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การศึกษานี้มีเป้าหมายเพ่ือพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอจากปลาทูเพ่ือใช้ศึกษา 
พันธุศาสตร์ประชากรปลาทูและปลาลังทางฝั่งทะเลอันดามันของประเทศไทย เนื่องจากปลาทูและปลาลัง 
มีลักษณะภายนอกใกล้เคียงกันมากจึงใช้การวิเคราะห์ระบบ Truss ยืนยันการระบุชนิดปลา ตัวอย่างปลา 
ทูและปลาลังท่ีใช้ศึกษาทั้งหมด 212 ตัว และ 201 ตัว มีขนาดความยาวเฉลี่ย 15.51±1.14 เซนติเมตร 
และ 18.77±1.19 เซนติเมตร ความกว้างลําตัวเฉลี่ย 4.31±0.38 เซนติเมตร และ 4.64±0.31 เซนติเมตร  
และ สัดส่วนความยาวเว้าหางต่อความกว้างลําตัว มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3.60±0.16 และ 4.04 ±0.18  
ตามลําดับ การแยกกลุ่มตัวอย่างปลาท้ังสองชนิดสามารถใช้ตัวประกอบหลัก (Principal Component:  
PC) เพียง 2 ตัว  

 
การพัฒนาไมโครแซทเทลไลท์โดยวิธี Enriched-library ได้สุ่มเลือกโคลนผลบวก 64 โคลนไป 

วิเคราะห์และตรวจพบไมโครแซทเทลไลท์ 18 ตําแหน่ง ซ่ึงออกแบบไพรเมอร์สําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้  
11 ตําแหน่ง ผลการทดสอบไพรเมอร์พบว่ามีเพียง 6 ตําแหน่งท่ีมีเบสซํ้าแบบไดนิวคลิโอไทด์สามารถใช้ 
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ การทดสอบคุณลักษณะของไพรเมอร์ท้ัง 6 ตําแหน่งในตัวอย่างปลาทูจากอ่าวไทย  
52 ตัวอย่าง พบว่ามีจํานวนอัลลิลเฉลี่ยต่อตําแหน่งตั้งแต่ 4-10 อัลลิลเคร่ืองหมายทั้ง 6 ตําแหน่ง สามารถ 
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของปลาลังได้เช่นเดียวกัน แต่ปรากฏว่าเคร่ืองหมาย 2 ตําแหน่งไม่เป็นอิสระต่อกัน  
(P<0.05) การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรปลาทูและปลาลัง จึงใช้ไมโครแซทเทลไลท์เพียง 4 ตําแหน่งคือ  
Rbr-7, Rbr-8, Rbr-13 และ Rbr-14 ผลการศึกษาประชากรปลาทูฝั่งอ่าวไทย (สมุทรสงครามและ 
เพชรบุรี) และฝั่งทะเลอันดามัน (ระนองและสตูล) พบความหลากหลายทางพันธุกรรมใกล้เคียงกันใน 
ระดับปานกลาง คือ จํานวนอัลลิลเฉลี่ยต่อตําแหน่งตั้งแต่ 5.75-7.00 อัลลิล ค่าสังเกตเฮตเทอโรไซโกซิตี้ 
ตั้งแต่ 0.44-0.5 และมีค่าตํ่ากว่าค่าคาดหมายเฮตเทอโรไซโกซิตี ปลาทูทั้ง 4 ประชากรไม่มีความแตกต่าง 
ทางพันธุกรรม (FST = -0.0043) แต่ผลการสร้างแผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่างปลาทู 4 ประชากร  
สามารถจัดกลุ่มปลาทูจากอ่าวไทยและอันดามันแยกจากกันได้โดยมีค่า Bootstrap เท่ากับ 68.9 และ  
71.2 ตามลําดับ ส่วนปลาลังท้ัง 4 ประชากรทางฝั่งอันดามัน (ระนอง พังงา ภูเก็ตและสตูล) มีระดับความ
หลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างสูงใกล้เคียงกัน และสูงกว่าเมื่อเทียบกับปลาทู ปลาลังมีจํานวนอัลลิล 
เฉลี่ยต่อตําแหน่งต้ังแต่ 7.50-9.75 อัลลิล ค่าสังเกตเฮตเทอโรไซโกซิตีตั้งแต่ 0.64 -0.72 และมีค่าตํ่ากว่า 
ค่าคาดหมายเฮตเทอโรไซโกซิตี และปลาลังท้ัง 4 ประชากรไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรม (FST = 
0.0073) 
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The aim of this study was to develop microsatellite markers for population  
genetics of R. brachysoma and its congener R. kanagurta from the Andaman Sea of  
Thailand. Because the two species share very similar morphology, Truss system analysis  
was used to confirm their identification. A total of 413 fish were measured. Mean values  
(± SD) were 15.51±1.14 cm and 18.77±1.19 cm for folk length, 4.31±0.38 cm and  
4.64±0.31 cm for body depth, and 3.60±0.16 and 4.04±0.18 for ratio between fork  
length and body depth of R. brachysoma and R. kanagurta, respectively. Two principal 
components clearly separated fish samples into two groups. 
 

Microsatellites were isolated from an enriched library, of which 64 positive  
clones from 331 contained 18 microsatellite loci. Primers were designed for 11 loci and  
six loci with dinucleotide repeats amplified DNA samples of R. brachysoma.  
Characterization of these six loci in R. brachysoma from the Gulf of Thailand (N = 52)  
revealed that the average number of alleles per locus ranged from four to ten alleles.  
Cross-amplification of six microsatellites was observed in R. kanagurta. However, two  
loci were in linkage disequilibrium (P< 0.05). Population genetics studies of short  
mackerel and Indian mackerel were based on data from four loci, including Rbr-7, Rbr-8,  
Rbr-13 and Rbr-14. All four populations of R. brachysoma, two from the Gulf of Thailand 
(Samutsongkram and Petchaburee) and two from the Andaman Sea (Ranong and Satul), 
displayed similar and moderate genetic variation with an average of 5.7 to 7 alleles per  
locus and average observed heterozygosity at all loci of 0.44 to 0.5. There was no  
genetic differentiation among populations (FST= -0.0043). Two groups of R. brachysoma  
were displayed by the UPGMA dendogram, with bootstrap values of 68.9 and 71.2  
respectively for the Gulf of Thailand and the Andaman Sea. Populations of Indian  
mackerel exhibited similar and relatively high levels of genetic variation an average of  
7.50 to 9.75 alleles per locus and average observed heterozygosity at all loci of 0.64 to  
0.72. There was no evidence to support genetic differentiation between the Andaman  
Sea populations of Indian mackerel (FST-0.0073). 
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genetic distance (1978)] ระหว่างปลาลัง (R. kanagurta) ทั้ง 4 ประชากร                           
คํานวณโดยโปรแกรม PopGene V.1.3      51 

17 ค่าสัมประสิทธ์ิ F ในเคร่ืองหมายแต่ละตําแหน่ง ของข้อมูลปลาลัง (R. kanagurta)             
รวม 4 ประชากร        51 

18 ค่าประมาณ Ne ของปลาลังจากโปรแกรม NeEstimator V.1.3   52 
 

ตารางผนวกท่ี                                                                                               
 

1 ตารางเปรียบเทียบผลการศึกษาช่วงฤดูวางไข่ และขนาดความยาวแม่ปลาเมื่อเริ่ม         
วางไข่ของปลาทูในทะเลอันดามัน       75 

2 ข้อมูลแหล่งเก็บตัวอย่างปลาทูและปลาลังฝั่งทะเลอันดามัน    76 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(4) 

สารบัญภาพ 
 
ภาพท่ี           หน้า 
 
 1 ภาพปลาตัวเต็มวัย ก.ปลาทู (R. brachysoma) ข.ปลาลัง (R. kanagurta)  4 

2 การกระจายตัวของปลาทูและปลาลัง      7 
3 จุดเก็บตัวอย่างปลาทู (R. brachysoma) และปลาลัง (R. kanagurta)  19 
4 บันทึกภาพตัวอย่างปลาเทียบกับไม้บรรทัด      20 
5 การวิเคราะห์ข้อมูลสัณฐานวิทยาด้วยวิธี Truss network analysis พร้อมจุดที่ 

กําหนดทั้ง 10 จุด และเส้นแสดงระยะห่างระหว่างจุดทั้ง 19 เส้น (เส้น A ถึง S) 20 

6 แผนภาพแสดงค่าความแปรปรวน (λ) ของตัวประกอบหลัก (PC)   30 
7 ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (Loading) ในแต่ละตัวประกอบหลัก (PC) แสดงบน 

ตัวปลา          33 

8 แผนภาพกระจายของการวิเคราะห์รูปร่างระหว่างปลาทู (สัญลักษณ์ ○) และปลาลัง 
(สัญลักษณ์ ∆)         34 

9 แผนภาพกระจายของการวิเคราะห์รูปร่างระหว่างปลาทูและปลาลัง 8 ประชากร      

(สัญลักษณ์ ●: ปลาทูสมุทรสงคราม, ■: ปลาทูเพชรบุรี, ◊: ปลาทูระนอง,                     

∆: ปลาทูตรัง, ○: ปลาลังระนอง, □: ปลาลังพังงา, ◊: ปลาลังภูเก็ต, ∆: ปลาลังสตูล) 34 
10 แผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่างปลาทู 4 ประชากรสร้างโดยโปรแกรม             

