีใ่ชในการสกัดดเีอ็นเอจะใชชุดสกัดดีเอ็นเอ AquaPure 
Genomic DNA Isolation Kit ซ่ึงเปนชุดสกดัดีเอ็นเอของบริษัท Bio Rad เพื่อสกัด total genomic 
DNA โดยมีปริมาณดีเอ็นเอประมาณ 40 - 60 µg/ml ในแตละตัวอยางทีส่กัดไดจากเนือ้เยื่อปลาดุก
ดาน จากการทดลองพบวาสามารถสกัดดีเอ็นเอไดตามตองการ โดยตรวจสอบจากการนําดีเอ็นเอที่
สกัดไดไปเพิ่มปริมาณบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ซ่ึงเปนบริเวณเปาหมาย และ
ตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากการทํา agarose gel ความเขมขน 1 เปอรเซนต ผลการ
ทดลองปรากฏวาสามารถเพิ่มปริมาณบรเิวณ control region และยนี 16S rRNA ในไมโตคอนเดรียดี
เอ็นเอไดแสดงวาสามารถสกัดดีเอน็เอไดเปนผลสําเร็จ หลังการสกัดดเีอ็นเอปลาดุกดานจากทั้ง 10 
อําเภอ ทั้งหมด 200 ตัวอยาง นําตัวอยางดีเอ็นเอไปเพิ่มปริมาณบริเวณ control region และยนี      
16S rRNA ซ่ึงเปนบริเวณเปาหมายตอไป  

 
3.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ control region 

 
เมื่อนําเนื้อเยื่อปลาดุกดานไปสกัด total genomic DNA ไดตามตองการ จึงใชดีเอน็เอ

ดังกลาวเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณบริเวณ control region ในไมโตคอนเดรียดีเอน็เอ
ดวยวิธี PCR โดยใช primer CR-F และ primer CR-R ซ่ึงผลจากการทํา PCR สามารถเพิ่มปริมาณ    
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ดีเอ็นเอบริเวณ control region ได PCR product ขนาดประมาณ 950 คูเบส เมื่อเทียบขนาดกับดเีอ็น
เอมาตรฐาน พบวา PCR product ที่ไดมีความจําเพาะเจาะจง เนื่องจากชิน้ดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่ม
ปริมาณไดมีเพยีงชิ้นเดยีว และไมเกดิชิ้นดีเอ็นเอที่เปน nonspecific product (ภาพที่ 17) จากผลการ
ทดลองสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ control region ไดทั้ง 200 ตวัอยาง เปรยีบเทียบขนาดกับ
บริเวณ control region ในปลาบึกพบวาปลาบึกมีความยาวของบริเวณ control region เทากับ 899 คู
เบส PCR product ที่ไดมีขนาดใกลเคยีงกนักับบริเวณ control region ในปลาบึกแตจะมีขนาดยาว
กวาเล็กนอยเพราะมีความยาวในสวนบริเวณยนี tRNAPro และยนี tRNAPhe ที่ออกแบบเปน primer 
รวมอยูดวย เพราะฉะนัน้สรุปไดวา PCR product ที่ไดเปนบริเวณเปาหมายที่ตองการจริง เพราะวา
ใชชุดสกัดดีเอน็เอ AquaPure Genomic DNA Isolation Kit ที่บัฟเฟอรที่ใชมีความเหมาะสมตอ
ตัวอยาง ทําใหดีเอ็นเอที่สกัดไดมีความบรสุิทธิ์สูงและคุณภาพดี จึงสามารถเพิ่มปริมาณ PCR 
product ไดดี ซ่ึง PCR product ที่เพิ่มปริมาณไดจะถูกนําไปทํา RFLP ดวยการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะหาความแตกตางของขนาดและจํานวนชิ้นดีเอ็นเอตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 17  ผลการทดลองการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอเปาหมายบริเวณ control region เมื่อใช primer คู 
CR-F และCR-R สามารถเพิ่มชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 950 คูเบส ไดตามตองการ เมื่อ
เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA standard marker) จากภาพเปนปลาจากอําเภอ
เมืองศรีสะเกษ 
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4.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในยีน 16S rRNA 
 

เมื่อนําเนื้อเยื่อปลาดุกดานไปสกัด total genomic DNA ไดตามตองการ จึงใชดีเอน็เอ
ดังกลาวเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณยนี 16S rRNA ในไมโตคอนเดรียดเีอน็เอดวยวิธี 
PCR โดยใช primer 16S-F และ primer 16S-R พบวาสามารถเพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA ได PCR 
product ขนาดประมาณ 1,860 คูเบส เมื่อเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานเปรียบเทยีบขนาดกับยีน 
16S rRNA ในปลาบึกพบวามีความยาวของลําดับนิวคลีโอไทด 1,673 คูเบส แตเมื่อรวมสวนที่
ออกแบบเปน primer ดวยพบวามีความยาวของลําดับนิวคลีโอไทด 1,860 คูเบส เมื่อเปรียบเทียบกบั 
PCR product ที่ไดมีขนาดเทากับยีน 16S rRNA รวมสวนออกแบบเปน primer ดวยของปลาบีก จึง
สรุปไดวา PCR product ที่ไดเปนบริเวณเปาหมายที่ตองการจริง พบวา PCR product ที่ไดมี
ความจําเพาะเจาะจง เนื่องจากชิ้นดีเอน็เอทีส่ามารถเพิ่มปริมาณไดมีเพียงชิ้นเดียว และไมเกิดชิน้ดี
เอ็นเอที่เปน nonspecific product (ภาพที่ 18) จากผลการทดลองสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ
ที่ตองการไดทัง้ 200 ตัวอยาง PCR product ที่เพิ่มปริมาณได จะถูกนําไปวิเคราะห RFLP pattern 
ของ 16S rRNA ดวยการตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะหาความแตกตางของขนาดชิ้นดเีอ็นเอตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  ผลการทดลองการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอเปาหมายยีน 16S rRNA เมื่อใช primer คู16S-F และ

16S-R ซ่ึงสามารถเพิ่มชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,860 คูเบส ไดตามตองการ เมื่อเทยีบ
ขนาดกับดเีอ็นเอมาตรฐาน (DNA standard marker) จากภาพเปนปลาจากอําเภอราศีไศล 
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5.  การวิเคราะห RFLP ในบริเวณ control region 
  

5.1  ผลการตัดบริเวณ control region ดวยเอนไซม Tas I 
 

จากการตัดดีเอน็เอบริเวณ control region ดวยเอนไซม Tas I ในตัวอยางปลาดุกดาน
จํานวน 200 ตวัอยาง ไดผลดังภาพที่ 19 ผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตัดทีแ่ตกตางกัน
เปน 2 รูปแบบไดแกรูปแบบ A และ B โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดแสดงไวในตารางที่ 7 พบวา
ปลาดุกดานในกลุม A มีช้ินสวนภายหลังการตัดดวยเอนไซม Tas I ทั้งหมด 5 ช้ิน (ขนาด 425, 230, 
140, 90 และ 80 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิ้นจะไดความยาวของ control region เทากับ 
965 คูเบส สวนกลุม B มีช้ินดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Tas I ทั้งหมด 5 ช้ิน (ขนาด 425, 
230, 90, 80 และ 70 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิน้จะไดความยาวของดีเอ็นเอบริเวณ 
control region เทากับ 895 คูเบส เหตุที่เปนเชนนี้อธิบายโดย ใหกลุม A ที่มีสมาชิกมากที่สุด (140 
ตัว) เปนรูปแบบการตัดปกติ สวนกลุม B เปนรูปแบบทีพ่บการกลายพนัธุออกไปจากกลุม A 1 คร้ัง 
โดยช้ินดเีอ็นเอที่มีความแตกตางกันระหวางกลุม A กับ B ไดแกช้ินดีเอ็นเอขนาด 140 คูเบสของ
กลุม A ซ่ึงไมพบในกลุม B แสดงใหเห็นวาในกลุม B มีการกลายพันธุ 1 คร้ัง ทําใหมตีําแหนงตัด
ของเอนไซม Tas I ในชิ้น 140 คูเบส ไดช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 70 คูเบสแทน ซ่ึงเมื่อตรวจสอบ
ผลจากการทํา acrylamide gel จะเห็นวาบริเวณชิน้ดีเอ็นเอขนาด 70 คูเบสจะมีความกวางของชิ้นดี
เอ็นเอมากกวาชิ้นดีเอ็นเอชิน้อื่นๆ เกิดจากชิ้นดีเอ็นเอใหมที่ได 2 ช้ิน จากการตัดชิ้น 140 คูเบส มี
ขนาดใกลเคยีงกันทําใหช้ินดีเอ็นเอทั้งสองอยูชิดกนัมากจนเหน็เหมือนเปนชิ้นเดยีวกนั โดยพบวาใน
กลุมรูปแบบ A มีจํานวนสมาชิกมากที่สุดคือ 140 ตัวเปนปลาดุกดานมาจากจดุเก็บตัวอยางทั้ง 10 จุด
ในแตละอําเภอของทั้ง 2 จังหวัด และรูปแบบของกลุม B มีสมาชิกในกลุม 60 ตัวอยาง เปนปลามา
จากอําเภอราศีไศลอําเภอเมืองศรีสะเกษ อําเภอยางชุมนอย อําเภอโพธิ์สุวรรณ อําเภอเมือง
อุบลราชธานี อําเภอวารินชําราบอําเภอตาลสุม อําเภอพิบลูมังสาหาร และอําเภอตระการพืชผล 
(ยกเวนอําเภอกันทรารมยที่ไมพบรูปแบบของกลุม B) ดังตารางที่ 8 สอดคลองกับรายงานของ Ikeda 
and Taniguchi (2002) และ Brzuzan et al. (1998) ที่ศึกษาบริเวณ control region ในไมโตคอนเดรีย
ดีเอ็นเอดวยวิธีการ RFLP ของปลา Ryukyu-ayu และปลา Esox lucius ตามลําดับ พบวาบางรูปแบบ
มีช้ินดีเอ็นเอขนาดเล็กขาดหายไปเนื่องจากมีตําแหนงตัดภายในชิ้นดีเอน็เอเมื่อถูกตัดทําใหไดช้ินดี
เอ็นเอขนาดเลก็เกินไปไมสามารถตรวจสอบได และจากการศึกษาของนิภาพร (2539) ทําการศึกษา
รูปแบบของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะในปลาดุกอุย พบวามี
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รูปแบบของกลุมหนึ่งที่ศึกษามีขนาดรวมนอยเกินไป เนื่องจากขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่หายไปมีขนาด
ใกลเคียงกับขนาดชิ้นดเีอ็นเออื่นที่ปรากฏบนเจล ทําใหช้ินดีเอ็นเอทั้งสองไมสามารถบอกขนาดได 

 
ตารางที่ 7  ผลการตัด PCR product ของบริเวณ control region โดยเอนไซม Tas I  
 

ขนาด(คูเบส) รูปแบบ control region กลุม A รูปแบบ control region กลุม B 
425 425 425 
230 230 230 
140 140 - 
90 90 90 
80 80 80 
70 - 70 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 5 5 
ผลรวมจํานวนคูเบส 965 895 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 19  ผลการทดลองการตัด PCR product บริเวณ control region ดวยเอนไซมตดัจําเพาะTas I 
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ตารางที่ 8  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Tas I ตามอําเภอที่เกบ็ตัวอยาง
และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 

 
สถานที่  รูปแบบ 

Control region VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 
A 14 17 15 20 4 16 8 17 13 16 140 
B 6 3 5 - 16 4 12 3 7 4 60 

 
5.2  ผลการตัดบริเวณ control region ดวยเอนไซม Trul I 

 
จากการตัดดีเอน็เอบริเวณ control region ดวยเอนไซม Trul I ในตวัอยางปลาดุกดาน

จํานวน 200 ตวัอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตดัที่เหมือนกัน (ภาพที่ 20) จึง
กําหนดรูปแบบเปนกลุมเดยีวคือ A โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดแสดงไวในตารางที่ 9 พบวากลุม 
A จะมีช้ินสวนดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Trul I ทั้งหมด 5 ช้ิน (ขนาด 188, 160, 150, 147 
และ 120 คูเบส) เมื่อรวมความยาวแตละชิน้จะไดความยาวของกลุม A เทากับ 765 คูเบส โดยทําการ
ตรวจสอบผลจากการทํา acrylamide gel พบวาผลรวมของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดมีความยาวสั้นกวาปกติ 
เมื่อเทียบกับขนาด PCR product เกิดจากมช้ิีนดีเอ็นเอขนาดใกลเคยีงกนัซอนทับกันคือช้ิน 188 คู
เบส จากการทาํ acrylamide gel ช้ินดีเอ็นเอทั้งสองอยูชิดกันมาก ทําใหช้ินดีเอ็นเอขนาด188 คูเบส มี
ขนาดชิ้นดเีอ็นเอหนากวาชิ้นดีเอ็นเอชิ้นอืน่ ไมสามารถเพิ่มความเขมขน acrylamide gel ไดมากกวา
นี้เพราะชิน้ดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซม Trul I ช้ินอื่นจะเกดิลักษณะซอนทบักันทําใหการ
อานผลการทดลองทําไดยาก ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของนิภาพร (2539) ที่ทําการศึกษารูปแบบ
ของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอภายหลังการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะในปลาดุกอุย พบวามีรูปแบบของ
กลุมหนึ่งมีขนาดรวมนอยเกนิไป เนื่องจากขนาดของชิ้นดีเอ็นเอทั้งสองอยูชิดกนัจนไมสามารถแยก
ขนาดได โดยพบกลุม A มีจาํนวนสมาชิกทั้งหมด 200 ตวัอยางเปนปลาดุกดานมาจากจุดเก็บ
ตัวอยางทั้ง 10 จุดในแตละอาํเภอของทั้ง 2 จังหวดั ดังตารางที่ 10 จึงไมเกิดความแตกตางของ
รูปแบบชิ้นดีเอ็นเอจากการตัดดวยเอนไซม Trul I ในประชากรที่ศึกษา 
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ภาพที ่20  ผลการทดลองการตัด PCR product บริเวณ control region ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Trul I 
 

ตารางที่ 9  ผลการตัด PCR product ของบริเวณ control region โดยเอนไซม Trul I  
 

ขนาด(คูเบส)  รูปแบบ control region กลุม A 
188 188 
160 160 
150 150 
147 147 
120 120 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 5 
ผลรวมจํานวนคูเบส 765 
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ตารางที่ 10  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Trul I ตามอําเภอที่เก็บตัวอยาง 
และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 

 
สถานที่  รูปแบบ 

Control region VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 
A 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 200 

 
5.3  ผลการตัดบริเวณ control region ดวยเอนไซม Rsa I 

 
จากการตัดดีเอน็เอบริเวณ control region ดวยเอนไซม Rsa I ในตวัอยางปลาดุกดาน

จํานวน 200 ตวัอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตดัที่ไมแตกตางกัน (ภาพที่ 21) 
กลุม A มีขนาดของชิ้นดีเอ็นเอแสดงไวในตารางที่ 11 พบวากลุม A จะมีช้ินสวนดเีอน็เอภายหลัง
การตัดดวยเอนไซม Rsa I ทั้งหมด 4 ช้ิน (ขนาด 350, 275, 175, และ 110 คูเบส) เมื่อรวมความยาว
ของแตละชิ้นจะไดความยาวบริเวณ control region เทากบั 910 คูเบส ขนาดชิ้นดเีอ็นเอทั้งหมด
รวมกันมีขนาดสั้นกวา PCR product เล็กนอยแสดงวาอาจมีช้ินดีเอน็เอขนาดเล็กขาดหายไป 
สอดคลองกับรายงานของ Ikeda and Taniguchi (2002) และ Brzuzan et al. (1998) ทําการศึกษา 
control region ในไมโตคอนเดรียดีเอน็เอดวยวิธีการ RFLP พบบาง haplotype ที่ถูกตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะมีช้ินดีเอ็นเอขนาดเล็กขาดหายไป เนื่องจากชิน้ดีเอ็นเอบางชิ้นเมื่อถูกตัดจะมีขนาดเล็ก
เกินไปตรวจสอบไมไดรูปแบบที่ไดจึงแตกตางกัน โดยพบกลุม A ในประชากรทั้ง 200 ตัวอยาง 
เปนปลาดุกดานมาจากจุดเกบ็ตัวอยางทั้ง 10 จุดในแตละอําเภอของทั้ง 2 จังหวดั ดังตารางที่ 12  
 
ตารางที่ 11  ผลการตัด PCR product ของบริเวณ control region โดยเอนไซม Rsa I  
 

ขนาด(คูเบส)  รูปแบบ control region กลุม A 
350 350 
275 275 
175 175 
110 110 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 4 
ผลรวมจํานวนคูเบส 910 
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ภาพที ่21  ผลการทดลองการตัด PCR product บริเวณ control region ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Rsa I 
 
ตารางที่ 12  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Rsa I ตามอําเภอทีเ่ก็บตัวอยาง 

และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 
 

สถานที่  รูปแบบ 
Control region VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 

A 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 200 
 
5.4  ผลการตัดบริเวณ control region ดวยเอนไซม Hin1 II 

 
จากการตัดดีเอน็เอบริเวณ control region ดวยเอนไซม Hin1 II ในตัวอยางปลาดุกดาน

จํานวน 200 ตวัอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตดัที่แตกตางกัน (ภาพที่ 22) เปน 2 
กลุม ไดแกกลุม A และ B โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดแสดงไวในตารางที่ 13 พบวาปลาดุกดาน
ในกลุม A จะมีช้ินดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Hin1 II ทั้งหมด 3 ช้ิน (ขนาด 530, 290 และ 
140 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิน้จะไดความยาวของดีเอ็นเอบริเวณ control region เทากบั 
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960 คูเบส สวนกลุม B มีช้ินสวนดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Hin1 II ทั้งหมด 3 ช้ิน (ขนาด 
530, 310 และ 140 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิน้จะไดความยาวทั้งหมด 980 คูเบส เหตุที่
เปนเชนนี้อธิบายโดย ใหกลุม A ที่มีจํานวนสมาชิกมากที่สุด (137 ตัวอยาง) เปนรูปแบบการตัดแบบ
ปกติ สวนกลุม B จะเปนรูปแบบที่พบการกลายพันธุออกไปจากกลุม A 1 คร้ัง โดยช้ินดีเอ็นเอที่มี
ความแตกตางกันระหวางกลุม A กับ B คือช้ินดีเอ็นเอขนาด 290 คูเบส ในกลุม A หายไป แลวมีช้ิน
ดีเอ็นเอขนาด 310 คูเบสแทนในกลุม B เกิดจากการกลายพันธุ 1 คร้ัง เพราะเบสในตาํแหนงตดั
จําเพาะมกีารเปลี่ยนแปลงไปทําใหตําแหนงตัดของเอนไซม Hin1 II หายไป 1 ตําแหนง ไดช้ินดีเอ็น
เอขนาด 310 คูเบสในกลุม B แทนโดยชิ้นดีเอ็นเอขนาด 290 คูเบส เปนชิ้นที่อยูดานปลายของ PCR 
product ซ่ึงในกลุม A เอนไซม Hin1 II สามารถตัดชิ้นดีเอน็เอ 310 คูเบสไดทําใหเกดิชิน้ดีเอ็นเอ
ขนาด 290 คูเบสออกมา ช้ินดีเอ็นเอขนาด 20 คูเบส มีขนาดเล็กมากจึงไมสามารถตรวจสอบไดจาก
การทํา acrylamide gel ในกลุม B ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 310 คูเบส มาแทนชิ้น 290 คูเบส จากการทํา 
acrylamide gel พบวากลุม A มีจํานวนสมาชิกมากที่สุด 137 ตัวอยาง เปนปลาดุกดานมาจากจดุเก็บ
ตัวอยางทั้ง 10 จุดในแตละอาํเภอของทั้ง 2 จังหวดั กลุม B มีจํานวนสมาชิกทั้งหมด 63 ตัวอยาง มา
จากจุดเก็บตวัอยางทั้ง 10 จดุเชนกนั ดังตารางที่ 14 ผลการทดลองนีส้อดคลองกับ Takahashi and 
Ohara (2004) ที่ศึกษาบริเวณ control region ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของปลา Rhinogobius โดย
วิธีการ PCR-RFLP จากการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนดิเดียวกนั พบการขาดหายไปของชิ้นดีเอน็
เอบางชิ้นทําใหขนาดรวมไมเทากันในแตละรูปแบบ 

 
ตารางที่ 13  ผลการตัด PCR product ของบริเวณ control region โดยเอนไซม Hin1 II  
 

ขนาด(คูเบส)  รูปแบบ control region กลุม A รูปแบบ control region กลุม B 
530 530 530 
310 - 310 
290 290 - 
140 140 140 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 3 3 
ผลรวมจํานวนคูเบส 960 980 
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ภาพที ่22  ผลการทดลองการตัด PCR product บริเวณ control region ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Hin1 II 
 
ตารางที่ 14  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Hin1 II ตามอําเภอที่เก็บตัวอยาง 

และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 
 

สถานที่  รูปแบบ 
Control region VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 

A 5 12 10 12 17 19 19 18 10 15 137 
B 15 8 10 8 3 1 1 2 10 5 63 

 
จากการเปรยีบเทียบรูปแบบการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 4 ชนิด ไดแกเอนไซม 

Tas I, Trul I, Rsa I, Hin1 II พบวาการตดัดวยเอนไซม Rsa I และ Trul I ไดรูปแบบชิน้ดีเอ็นเอ
ออกมาเปนรูปแบบเดยีวทําใหไมพบความหลากหลายทางพันธุกรรมจากการตัดดวยเอนไซม 2 ชนดิ
นี้ สวนการตดัดวยเอนไซม Tas I และ Hin1 II พบวาเอนไซม Tas I สามารถตัดแลวเกิดรูปแบบของ
กลุมออกมาไดเปน 2 รูปแบบ สวนเอนไซม Hin1 II ตัดแลวเกดิรูปแบบของกลุมเปน 2 รูปแบบ
เชนกัน โดยรูปแบบของกลุมที่แตกตางกนัจากการตัดดวยเอนไซม Tas I นั้น พบกระจายอยูในเกือบ
ทุกอําเภอ จะมทีั้ง 2 รูปแบบ ยกเวนอําเภอกนัทรารมยที่พบรูปแบบ A รูปแบบเดยีว สวนเอนไซม 

15 17 12
2 

19 5 642 8 10 141 3 7 9 11 13 16 18 MM 20 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

400 bp 
500 bp 

140 bp 

290 bp 
310 bp 

530 bp 
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Hin1 II มีรูปแบบกลุมทั้ง A และ B พบกระจายอยูรวมกนัในทกุๆ จุด แสดงถึงการถายเทยนีระหวาง
กันในประชากรปลาดุกดานจากจุดเก็บตวัอยาง 
  
6.  การวิเคราะห RFLP ในยนี 16S rRNA  

 
6.1  ผลการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Dpn II 

 
จากการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Dpn II ในตัวอยางปลาดุกดานจาํนวน 200 

ตัวอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตัดที่เหมือนกนั (ภาพที่ 23) โดยรูปแบบการตัด
ที่ไดเรียกเปนกลุม A ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดแสดงไวในตารางที ่15 พบวาปลาดุกดานในกลุม A 
จะมีช้ินสวนดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Dpn II ทั้งหมด 8 ช้ิน (ขนาด 500, 380, 290, 270, 
130, 120, 95 และ 80 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิ้นจะไดความยาวเทากับ 1865 คูเบส โดย
พบกลุม A ในตัวอยางปลาดกุดานทั้ง 200 ตัวอยาง มาจากจุดเก็บตัวอยางทั้ง 10 จุดในแตละอําเภอ
ของทั้ง 2 จังหวัด ดังตารางที ่16 แสดงวาเอนไซม Dpn II ไมแสดงความแตกตางของรปูแบบดีเอ็นเอ 
พบรูปแบบของกลุม A จากการตัดดวยเอนไซม Dpn II เปนรูปแบบดีเอ็นเอทั้งหมดของประชากร
ตัวอยางที่ศกึษาซึ่งมีตําแหนงตัดเหมือนกันในตัวอยาง แสดงใหเห็นถึงความใกลชิดกนัทาง
พันธุกรรม สอดคลองกับรายงานของ Brunner et al. (1998) ศึกษาปลา Arctic char โดยวิธีการ 
PCR-RFLP พบวามีเอนไซมตัดจําเพาะหลายชนิดที่ตดัดีเอ็นเอไดรูปแบบของดีเอ็นเอเหมือนกนั 
เนื่องจากบริเวณที่ศึกษาพบการกลายพันธุนอยในตําแหนง Restriction site ของเอนไซมตัดจําเพาะที่
ใชในการศึกษา 
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ภาพที่ 23  ผลการทดลองการตัด PCR product ยีน 16S rRNA โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Dpn II 
 
ตารางที่ 15  ผลการตัด PCR product ของยนี 16S rRNA โดยเอนไซม Dpn II 
 

ขนาด(คูเบส) รูปแบบ 16S rRNA กลุม A 
500 500 
380 380 
290 290 
270 270 
130 130 
120 120 
95 95 
80 80 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 8 
ผลรวมจํานวนคูเบส 1865 

 
 

15 17 19 M125 642 8 10 141 3 7 9 11 13 16 18 M 20 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

400 bp 
500 bp 
600 bp 

80 bp 
95 bp 
120 bp 130 bp 
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290 bp 
380 bp 

500 bp 
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ตารางที่ 16  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Dpn II ตามอําเภอที่เก็บตัวอยาง 
และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 

 
สถานที่  รูปแบบ 

16S rRNA VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 
A 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 200 

 
6.2  ผลการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Hae III 

 
จากการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Hae III ในตวัอยางปลาดุกดานจาํนวน 200 

ตัวอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตัดทีแ่ตกตางกัน (ภาพที่ 24) เปน 2 รูปแบบ
ไดแกไดแกกลุม A และ B โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดแสดงไวในตารางที่ 17 พบวาปลาดุกดาน
ในกลุม A มีช้ินดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Hae III ทั้งหมด 8 ช้ิน (ขนาด 360, 275, 270, 
250, 200, 150, 145 และ 100 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิ้นจะไดความยาวของยีน 16S 
rRNA เทากับ 1,750 คูเบส สวนกลุม B มีช้ินดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Hae III ทั้งหมด 7 
ช้ิน (ขนาด 630, 275, 250, 200, 150, 145 และ 100 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิ้นจะได
ความยาวทั้งหมด 1,750 คูเบส ซ่ึงมีขนาดโดยรวมสั้นกวา PCR product ประมาณ 100 คูเบส คาดวา
เกิดจากสวนทีห่ายไปถูกตดัเปนชิ้นยอยขนาดเล็กจนไมสามารถตรวจสอบไดโดยการทํา acrylamide 
gel โดยกลุม A ที่มีจํานวนสมาชิกมากทีสุ่ด (197 ตัวอยาง) เปนรูปแบบการตัดแบบปกติ สวนกลุม B 
เปนรูปแบบที่เกิดการกลายพนัธุไปเมื่อเทียบกับกลุม A โดยพบการกลายพันธุ 1 คร้ัง โดยช้ินดเีอ็นเอ
ที่มีความแตกตางกันไดแกช้ินดีเอ็นเอขนาด 630 คูเบส ที่กลุม A ไมมีแตในกลุม A จะมีช้ินดเีอ็นเอ
ขนาด 270 กับ 360 คูเบสแทน (ภาพที่ 24) ในกลุม Bไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 630 คูเบสออกมาจากการ
รวมกันของชิน้ดีเอ็นเอขนาด 270 กับ 360 คูเบสในกลุม A เกิดจากการกลายพันธุ 1 คร้ังในชิ้น 630 
คูเบส โดยพบวาในกลุม A มีจํานวนสมาชิกมากที่สุดคอื 197 ตัวอยาง มาจากจดุเก็บตัวอยางทั้ง 10 
จุดในแตละอําเภอของทั้ง 2 จังหวดั และกลุม B มีจํานวนสมาชิก 3 ตัวอยาง เปนปลาดุกดานจาก
อําเภอพิบูลมังสาหารจุดเดยีวดังตารางที่ 18 สอดคลองกับ Ikeda et al. (2003) ศึกษาโครงสราง
ประชากรในปลา ryukyuensis โดยวิธี PCR-RFLP พบวาเอนไซมที่ใหรูปแบบของ haplotype ที่
แตกตางกันมกัเกิดจากมจีํานวนของชิ้นดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นหรือลดลงเนื่องจากมีการกลายพันธุเกดิขึ้นใน
ตําแหนงจดจาํของเอนไซมตัดจําเพาะชนิดนั้น และสวนใหญเกิดการกลายพันธุเพยีง 1 คร้ังในระดับ
ประชากร 
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ภาพที่ 24  ผลการทดลองการตัด PCR product ยีน 16S rRNA โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Hae III 
 