TFPGA V.1.3         46 
11 แผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่างปลาลัง 4 ประชากรสร้างโดยโปรแกรม           

TFPGA V.1.3         52 
12 แผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่างปลาทู 4 ประชากรและปลาลัง 4 ประชากร        

สร้างโดยโปรแกรม TFPGA V.1.3       52  
   
ภาพผนวกที่                                                                                                 
 

1  ปริมาณการจับปลาทูและปลาลังในน่านนํ้าไทย ปีพ.ศ. 2542 ถึงปีพ.ศ. 2554  69  
2 มูลค่าการทําประมงปลาทูและปลาลังในน่านนํ้าไทย ปีพ.ศ. 2542 ถึงปีพ.ศ. 2554 69 
3 สถิติการจับปลาทูและปลาลังฝั่งอ่าวไทย ปีพ.ศ. 2542 ถึงปีพ.ศ. 2554  70 
 



(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพผนวกที่          หน้า 
 

4     สถิติการจับปลาทูและปลาลังฝั่งทะเลอันดามัน ปีพ.ศ. 2542 ถึงปีพ.ศ. 2554 70 
    5     แผนที่แสดงพื้นที่มาตรการอนุรักษ์ ทางฝั่งทะเลอันดามัน    71 

6     การแบ่งเขตพื้นที่ทําการประมง ทางฝั่งอ่าวไทย     72 
7     แบ่งเขตพ้ืนที่ทําการประมง ทางฝั่งทางฝั่งทะเลอันดามัน    73 
8     ทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอข้ามชนิด ด้วยเคร่ืองหมาย Rbr-12   74 
9     ทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอข้ามชนิด ด้วยเคร่ืองหมาย Rbr-13   74 
10   ทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอข้ามชนิด ด้วยเคร่ืองหมาย Rbr-14   74 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(6) 

คําอธิบายสัญลักษณ์และคําย่อ 
 

λ = Eigenvalue 
μg = Miccogram 
μl = Microlitre 
A = Number of allele 
Ar = Alleleic richness 
bp = base pairs 
ddH2O = Double-distilled water 
DNA = Deoxynucleic acid 
dNTPs  = deoxynucleotide triphosphate 
EDTA = Ethylenediaminetetraacetic acid 
g = Gram 
HE  = Expected heterozygosity 
HO  = Observed heterozygosity 
HWE = Hardy-Weinberg Equilibrium  
l = Litre 
M = Molar 
mg = Milligram 
ml = Millilitre 
mM = Millimolar 
Ne = Effective population size 
ng = Nanogram 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
PC = Principal component  
PCA = Principal component Analysis 
SSR = Simple Sequence Repeat 
SSLP = Simple Sequence Length Polymorphism 
STMS = Sequence Tagged Microsatellite Site 
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การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ และการประยุกต์ในการศึกษาพันธุศาสตร์
ประชากรปลาทู Rastrelliger brachysoma (Bleeker, 1851) 

และปลาลัง R. kanagurta (Cuvier, 1816) 
 

Development of Microsatellite Markers and Their Application in 
Population Genetics Studies of Short Mackerel Rastrelliger 

brachysoma (Bleeker, 1851) and Indian Mackerel 
R. kanagurta (Cuvier, 1816) 

 

คํานํา 
 
 ปลาทู (Rastrelliger brachysoma) และปลาลัง (R. kanagurta) เป็นทรัพยากรประมง 
ที่สําคัญในน่านนํ้าไทย ทั้งในอ่าวไทยและทะเลอันดามัน ในปี พ.ศ. 2551 ปริมาณการจับปลาทูมี
มูลค่า 3,300 ล้านบาท คิดเป็นร้อยละ 24.5 ของมูลค่าปลาผิวนํ้าทั้งหมดที่จับได้ โดยทางฝั่งทะเล 
อันดามันนั้นปลาทูมีมูลค่าการจับสูงเป็นอันดับหน่ึงคิดเป็นร้อยละ 16.23 จากปลาผิวนํ้าที่มีการทํา
ประมงทั้งสิ้น 19 ชนิด อย่างไรก็ตามปริมาณปลาทู-ลัง ที่จับได้จากฝั่งทะเลอันดามันมีแนวโน้ม
ลดลงตลอดช่วงเวลา 10 ปี ที่ผ่านมา โดยปริมาณปลาทูที่จับได้ในปี พ.ศ. 2551 มีปริมาณลดลงจาก
ที่เคยจับได้ในปี พ.ศ. 2542 ถึงร้อยละ 29.89 (กรมประมง, 2553) การบริหารจัดการประมงที่มี
ประสิทธิภาพจึงมีความจําเป็นในการรักษากําลังผลิตของปลาทูให้ย่ังยืน ซึ่งแนวทางการบริหาร
จัดการทรัพยากรปลาทูและปลาลังที่กรมประมงซึ่งเป็นหน่วยงานผู้รับผิดชอบ ได้ดําเนินการมาโดย
ตลอด คือ การกําหนดห้ามใช้เครื่องมือทําการประมงบางชนิดในฤดูที่ปลามีไข่ วางไข่และเลี้ยงตัว
อ่อนในท้องที่บางแห่ง เช่น ในท้องที่ของเขตจังหวัด ภูเก็ต พังงา กระบ่ีและตรัง ซึ่งการออกมาตร 
การเหล่านี้กรมประมงได้ใช้ข้อมูลลักษณะทางชีววิทยา เช่น (1) ชีววิทยาการสืบพันธ์ุ ได้แก่ ขนาดที่
เริ่มสืบพันธุ์ (size at first maturity) อัตราส่วนเพศ (sex ratio) แหล่งวางไข่และฤดูวางไข่ (2) 
การแพร่กระจายและปริมาณลูกปลาวัยอ่อน และ (3) แหล่งเลี้ยงตัววัยอ่อน  (ไพเราะ, 2541;    
ทัศพล และคณะ 2550) 
 

 อย่างไรก็ตาม การบริหารจัดการทรัพยากรสัตว์นํ้าที่มีประสิทธิภาพและให้ย่ังยืน มีความ
จําเป็นต้องใช้ข้อมูลโครงสร้างของประชากรสัตว์นํ้านั้นๆ ด้วย เน่ืองจากสัตว์นํ้าที่อยู่ในแหล่งทําการ
ประมงส่วนใหญ่เกิดจากหลายประชากร (Mixed stocks) ซึ่งอาจจะมีขนาดและโครงสร้างที่แตกต่าง
กันในแต่ละแหล่งและช่วงเวลา การบริหารการประมงโดยไม่ได้คํานึงถึงข้อเท็จจริงน้ีอาจนําไปสู่การ
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ล่มสลาย ดังมีตัวอย่างในปลาทะเลหลายชนิดในต่างประเทศ  การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรจึงมี
ความสําคัญต่อการกําหนดแนวทางการจัดการบริการทรัพยากรประมง และเมื่อใช้ร่วมกับข้อมูล
ลักษณะทางชีววิทยา จะช่วยสนับสนุนให้การวางมาตรการบริหารจัดการทรัพยากรประมงมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น แต่การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรของปลาทูยังมีน้อยมากและยังมีข้อมูลไม่
เพียงพอต่อการนําไปใช้ประโยชน์ ส่วนในปลาลังยังไม่มีผู้ศึกษา ด้วยเหตุผลที่กล่าวมาน้ีจึงจําเป็นที่
จะต้องศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรปลาทูและปลาลังในแหล่งประมงทางฝั่งทะเลอันดามันเพ่ิมเติม 
เพ่ือรวบรวมข้อมูลพ้ืนฐานและข้อมูลเชิงปริมาณที่เกี่ยวข้องกับลักษณะทางชีววิทยาให้มากพอที่จะใช้
ประโยชน์ในการจัดการทรัพยากรได้ชัดเจนข้ึน 
 