ตารางที่ 17  ผลการตัด PCR product ของยนี 16S rRNA โดยเอนไซม Hae III  
 
ขนาด(คูเบส) รูปแบบ 16S rRNA กลุม A รูปแบบ16S rRNA กลุม B 

630 - 630 
360 360 - 
275 275 275 
270 270 - 
250 250 250 
200 200 200 
150 150 150 
145 145 145 
100 100 100 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 8 7 
ผลรวมจํานวนคูเบส 1750 1750 

100 bp 

145 bp 
150 bp 

200 bp 
250 bp 

270 bp 275 bp 

360 bp 

630 bp 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

400 bp 
500 bp 
600 bp 
700 bp 

1 M 2 3 6 10 12 14 16 18 20 4 8 5 7 9 11 13 15 17 19 
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ตารางที่ 18  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Hae III ตามอําเภอที่เก็บตัวอยาง 
และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 

 
สถานที่  รูปแบบ 

16S rRNA VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 
A 20 20 20 20 20 20 17 20 20 20 197 
B - - - - - - 3 - - - 3 

 
6.3  ผลการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Tas I 

 
จากการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Tas I ในตวัอยางปลาดุกดานจํานวน 200 

ตัวอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตัดที่เหมือนกนั (ภาพที่ 25) ไดเปนรูปแบบ A 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดแสดงไวในตารางที่ 19 พบวาปลาดุกดานในกลุม A มีช้ินดเีอ็นเอภายหลัง
การตัดดวยเอนไซม Tas I ทั้งหมด 8 ช้ิน (ขนาด 425, 350, 260, 225, 215, 135, 110 และ 85 คูเบส) 
เมื่อรวมความยาวของแตละชิ้นจะไดความยาวของยีน 16S rRNA เทากบั 1,805 คูเบส พบวากลุม A 
มีจํานวนสมาชิกทั้งหมด 200 ตัวอยาง มาจากจุดเก็บตัวอยางทั้ง 10 จุดในแตละอําเภอของทั้ง 2 
จังหวดั ดังตารางที่ 20 แสดงวาเอนไซม Tas I ไมแสดงความแตกตางของรูปแบบดีเอน็เอ สอดคลอง
กับ Sell and Spirkovski (2004) ศึกษาปลา Ohrid trout โดยเทคนิค PCR-RFLP พบวาเอนไซมตัด
จําเพาะบางชนดิเมื่อตัดดเีอ็นเอไดรูปแบบของดีเอ็นเอแบบเดียวกัน ไมแสดงความแตกตางของชิ้นดี
เอ็นเอในแตละตัวอยาง 
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ภาพที่ 25  ผลการทดลองการตัด PCR product ยีน 16S rRNA โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Tas I 
 

ตารางที่ 19  ผลการตัด PCR product ของยนี 16S rRNA โดยเอนไซม Tas I  
 

ขนาด(คูเบส)  รูปแบบ 16S rRNA กลุม A 
425 425 
350 350 
260 260 
225 225 
215 215 
135 135 
110 110 
85 85 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 8 
ผลรวมจํานวนคูเบส 1805 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

400 bp 
500 bp 
600 bp 

110 bp 
135 bp 

85 bp 

225 bp 
260 bp 

350 bp 
425 bp 

215 bp 

M 2 6 10 12 14 16 18 20 M 4 8 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 
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ตารางที่ 20  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Tas I ตามอําเภอทีเ่ก็บตัวอยาง 
และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 

 
สถานที่  รูปแบบ 

16S rRNA VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 
A 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 200 

 
6.4  ผลการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Msp I 
 

จากการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Msp I ในตวัอยางปลาดุกดานจํานวน 200 
ตัวอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตัดทีแ่ตกตางกัน (ภาพที่ 26) แบงเปน 2 กลุม
ไดแกกลุม A และ B โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดแสดงไวในตารางที่ 21 พบวาปลาดุกดานในกลุม 
A จะมีช้ินสวนดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Msp I ทั้งหมด 5 ช้ิน (ขนาด 605, 460, 440, 190 
และ 150 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิ้นจะไดความยาวของยีน 16S rRNA เทากับ 1,845 คู
เบส สวนกลุม B มีช้ินสวนดเีอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Msp I ทั้งหมด 4 ช้ิน (ขนาด 795, 
460, 440 และ 150 คูเบส ) เมื่อรวมความยาวของแตละชิน้จะไดความยาวทั้งหมด 1,845 คูเบส กลุม 
A มีจํานวนสมาชิกมากที่สุด (197 ตัวอยาง) ใหเปนรูปแบบการตัดแบบปกติ สวนกลุม B เปน
รูปแบบที่เกิดการกลายพันธุออกไปจากกลุม A 1 คร้ัง โดยช้ินดีเอน็เอทีม่ีความแตกตางกันไดแกช้ิน
ดีเอ็นเอขนาด 795 คูเบส ที่กลุม A ไมมี แตในกลุม A จะมีช้ินดีเอ็นเอขนาด 605 กับ 190 คูเบสแทน 
(ภาพที่ 26) ในกลุม Bไดช้ินดเีอ็นเอขนาด 795 คูเบสออกมาจากการรวมกันของชิ้นดเีอ็นเอขนาด 
605 กับ 190 คูเบส โดยพบวาเกิดจากการกลายพันธุ 1 คร้ังในชิ้น 795 คูเบส ในกลุม A มีจํานวน
สมาชิกมากทีสุ่ดคือ 197 ตัวอยาง มาจากจดุเก็บตวัอยางทั้ง 10 จุดในแตละอําเภอของทั้ง 2 จังหวดั 
และกลุม B มีจํานวนสมาชิก 3 ตัวอยาง เปนปลาดุกดานจากอําเภอพบิูลมังสาหารจุดเดียวดังตารางที่ 
22 สอดคลองกับรายงานของ Chapman et al. (1994) ศึกษาปลาในจนีสั Alosa โดยวธีิ RFLP พบวา
เอนไซมตัดจําเพาะบางชนดิสามารถตัดชิ้นดีเอ็นเอบริเวณเดียวกันไดรูปแบบแตกตางกันในแตละ
ตัวอยาง โดยขนาดรวมของชิน้ดีเอ็นเอที่มีรูปแบบแตกตางกัน จะมีความยาวรวมเทากนั และที่พบ 
RFLP pattern แตกตางกัน เพราะวามีการกลายพันธุในตําแหนง restriction site ทําใหมจีํานวนของ
ช้ินดีเอ็นเอเพิม่ขึ้นหรือลดลงและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอบางชิ้นใน RFLP pattern เปลี่ยนแปลงไป 
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ภาพที่ 26  ผลการทดลองการตัด PCR product ยีน 16S rRNA โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Msp I  
 

ตารางที่ 21  ผลการตัด PCR product ของยนี 16S rRNA โดยเอนไซม Msp I  
 

ขนาด(คูเบส) รูปแบบ 16S rRNA กลุม A รูปแบบ 16S rRNA กลุม B 
795 - 795 
605 605 - 
460 460 460 
440 440 440 
190 190 - 
150 150 150 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 5 4 
ผลรวมจํานวนคูเบส 1845 1845 
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ตารางที่ 22  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Msp I ตามอําเภอที่เก็บตัวอยาง 
และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 

 
สถานที่  รูปแบบ 

16S rRNA VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 
A 20 20 20 20 20 20 17 20 20 20 197 
B - - - - - - 3 - - - 3 

 
6.5  ผลการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Rsa I 
 

จากการตัดยีน 16S rRNA ดวยเอนไซม Rsa I ในตวัอยางปลาดุกดานจํานวน 200 
ตัวอยาง ไดผลการทดลองเปนรูปแบบของตําแหนงตัดที่เหมือนกนั (ภาพที่ 27) โดยใหรูปแบบการ
ตัดที่ไดเปนกลุม A ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดแสดงไวในตารางที่ 23 พบวาปลาดุกดานในกลุม A มี
ช้ินดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเอนไซม Rsa I ทั้งหมด 6 ช้ิน (ขนาด 850, 270, 260, 200, 190 และ 
100 คูเบส) เมื่อรวมความยาวของแตละชิน้จะไดความยาวของยีน 16S rRNA เทากับ 1,870 คูเบส 
พบวากลุม A มีจํานวนสมาชิก 200 ตัวอยาง มาจากจดุเกบ็ตัวอยางทั้ง 10 อําเภอของทั้ง 2 จังหวดั ดัง
ตารางที่ 24 แสดงวาเอนไซม Rsa I ไมแสดงความแตกตางของรูปแบบดีเอ็นเอ สอดคลองกับ
รายงานของ Brunner et al. (1998) ศึกษาปลา Arctic char โดยวิธีการ PCR-RFLP พบวามีเอนไซม
ตัดจําเพาะหลายชนิดที่ตดัดีเอ็นเอไดรูปแบบของดีเอ็นเอเหมือนกนั เนื่องจากบริเวณทีศ่ึกษาพบการ
กลายพันธุนอยทําใหได RFLP pattern เหมือนกัน 
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ตารางที่ 23  ผลการตัด PCR product ของยนี 16S rRNA โดยเอนไซม Rsa I  
 

ขนาด(คูเบส)  รูปแบบ 16S rRNA กลุม A 
850 850 
270 270 
260 260 
200 200 
190 190 
100 100 

จํานวนชิ้นดเีอน็เอ 6 
ผลรวมจํานวนคูเบส 1870 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 27  ผลการทดลองการตัด PCR product ยีน 16S rRNA โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Rsa I  
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ตารางที่ 24  ผลการตัด PCR product จากปลาดุกดาน ดวยเอนไซม Rsa I ตามอําเภอทีเ่ก็บตัวอยาง 
และแสดงจํานวนตวัอยางที่พบในแตละอําเภอ 

 
สถานที่  รูปแบบ 

16S rRNA VR TS RS  GT MA MS PB PS TK YC รวม 
A 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 200 

 
จากการเปรยีบเทียบรูปแบบการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 5 ชนิด ไดแกเอนไซม Dpn II, 

Hae III, Tas I, Msp I และ Rsa I พบวาการตัดดวยเอนไซม Dpn II, Tas I และ Rsa I ไดรูปแบบชิ้นดี
เอ็นเอออกมาเปนรูปแบบเดยีวทําใหไมพบความหลากหลายทางพันธุกรรมจากการตัดดวยเอนไซม 
3 ชนิดนี้ สวนการตัดดวยเอนไซม  Hae III และ Msp I พบวาเอนไซม Hae III สามารถตัดแลวเกดิ
รูปแบบของกลุมออกมาไดเปน 2 รูปแบบ สวนเอนไซม Msp I ตัดแลวเกิดรูปแบบของกลุมเปน 2 
รูปแบบเชนกนั โดยรูปแบบของกลุมที่แตกตางกันจากการตัดดวยเอนไซม Hae III และ Msp I นั้น 
พบเฉพาะอําเภอพิบูลมังสาหารแหงเดียว  

 
7.  ผลการวิเคราะหโครงสรางประชากรปลาดุกดานใชขอมูลจาก control region  
 

วิเคราะหความสัมพันธของปลาดุกดานจากอําเภอแตละอาํเภอ ที่ทําการทดลองโดยวิธี 
RFLP แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแทนดวยสัญลักษณ 1 และแถบดีเอ็นเอที่ไมปรากฏแทนดวยสัญลักษณ 
0 แลวนําผลขอมูลแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏและไมปรากฏหลังการตัดดวยเอนไซม 4 ชนิด ในบรเิวณ 
control region มาเรียงตอกันในแตละ haplotype เพื่อมาคํานวณโดยโปรแกรม Arlequin v.3.0 
(Excoffier et al., 2005) วิเคราะห nucleotide diversity, AMOVA, FST และ nucleotide divergence 
โดยใชคา nucleotide divergence ที่ไดในการสราง population phylogenetic tree จากวธีิ Neighbour 
- joining โดยใชโปรแกรม Neighbour ใน Phylip (Felsenstein, 2002) 
 