 การจัดการทรัพยากรประมงในปัจจุบันได้ใช้ประโยชน์จากเครื่องหมายดีเอ็นเอในการ
วิเคราะห์โครงสร้างประชากร ศึกษาการอพยพและการประเมินจํานวนประชากรที่เจริญพันธุ์ 
(Effective population size) ไมโครแซทเทลไลท์เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความนิยมใช้กัน
แพร่หลาย มีคุณลักษณะที่ดีกว่าเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดอ่ืนหลายประการ เช่น เป็นเคร่ืองหมายดี
เอ็นเอชนิดข่มร่วม มีความหลากหลายอัลลิลสูง ผลที่ได้น่าเช่ือถือสามารถทําซ้ําได้ แม้ว่าการพัฒนา 
ไมโครแซทเทลไลท์มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง แต่เป็นที่ยอมรับกันว่าการพัฒนาไมโครแซทเทลไลท์เป็น
การลงทุนที่คุ้มค่า สําหรับปลาในวงศ์สะคอมบริดี้ซึ่งมีปลาทูเป็นสมาชิก ได้มีการพัฒนาเครื่องหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอในปลาชนิดอ่ืนๆ เช่น ปลา Spanish mackerel (Scomberomorus 
brasiliensis) (Renshaw et al. 2008) ปลา blue mackerel (Scomber australasicus) และ 
ปลา chub mackerel (Scomber japonicus) (Yagashita and Kobayashi, 2008; Tang et al. 
2009) แต่ยังไม่มีการศึกษาในปลาทู เน่ืองจากปลาทูและปลาลังมีลักษณะภายนอกค่อนข้างใกล้เคียง
กัน ในขณะเก็บตัวอย่างอาจถูกระบุชนิดสลับกันได้ ซึ่งจะทําให้การวิเคราะห์ผลข้อมูลทางพันธุกรรม
ผิดพลาด เพ่ือป้องกันปัญหาดังกล่าว จึงใช้การวิเคราะห์ความแตกต่างของลักษณะทางสัณฐานช่วย
แยกรูปร่างที่ต่างกันระหว่างปลาทั้งสองชนิด  
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วัตถุประสงค์ 
 
 1.  พัฒนาชุดเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอสําหรับปลาทู และปลาลัง 
 
 2.  ศึกษาโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร และประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ปลาทูและปลาลังทางฝั่งทะเลอันดามัน 
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การตรวจเอกสาร 
 

ชีวประวัติของปลาสกุลทู-ลัง (Rastrelliger spp.) 
 

 
 
    
           
  
 

ภาพท่ี 1  ภาพปลาตัวเต็มวัย ก.ปลาทู (R. brachysoma) ข.ปลาลัง (R. kanagurta) 
 

 ปลาทูและปลาลัง (ภาพที่ 1) จัดอยู่ในวงศ์สะคอมบริด้ี (Family Scombridae) ซึ่งอยู่ในวงศ์
เดียวกับ ปลาโอ ปลาทูน่า และปลาอินทรี อยู่ในสกุลราสเทรลลิเกอ (Rastrelliger) ซึ่งมีสมาชิกอยู่ 3 
ชนิดได้แก่ ปลาทู R. brachysoma (Bleeker, 1851) ปลาลัง R. kanagurta (Cuvier, 1816) และ
ปลาลังปากจิ้งจก R. faughni (Matsui, 1967) มีการแพร่กระจายทั่วไปในทะเลเขตร้อนแถบอินโด
แปซิฟิค และมหาสมุทรอินเดีย รวมทั้งในน่านนํ้าไทยทั้งอ่าวไทยและทะเลอันดามัน (ภาพที่ 2) อาศัย
รวมกันเป็นฝูงบริเวณกลางน้ําถึงผิวนํ้า ต้ังแต่บริเวณชายฝั่งถึงความลึกระดับ 200 เมตร อุณหภูมิผิว
นํ้าอยู่ในช่วง 20 ถึง 30 อาศาเซลเซียส (Carpenter and Niem, 2001) ปลาทูและปลาลัง เป็นปลา
ผิวนํ้าสองชนิดในสกุลน้ีที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของไทย ส่วนปลาลังปากจิ้งจกพบได้น้อยมาก 
(ทัศพล และคณะ 2550)  
 

 ในปี พ.ศ. 2551 การทําประมงปลาทูและปลาลังมีปริมาณการจับรวมกันเท่ากับ 202,000 
ตันเป็นมูลค่ากว่า 7,111 ล้านบาท คิดเป็นร้อยละ 40 ของมูลค่าการจับปลาผิวนํ้าทั้งหมด จากสถิติ
การทําประมงของกรมประมงการทําประมงปลาทูและปลาลังเคยมีปริมาณสูงถึง 212,000 ตันในปี 
พ.ศ. 2542 และ พ.ศ. 2548 แต่หลังจากน้ันในปีต่อมาปริมาณการจับก็จะค่อยๆ ลดลงจนเคยตํ่าสุดที่ 
145,000 ตัน หรือคิดเป็นร้อยละ 68 ของปริมาณที่เคยจับได้สูงสุด เมื่อพิจารณาแยกฝ่ังทะเลพบว่า
ปริมาณการจับจากฝั่งอ่าวไทยมีแนวโน้มลดลงตลอดช่วงเวลาสิบปีจาก 150,000 ตัน ในปี พ.ศ. 
2542 เหลือ 93,859 ตันในปี พ.ศ. 2552 แต่อีกสองปีต่อมาปริมาณการจับก็พุ่งสูงขึ้นไปถึง 116,769 
ตันในปี พ.ศ. 2554 หรือเพ่ิมขึ้นถึงร้อยละ 77 ส่วนปริมาณการจับทางฝั่งทะเลอันดามันน้ันมีปริมาณ
น้อยกว่าเมื่อเทียบกับฝั่งอ่าวไทย และมีปริมาณการจับที่ผันผวนในแต่ละปีอยู่ในช่วง 35,000 ถึง 
75,000 ตัน 

ก.ปลาทู (R. brachysoma) ข.ปลาลัง (R. kanagurta) 
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 ปลาทูมีรูปร่างเพรียวยาวคล้ายกระสวย จะงอยปากแหลม มีฟันละเอียดบนขากรรไกรทั้ง
สอง ไม่มีฟันบนเพดานปาก เกล็ดโดยทั่วไปขนาดเล็ก ยกเว้นเกล็ดบริเวณแก้ม ใต้ครีบอก และท้องจะ
มีขนาดใหญ่กว่า ครีบหลังมีสองครีบ ครีบหลังอันแรกมีก้านครีบแข็ง 10-11 ก้าน ครีบหลังที่สองมี
ก้านครีบอ่อน 12-13 ก้าน ครีบก้นมีก้านครีบอ่อน 12 ก้าน ถัดจากครีบหลังและครีบก้น เป็นครีบ
ฝอยข้างละ 5 ครีบ หางรูปแฉกเว้าลึก สีพ้ืนลําตัวด้านบนเป็นสีเขียว ด้านท้องเป็นสีเงินวาว มีจุดสีดํา
ใต้ฐานครีบหลัง เรียงกัน 12-14 จุด ครีบทุกครีบมีสีขาวเหลือง ยกเว้นครีบหลังอันแรกและครีบหางมี
สีคล้ํา ส่วนปลาลัง (R. kanagurta) มีรูปร่างคล้ายปลาทูมาก จนบางคร้ังแยกจากกันได้ยาก แต่
ลักษณะเด่นคือตาโตกว่า ลําตัวเรียวยาวกว่า และจุดสีดําที่ฐานครีบหลังมีประมาณ 16 จุด (กรม
ประมง, 2507) นอกจากน้ีจุดแตกต่างระหว่างรูปร่างปลาทั้งสองเมื่อพิจารณาจากภายนอกคือ ปลาทู
จะมีช่วงหัวยาวน้อยกว่าหรือเท่ากับความลึกลําตัว สัดส่วนความยาวส้อมหางต่อความลึกลําตัว
บริเวณช่องเปิดเหงือกมีค่า 3.7 - 4.3 ขณะที่ปลาลัง มีช่วงหัวยาวมากกว่าความลึกลําตัว สัดส่วน
ความยาวส้อมหางต่อความลึกลําตัวบริเวณช่องเปิดเหงือกมีค่า 4.3 - 5.2 และเมื่อพิจารณาความยาว
ลําไส้กับความยาวส้อมหาง ปลาทูจะมีลําไส้ยาว 3.2 – 3.6 เท่าของความยาวส้อมหาง ส่วนปลาลังจะ
มีค่าเพียง 1.4 – 1.8 เท่า (Carpenter and Niem, 2001)  
  

 นอกจากความคล้ายคลึงของลักษณะร่างกายภายนอกแล้ว ในระดับพันธุกรรมปลาทูและ
ปลาลังมีขนาดไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอใกล้เคียงกันมาก ปลาทูมีขนาด 16,539 bp และปลาลังมี
ขนาด 16,537 bp (Chen et al., 2013; Jondeung and Karinthanyakit, 2010) เมื่อเทียบกับ
ปลาชนิดอ่ืนในวงศ์เดียวกัน ปลา Atlantic chub mackerel (Scomber colias) มีขนาด 16,568 
bp ปลา chub mackerel (S. japonicas) และปลา blue mackerel (S. australasicus) มีขนาด
เท่ากันที่ 16,570 bp  (Catanese et al., 2010) ส่วนปลา Atlantic bluefin tuna (Thynnus 
thynnus) มีขนาด 16,526 bp (Manchado et al., 2004) ปลา Australian spotted mackerel 
(Scomberomorus munroi) มีขนาด 16,796 bp ปลา broadbarred king mackerel 
(Scomberomorus semifasciatus) มีขนาด 16,548 bp (Morgan et al., 2013)  ไมโตคอน    
เดรียลดีเอ็นเอของปลาทู และปลาลัง มีการเรียงตัวของยีนสอดคล้องกับสัตว์มีกระดูกสันหลังทั่วไป มี
องค์ประกอบคือ rRNA 2 ยีน tRNA 22 ยีน ยีนที่แปรรหัสเป็นโปรตีน 13 ยีน และส่วนที่ไม่มีการแปร
รหัส (control region และ D-loop) (Chen et al., 2013; Jondeung and  Karinthanyakit, 
2010) เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระหว่างปลาทั้งสองชนิด โดยเปรียบเทียบส่วนของยีน 
cytB และยีน nd2 พบปลาท้ังสองถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันบนแผนภาพต้นไม้ และมีความใกล้ชิดกับ
ปลาสกุล Scomber มากที่สุด (Jondeung and Karinthanyakit, 2010)  
 