เมื่อนําตัวอักษรที่แทนรูปแบบการตัดบริเวณ control region จากเอนไซมทั้ง 4 ชนิดของ
ปลาแตละตัวมาจัดเรียง เพื่อแยกเปนกลุม haplotype โดยใหอักษรตวัแรกเปนรูปแบบของการตัด
ดวยเอนไซม Tas I อักษรตัวที่สองเปนรูปแบบของการตดัดวยเอนไซม Tru1 I อักษรตัวที่สามเปน
รูปแบบของการตัดดวยเอนไซม Rsa I และอักษรตวัที่ส่ีเปนรูปแบบของการตัดดวย Hinl II เมื่อ
จัดเรียงเปนกลุมจะสามารถแบงปลาดุกดาน ทั้ง 200 ตัวไดเปน 4 haplotype (ตารางที่ 25) พบวาทกุ
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อําเภอม ีhaplotype AAAA และ AAAB จึงเปน haplotype หลักในผลการศึกษา สวน haplotype 
BAAA ไมพบในอําเภอวารนิชําราบ และกันทรารมย แตพบอําเภอเมอืงอุบลราชธานีและพิบูลมังสา
หารมี haplotype BAAA เปนกลุมสมาชิกหลักแตกตางจากอําเภออื่นๆ สวน haplotype BAAB พบ
เพียง 3 อําเภอไดแก อําเภอวารินชําราบ ตาลสุม และตระการพืชผล คา nucleotide diversity ใน
ประชากรปลาดุกดานที่ศึกษามีคาตั้งแต 0.0460 ถึง 0.1058 โดยอําเภอเมืองศรีสะเกษ จะมีคา 
nucleotide diversity นอยสุดเมื่อเทียบกับอําเภออื่นแสดงวามีความแปรปรวนภายในประชากรนอย
สุด สวนอําเภอตระการพืชผลจะมีคา nucleotide diversity มากสุดเมื่อเทยีบกับอําเภออืน่แสดงวามี
ความแปรปรวนภายในประชากรมากที่สุด (ตารางที่ 25)  

 
ตารางที่ 25  แสดง haplotype ชนิดตางๆ จาํนวน haplotype ตาง ๆ ที่พบในแตละอําเภอ (Nhap) และ

คา nucleotide diversity (πn) ของปลาดุกดานในแตละอําเภอ (N คือจํานวนตวัอยางปลา
ดุกดานที่ศึกษา)  

 
  haplotype      
 AAAA AAAB BAAA BAAB N Nhap πn 

VR 5 9  6 20 3 0.0881 ± 0.0602 
TS 10 7 2 1 20 4 0.0814 ± 0.0567 
RS 5 10 5  20 3 0.0969 ± 0.0648 
GT 12 8   20 2 0.0532 ± 0.0416 
MA 1 3 16  20 3 0.0637 ± 0.0473 
MS 15 1 4  20 3 0.0460 ± 0.0376 
PB 7 1 12  20 3 0.0637 ± 0.0473 
PS 15 2 3  20 3 0.0482 ± 0.0388 
TK 7 6 3 4 20 4 0.1058 ± 0.0694 
YC 11 5 4  20 3 0.0770 ± 0.0544 

Total 88 52 49 11    
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ตารางที่ 26  แสดงการวิเคราะห AMOVA จากขอมูลบริเวณ control region ของปลาดุกดาน 
 
Source of variation d.f. Sum of squares Variance components Percentage of variation 
Among group 1 9.050 0.0523 5.83 
Among populations 8 30.560 0.1566 17.46 
Within populations 190 130.700 0.6879 76.71 
Total 199 170.310 0.8968  
Fixation Index 
 

   FST   :   0.2329                             
   FST   P (rand. value ≤ obs. value) = 0.0000 ± 0.0000 

 
จากการใชขอมูล RFLP ไปวิเคราะห analysis of molecular variance (AMOVA) ผลแสดง

ไวตารางที่ 26 พบวาความแปรปรวนที่วิเคราะหไดจากขอมูลบริเวณ control region ของปลาดุกดาน 
มีความแปรปรวนระหวางกลุมคือระหวางจงัหวัดศรีสะเกษกับจังหวดัอบุลราชธานีเทากับ 5.83 
เปอรเซ็นต ความแปรปรวนระหวางประชากร (อําเภอ) เทากับ 17.46 เปอรเซ็นต และความ
แปรปรวนภายในประชากร (อําเภอ) เทากับ 76.71 เปอรเซ็นต จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับ 0.05 
พบวาความแตกตางระหวางประชากรไมมนีัยสําคัญ และความแปรปรวนภายในประชากรมี
เปอรเซ็นตมากที่สุด ซ่ึงจากการศึกษาของ Hansen and Mensberg (1998) ศึกษาปลา Salmo trutta 
ในแมน้ํา 4 สายประกอบดวยแมน้ํา Odder, Karup, Gudena และ Bornholm ในประเทศเดนมารก 
โดยวิธี PCR - RFLP ในยีน ND1 และ ND5/6 ของไมโตคอนเดรียดเีอน็เอ ผลจาก AMOVA พบวา
ความแปรปรวนระหวางแมน้าํมีคาเทากับ 17.1 เปอรเซ็นต สวนความแปรปรวนภายในแมน้ํา
เดียวกันมีคาเทากับ 13.3 เปอรเซ็นต และความแปรปรวนภายในประชากรมีคาเทากบั 69.6 
เปอรเซ็นต ซ่ึงอธิบายไดวาปลา Salmo trutta ที่ศึกษามีการแพรกระจายประชากรภายในแมน้ําสาย
เดียวกัน เนื่องจากลักษณะภมูิศาสตรของแมน้ําแตละสายไมเชื่อมตอกัน จึงไมมีการถายเทยนี
ระหวางแมน้ําคนละสายที่ศกึษา ดังนั้นจากผล AMOVA ของประชากรปลาดุกดาน ซ่ึงทําการศึกษา
ภายในแมน้ํามลูแมน้ําเดยีว พบความแปรปรวนภายในประชากรมาก ความแปรปรวนระหวาง
ประชากรหรือแหลงเก็บตวัอยางนอย แสดงวาความแปรปรวนทางพันธกุรรมของประชากรปลาดุก
ดานในลุมน้ํามูลของจังหวัดศรีสะเกษกับอุบลราชธานีมีการกระจายคอนขางสม่ําเสมอ  
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ตารางที่ 27  คา FST  และ FST P values ที่ระดับความเชื่อมัน่ 0.05 แสดงความแตกตางทางพันธุกรรม
ระหวางประชากร จากบริเวณ control region ในประชากรปลาดุกดานทั้ง 10 อําเภอ  

 
 VR TS RS GT MA MS PB PS TK YC 

VR  0.1151 0.0233 0.2105 0.4432 0.4237 0.4300 0.3893 0.0202 0.2197 
TS 0.0540  -0.0271 -0.0150 0.3952 0.1353 0.2965 0.0877 0.0062 -0.0171 
RS 0.3513 0.7207  0.0491 0.3364 0.2012 0.2732 0.1643 -0.0412 0.0279 
GT 0.0180* 0.4595 0.1531  0.5486 0.2278 0.4502 0.1551 0.1115 0.0486 
MA 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000*  0.3976 0.0316 0.4284 0.2612 0.3349 
MS 0.0000* 0.0631 0.0000* 0.0000* 0.0000*  0.2045 -0.0404 0.2076 0.0181 
PB 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.2432 0.0000*  0.2513 0.2182 0.1995 
PS 0.0000* 0.0540 0.0180* 0.0180* 0.0000* 0.9910 0.0000*  0.1826 -0.0080 
TK 0.3243 0.4054 0.9099 0.0270* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0090*  0.0457 
YC 0.0090* 0.7387 0.3063 0.2522 0.0000* 0.3604 0.0090* 0.6306 0.1802  

 
สัญลักษณ*คือระหวางอําเภอที่มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่น 0.05 คาดานบนเสนทแยงมุมคือคา FST  คาดานลางเสนทแยงมุมคือคา FST P values  
 
ตารางที่ 27 ดานบนเสนทแยงมุมเปนคา FST ที่คํานวณจากบริเวณ control region แสดง

ความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากร จากคา FST จะมี 5 อําเภอที่มีคา FST ต่ํา แสดงใหเหน็
วาอําเภอเหลานี้มีระยะหางทางพันธุกรรมคอนขางใกลชิดกัน ไดแก อําเภอราศีไศล ยางชุมนอย 
กันทรารมย ตระการพืชผล และตาลสุม แตอําเภอเมืองอบุลราชธานี กับพิบูลมังสาหาร จะมีคา FST 
สูงแสดงความแตกตางทางพนัธุกรรมมากกวาอําเภออืน่เมือ่เปรียบเทียบกัน เนื่องจาก 2 อําเภอนี้พบ 
haplotype BAAA เปนกลุมสมาชิกหลัก แตกตางจากอําเภออื่น ที่จะพบ haplotype AAAA หรือ 
haplotype AAAB เปนหลัก ดังตารางที่ 25 ทําใหมีคา FST แตกตางไปจากอําเภออื่น และดานลางเสน
ทแยงมุมของตารางที่ 27 เปนคา FST P values จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับความเชือ่มั่น 0.05 
ระหวางอําเภอที่ไมมีดอกจนัทนแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ สวนความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญระหวางอําเภอทีม่ีดอกจันทนแสดงวามีความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวางกันสูง การ
วิเคราะหดวยคา FST ทําใหทราบวาอําเภอใดมีความใกลชิดกันหรือมีความหางกันทางพันธุกรรม  
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ภาพที่ 29  population phylogenetic tree วิธี Neighbour - joining สรางจากคา nucleotide divergence 
ที่ไดจากขอมูล control region  
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ภาพที่ 28 แสดงการกระจายของ haplotype ที่พบใน 10 อําเภอที่ศึกษา จะพบ haplotype 
AAAA และ AAAB ทั้ง 10 อําเภอ สวน haplotype BAAA พบใน 8 อําเภอที่ศึกษา โดยอําเภอเมือง
อุบลราชธานี กับพิบูลมังสาหาร จะพบ haplotype BAAA เปนกลุมสมาชิกหลักแตกตางจากอําเภอ
อ่ืนๆ ที่จะพบ haplotype AAAA หรือ AAAB เปนหลัก สวน haplotype BAAB จะพบ 3 อําเภอที่อยู
เฉพาะในจังหวัดอุบลราชธานี ไดแกอําเภอวารินชําราบ ตาลสุม และตระการพืชผล และจากผล
การศึกษาของ Verspoor et al. (2002) ศึกษาปลา Salmo salar บริเวณตะวันออกเฉยีงใตของประเทศ
แคนาดา โดยวธีิ RFLP และ sequencing ยนี ND1 ของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ haplotype ที่พบจะมี
รูปแบบการกระจายออกไปตามลักษณะภูมปิระเทศในบรเิวณที่ศกึษา โดยปลา Salmo salar ที่มา
จากตางแมน้ํากันจะม ีhaplotype ที่แตกตางกัน เพราะฉะนั้นโครงสรางประชากรจึงขึน้กับ
สภาพแวดลอมบริเวณที่ศกึษาในทีน่ี้ลักษณะภูมิศาสตรของแมน้ําจะมคีวามสําคัญ โดยภายในแมน้าํ
เดียวกันจะมกีารแพรกระจายประชากรถึงกัน ดังนัน้ในการศึกษาโครงสรางประชากรปลาดุกดาน 
haplotype ที่พบมีรูปแบบกระจายไปตามอาํเภอที่ศึกษา เนื่องจากในฤดฝูนระดับน้ําของแมน้ํามูลจะ
สูงขึ้น ทําใหเกิดน้ําทวมในบริเวณลุมน้ํามลู ปลาดุกดานจึงมีการแพรกระจายไปยังแหลงน้ําใกลเคยีง
ที่น้ําทวมถึงได โดยระยะทางระหวางจุดเกบ็ตัวอยางแตละจุดไปยังจดุเก็บตัวอยางที่อยูใกลเคยีงกัน
จะมีระยะทางหางกันประมาณ 20 กิโลเมตร โดยจุดเก็บตวัอยางที่อยูใกลกันที่สุดมีระยะทางหางกัน
ประมาณ 10 กโิลเมตร (ระหวางอําเภอตาลสุมกับอําเภอพบิูลมังสาหาร) สวนระยะหางระหวางจุด
แรกกับจดุสุดทายมีระยะทางประมาณ 120 กิโลเมตร (ระหวางอําเภอโพธิ์สุวรรณกับอําเภอพิบูลมัง
สาหาร) 
 

ความสัมพันธทาง phylogenetic เปนการศกึษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 
ในที่นี้อาศยัขอมูลจากการวิเคราะห RFLP ศึกษาประชากรปลาดุกดาน โดยความสัมพันธเชิง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตจะนาํเสนอในรูปของแผนภาพตนไมเรียกวา phylogenetic tree รูปแบบ
ของกิ่งที่พบใน phylogenetic tree จะเรยีกวาสัณฐาน แสดงความสัมพนัธเชิงวิวฒันาการของ
ส่ิงมีชีวิตตัวอยางที่ศึกษา (Nei and Kumar, 2000)  
 

เมื่อสราง population phylogenetic tree จากคา nucleotide divergence (ตารางที่ 29) โดยใช
ขอมูล control region ดวยวิธี Neighbour - joining (ภาพที่ 29) คา nucleotide divergence มีคา
คอนขางสูงโดยมีคาเฉลี่ยตั้งแต 0.014 ถึง 0.493 โดยเฉพาะอําเภอเมืองอบุลราชธานี และพิบูลมังสา
หาร มีคา nucleotide divergence ตางจากอกี 8 อําเภอเทากับ 0.493 (ภาพที่ 29) แสดงวาประชากร
อําเภอเมืองอุบลราชธานี และพิบูลมังสาหารแยกออกมาจากอีก 8 อําเภอที่ศึกษา ซ่ึงอีก 8 อําเภอจะมี
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ระยะหางทางพันธุกรรมใกลชิดกันมากกวา 2 อําเภอดังกลาว แตอําเภอวารินชําราบจะมีคาแยกมา
จาก 9 อําเภอเทากับ 0.198 ซ่ึงคาคอนขางสูง จึงแยกออกมาเปนอีกประชากรหนึ่ง และจากขอมูล
ภาพถายดาวเทียมแสดงใหเห็นวาลักษณะภูมิประเทศบรเิวณจุดเก็บตัวอยางใน อําเภอเมือง
อุบลราชธานี พิบูลมังสาหาร และอําเภอวารินชําราบ เปนพื้นที่ดอนทําใหน้ําทวมถึงไดยาก จึงเปน
ผลทําใหประชากรใน 3 อําเภอดังกลาว มรีะยะหางทางพันธุกรรมแยกออกมาตางจากอําเภออื่นๆ 
ดังกลาว  
 