6 
 การศึกษาชีววิทยาการสืบพันธ์ุปลาทูทางฝั่งทะเลอันดามันของ ทัศพล (2550) ได้เสนอ
สมการความสัมพันธ์ระหว่างความยาวตลอดตัวกับนํ้าหนักตัวเท่ากับ W=0.0142TL2.9402 และพบว่า
ปลาทูมีการวางไข่เกือบตลอดทั้งปี แต่มี 2 ช่วงใหญ่คือ ระหว่างเดือน พฤศจิกายน ถึงพฤษภาคม 
และระหว่างเดือนกรกฎาคม ถึงกันยายน ส่วนการศึกษาของ ไพเราะ (2531) พบว่าฤดูวางไข่ของ
ปลาทูในเขตการประมงที่ 1 เริ่มต้ังแต่เดือนกุมภาพันธ์ ทยอยวางไข่เรื่อยไปถึงกรกฎาคม ส่วนในเขต
การประมงที่ 2 และ 3 พบการวางไข่แบ่งเป็น 2 ช่วง ในเขตที่ 2 ช่วงแรกเริ่มจากเดือนธันวาคม ถึง
มิถุนายน ช่วงที่สองเร่ิมจากเดือนสิงหาคม ถึงพฤศจิกายน สําหรับในเขตที่ 3 มีช่วงเวลาใกล้เคียงกัน 
ช่วงแรกเร่ิมจากเดือนธันวาคม ถึงมีนาคม ช่วงที่สองเริ่มจากเดือนพฤษภาคม ถึงพฤศจิกายน ส่วน
ขนาดความยาวแม่ปลาที่เริ่มวางไข่ครั้งแรกในเขตการประมงที่ 1 มีค่าเท่ากับ 19.0 เซนติเมตร ส่วน
ในเขตที่ 2 และ 3 มีค่าใกล้เคียงกันคือ 17.8 และ17.9 เซนติเมตร ตามลําดับ ต่อมาในปี 2541 
ไพเราะ ได้ศึกษาชีววิทยาปลาทูทางฝั่งทะเลอันดามันอีกคร้ัง โดยรวบรวมข้อมูลตั้งแต่ปี พ.ศ. 2529-
2538 รวมเวลา 10 ปี ใช้ตัวอย่างปลาทูทั้งหมด 32,737 ตัว พบว่ามีความเปลี่ยนแปลงของช่วงเวลา
วางไข่ในแต่ละเขตแต่ละปี สอดคล้องกับผลการศึกษาในอ่าวไทย  ที่พบว่าอาจจะช้าหรือเร็วกว่าเดิม
ประมาณ 1 เดือน (พัชรี และนพรัตน์, 2545) โดยทางฝั่งอันดามันน้ีพบว่าอาจมีการวางไข่ก่อนหรือ
หลัง 1-3 เดือน ซึ่งความคลาดเคลื่อนน้ีอาจเกิดจากความผันแปรของสิ่งแวดล้อมในแต่ละปี จึงเป็น
การยากที่จะระบุช่วงเวลาการวางไข่ที่แน่นอนในแต่ละปีของปลาทูในสามเขตการประมงนี้ ส่วนผล
การศึกษาขนาดแรกเริ่มสืบพันธ์ุยังคงสอดคล้องกับการศึกษาเดิมคือ ในเขตการประมงที่ 1 (19.3 
เซนติเมตร) มีขนาดแตกต่างจากเขตการประมงที่ 2 และ 3 (16.95 และ 16.79 เซนติเมตร 
ตามลําดับ) ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกัน  จากข้อมูลช่วงเวลาการวางไข่ และขนาดแม่ปลาเมื่อเริ่มวางไข่ 
จะพบความแตกต่างระหว่างกลุ่มประชากรจากฝั่งอันดามันตอนบน (เขตการประมงท่ี 1) และฝั่งอัน
ดามันตอนล่าง (เขตการประมงที่ 2 และ 3) ซึ่งความต่างน้ีอาจเกิดจากการมีกลุ่มประชากรปลาทูที่
ต่างกัน (ไพเราะ, 2541) 
 

 มีการศึกษาพฤติกรรมการอพยพของปลาทูทางฝั่งทะเลอันดามันของ ดําริห์ และคณะ 
(2527) โดยการปล่อยปลาทูที่ติดเครื่องหมายและจับคืน ได้ทําการทดลองในเขตการประมงท่ี 2 และ 
3 ผลพบว่าปลาที่จับคืนได้จะเดินทางวนเวียนใกล้จุดที่ปล่อย (รัศมี 7-10 ไมล์ทะเล) และมีแนวโน้ม
เคลื่อนที่เข้าหาฝั่ง ในเขตการประมงที่ 2 น้ันจะจับคืนได้ในบริเวณ เกาะยาวใหญ่ เกาะพีพีดอน เกาะ
ลันตาใหญ่ ที่มีระดับนํ้าต้ืนและมีเกาะแก่งมากมาย ส่วนในเขตการประมงที่ 3 พบว่าช่วงเดือน
มกราคม ถึงมีนาคม ปลาทูส่วนใหญ่จะเดินทางไปในทิศตะวันออกเฉียงเหนือเข้าสู่น่านนํ้าจังหวัดตรัง 
ส่วนเดือนเมษายน ถึงพฤษภาคมจะเดินทางขนานแนวชายฝั่งลงไปทางทิศตะวันตกเฉียงใต้เข้าสู่ 
 



7 
น่านนํ้าประเทศมาเลเซีย การศึกษานี้ไม่พบการเดินทางข้ามระหว่างเขตการประมงที่ 2 และ 3 จึง
คาดว่าน่าจะเป็นปลาทูต่างกลุ่มประชากรกัน 
 

 
 

ภาพท่ี 2  การกระจายตัวของปลาทูและปลาลัง   
 

ที่มา:  ดัดแปลงจาก http://www.fao.org/figis/geoserver/factsheets/species.html?                     
species=RAB-m&prj=4326 
 

การจําแนกชนิดปลาโดยใช้ข้อมูลสัณฐานวิทยา 
 

 วิธี Truss network analysis 
 

 การวิเคราะห์ข้อมูลสัณฐานวิทยาด้วยวิธี TRUSS network analysis เป็นการศึกษาสัณฐาน
วิทยาเชิงเรขาคณิต (Geometric morphometrics) โดยจะวัดความแตกต่างของรูปร่าง (body 
form) แบบต่างๆ แทนการวัดเพียงระยะห่างระหว่างจุดสังเกตแต่ละจุดแบบเดิมเริ่มต้นโดยกําหนด
จุดสังเกต (landmark) ที่สังเกตได้ง่าย และมีร่วมกันในทุกตัวอย่างที่ศึกษา ให้ครอบคลุมตัวปลา 
จากน้ันลากเส้นเป็นโครงร่างครอบคลุมทั่วร่างกาย ให้แสดงถึงรูปร่างของปลาที่ศึกษา แล้ววัดความ
ยาวของเส้นโครงร่างเหล่าน้ัน (Jayasankar et al., 2004; Strauss and Bookstein, 1982) 
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 การศึกษา Truss Network อาศัยการวิเคราะห์ตัวประกอบหลัก (Principal Component 
Analysis) เป็นหลักทางสถิติในการลดจํานวนตัวแปรที่มีมากเกินไป ให้เหลือเพียงตัวแปรหลักที่มี
จํานวนลดลงและสามารถอธิบายความแปรปรวนของข้อมูลชุดเดิมที่ต้องการศึกษานั้นได้สะดวกขึ้น 
โดยตัวแปรใหม่ที่สร้างขึ้นเป็นฟังก์ช่ันเชิงเส้นของตัวแปรเดิม และมีจํานวนน้อยกว่าหรือเท่ากับ
จํานวนตัวแปรเดิม ในการวิเคราะห์ข้อมูลที่มีตัวแปรจํานวนมาก ตัวแปรใหม่ หรือตัวประกอบหลัก 
(PC) จะถูกสร้างจากการรวบรวมเอาค่าความแปรปรวนจากตัวแปรเดิมทุกตัวมาไว้ใน ตัวประกอบ
หลักตัวแรก (PC1) ให้มากที่สุด ส่วนตัวประกอบหลักตัวที่สอง (PC2) จนถึงตัวประกอบหลักตัว
สุดท้าย (PCสุดท้าย) ก็จะรวบรวมเอาค่าความแปรปรวนส่วนที่เหลือ และตัวประกอบหลักเหล่าน้ีจะไม่
มีความสัมพันธ์กัน จากวิธีการน้ีค่าความแปรปรวนของตัวประกอบหลักตัวแรก (PC1) จะมีค่าสูงที่สุด 
และลดหลั่นลงไปจนถึงตัวประกอบหลักตัวสุดท้าย (PCสุดท้าย) (กัลยา, 2548) 
  