ตารางที่ 29  คา nucleotide divergence และคา nucleotide diversity (เสนทแยงมุม) ที่ไดจากขอมูล 

control region  
 

 
 จากการวิเคราะห RFLP บริเวณ control region ไดคัดเลือกเอนไซมที่ใชทั้ง 4 ชนิด จากการ
ทดสอบตัดกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ control region ของปลาบึกในคอมพิวเตอร แลวพบ
ตําแหนงตัดหลายตําแหนง เมื่อนําเอนไซม 4 ชนิดที่คัดเลอืกแลวมาตดับริเวณ control region ใน
ปลาดุกดานพบวาเอนไซม Tas I กับเอนไซม Hin1 II ตัดแลวแสดงรูปแบบดีเอ็นเอที่แตกตางกันได
ในประชากรที่ศึกษา แตเอนไซม Trul I กับเอนไซม Rsa I ตัดแลวไมพบรูปแบบดีเอ็นเอที่แตกตาง
กัน ซ่ึงผลการทดลองจากการวิเคราะห RFLP ใน control region พบ haplotype ทั้งหมด 4 haplotype 
และพบแตละ haplotype กระจายอยูในอําเภอที่ศึกษา ซ่ึงจากรายงานของ Meyer (1993) พบวาไมโต
คอนเดรียดเีอน็เอมีอัตราววิฒันาการรวดเร็ว เนื่องจากมคีวามถี่ของการกลายพันธุสูง โดยพบการ

 VR TS RS GT MA MS PB PS TK YC 
VR 0.088          
TS 0.209 0.081         
RS 0.042 -0.045 0.097        
GT 0.358 -0.019 0.074 0.053       
MA 1.148 0.901 0.774 1.349 0.064      
MS 0.936 0.189 0.342 0.278 0.688 0.046     
PB 1.088 0.581 0.574 0.909 0.039 0.268 0.064    
PS 0.825 0.118 0.271 0.177 0.797 -0.035 0.357 0.048   
TK 0.038 0.011 -0.076 0.189 0.569 0.378 0.449 0.327 0.106  
YC 0.442 -0.025 0.047 0.063 0.673 0.021 0.333 -0.009 0.083 0.077 
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กลายพันธุมีความถี่สูงในบรเิวณ control region สวนตําแหนงอื่น ๆ ในไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอ จะ
เกิดการกลายพันธุที่มีความถี่ต่ํากวาเมื่อเทยีบกับบริเวณ control region เพราะฉะนั้น control region 
จึงนิยมใชในการศึกษาโครงสรางพันธุศาสตรประชากรภายในชนิดเดียวกัน ซ่ึงจากการศึกษา
โครงสรางประชากรปลาดุกดาน ผลจากการวิเคราะห RFLP ในบริเวณ control region พบความ
แตกตางของรปูแบบดีเอ็นเอจากปลาดุกดานที่ศึกษา 

 
ตารางที่ 30  ขนาดและจํานวนของชิ้นดีเอน็เอในบริเวณ control region ที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะเพื่อหาความแปรปรวนที่เกิดกับชิ้นดีเอ็นเอ 
 

เอนไซมตัดจําเพาะ รูปแบบชิ้นดีเอ็นเอ ขนาด (bp) 
Tas I A 425  230  140  90  80 

 B 425  230  90  80  70 
Trul I A 188  160  150  147  120 
Rsa I A 350  275  175  110 

Hin1 II A 530  290  140 
 B 530  310  140 

 
8.  ผลการวิเคราะหโครงสรางประชากรปลาดุกดานใชขอมูลจาก 16S rRNA  
 

วิเคราะหความสัมพันธของปลาดุกดานจากอําเภอแตละอาํเภอ ที่ทําการทดลองโดยวิธี 
RFLP แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแทนดวยสัญลักษณ 1 และแถบดีเอ็นเอที่ไมปรากฏแทนดวยสัญลักษณ 
0 แลวนําผลขอมูลแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏและไมปรากฏหลังการตัดดวยเอนไซม 5 ชนิด ในยีน 16S 
rRNA มาเรียงตอกันในแตละ haplotype คํานวณโดยโปรแกรม Arlequin v 3.0 (Excoffier et al., 
2005) วิเคราะห nucleotide diversity, AMOVA, FST และ nucleotide divergence โดยใชคา 
nucleotide divergence ที่ไดในการสราง population phylogenetic tree จากวิธี Neighbour - joining 
โดยใชโปรแกรม Neighbour ใน Phylip (Felsenstein, 2002) 
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ตารางที่ 31  แสดง haplotype ชนิดตาง ๆ จาํนวน haplotype ตางๆ ที่พบในแตละอําเภอ (Nhap) และ
คา nucleotide diversity (πn) ของปลาดุกดานในแตละอําเภอ (N คือจํานวนตวัอยางปลา
ดุกดานที่ศึกษา)  

 
  haplotype     
 AAAAA ABABA N Nhap πn 

VR 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
TS 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
RS 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
GT 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
MA 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
MS 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
PB 17 3 20 2 0.0435 ± 0.0300 
PS 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
TK 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 
YC 20  20 1 0.0000 ± 0.0000 

Total 197 3    
 

นําตัวอักษรทีแ่ทนรูปแบบการตัดยีน 16S rRNA จากเอนไซมทั้ง 5 ชนิดของปลาแตละตัวมา
จัดเรียงเปน haplotype โดยใหอักษรตวัแรกเปนรูปแบบของการตัดดวยเอนไซม Dpn II อักษรตัวที่
สองเปนรูปแบบของการตัดดวยเอนไซม Hae III อักษรตัวที่สามเปนรูปแบบของการตัดดวย
เอนไซม Tas I อักษรตัวที่ส่ีเปนรูปแบบของการตัดดวยเอนไซม Msp I และอักษรตวัที่หาเปน
รูปแบบของการตัดดวยเอนไซม Rsa I เมือ่จัดเรียงเปนกลุมจะสามารถแบงปลาดุกดานทั้ง 200 ตัวได
เปน 2 haplotype (ตารางที่ 31) พบ haplotype AAAAA เปน haplotype หลักที่พบในทุกอําเภอ และ
มี 9 อําเภอที่ม ีhaplotype AAAAA แบบเดียว ยกเวนอําเภอพิบูลมังสาหารที่พบ haplotype ABABA 
คา nucleotide diversity ในประชากรปลาดกุดานที่ศกึษามีคาตั้งแต 0.0000 ถึง 0.0435 (ตารางที่ 31) 
พบวาแตละอําเภอมี nucleotide diversity เทากับ 0.0000 ยกเวนอําเภอพิบูลมังสาหารที่มีคาเทากับ 
0.0435 เนื่องจากขอมูลของยีน 16S rRNA จากอําเภอพิบูลมังสาหาร พบ haplotype รูปแบบเฉพาะที่
ไมพบในอําเภออื่นที่ศึกษา จงึแสดงความแปรปรวนภายในประชากร และจากขอมูลภาพถาย
ดาวเทยีมพบวาจุดเก็บตวัอยางในอําเภอพิบลูมังสาหารเปนพื้นที่ดอน ทาํใหในฤดูฝนเกิดน้ําทวมถึง
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บริเวณดังกลาวไดยาก จึงทําใหปลาดุกดานในบริเวณนี้ มีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมแตกตาง
จากอําเภออื่น 

 
ตารางที่ 32  แสดงการวิเคราะห AMOVA จากขอมูลบริเวณ 16S rRNA ของปลาดุกดาน 
 

Source of variation d.f. Sum of squares Variance components Percentage of variation 
Among group 1 0.270 0.0000 0.00 
Among populations 8 2.160 0.0095 10.53 
Within populations 190 15.300 0.0805 89.47 
Total 199 17.730 0.0900  
Fixation Index 
 

   FST   :   0.1053 
   FST   P (rand. value ≤ obs. value) = 0.0068 ± 0.0023 

 
จากการใชขอมูล RFLP ไปวิเคราะห AMOVA ผลแสดงไวตารางที่ 32 พบวาความ

แปรปรวนทีว่ิเคราะหไดจากขอมูลยีน 16S rRNA ของปลาดุกดาน มีความแปรปรวนระหวางกลุมคือ
ระหวางจังหวดัศรีสะเกษกับจังหวดัอุบลราชธานีเทากับ 0.00 เปอรเซ็นต ความแปรปรวนระหวาง
ประชากร (อําเภอ) เทากับ 10.53 เปอรเซ็นต และความแปรปรวนภายในประชากร (อําเภอ) เทากับ 
89.47 เปอรเซ็นต จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับ 0.05 พบวาความแตกตางระหวางประชากรไมมี
นัยสําคัญ และความแปรปรวนภายในประชากรมีเปอรเซ็นตมากที่สุด โดยจากการศึกษาของ Aboim 
et al. (2005) ศึกษาปลา Helicolenus dactylopterus ในมหาสมุทรแอตแลนติก โดยวิธี sequencing 
บริเวณ control region และยนี cytochrome b ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ ผลการวิเคราะห AMOVA 
จากขอมูล control region พบความแปรปรวนระหวางกลุมเทากับ 39.86 เปอรเซ็นต และความ
แปรปรวนภายในประชากรเทากับ 60.13 เปอรเซ็นต และจากขอมูลยนี cytochrome b พบความ
แปรปรวนระหวางกลุมเทากับ 42.52 เปอรเซ็นต และความแปรปรวนภายในประชากรเทากับ 57.76 
เปอรเซ็นต ซ่ึงแสดงวาประชากรสวนนอยเทานั้นที่สงผลตอประชากรเฉพาะถิ่นทั้งนี้เพราะโดย
อุปนิสัยแลวปลาชนิดนี้ไมมกีารยายถ่ินแตอาจเกิดจากการเคลื่อนยายของตัวออน ดังนั้นผล 
AMOVA ของประชากรปลาดุกดาน ซ่ึงทําการศึกษาภายในแมน้ํามูลสายเดยีว ความแตกตางทาง
พันธุกรรมระหวางประชากรจะขึ้นกับประชากรเริ่มตนของปลาดุกดานมีความแปรปรวนสม่ําเสมอ
กันแลวกระจายไปยังสวนตาง ๆ หรือวามีการผสมผสานของประชากรปลาดุกดานในลุมน้ํามูลที่
ศึกษา ดังนั้นจงึพบความแปรปรวนระหวางประชากรนอย 



 

 

72 

 

ตารางที่ 33 ดานบนเสนทแยงมุม เปนคา FST ที่คํานวณจากยีน 16S rRNA แสดงความ
แตกตางทางพนัธุกรรมระหวางประชากร จากคา FST พบวามี 9 อําเภอทีม่ีคา FST เทากบั 0.0000 
แสดงวาไมมีความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางอําเภอดงักลาว แตอําเภอพิบูลมังสาหารเมื่อเทียบ
กับอีก 9 อําเภอ จะมีคา FST เทากับ 0.1053 เนื่องจากมี haplotype ABABA ดังตารางที่ 31 พบเฉพาะ
อําเภอพิบูลมังสาหารในปลาตัวอยาง 3 ตวั ทําใหมีความแตกตางทางพันธุกรรมเมื่อเทียบกับอําเภอ
อ่ืน และดานลางเสนทแยงมมุของตารางที่ 33 เปนคา FST P values จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 0.05 ระหวางอําเภอที่ไมมีดอกจันทแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ สวน
ระหวางอําเภอที่มีดอกจันทแสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงขอมูลจากยีน 16S rRNA ไม
พบความแตกตางระหวางประชากรอยางมีนัยสําคัญ  

 
ตารางที่ 33  คา FST  และ FST P values ที่ระดับความเชื่อมัน่ 0.05 แสดงความแตกตางทางพันธุกรรม

ระหวางประชากรจากยีน 16S rRNA ในประชากรปลาดุกดานทั้ง 10 อําเภอ  
 

 VR TS RS GT MA MS PB PS TK YC 
VR  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1053 0.0000 0.0000 0.0000 
TS 0.9910  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1053 0.0000 0.0000 0.0000 
RS 0.9910 0.9910  0.0000 0.0000 0.0000 0.1053 0.0000 0.0000 0.0000 
GT 0.9910 0.9910 0.9910  0.0000 0.0000 0.1053 0.0000 0.0000 0.0000 
MA 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910  0.0000 0.1053 0.0000 0.0000 0.0000 
MS 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910  0.1053 0.0000 0.0000 0.0000 
PB 0.1441 0.2883 0.1531 0.2252 0.2883 0.2162  0.1053 0.1053 0.1053 
PS 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.1982  0.0000 0.0000 
TK 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.2432 0.9910  0.0000 
YC 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.9910 0.2252 0.9910 0.9910  

 
สัญลักษณ*คือระหวางอําเภอที่มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่น 0.05 คาดานบนเสนทแยงมุมคือคา FST  คาดานลางเสนทแยงมุมคือคา FST P values  
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ภาพที่ 31  population phylogenetic tree วิธี Neighbour - joining สรางจากคา nucleotide divergence 

ที่ไดจากขอมูลยีน 16S rRNA  
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ตารางที่ 35  คา nucleotide divergence และคา nucleotide diversity (เสนทแยงมุม) ที่ไดจากขอมูล
ยีน 16S rRNA  

 
 VR TS RS GT MA MS PB PS TK YC 

VR 0.000          
TS 0.000 0.000         
RS 0.000 0.000 0.000        
GT 0.000 0.000 0.000 0.000       
MA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000      
MS 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000     
PB 0.095 0.095 0.095 0.095 0.095 0.095 0.043    
PS 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.095 0.000   
TK 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.095 0.000 0.000  
YC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.095 0.000 0.000 0.000 