 ค่าความแปรปรวนของตัวประกอบหลักแต่ละตัวเรียกว่า Eigenvalue (λ) เพ่ือบอกว่าตัว
ประกอบหลักน้ันจะสามารถอธิบายความผันแปรแทนตัวแปรเดิมได้มากน้อยเพียงใด ส่วนการ
พิจารณาจํานวนตัวประกอบหลักที่เหมาะสม จะพิจารณาจากจํานวนตัวประกอบหลักลําดับต้นที่มี
สัดส่วนค่าความแปรปรวนสะสมอย่างตํ่าร้อยละ 80 หรือตัวประกอบหลักลําดับต้นที่มีค่าความ
แปรปรวนสูงกว่าค่าความแปรปรวนเฉลี่ย และเน่ืองจากตัวประกอบหลักที่สร้างใหม่เกิดจากการรวม
เอาความแปรปรวนของตัวแปรเดิมเอาไว้ ค่าที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรเก่าและใหม่น้ี
เรียกว่า ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Loading) ซึ่งจะแสดงถึงอิทธิพลของตัวแปรเดิมแต่ละตัวที่มีต่อ
ตัวประกอบหลักน้ัน ในตัวประกอบหลักใดๆ ถ้าค่า loading ของตัวแปรเดิมตัวใดมีค่ามาก (มากกว่า 
0.5) แสดงว่าตัวแปรเดิมนั้นมีอิทธิพลมากในการสร้างตัวประกอบหลักน้ัน ซึ่งจะถูกใช้เป็นคําอธิบาย
ความหมายของตัวประกอบหลักน้ันๆ ด้วย (กัลยา, 2548) 
 
 ตัวอย่างการใช้ข้อมูลสัณฐานในการศึกษารูปร่างปลาเช่น การศึกษาโครงสร้างประชากรปลา
ลังของอินเดียใช้ข้อมูลสัณฐานจากวิธี TRUSS network analysis ร่วมกับข้อมูลพันธุกรรมจาก
เครื่องหมาย RAPD พบว่าความแปรปรวนของรูปร่างปลาลังจากอินเดีย เกิดจากสัดส่วนความกว้าง
ของลําตัวช่วงครีบหลังที่สองถึงครีบก้น แต่ไม่พบความแตกต่างในระดับพันธุกรรม (Jayasankar et 
al., 2004) การศึกษาปลาซาร์ดีน (Sardina pilchardus) ด้วยข้อมูลสัณฐานจากวิธี TRUSS 
network analysis พบความแตกต่างของรูปร่างปลาระหว่างประชากรตอนเหนือและตอนใต้ของ
ชายฝั่งทะเลแอตแลนติกของโมรอกโค แต่ข้อมูลพันธุกรรมจากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 4 
ตําแหน่ง และลําดับเบสส่วน control region ในไมโตคอนเดรียแสดงว่าทั้งหมดเป็นประชากร
เดียวกัน (Baibai et al., 2012) 
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การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร 
 
 พันธุศาสตร์ประชากรเป็นการศึกษาองค์ประกอบ และการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ
ประชากร ที่เกิดจากปัจจัยต่างๆ โดยเน้นศึกษาความถี่ยีน และสาเหตุการเปลี่ยนแปลงความถี่ยีน 
(สมชัย และ พีระศักดิ์, 2546; อุทัยรัตน์, 2543) โดยความเข้าใจในกระบวนการเปลี่ยนแปลง
พันธุกรรมระดับประชากรนี้ทําให้นักเพาะเลี้ยง นักจัดการทรัพยากร หรือนักอนุรักษ์สามารถวาง
แผนการจัดการประชากรสัตว์นํ้าในทิศทางที่จะรักษาความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ (วันศุกร์, 
2551) 
 
 ประชากรในอุดมคติสําหรับการศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร ตามท่ีฮาร์ด้ีและไวน์เบอร์ก 
กล่าวไว้มีเงื่อนไขคือ 1) เป็นประชากรขนาดใหญ่ 2) มีการผสมพันธ์ุอย่างสุ่ม 3) ไม่มีการคัดเลือกทั้ง
ทางตรงและทางอ้อม 4) ไม่มีการกลายพันธ์ุ และ 5) สมาชิกไม่มีการอพยพเข้าออก หากประชากร
อยู่ในเงื่อนไขน้ีแล้วจะทําให้ความถี่ยีน และความถี่จีโนไทป์คงที่ในทุกช่ัวอายุ (อุทัยรัตน์, 2543) 
 
 โครงสร้างของประชากร เกิดจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันถูกแยกออกเป็นกลุ่มประชากรย่อย  
และลดระดับการถ่ายเทยีนระหว่างกัน เน่ืองจากหลายสาเหตุ เช่น สิ่งกีดขวางทางภูมิศาสตร์ 
ระยะห่างระหว่างถิ่นครอบครองของแต่ละประชากร พฤติกรรมการอพยพ เป็นต้น โครงสร้างที่
เกิดขึ้นสามารถอธิบายได้ด้วยแบบจําลองหลายแบบ เช่น Mainland-island model, Island 
model, Stepping stone model และ Metapopulation model (Frankham, 2002) 
 
 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมภายใน
ประชากร ใช้ตัวแปรหลายตัว ได้แก่  
 
  จํานวนอัลลิลเฉลี่ยต่อตําแหน่ง (Average number of allele per locus) โดยนับ
จํานวนอัลลิลที่มีทั้งหมดจากเคร่ืองหมายทุกตําแหน่ง แล้วหารด้วยจํานวนตําแหน่งเครื่องหมาย
ทั้งหมด 
   
  ค่า Allelic richness (Ar) บอกถึงจํานวนอัลลิลต่อตําแหน่งที่เป็นอิสระจากจํานวน
ตัวอย่าง ใช้เปรียบเทียบจํานวนอัลลิลในกรณีที่ตัวอย่างมีจํานวนไม่เท่ากัน (Kalinowski, 2004) 
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  ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี (Heterozygosity) บอกจํานวนความถี่ยีนที่มีสภาพเป็นเฮต-
เทอโรไซกัส แบ่งได้เป็นสองค่าคือ ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกต (observed 
heterozygosity, HO) ที่ได้จากการนับจํานวนตัวอย่างโดยตรงที่มีสภาพเป็นเฮตเทอโรไซกัส และค่า
เฮตเทอโรไซโกซิตีจากการคาดหมาย (expected heterozygosity, HE) ที่ได้จากการคํานวณจาก
ความถี่อัลลิล โดยต้ังสมมติฐานว่าประชากรน้ันอยู่ในสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบอร์ก 
 
 ส่วนค่าที่ใช้แสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างประชากร ได้แก่ 
 
  ค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (Genetic distance) ได้จากการวัดความแตกต่างทาง
พันธุกรรมของความถี่อัลลิลของสองประชากร (Frankham et al., 2002) 
 
  ค่าสัมประสิทธ์ิเอฟ (F-coefficients) แสดงถึงความสัมพันธ์ุของอัลลิลภายใน
ประชากร ซึ่งสามารถบอกได้ว่าประชากรน้ันแบ่งออกเป็นประชากรย่อยหรือไม่ โดยแบ่งความผัน
แปรทางพันธุกรรมเป็นระดับสามระดับ ระดับประชากรท้ังหมด ระดับประชากรย่อย และระดับ
ตัวอย่าง 
 
  FST เป็นค่าที่วัดระดับความแตกต่างของความถี่อัลลิลในประชากรต่างๆ เพ่ือดูว่ามี
การแบ่งเป็นประชากรย่อยจริงหรือไม่ 
 
  FIS และFIT เป็นค่าที่วัดระดับความเบี่ยงเบนจากสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบอร์กของ
ประชากรย่อย และประชากรทั้งหมด ตามลําดับ หากมีค่าเป็นบวกแสดงถึงมีความถี่ของเฮตเทอโร-
ไซโกตน้อยกว่าที่ควร ซึ่งอาจเป็นผลของการผสมเลือดชิดในประชากร หรือการรวมตัวอย่างมากกว่า
หน่ึงแหล่งเข้าด้วยกัน (Wahlund’s effect) แต่หากมีค่าเป็นลบหมายถึงมีความถ่ีของเฮตเทอโรไซ-
โกตมากกว่าที่ควรจะเป็น มีสูตรคํานวณดังน้ี (Allendorf and Luikart, 2007) 
 

FST = 1 – (HS/HT)  (1) 
 

FIS = 1 – (HO/HS)  (2) 
 

FIT = 1 – (HO/HT)  (3) 
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  เมื่อ HS เป็นค่าเฉลี่ยของค่าคาดหวังเฮตเทอไซโกซิตี้ของแต่ละประชากรย่อย 
 