 
ภาพที่ 30 แสดงการกระจายของ haplotype ตางๆ ใน 10 อําเภอที่ศึกษา จะพบ haplotype 

AAAAA ทั้ง 10 อําเภอทั้งหมด 197 ตัว และ haplotype ABABA พบในอําเภอพิบูลมังสาหารเพียง
แหงเดียวทั้งหมด 3 ตัว เนื่องจากยนี 16S rRNA มีการกลายพันธุต่ํา และการกลายพันธุพบเฉพาะใน
อําเภอพิบูลมังสาหารแหงเดยีว ทำให haplotype ที่ปรากฏเกือบทั้งหมดเหมือนกัน แสดงวาผลการ
วิเคราะหดวย RFLP ในยีน 16S rRNA แสดงความแตกตางของขนาดและชิ้นดีเอน็เอในประชากร
ปลาดุกดานทีศ่ึกษาไดนอยมาก จึงไมสามารถอธิบายโครงสรางประชากรปลาดุกดานในบริเวณที่
ศึกษาได  

 
เมื่อสราง population phylogenetic tree จากคา nucleotide divergence (ตารางที่ 35) โดยใช

ขอมูลยีน 16S rRNA ดวยวิธี Neighbour - joining (ภาพที่ 31) จากภาพ phylogenetic tree แสดงคา 
nucleotide divergence ระหวางอําเภอ พบวาอําเภอพิบูลมงัสาหารเพียงอําเภอเดยีวทีม่ีคา nucleotide 
divergence แตกตางจากอําเภออื่นเทากับ 0.095  

 
จากการวิเคราะห RFLP ในยีน 16S rRNA โดยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิดพบวา ปลา 

197 ตัว มี haplotype AAAAA และมีปลาเพียง 3 ตัวทีม่ี haplotype ABABA แสดงวาเกิดการกลาย
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พันธุต่ําในยีน 16S rRNA เมื่อเปรียบเทียบกบับริเวณ control region จึงพบการกลายพันธุนอยกวา 
แสดงใหเห็นวายีน 16S rRNA มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมนอย เนื่องจากผลของ haplotype 
เกือบทั้งหมดที่ไดเหมือนกนั โดยพบ haplotype AAAAA มากถึง 197 ตัว ซ่ึงแตกตางจาก control 
region ที่พบการกลายพันธุมากกวา ซ่ึงพบ haplotype AAAA, AAAB, BAAA และ BAAB กระจาย
อยูในอําเภอทีศ่ึกษา เพราะฉะนั้น control region จึงมีความเหมาะสมตอการใชเปนเครือ่งมือในการ
วิเคราะหโครงสรางประชากรมากกวายีน 16S rRNA  
 
ตารางที่ 36  ขนาดและจํานวนของชิ้นดีเอน็เอในยีน 16S rRNA ที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ เพือ่

หาความแปรปรวนทั่วไปที่เกดิกับชิ้นดเีอ็นเอ 
 

เอนไซมตัดจําเพาะ รูปแบบชิ้นดีเอ็นเอ ขนาด (bp) 
Dpn II A 500  380  290  270  130  120  95  80 
Hae III A 360  275  270  250  200  150  145  100 

 B 630  275  250  200  150  145  100 
Tas I A 425  350  260  225  215  135  110  85 
Msp I A 605  460  440  190  150 

 B 795  460  440  150 
Rsa I A 850  270  260  200  190  100 

 
9.  ผลวิเคราะหโครงสรางประชากรปลาดกุดานใชขอมูลจาก control region และยีน 16S rRNA  
 

วิเคราะหความสัมพันธของปลาดุกดานจากอําเภอแตละอาํเภอ ที่ทําการทดลองโดยวิธี 
RFLP แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแทนดวยสัญลักษณ 1 และแถบดีเอ็นเอที่ไมปรากฏแทนดวยสัญลักษณ 
0 แลวนําผลขอมูลแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏและไมปรากฏหลังการตัดดวยเอนไซม 4 ชนิด และ 5 ชนดิ 
ในบริเวณ control region และยีน 16S rRNA ตามลําดับมาเรียงตอกันเปนแตละ haplotype มา
คํานวณ เพื่อวเิคราะหรูปแบบดีเอ็นเอทั้งหมดที่พบในการศึกษา วามีผลสอดคลองกันหรือแตกตาง
กันเมื่อเทยีบกบัการวิเคราะหแยกกนัในแตละตําแหนง โดยโปรแกรม Arlequin v 3.0 (Excoffier et 
al., 2005) วิเคราะห nucleotide diversity, AMOVA, FST และ nucleotide divergence โดยใชคา 
nucleotide divergence ที่ไดในการสราง population phylogenetic tree จากวิธี Neighbour - joining 
โดยใชโปรแกรม Neighbour ใน Phylip (Felsenstein, 2002) โดยโปรแกรมที่ใชวิเคราะหเหมือนกบั
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การศึกษาของ Amato and Carvalho (2005) ใชโปรแกรม Arlequin (Schneider et al., 2000) และใช
โปรแกรม phylip (Felsenstein, 2002) ในการวิเคราะหผลการทดลอง จากการทํา RFLP ในยนี ND5 
และ ND6 ของไมโตคอนเดรยีดีเอ็นเอในปลา Macruronus magellanicus  

 
นําตัวอักษรทีแ่ทนรูปแบบการตัดบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ที่ตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะของปลาแตละตัวมาจดัเรียง เพื่อวเิคราะหผลรวมกนัระหวางบริเวณ control 
region และยีน 16S rRNA โดยใชอักษรเรียงเหมือนเดิมโดย 4 ตัวแรกจาก control region และตอดวย 
5 ตัวหลังจากยนี 16S rRNA มาจัดเรียงเปนกลุมสามารถแบงไดเปน 5 haplotype (ตาราง 37) ใช
อักษรยอแทนรูปแบบ haplotype กลุมตาง ๆ ที่พบดังนี้ haplotype A (AAAAAAAAA), haplotype B 
(AAABAAAAA), haplotype C (BAAAAAAAA), haplotype D (BAABAAAAA) และ haplotype 
E (AAAAABABA) โดย haplotype A และ B เปน haplotype หลักพบในทุกอําเภอที่ศึกษา แต 
haplotype E พบในอําเภอพิบลูมังสาหารเพียงอําเภอเดียว คา nucleotide diversity ในประชากรปลา
ดุกดานที่ศึกษามีคาตั้งแต 0.0156 ถึง 0.0504 (ตารางที่ 37) โดยอําเภอเมืองศรีสะเกษจะมีคา 
nucleotide diversity นอยสุด (0.0156) เมื่อเทียบกับอําเภออื่นแสดงวามคีวามแปรปรวนภายใน
ประชากรนอยสุด สวนอําเภอพิบูลมังสาหารจะมีคา nucleotide diversity มากที่สุด (0.0504) เมื่อ
เทียบกับอําเภออื่น ซ่ึงผลที่ไดแตกตางจากขอมูลของ control region เพียงอยางเดียวทีอํ่าเภอตระการ
พืชผลแสดงคา nucleotide diversity มากทีสุ่ด เหตุเนื่องจากอําเภอพิบูลมังสาหารเปนอําเภอเดยีวที่
พบความแปรปรวนในยีน 16S rRNA เพราะฉะนัน้เมื่อรวมผลของความแปรปรวนภายในประชากร
จาก control region และยนี 16S rRNA ทั้ง 2 ตําแหนง จึงทาํใหคา nucleotide diversity ในอําเภอ
พิบูลมังสาหาร (0.0504) มีคามากกวาอําเภอตระการพืชผล (0.0359) 
 

จากการใชขอมูล RFLP ไปวิเคราะห AMOVA ผลแสดงไวดังตารางที ่38 พบวาคาความ
แปรปรวนทีว่ิเคราะหไดจากขอมูลบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ของปลาดุกดาน มี
ความแปรปรวนระหวางกลุมคือระหวางจังหวัดศรีสะเกษกับจังหวัดอุบลราชธานีเทากับ 5.30 
เปอรเซ็นต ความแปรปรวนระหวางประชากร (อําเภอ) เทากับ 16.83 เปอรเซ็นต และความ
แปรปรวนภายในประชากร (อําเภอ) เทากับ 77.87 เปอรเซ็นต จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับ 0.05 
พบวาความแตกตางระหวางประชากรไมมนีัยสําคัญ และความแปรปรวนภายในประชากรมี
เปอรเซ็นตมากที่สุด ซ่ึงจากการศึกษาของ Hickerson and Ross (2001) ศึกษาปลา Gobbiesox 
maeandricus ทางตอนเหนือของมหาสมุทรแปซิฟกในเขตประเทศจอรเจีย ใชวิธีการ sequencing 
บริเวณ control region ของไมโตคอน เดรียดีเอ็นเอ ผลจาก AMOVA พบความแปรปรวนระหวาง
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กลุมเทากับ 24.7 เปอรเซ็นต ความแปรปรวนระหวางประชากรเทากับ 7.2 เปอรเซ็นต และความ
แปรปรวนภายในประชากรเทากับ 68.10 เปอรเซ็นต โดยปลา Gobbiesox maeandricus เปนปลาที่
อาศัยอยูในทะเลเปดจึงมีการเคลื่อนยายประชากรไดงายกวาปลาที่อาศยัอยูในแมน้ําซึ่งมี
สภาพแวดลอมเชิงปด จึงเกดิการกระจายตัวของประชากรปลา Gobbiesox maeandricus โดยมกีาร
ถายเทยีนระหวางกลุมของประชากรที่ศึกษา ดังนั้นจากผล AMOVA ของประชากรปลาดุกดานซึ่ง
เปนผลจากภาพรวมของประชากรที่ศึกษาทั้งหมด ซ่ึงพบความแปรปรวนภายในประชากรมาก 
ความแปรปรวนระหวางประชากรหรือแหลงเก็บตัวอยางนอย แสดงวาความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมของประชากรปลาดุกดานมีการกระจายคอนขางสม่ําเสมอในบริเวณที่ศึกษา  
 
ตารางที่ 37  แสดง haplotype ชนิดตางๆ จาํนวน haplotype ตางๆ ที่พบในแตละอําเภอ (Nhap) และคา 

nucleotide diversity (πn) ของปลาดุกดานในแตละอําเภอ (N คือจํานวนตัวอยางปลาดกุ
ดานที่ศึกษา)  

 

 
 
 
 

  haplotype       
 A B C D E N Nhap πn 

VR 5 9  6  20 3 0.0299 ± 0.0204 
TS 10 7 2 1  20 4 0.0276 ± 0.0192 
RS 5 10 5   20 3 0.0329 ± 0.0220 
GT 12 8    20 2 0.0180 ± 0.0141 
MA 1 3 16   20 3 0.0216 ± 0.0160 
MS 15 1 4   20 3 0.0156 ± 0.0127 
PB 4 1 12  3 20 3 0.0504 ± 0.0310 
PS 15 2 3   20 3 0.0163 ± 0.0132 
TK 7 6 3 4  20 4 0.0359 ± 0.0236 
YC 11 5 4   20 3 0.0261 ± 0.0185 

Total 85 52 49 11 3    
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ตารางที่ 38  แสดงการคํานวณ AMOVA จากขอมูลบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ของ
ปลาดุกดาน 

 

Source of variation d.f. Sum of squares Variance 
components Percentage of variation 

Among group 1 9.320 0.0523 5.30 
Among populations 8 32.720 0.1661 16.83 
Within populations 190 146.000 0.7684 77.87 
Total 199 188.040 0.9868  
Fixation Index 
 

   FST   :   0.2213 
   FST   P (rand. value ≤ obs. value) = 0.0000 ± 0.0000 

 
ตารางที่ 39  คา FST  และ FST P values แสดงความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรจาก

บริเวณ control region และยนี 16S rRNA รวมกันในประชากรปลาดุกดานทั้ง 10 อําเภอ  
 

 VR TS RS GT MA MS PB PS TK YC 
VR  0.1151 0.0234 0.2105 0.4432 0.4237 0.3448 0.3893 0.0202 0.2197 
TS 0.0540  -0.0271 -0.0150 0.3952 0.1353 0.2363 0.0877 0.0062 -0.0171 
RS 0.2883 0.6757  0.0491 0.3364 0.2012 0.2228 0.1643 -0.0412 0.0279 
GT 0.0090* 0.4685 0.1351  0.5486 0.2278 0.3439 0.1551 0.1115 0.0486 
MA 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000*  0.3976 0.0624 0.4284 0.2612 0.3349 
MS 0.0000* 0.0180* 0.0000* 0.0000* 0.0000*  0.1641 -0.0404 0.2076 0.0181 
PB 0.0000* 0.0000* 0.0090* 0.0000* 0.0811 0.0090*  0.1946 0.1838 0.1665 
PS 0.0000* 0.0811 0.0180* 0.0270* 0.0000* 0.9910 0.0000*  0.1826 -0.0080 
TK 0.3784 0.3874 0.9099 0.0270* 0.0090* 0.0090* 0.0000* 0.0090*  0.0457 
YC 0.0000* 0.6577 0.3153 0.2522 0.0000* 0.3513 0.0000* 0.6486 0.1982  

 
สัญลักษณ* คือระหวางอําเภอที่มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่น 0.05 คาดานบนเสนทแยงมุมคือคา FST  คาดานลางเสนทแยงมุมคือคา FST P values  
 
ตารางที่ 39 ดานบนเสนทแยงมุมเปนคา FST ที่คํานวณจากบริเวณ control region และยีน 

16S rRNA รวมกัน แสดงความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากร จากคา FST จะมีอยู 5 อําเภอ 
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ที่มีคา FST ต่ํา แสดงวาในอําเภอเหลานี้มีระยะหางทางพันธุกรรมคอนขางใกลชิดกนั ไดแก อําเภอ
ราศีไศล ยางชุมนอย กนัทรารมย ตระการพืชผล และตาลสุม สวนอําเภอเมืองอุบลราชธานี กับ
พิบูลมังสาหาร จะมีคา FST สูงแสดงความแตกตางทางพนัธุกรรมมากกวาอําเภออืน่เมือ่เปรียบเทียบ
กัน ซ่ึงนาจะเกดิจากปลาดกุดานในอําเภอดงักลาวมีการเคลื่อนยายไปยังอําเภอใกลเคียงนอย ทําใหมี
ระยะหางทางพันธุกรรมแตกตางจากอําเภออื่นที่ศึกษา และใน 2 อําเภอดังกลาวจะพบ haplotype C 
เปนกลุมสมาชิกหลัก แตกตางจากอําเภออื่นๆ ที่จะพบ haplotype A หรือ haplotype B เปนหลัก ดัง
ตารางที่ 37 ผลที่ไดจากคา FST จะเห็นวามีผลคลายคลึงกับผล FST ที่คํานวณจากบริเวณ control 
region ตําแหนงเดียว เพราะวาการกลายพนัธุที่พบจากการทดลองเกือบทั้งหมดพบในบริเวณ 
control region สวนยนี 16S rRNA พบการกลายพันธุนอยมาก เมื่อเปรียบเทียบกับบริเวณ control 
region ผลที่ไดจึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหจากบริเวณ control region ตําแหนงเดยีว และ
ดานลางเสนทแยงมุมของตารางที่ 39 เปนคา FST P values จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 0.05 ระหวางอําเภอที่ไมมีดอกจนัทนแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ สวนความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางอําเภอทีม่ีดอกจันทนแสดงวามีความแตกตางทางพนัธุกรรม
ระหวางกันสูง ซ่ึงจากการศึกษาของ Camona et al. (2000) ศึกษาปลา Chondrostoma lemmingii ใน
บริเวณ Iberian peninsula ของประเทศสเปน โดยใชวิธี allozyme และ sequencing ยนี cytochrome b 
ผลของ FST แสดงใหเห็นวามีความแตกตางกันทางพันธกุรรมระหวางประชากร โดยคา FST เฉลี่ย 

เทากับ 0.737 ซ่ึงประชากรจากบริเวณ Duero จะมีความแตกตางทางพันธุกรรมสูงกวาบริเวณอืน่ที่
ศึกษา จะเหน็ไดวาคา FST สามารถบอกระยะหางทางพนัธุกรรมระหวางประชากรที่ศึกษาได โดยใน
การศึกษาประชากรปลาดุกดานภายในลุมน้าํมูลของจังหวดัศรีสะเกษกับอุบลราชธานี อําเภอที่มีคา 
FST สูงไดแกอําเภอเมืองอุบลราชธานี (FST เฉลี่ย 0.3564) พิบูลมังสาหาร (FST เฉลี่ย 0.2132) และวา
รินชําราบ (FST เฉลี่ย 0.2433) ซ่ึงผลจากคา FST ที่ไดสอดคลองกับผลจาก population phylogenetic 
tree ที่แบงประชากรปลาดุกดานที่ศึกษาไดเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 ประกอบดวยประชากรจาก
อําเภอเมืองอุบลราชธานี และพิบูลมังสาหาร กลุมที่ 2 เปนประชากรจากอําเภอวารินชําราบ และ
กลุมที่ 3 ประกอบดวยประชากรจากอีก 7 อําเภอที่ศึกษา จะเห็นวาอําเภอเมืองอุบลราชธานี พิบูลมัง
สาหาร และวารินชําราบมีการแยกตวัออกมาจากกลุมประชากรหลักที่ศกึษา ซ่ึงทั้ง 3 อําเภอดังกลาว 
มีคา FST สูงแตกตางจากอกี 7 อําเภอที่ศึกษาดวย 
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ภาพที่ 33  population phylogenetic tree วิธี Neighbour - joining สรางจากคา nucleotide divergence 
ที่ไดจากขอมูล control region และยนี 16S rRNA  
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ตารางที่ 41  คา nucleotide divergence และคา nucleotide diversity (เสนทแยงมุม) ที่ไดจากขอมูล 
control region และยนี 16S rRNA  

 

 
ภาพที่ 32 แสดงการกระจายของ haplotype ตางๆ ใน 10 อําเภอที่ศึกษา จะพบ haplotype 

กลุม A และกลุม B ทั้ง 10 อําเภอและ haplotype กลุม C พบใน 8 อําเภอที่ศึกษา โดยอําเภอเมือง
อุบลราชธานี กับพิบูลมังสาหาร จะพบ haplotype C เปนกลุมสมาชิกหลักแตกตางจากอําเภออื่นๆ ที่
จะพบ haplotype A หรือ B เปนหลัก สวน haplotype D จะพบ 3 อําเภอที่อยูเฉพาะในจังหวดั
อุบลราชธานี และ haplotype E พบในอําเภอพิบูลมังสาหารแหงเดียว ดังนั้นในการศกึษาโครงสราง
ประชากรปลาดุกดาน haplotype ที่พบมีรูปแบบการกระจายไปตามอําเภอที่ศึกษาเนื่องจากในฤดูฝน
ระดับน้ําของแมน้ํามูลจะสูงขึ้น ทําใหเกิดน้ําทวมในบริเวณลุมน้ํามูล ปลาดุกดานจึงมีการ
แพรกระจายไปยังแหลงน้ําใกลเคียงที่น้ําทวมถึงได 

 
 
 
 
 
 

 VR TS RS GT MA MS PB PS TK YC 
VR 0.030          
TS 0.209 0.028         
RS 0.042 -0.045 0.033        
GT 0.358 -0.019 0.074 0.018       
MA 1.148 0.901 0.774 1.349 0.022      
MS 0.936 0.189 0.342 0.278 0.688 0.016     
PB 1.183 0.676 0.668 1.004 0.134 0.363 0.050    
PS 0.825 0.118 0.271 0.177 0.797 -0.035 0.452 0.016   
TK 0.038 0.011 -0.076 0.189 0.569 0.378 0.544 0.327 0.036  
YC 0.442 -0.025 0.047 0.063 0.673 0.022 0.428 -0.009 0.083 0.026 
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ตารางที่ 42  ขนาดและจํานวนของชิ้นดีเอน็เอ ในบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ที่ถูกตัด
ดวยเอนไซม ตัดจําเพาะ เพือ่หาความแปรปรวนที่เกดิขึน้กับชิ้นดเีอ็นเอ 

 
ช้ินดีเอ็นเอ เอนไซม รูปแบบดีเอ็นเอ ขนาดดีเอ็นเอที่ตัดได (bp) 

control region Tas I  A 425  230  140  90  80 
  B 425  230  90  80  70 

control region Trul I A 188  160  150  147  120 
control region Rsa I A 350  275  175  110 
control region Hin1 II A 530  290  140 

  B 530  310  140 
16S rRNA Dpn II A 500  380  290  270  130  120  95  80 
16S rRNA Hae III A 360  275  270  250  200  150  145  100 

  B 630  275  250  200  150  145  100 
16S rRNA Tas I  A 425  350  260  225  215  135  110  85 
16S rRNA Msp I A 605  460  440  190  150 

  B 795  460  440  150 
16S rRNA Rsa I  A 850  270  260  200  190  100 

 
เมื่อสราง population phylogenetic tree จากคา nucleotide divergence (ตารางที่ 41) โดยใช

ขอมูล control region และยีน 16S rRNA วิเคราะหผลรวมกัน ดวยวิธี Neighbour - joining (ภาพที่ 33) 
คา nucleotide divergence คอนขางสูงโดยมีคาเฉลี่ยตั้งแต 0.014 ถึง 0.493 โดยเฉพาะอําเภอเมือง
อุบลราชธานี และพิบูลมังสาหาร มีคา nucleotide divergence ตางจากอีก 8 อําเภอเทากับ 0.493 
แสดงวาประชากรอําเภอเมืองอุบลราชธานี และพิบูลมังสาหารแยกออกมาจากอีก 8 อําเภอที่ศึกษา 
ซ่ึงอีก 8 อําเภอจะมีระยะหางทางพันธุกรรมใกลชิดกนัมากกวา 2 อําเภอดังกลาว แตอําเภอวารินชํา
ราบจะมีคาแยกมาจาก 9 อําเภอเทากับ 0.198 ซ่ึงคาคอนขางสูง เพราะฉะนั้นจากการทํา population 
phylogenetic tree จึงสามารถแบงประชากรปลาดุกดานทีศ่ึกษาไดเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 
ประกอบดวยประชากรจากอําเภอเมืองอุบลราชธานี และอําเภอพิบูลมงัสาหาร กลุมที่ 2 เปน
ประชากรจากอําเภอวารินชําราบ และกลุมที่ 3 ประกอบดวยประชากรจากอีก 7 อําเภอที่ศึกษา ไดแก
อําเภอโพธิ์สุวรรณ ราศีไศล ยางชุมนอย เมอืงศรีสะเกษ กันทรารมย ตระการพืชผล และตาลสุม จาก
ผลดังกลาวเมือ่วิจารณผลรวมกับลักษณะภมูิประเทศที่ไดจากขอมูลภาพถายดาวเทยีมใหผลไปใน
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ทิศทางเดียวกนั เนื่องจากอําเภอเมืองอุบลราชธานี พิบูลมังสาหาร และวารินชําราบ มีลักษณะภูมิ
ประเทศเปนพืน้ที่ดอน เพราะฉะนัน้เมื่อถึงฤดูฝนทําใหน้าํทวมถึงบริเวณดังกลาวไดยาก ทําใหการ
แพรกระจายของประชากรปลาดุกดานใน 3 อําเภอดังกลาว มีนอยกวาในอีก 7 อําเภอ ซ่ึงมีลักษณะ
ภูมิประเทศเปนพื้นที่ลุม ทําใหในฤดูฝนเกดิน้ําทวมถึงไดงายกวา ดังนัน้ประชากรใน 7 อําเภอ
ดังกลาวจึงสามารถแพรกระจายประชากรไปยังแหลงน้ําใกลเคียงไดดกีวา และจากการศึกษาของ 
Alves et al. (2001) ศึกษาปลา Anaecypris hispanica ในแมน้ํา 4 สายไดแก Caia, Degebe, Andila 
และ Odeleite ใน Iberian Peninsula โดยวธีิการ RFLP และ sequencing จากบริเวณ control region 
และยนี cytochrome b ของไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ นําคา genetic divergence ที่ไดมาสราง 
phylogenetic tree โดยวิธี Neighbour - joining สามารถแบงประชากรปลา Anaecypris hispanica 
ออกไดเปน 4 กลุม ตามลักษณะภูมิประเทศของแมน้ําแตละสายที่ไมเชือ่มตอกัน จึงเกิดการแบง
ประชากรตามลักษณะภูมิประเทศดังกลาว แสดงใหเห็นวาลักษณะภูมิประเทศในบริเวณที่ศึกษาเปน
สาเหตุที่ทําใหเกิดการแบงแยกของประชากรออกเปนกลุม จึงตองใชพจิารณารวมกับการวิเคราะห
โครงสรางประชากรปลาที่ศกึษา 

 
10.  ผลและวิจารณการวิเคราะหโครงสรางประชากรปลาดุกดานบริเวณท่ีศึกษา 
 

สรุปผลจากคา nucleotide diversity ในประชากรปลาดุกดานจากอําเภอที่ศึกษา มีคาตัง้แต 
0.0156 ถึง 0.0504 ซ่ึงอําเภอเมืองศรีสะเกษจะมีคา nucleotide diversity นอยสุด (0.0156) และอําเภอ
พิบูลมังสาหารจะมีคามากสดุ (0.0504) เมื่อเทียบกับอําเภออื่น ซ่ึงคา nucleotide diversity ที่ไดจะมี
คาต่ํากวาเมื่อเทียบกับการศกึษาปลา Clarias gariepinus ในแอฟรกิาตะวันออกของ Giddelo et al. 
(2002) โดยใชวิธี RFLP ศึกษายีน ND5/6 ในไมโตคอนเดรียดีเอน็เอ ไดคาตั้งแต 0.000 ถึง 0.246 
โดยเฉพาะบางแหลงที่ศึกษา เชนจากทะเลสาบ Mtera มคีาเทากับ 0.246 และทะเลสาบ Vukoni มีคา
เทากับ 0.0402 ซ่ึงเปนแหลงที่มีคา nucleotide diversity สูง ซ่ึงทะเลสาบ Mtera และ Vukoni จะมี
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากแหลงอื่น ๆ ที่ศึกษาดวย และจากการศึกษาของ Krieg et al. 
(2000) ที่ศึกษาปลา Silurus glanis ในทวีปยุโรป โดยใชวธีิ PCR - RFLP ศึกษา control region, 
ND5/6 และ cytochrome b ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ ไดคา nucleotide diversity ตั้งแต 0.00 ถึง 0.29 
ประชากรที่ศึกษาประกอบดวยปลา Silurus glanis ในธรรมชาติ 13 ประชากรและปลาเลี้ยง 8 
ประชากร พบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมในปลาธรรมชาติถึง 79 เปอรเซ็นต จากประชากรที่
ศึกษา แสดงใหเห็นวาปลาธรรมชาติมีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกวาปลาเลี้ยง เมื่อ
เปรียบเทียบคา nucleotide diversity กับประชากรปลาดุกดานที่ศึกษาจึงพบวามีความหลากหลาย
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ทางพันธุกรรมภายในประชากรนอยกวาปลาดุกรัสเซีย Clarias gariepinus และปลา Silurus glanis 
แสดงวาปลาดกุดานที่ศกึษามีความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลง สงผลใหความสามารถในการ
ปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมที่อาจเปลี่ยนแปลงไปลดลง จึงมีโอกาสเสี่ยงตอการสูญพันธุจาก
ธรรมชาติ 

 
เมื่อสราง population phylogenetic tree จากคา nucleotide divergence (ตารางที่ 41) โดยใช