  เมื่อ HT เป็นค่าเฉลี่ยของค่าคาดหวังเฮตเทอไซโกซิตี้รวมทั้งประชากร 
 
  เมื่อ HO เป็นค่าเฉลี่ยของค่าสังเกตเฮตเทอไซโกซิต้ีของแต่ละประชากรย่อย 
 
 นอกจากใช้ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมแล้วยังมีค่าอ่ืนๆ ที่ใช้ประเมินสภาวะทาง
พันธุกรรมของประชากรปลาท่ีศึกษา ดังนี้  
 
  ค่า Effective population size (Ne) เป็นค่าที่สะท้อนจํานวนสมาชิกที่มีโอกาส
ถ่ายทอดพันธุกรรมสู่รุ่นต่อไปสําเร็จ แสดงถึงจํานวนพ่อแม่พันธ์ุในประชากรนั้น ใช้เพ่ือดูแนวโน้ม
ความยั่งยืนของประชากรปลา ค่าน้ีจะตํ่ากว่าจํานวนประชากรจากการแจงนับ สิ่งที่มีผลต่อค่า Ne 
ได้แก่ สัดส่วนเพศของพ่อแม่พันธุ์ จํานวนลูกที่ได้จากแต่ละครอบครัวที่ไม่เท่ากัน จํานวนพ่อแม่พันธ์ุ
ในแต่ละชั่วอายุที่ไม่เท่ากัน การมีชั่วอายุที่มากกว่าหน่ึงช่ัวปนกันในประชากร (Allendorf and 
Luikart, 2007) 
  
  การทดสอบสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบอร์ก (Hardy-Weinberg equilibrium) เพ่ือดูว่า
ประชากรที่ศึกษานั้นได้รับอิทธิพลจากสาเหตุใดบ้างที่ทําให้พันธุกรรมของประชากรน้ันเปลี่ยนแปลง
ประชากรตามทฤษฎีของฮาร์ดีและไวน์เบอร์กน้ีมีเง่ือนไขอยู่ 5 ประการคือ 1) ประชากรมีขนาดใหญ่ 
2) มีการผสมพันธุ์อย่างสุ่ม 3) ไม่มีการคัดเลือก 4) ไม่มีการกลายเกิดขึ้น และ5) ประชากรไม่มีการ
อพยพ หากเป็นไปตามเงื่อนไขเหล่าน้ีแล้วประชากรน้ันจะมีความถี่ยีน และความถี่อัลลิลคงที่จากช่ัว
อายุหน่ึงสู่ช่ัวอายุหน่ึง เรียกว่าประชากรนั้นอยู่ในสมดุลฮาร์ดีและไวน์เบอร์ก แต่ในความเป็นจริงแล้ว
ประชากรในธรรมชาติอาจจะไม่เป็นไปตามเง่ือนไขเหล่าน้ีทั้งหมด (Allendorf and Luikart, 2007)  
 
  การทดสอบความเป็นอิสระของเครื่องหมาย (Linkage disequilibrium) เป็นการ
ทดสอบว่าจีโนไทป์ที่เครื่องหมายตําแหน่งหน่ึงเป็นอิสระจากจีโนไทป์ของเคร่ืองหมายตําแหน่งอื่น
หรือไม่ หากเครื่องหมายที่ศึกษาไม่เป็นอิสระต่อกันแล้ว การนําเครื่องหมายน้ันมาใช้ก็ไม่มีประโยชน์ 
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การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรปลาทะเล 
 
 ปลาทะเลทั่วไปทั้งปลาหน้าดินและปลาผิวนํ้ามักพบความแตกต่างระหว่างประชากรน้อย
หรือเป็นประชากรเดียว เนื่องจากปัจจัยชีววิทยาหลายประการ เช่น มีประชากรขนาดใหญ่ การ
แพร่กระจายของไข่และลูกปลาวัยอ่อนเป็นระยะไกล และปัจจัยภูมิศาสตร์ เช่น การไหลของ
กระแสนํ้า และการที่ไม่มีสิ่งกีดขวางทางภูมิศาสตร์ ปัจจัยเหล่าน้ีล้วนเก้ือหนุนให้มีการถ่ายเทยีน
ระหว่างประชากร ทําให้ไม่มีความแตกต่างระหว่างประชากร หรือมีโครงสร้างประชากรที่ไม่ชัดเจน 
ซึ่งมีรายงานในปลาหลายชนิด เช่น ปลา Red snapper (Lutjanus campechanus) จากบริเวณ
แหลมฟลอริดาและอ่าวเม็กซิโก ซึ่ง Gerber et al. (2004) ยืนยันด้วยผลการศึกษาในส่วนไมโตคอน
เดรียลดีเอ็นเอว่าปลาในบริเวณที่เก็บตัวอย่างทั้งหมดเป็นประชากรเดียว ส่วนปลา Atlantic cod 
(Gadus morhua) โดย Carr et al. (1995) ศึกษาโครงสร้างในแหล่งประมงสองแหล่งบริเวณ 
Newfoundland ประเทศแคนาดา ทั้งน้ีเคยมีรายงานว่าประชากรในอ่าว Trinity Bay มีการอพยพ
และมีพฤติกรรมวางไข่ที่แตกต่างจากประชากรบริเวณชายฝั่ง Grand Bank แต่จากการวิเคราะห์  ไม
โตคอนเดรียลดีเอ็นเอ ไม่พบความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างปลาทั้งสองกลุ่ม นอกจากน้ีมี
หลักฐานสนับสนุนจากการทําเคร่ืองหมายกายภาพ จึงคาดว่าปลาทั้งสองกลุ่มมีการเคลื่อนย้าย
ระหว่างกลุ่มค่อนข้างสมํ่าเสมอ  
 
 ในประชากรปลา Walleye pollock (Theragra chalcogramma) น้ันมีรายงานว่าพบ
ความแตกต่างเล็กน้อยระหว่างประชากรที่อยู่ใกล้ชิดกัน ในบริเวณมหาสมุทรแปซิฟิคเหนือและทะเล
แบริ่งบริเวณรัฐอะลาสก้า แต่มีความต่างสูงระหว่างประชากรที่ห่างกันมาก (ประชากรจากประเทศ
ญี่ปุ่น เทียบกับประเทศสหรัฐอเมริกา) และสรุปว่าประชากรปลากลุ่มน้ีมีรูปแบบการถ่ายเทยีนแบบ 
stepping-stone model (O’Reilly et al., 2004) 
 สําหรับปลาในวงศ์สคอมบริดีมีตัวอย่างการศึกษาโดย Zardoya et al. (2004) ใช้ลําดับ    
นิวคลีโอไทด์ของ control region บนไมโตคอนเดรีย ขนาด 272 คู่เบสในปลา Mackerel 
(Scomber scombrus) และขนาด 387 คู่เบสในปลา Chub mackerel (S. japonicus) เพ่ือศึกษา
พันธุศาสตร์ประชากรของปลาทั้งคู่ในทะเลเมดิเตอร์เรเนียนที่ครอบคลุมต้ังแต่ประเทศกรีซ อิตาลี ถึง
ประเทศสเปน ซึ่งปลาทั้งสองชนิดเป็นปลาที่อยู่ครอบครัวเดียวกับปลาทู ผลการศึกษาพบว่ามีการ
ถ่ายเทยีนระหว่างปลา Chub mackerel ในทะเลเมดิเตอร์เรเนียนและประชากรมหาสมุทรแอต- 
แลนติคทําให้ปลาทั้งสองแหล่งไม่มีความแตกต่างระหว่างประชากร ในขณะที่ปลา Mackerel ที่
อาศัยในบริเวณเดียวกันแบ่งเป็นกลุ่มย่อยสองกลุ่มคือ กลุ่มเมดิเตอร์เรเนียนตะวันออก (กรีซ-อิตาลี) 
และกลุ่มเมดิเตอร์เรเนียนตะวันตก (สเปน) ซึ่งประชากรกลุ่มสเปนไม่มีความแตกต่างกับประชากรใน 
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มหาสมุทรแอตแลนติค สรุปว่าปลาทั้งสองชนิดแม้ว่าจะมีความใกล้ชิดกันมากเพราะอยู่ในสกุล
เดียวกันคือสกุลสคอมเบอร์ และอาศัยอยู่ในบริเวณเดียวกัน แต่มีชีวประวัติหรือแบบแผนการอพยพ
ต่างกันจนส่งผลต่อการเกิดโครงสร้างประชากรได้ 
 
 การศึกษาโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรปลาทูในอ่าวไทย 
 
 การศึกษาโครงสร้างประชากรปลาทูในอ่าวไทย เริ่มจากการใช้ลักษณะภายนอก ได้แก่ 
ลักษณะสัดส่วนลําตัว (ผุศดี และวีระวัฒน์, 2508; วีระวัฒน์ และรัตนา, 2515 ถูกอ้างใน รัตนา, 
2528) และลักษณะที่นับได้ เช่น จํานวนก้านครีบ จํานวนซี่เหงือก (บุญชัย, 2523) การติด
เครื่องหมายปลาทูเพื่อดูการอพยพ (Somjaiwong and Chullasorn, 1974; ดําริห์, 2523) แต่ผล
การศึกษาเหล่าน้ีไม่อาจสรุปผลได้ชัดเจนเก่ียวกับการพบโครงสร้างประชากร อาจเน่ืองจากลักษณะ
เหล่านี้เป็นลักษณะปรากฎที่ขึ้นกับขนาดและอายุปลาที่นํามาศึกษา รวมทั้งปัจจัยอ่ืนจากสิ่งแวดล้อม
เข้ามาเกี่ยวข้อง  ต่อมาจึงมีการศึกษาจากซีรั่มโปรตีนชนิดทรานส์เฟอริน (Transferrin serum 
protein) (รัตนา, 2524) โดยใช้ปลาทูจากจังหวัดชุมพรและตราด ผลการศึกษาพบว่าทั้งสอง
ประชากรมีความถี่อัลลิลเหมือนกัน และไม่อยู่ในสมดุลของฮาร์ดีไวน์เบอร์ก จึงคาดว่ามีประชากร
ปลาทูมากกว่าหน่ึงอนุประชากรผสมกันอยู่ แต่ยังไม่สามารถสรุปได้เน่ืองจากข้อมูลไม่เพียงพอ ต่อมา 
รัตนา (2525) ได้เปลี่ยนมาใช้ไอโซไซม์ LDH (Lactase dehydrogenase) ในการศึกษาแทน เพราะ
มีความสะดวกมากกว่าในการเก็บตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่า ประชากรปลาทูจากชุมพรและตราดมี
ความถี่อัลลิลเหมือนกัน จึงคาดว่าเป็นกลุ่มประชากรเดียวกัน แต่ก็ยังไม่สามารถสรุปได้ว่าประชากร
ปลาทูจากทั้งสองฝั่งอ่าวไทยเหมือนกัน เน่ืองจากผลที่ได้เกิดจากการเก็บตัวอย่างเพียงคร้ังเดียวจาก
จุดเดียว นอกจากน้ีผลการศึกษาโดยใช้ไอโซไซม์ชนิดแอลดีเอชของ รัตนา (2524, 2525) ยังพบ
ความเป็นไปได้ที่จะเกิดลูกผสมข้ามสายพันธ์ุ ระหว่างปลาทูและปลาลัง จึงแนะนําให้มีการทดลอง
ผสมเทียม หรือศึกษาคาริโอไทป์ เพื่อดูความเป็นไปได้ที่จะมีการผสมข้าม ต่อมาในปี 2528 รัตนา ได้
ใช้ ไอโซไซม์ชนิดแอลดีเอช ศึกษาโครงสร้างประชากรปลาทูจากอ่าวไทยตอนใน บริเวณอําเภอบาง
ปะกง จังหวัดฉะเชิงเทรา อําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี และจังหวัดสมุทรสงคราม ผลพบว่ามีโครงสร้าง
ประชากร พบอนุประชากรมากว่าหนึ่งกลุ่มอยู่รวมกัน   
 
 ต่อมาได้มีการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาทูด้วย
เทคนิค Inter-simple sequence repeat (ISSR) จํานวน 49 ตําแหน่งของ ธีระรักษ์ (2551) โดย
เก็บตัวอย่าง จากอ่าวไทย (สงขลา สุราษฎร์ธานี ประจวบคีรีขันธ์ สมุทรสงคราม ระยอง จันทบุรี) 
และทะเลอันดามัน (สตูล และ กระบ่ี) พบว่ามีความหลากหลายค่อนข้างสูง และมีความแตกต่าง 
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ระหว่างประชากรอ่าวไทยและอันดามัน และแบ่งประชากรปลาทูเป็นสามกลุ่มคือ อ่าวไทยตอนบน 
(สุราษฎร์ธานี ประจวบคีรีขันธ์ สมุทรสงคราม ระยอง จันทบุรี) อ่าวไทยตอนล่าง (สงขลา) และทะเล
อันดามัน (สตูล และ กระบี่) แต่ผลการศึกษานี้กลับตรวจไม่พบโครงสร้างประชากรปลาทูบริเวณอ่าว
ไทยตอนใน ตามที่ รัตนา (2528) ได้รายงานไว้ 
 
 ในการศึกษาพฤติกรรมการอพยพของปลาทูในอ่าวไทยของ Somjaiwong and 
Chullasorn (1974) ที่ทดลองติดเครื่องหมายปลาทูแล้วปล่อยคืน โดยทําการทดลองต้ังแต่ปี พ.ศ. 
2503 ถึง พ.ศ. 2508 ได้ติดเครื่องหมายปลาจํานวน 26,864 ตัว และปล่อยปลาในสามพ้ืนที่ได้แก่ 
พ้ืนที่ที่ 1 อ่าวไทยฝั่งตะวันออก (ระยอง จันทบุรี และตราด) พื้นที่ที่ 2 อ่าวไทยตอนใน (ชลบุรี 
สมุทรปราการ สมุทรสาคร สมุทรสงคราม และเพชรบุรี) และพ้ืนที่ที่ 3 อ่าวไทยฝั่งตะวันตก 
(ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร และสุราษฎร์ธานี) สามารถจับปลาคืนได้ 4,191 ตัว (15.6%) ผลการศึกษา
พบว่าปลาทูมีระยะทางว่ายนํ้าเฉลี่ย 1.3 ไมล์ทะเลต่อวัน และมีพฤติกรรมการอพยพแตกต่างกันตาม
ขนาดของปลา กล่าวคือปลาขนาดเล็กจะมีอัตราการอพยพที่ช้าและมักจับคืนได้ใกล้กับบริเวณท่ี
ปล่อย เน่ืองจากว่ายนํ้าเพ่ือหาอาหารเท่าน้ัน ต่างจากปลาขนาดใหญ่ที่อพยพด้วยอัตราเร็ว และ
ระยะทางที่มากกว่าเพื่อไปสู่พ้ืนที่วางไข่บริเวณอ่าวไทยฝั่งตะวันตก (พ้ืนที่ที่ 3) ส่วนทิศทางการอพยพ
น้ันพบว่าปลาที่ปล่อย ณ จุดปล่อยที่ 1 และ 3 จะอพยพเข้าสู่พ้ืนที่ที่ 2 ส่วนปลาจากจุดปล่อยที่ 2 
จะอพยพเข้าสู่พ้ืนที่ที่ 3 เท่าน้ัน ไม่พบการอพยพไปสู่พ้ืนที่ที่ 1 และไม่พบการอพยพข้ามระหว่าง
พ้ืนที่ที่ 1 และ 3 จึงเกิดสมมติฐานว่าปลาทูจากอ่าวไทยฝั่งตะวันออกและฝั่งตะวันตก เป็นคนละกลุ่ม
ประชากรย่อยกัน ซึ่งสอดคล้องกับผุศดีและวีระวัฒน์ (2508) ที่ต้ังข้อสันนิษฐานว่าปลาทูในอ่าวไทย
น่าจะมีการแยกเป็นสองกลุ่มคือฝั่งตะวันออกและตะวันตก เนื่องจากความสัมพันธ์ระหว่างความยาว
และน้ําหนักของปลาทูจากทั้งสองแหล่งแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ และสอดคล้องกับ อุรุพันธ์ (2509) 
ที่กล่าวว่าแหล่งวางไข่ของปลาทูในอ่าวไทยมีสองแหล่ง คือบริเวณจังหวัดตราดล้ําเข้าไปในน่านนํ้า
กัมพูชาแหล่งหน่ึง ส่วนอีกแหล่งคือบริเวณชายฝั่งตะวันตกต้ังแต่ประจวบคีรีขันธ์ เรื่อยลงมาถึง       
สุราษฎร์ธานี  
  
 การศึกษาโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรปลาทูทางฝั่งทะเลอันดามัน 
 
 ส่วนทางฝั่งทะเลอันดามันผลการศึกษาฤดูวางไข่ และขนาดแม่ปลาเมื่อเริ่มวางไข่ (ไพเราะ, 
2531; ไพเราะ, 2541) พบว่าปลาทูทางฝั่งอันดามันตอนบน (เขตการประมงที่ 1) น่าจะเป็นคนละ
กลุ่มประชากรกับปลาทูทางฝั่งทะเลอันดามันตอนล่าง (เขตการประมงท่ี 2 และ 3) และผลการ
ทดลองติดเครื่องหมาย โดยดําริห์ และคณะ (2527) คาดว่าปลาทูทางฝั่งทะเลอันดามันตอนล่าง อาจ 
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ประกอบไปด้วยปลาทู 2 กลุ่มประชากรย่อย เน่ืองจากไม่พบการเคลื่อนที่ข้ามไปมาระหว่างเขตการ
ประมงที่ 2 และ 3 แต่รายงานของวีระ และจํานอง (2539) ซึ่งใช้เกณฑ์การแบ่งกลุ่มประชากรปลาทู
ตามรายงานของ BOBP (1987) กลับมีความเห็นแย้งว่าปลาทูทางฝั่งทะเลอันดามันตอนล่างน่าจะ
เป็นประชากรกลุ่มเดียวกัน   
 