ขอมูล control region และยีน 16S rRNA ดวยวิธี Neighbour - joining (ภาพที่ 33) คา nucleotide 
divergence คอนขางสูงโดยมีคาเฉลี่ยตั้งแต 0.014 ถึง 0.493 ซ่ึงเมื่อเทียบกับการศกึษาปลาดุกดานใน
ประเทศไทยของ อัธยา (2545) ศึกษายีนควบคุมเอนไซมจํานวน 22 โลไซดวยวิธีวเิคราะห allozyme 
ไดคา nucleotide divergence ตั้งแต 0.00042 ถึง 0.15598 แสดงวาปลาดกุดานที่เราศกึษามีคา 
nucleotide divergence คอนขางสูง เนื่องจากอัตราการเคลื่อนยายของประชากรปลาดกุดานแตกตาง
กัน โดยเฉพาะอําเภอเมืองอุบลราชธานี และพิบูลมังสาหาร มีคา nucleotide divergence ตางจากอีก 
8 อําเภอเทากบั 0.493 (ภาพที่ 33) แสดงวาประชากรอําเภอเมืองอุบลราชธานี และพบิูลมังสาหาร
แยกออกมาจากอีก 8 อําเภอที่ศึกษา มีปลาดุกดานเคลื่อนยายไปยังอําเภอใกลเคียงนอย ทําให
ระยะหางทางพันธุกรรมแตกตางจากอกี 8 อําเภอที่ศึกษาสูง ปลาดุกดานมีการเคลื่อนยายแตกตางกนั
อาจเกี่ยวของกบัลักษณะภูมปิระเทศของจดุเก็บตวัอยางในอําเภอที่ศึกษามีลักษณะแตกตางกัน ซ่ึง
อีก 8 อําเภอปลาดุกดานจะเคลื่อนยายไปยงัอําเภอใกลเคียงกันไดมากกวาทําใหมีระยะหางทาง
พันธุกรรมใกลชิดกันมากกวา 2 อําเภอดังกลาว แตอําเภอวารินชําราบจะมีคาแยกมาจาก 9 อําเภอ
เทากับ 0.198 ซ่ึงคาคอนขางสูง  

 
คา FST ที่คํานวณไดจากขอมลูบริเวณ control region และยีน 16S rRNA ไดคาใกลเคยีงกัน

ในแตละอําเภอ ซ่ึงคา FST ที่ไดมีคาตั้งแต 0.008 ถึง 0.549 ซ่ึงคาที่ไดมีคานอยกวาในการศึกษาปลา 
Clarias gariepinus ในแอฟริกาตะวนัออกของ Giddelo et al. (2002) ที่ศึกษายนี ND5 และ ND6 ใน
ไมโตคอน  เดรียดีเอ็นเอ ดวยวิธี RFLP ไดคา FST ตั้งแต 0.014 ถึง 0.973 แสดงวาปลาดุกดานใน
จังหวดัศรีสะเกษและอุบลราชธานีมีความแตกตางทางพันธุกรรมนอยกวาปลา Clarias gariepinus 
ในแอฟรกิาตะวันออก แตก็มอํีาเภอที่มีคา FST แตกตางจากอําเภออื่นคอนขางสูง ไดแกอําเภอเมือง
อุบลราชธานี พิบูลมังสาหาร และวารินชําราบ ซ่ึงผลจากคา FST สอดคลองกับผลจาก population 
phylogenetic tree ที่ 3 อําเภอดังกลาวมกีารแยกออกมาจากอีก 7 อําเภอที่ศึกษา และจากคา FST 
Pvalues ทดสอบทางสถิติที่ระดับความเชือ่มั่น 0.05 ผลที่ไดก็สอดคลองกับคา FST โดยอําเภอเมือง
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อุบลราชธานี พิบูลมังสาหาร และวารินชําราบ จะพบความแตกตางระหวางประชากรอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเทียบกับอําเภออื่นที่ศึกษา  

 
การวิเคราะห AMOVA จากขอมูลบริเวณ control region และยนี 16S rRNA โดยทดสอบ

ทางสถิติที่ระดับ 0.05 พบวาความแตกตางระหวางประชากรไมมีนัยสําคัญ ไดเปอรเซ็นตความ
แปรปรวนระหวางกลุมและระหวางประชากรเทากับ 5.30 เปอรเซ็นต และ 16.83 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ เมื่อเทียบกับความแปรปรวนภายในประชากรซึ่งมีคาเทากับ 77.87 เปอรเซ็นต แสดงวา
ความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรนอย แตมีความแตกตางภายในประชากรสูง ผลจาก 
AMOVA แสดงใหเห็นวาปลาดุกดานบริเวณที่ศกึษามกีารแพรถึงกันระหวางประชากร จึงคาดวามี
ปลาดุกดานอพยพในจังหวดัศรีสะเกษและอุบลราชธานี ซ่ึงอําเภอที่เปนแหลงเก็บตัวอยางเมื่อถึงฤดู
ฝนน้ําจะทวมขังที่นา สอดคลองกับลักษณะภูมิประเทศในบริเวณใกลลุมแมน้ํามูลจะเปนพื้นที่ราบ
น้ําทวมถึง (กว,ี 2547) และขอมูลระดับน้ําจากสถานีตรวจวัดน้ําที่ไดจากกรมชลประทาน ซ่ึงใช
ประกอบการพิจารณาขอภาพถายดาวเทียมจากสํานักงานพัฒนาเทคโนโลยีอวกาศและภูมิ
สารสนเทศ พบวาปลาดุกดานมีการเคลื่อนยายประชากรไปในบริเวณใกลเคียงที่มีน้ําทวมถึงได ผล
จากการวิเคราะห RFLP แสดงใหเห็นวาปลาจากตางอําเภอมี haplotype ปรากฏรวมกัน และคา 
nucleotide diversity ภายในประชากรที่คอนขางต่ํา แตคา nucleotide divergence ระหวางประชากร
มีคาสูงเมื่อนําไปสราง phylogenetic tree พบวาประชากรเหลานี้ถูกแบงออกเปน 3 กลุม คือกลุม
ประชากรจากอําเภอวารินชําราบ กับกลุมเมืองอุบลราชธานี และพิบูลมงัสาหาร และกลุมประชากร
จากอีก 7 อําเภอที่ศึกษา (อําเภอโพธิ์สุวรรณ ราศีไศล ยางชุมนอย เมืองศรีสะเกษ กันทรารมย 
ตระการพืชผล และตาลสุม)  

 
จากคา nucleotide diversity แสดงวาความหลากหลายภายในประชากรนอย และจากคา 

nucleotide divergence แสดงวาความหลากหลายระหวางประชากรมีคาสูงกวา ซ่ึงผลที่ไดแตกตาง
จากผลของ AMOVA เพราะคา nucleotide diversity และ nucleotide divergence จะคํานวณแยกแต
ละอําเภอ สวน AMOVA จะคิดทุกอําเภอรวมกัน ทําใหผลที่ไดแตกตางกัน และจากการทดลอง
พบวารูปแบบของดีเอ็นเอในบริเวณ control region จะแตกตางกันมากกวาในยนี 16S rRNA แสดง
วาบริเวณ control region มีอัตราการกลายพันธุที่สูงกวาเมื่อเทียบกับยนี 16S rRNA  
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สรุป 
 
 1. สกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อปลาดุกดานโดยใชชุดสกัดดีเอน็เอ AquaPure Genomic DNA 
Isolation Kit ของบริษัท Bio Rad สามารถสกัด total genomic DNA ไดทั้งหมด 200 ตัวอยาง เพื่อใช
เปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับเพิ่มปริมาณบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ในไมโตคอนเดรยี
ดีเอ็นเอดวยวิธี PCR สามารถเพิ่มปริมาณ PCR product ได  
 
 2.  การวิเคราะห RFLP บริเวณ control region และยนี 16S rRNA ทั้ง 200 ตัวอยาง ใน
บริเวณ control region จะใชเอนไซมตัดจําเพาะ 4 ชนิดในการตัดคือ Tas I, Trul I, Rsa I, Hin1 II 
และในยีน 16S rRNA จะใชเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิดในการตัดคือ Dpn II, Hae III, Tas I, Msp I 
และ Rsa I เมื่อวิเคราะหผลรวมกันทั้ง 2 ตําแหนง พบวาม ีhaplotype ทั้งหมด 5 แบบ และไดคา 
nucleotide diversity อยูในชวง 0.0156 ถึง 0.0504 ซ่ึงคา nucleotide diversity ภายในประชากรที่ได
มีคาคอนขางต่ํา แสดงวาปลาดุกดานที่ศึกษามีความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรนอย 
 

3.  การวิเคราะห AMOVA จากขอมูลบริเวณ control region และยนี 16S rRNA ของปลาดุก
ดานรวมกัน มคีวามแปรปรวนระหวางกลุมเทากับ 5.30 เปอรเซ็นต ความแปรปรวนระหวาง
ประชากรเทากับ 16.83 เปอรเซ็นต และความแปรปรวนภายในประชากรเทากับ 77.87 เปอรเซ็นต 
จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับ 0.05 พบวาความแตกตางระหวางประชากรไมมีนยัสําคัญ และ
ความแปรปรวนภายในประชากรมีเปอรเซ็นตมากที่สุด  
 

4.  ผลจากคา FST จะมีอยู 5 อําเภอ ที่มีคา FST ต่ํา ไดแกอําเภอราศีไศล ยางชุมนอย กนัทรา
รมย ตระการพืชผล และตาลสุม สวนอําเภอเมืองอุบลราชธานี พิบูลมังสาหาร และวารินชําราบ มีคา 
FST สูงแสดงใหเห็นความแตกตางทางพันธกุรรมจากอําเภออื่นคอนขางสูง จากผลดังกลาวทําให
ทราบวาอําเภอใดมีความใกลชิดกันหรือมีความหางกันทางพันธุกรรม  

 
 5.  ผลการวิเคราะห RFLP แสดงใหเห็นวาปลาจากตางอาํเภอมี haplotype ปรากฏรวมกัน 
และคา nucleotide diversity ภายในประชากรต่ํา แตคา nucleotide divergence ระหวางประชากรมี
คาสูงเมื่อนําไปสราง population phylogenetic tree พบวาประชากรเหลานี้แบงไดเปน 3 กลุม ไดแก 
กลุมที่ 1 ประกอบดวยประชากรจากอําเภอเมืองอุบลราชธานี และอําเภอพิบูลมังสาหาร กลุมที่ 2 
เปนประชากรจากอําเภอวารนิชําราบ และกลุมที่ 3 ประกอบดวยประชากรจากอีก 7 อําเภอที่ศึกษา 
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ขอเสนอแนะ 
 
จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน endangered species พบวาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมมีคาลดลงเมื่อเทียบกับ non-endangered species (Frankham, 2002) ซ่ึง
ปลาดุกดานเปนปลาที่มีแนวโนมใกลสูญพันธุ (สํานักนโยบายและแผนสิ่งแวดลอม, 2540) จาก
การศึกษาพบความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงจึงมีความเสี่ยงตอการสูญพันธุเมื่อส่ิงแวดลอม
เปลี่ยนแปลงไป จึงควรรักษาความหลากหลายทางพันธุกรรมไว (Frankham, 2003) ดงัเชน
การศึกษาของ Mccusker et al. (2000) ศึกษาปลา Oncorhynchus mykiss บริเวณตะวันตกเฉียงเหนือ
ของอเมริกา โดยใชวิธี RFLP วิเคราะหบริเวณ control region, ND5/6 และยีน cytochrome b ในไม
โตคอนเดรียดเีอ็นเอ จากการศึกษาผลของโครงสรางประชากรจะชวยวางแผนอนุรักษความ
หลากหลายทางพันธุกรรมไว ซ่ึงตองคํานึงถึงสภาพแวดลอมของระบบนิเวศวิทยาและแหลงที่อยู
อาศัยของปลาที่ศึกษา เพราะมีผลตอความหลากหลายทางพันธุกรรม และการศึกษาของ Jones et al. 
(1996) ศึกษาปลา Salvelinus fontinalis ใน national park 5 แหงทางตะวนัออกของประเทศแคนาดา 
โดยวิธี allozyme ศึกษาไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอทั้งจีโนม พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมต่ํา 
เนื่องจากมกีารสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร ซ่ึงทําใหความสามารถในการ
ปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไปลดลง จึงควรจัดการอนุรักษปลา Salvelinus 
fontinalis ในบริเวณที่ศกึษา ซ่ึงการอนุรักษความหลากหลายทางพันธุกรรมตองคํานึงถึงโครงสราง
ประชากรของปลาที่ศึกษาและสภาพแวดลอมในบริเวณแหลงที่อยูอาศยั จากการศึกษาพบความ
แปรปรวนระหวางประชากรมีระดับแตกตางกันสูง เนื่องจากการถายเทยีนระหวางประชากรมีนอย
มาก จึงใหปลา Salvelinus fontinalis ที่มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมเปนตัวแทนสําหรับการ
อนุรักษ จากรายงานดังกลาว จะเห็นวาโครงสรางประชากรมีความสําคัญตอการอนุรักษ ซ่ึง
โครงสรางประชากรปลาดุกดานจากการศกึษา สามารถแบงประชากรปลาดุกดานที่ศกึษาไดเปน 3 
กลุม ไดแก กลุมที่ 1 ประกอบดวยประชากรจากอําเภอเมืองอุบลราชธานี และพิบูลมงัสาหาร กลุมที่ 
2 เปนประชากรจากอําเภอวารินชําราบ และกลุมที่ 3 ประกอบดวยประชากรจากอีก 7 อําเภอที่ศึกษา 
ไดแกอําเภอโพธิ์สุวรรณ ราศีไศล ยางชุมนอย เมืองศรีสะเกษ กันทรารมย ตระการพืชผล และตาล
สุม ดังนั้นการวางแผนอนุรักษความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรปลาดุกดานบริเวณที่
ศึกษา จึงควรอนุรักษประชากรปลาดุกดานทั้ง 3 กลุมในบริเวณที่ศกึษาไวเปนแหลงพนัธุกรรมใน
ถ่ินที่อยูอาศัยเดิม โดยคํานึงถึงลักษณะภูมปิระเทศกับสภาพแวดลอมเพราะมีผลตอความแปรปรวน
ทางพันธุกรรม การถายเทยนี หรือการเกดิ genetic drift ในประชากรปลาดุกดานได ซ่ึงการอนุรักษ
จะชวยรักษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาดุกดานในอนาคต 
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