 รายงานของวีระ และจํานอง (2539) น้ันสอดคล้องกับรายงานการประชุม The 3rd 
working group on mackerel and scads in the Malacca Straits, FAO/BOBP ที่แบ่งกลุ่ม
ประชากรปลาทูในบริเวณช่องแคบมะละกาได้ 3 กลุ่ม คือ 1) กลุ่มที่แพร่กระจายทางด้านตะวันออก
ของเกาะสุมาตรา ประเทศอินโดนีเซีย ถึงตอนใต้ของเกาะปีนังประเทศมาเลเซีย 2) กลุ่มที่
แพร่กระจายบริเวณตอนล่างของประเทศพม่า ถึงจังหวัดระนอง 3) กลุ่มที่แพร่กระจายจากอ่าวพังงา-
กระบ่ี จนถึงบริเวณหนือเกาะปีนัง (BOBP, 1987) และสอดคล้องกับการศึกษาโดยเคร่ืองหมาย ISSR 
ของธีระรักษ์ และ ศานิต (2551) ที่ไม่พบความแตกต่างระหว่างประชากรปลาทูจากจังหวัดกระบี่ 
และสตูล 
 
 สรุปการศึกษาท่ีผ่านมาในทะเลอันดามันพบว่าประชากรปลาทูบริเวณชายแดนไทย-พม่ามี
ความต่างจากบริเวณอ่ืน แต่ยังมีความสับสนในการจําแนกประชากรปลาทูบริเวณทะเลอันดามัน
ตอนล่าง เน่ืองจากความไม่สมบูรณ์ของข้อมูลกล่าวคือ ผลการศึกษาของ ไพเราะ ( 2531, 2541)   
ใช้ขนาดแม่ปลาเมื่อเริ่มวางไข่ ซึ่งเป็นลักษณะปรากฏที่อาจได้รับอิทธิพลความแปรปรวนที่เกิดจาก
สิ่งแวดล้อม หากมีการใช้ข้อมูลพันธุกรรมน่าจะช่วยให้ข้อมูลน่าเช่ือถือยิ่งขึ้น ส่วนผลการศึกษาของ
ดําริห์ และคณะ (2527) ในบางพื้นที่มีการทดลองเพียงครั้งเดียว และบางพ้ืนที่มีปลาที่ติด
เครื่องหมายถูกจับคืนได้น้อยมากเพียงร้อยละ 1 นอกจากน้ีผลจากการใช้ปลาขนาดเล็กอาจทําให้ไม่
สามารถเห็นการอพยพข้ามเขต ผลการทดลองเหล่านี้จึงเป็นข้อมูลเบ้ืองต้นที่ต้องการการทดลองซ้ํา
เพ่ือยืนยันผล สําหรับรายงานของวีระ และจํานอง (2539) ใช้การสรุปข้อมูลพฤติกรรมปลาทูฝั่งอ่าว
ไทย ข้อมูลสภาพภูมิศาสตร์ และการสังเกตวิธีทําการประมงของเรืออวนล้อมจับ แต่ยังขาดการ
ทดลองเพื่อสนับสนุนแนวคิดน้ัน และการใช้เครื่องหมายพันธุกรรมไอเอสเอสอาร์ จํานวน 49 
ตําแหน่งของ ธีระรักษ์ (2551) อาจมีกําลังไม่เพียงพอในการแยกแยะความแตกต่างทางพันธุกรรม 
อีกทั้งการศึกษานี้เก็บตัวอย่างจากจังหวัดกระบ่ีและสตูล ทําให้ขาดการวิเคราะห์ข้อมูลภาพรวมของ
โครงสร้างประชากรปลาทูตลอดแนวชายฝั่งทะเลอันดามัน 
 
 จากรายงานการศึกษาโครงสร้างประชากรที่ผ่านมาทั้งหมดจะพบว่า ความสามารถในการ
ตรวจพบโครงสร้างประชากรนั้นขึ้นอยู่กับลักษณะที่นํามาศึกษา หรือกําลังในการตรวจสอบของ
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เครื่องหมายทางพันธุกรรมแต่ละชนิดที่ใช้ รวมถึงความแตกต่างของช่วงเวลาการเก็บตัวอย่าง และ
การเลือกแหล่งเก็บตัวอย่างที่ครอบคลุมพ้ืนที่ทั้งหมดเพื่อใช้เป็นตัวแทนในการศึกษา  
 
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์และการใช้ศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร 
  
 ไมโครแซทเทลไลท์ หมายถึงส่วนของดีเอ็นเอที่มีการเรียงตัวของลําดับนิวคลิโอไทด์ที่ซ้ํากัน
จํานวนต้ังแต่ 1 ถึง 6 เบส และมีจํานวนไม่เกิน 100 หน่วย แต่ละชุดซ้ําเรียงต่อกันอยู่ในทิศทาง
เดียวกันตลอด พบกระจายทั่วไปในจีโนมสัตว์มีกระดูกสันหลัง  โดยพบทั้งในส่วนจีโนมที่ไม่ได้สร้าง
โปรตีนและภายในส่วนของยีนที่สร้างโปรตีน และมีความแปรปรวนในระดับสูง รูปแบบชุดซ้ําของ   
ไมโครแซทเทลไลท์ แบ่งได้ 3 แบบคือ แบบชุดซ้ําที่สมบูรณ์ เป็นไมโครแซทเทลไลท์ที่มีชุดซ้ําเพียง
แบบเดียวติดต่อกัน เช่น (CT)20 หรือ (GAT)20 ถ้ามีนิวคลิโอไทด์อื่นแทรกอยู่ภายในทําให้ชุดซ้ําขาด
ช่วงจะถูกเรียกว่า เป็นแบบชุดซ้ําที่ไม่สมบูรณ์ เช่น (CT)20AG(CT)25  และแบบสุดท้ายเป็นไมโคร- 
แซทเทลไลท์ที่ประกอบด้วยชุดซ้ําที่มากกว่าหน่ึงชุดติดต่อกัน เรียกว่าชุดซ้ําแบบผสม เช่น  
(CT)20(GA)20 และ (CAG)20(AG)20 เป็นต้น ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดจะมีลําดับนิวคลิโอไทด์ซ้ําเหล่าน้ี
แตกต่างกัน คาดว่าเกิดจากการเพิ่มขึ้นของช้ินส่วนดีเอ็นเอเนื่องจากการลื่นไถลของสายดีเอ็นเอ
ระหว่างการจําลองตัว (Schlötterer and Harr, 2001) เน่ืองจากไมโครแซทเทลไลท์มีลักษณะเป็น
ลําดับนิวคลิโอไทด์ซ้ําน้ีเอง จึงมีช่ือเรียกอื่นเช่น Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ Simple 
Sequence Length Polymorphism (SSLP) และ Sequence Tagged Microsatellite Site 
(STMS) (Liu and Cordes, 2004) ข้อดีของการใช้ไมโครแซทเทลไลท์ คือเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ี
ให้ความแตกต่างสูง สามารถบอกสภาพการข่มร่วมของยีน ทําให้ระบุจีโนไทพ์ได้ชัดว่าเป็นโฮโมไซโกต
หรือ เฮตเทอโรไซโกต การวิเคราะห์จีโนไทพ์สามารถทําได้ง่ายโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ ซึ่งต้องการ
ปริมาณ ดีเอ็นเอเริ่มต้นเพียงเล็กน้อย และทําซ้ําโดยผลท่ีได้ไม่เปลี่ยนแปลง  อีกทั้งไพรเมอร์ที่จําเพาะ
ในแต่ละตําแหน่งของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ สามารถนําไปใช้ได้โดยทั่วไป เพียงแค่ทราบ
ลําดับนิวคลิโอไทด์ของไพรเมอร์ นอกจากน้ีสิ่งมีชีวิตต่างชนิดที่มีความใกล้ชิดทางวิวัฒนาการที่จัดอยู่
ในวงศ์ ครอบครัวหรือสกุลเดียวกันจะมีลําดับเบสขนาบข้างไมโครแซทเทลไลท์ที่พบร่วมกันหลาย
ตําแหน่ง จึงสามารถใช้ไมโครแซทเทลไลท์ไพรเมอร์ร่วมกันได้ เช่น กลุ่มปลาดุก ปลาสวาย 
(Pangasius hypophthalmus) และปลาบึก (Pangasianodon gigas) ซึ่งอยู่ในวงศ์ 
Siluriformes (Sukkorntong et al. 2008) กลุ่มปลาแซลมอลและปลาเทร้า ในครอบครัว 
Salmonidae (Coulibaly et al. 2005) และกลุ่มปลาแมคเคอเรล ในสกุล Scomber (Tang et 
al. 2009) เป็นต้น 
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 การใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ศึกษาโครงสร้างประชากรปลา Atlantic cod 
(Gadus morhua) โดย Ruzzante et al. (2000) ในบริเวณ Newfoundland และ Labrador 
ประเทศแคนาดา พบความแตกต่างทางพันธุกรรมของประชากร 5 กลุ่ม และเขายังคาดว่าน่าจะมี
ประชากรปลาคอด ที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมหลงเหลืออยู่อีกในบริเวณนี้ จากการศึกษานี้
แสดงให้เห็นว่าการเลือกชนิดเคร่ืองหมายในการศึกษามีผลต่อการตรวจพบโครงสร้างประชากร 
 
 การศึกษาประชากรปลาทูน่าครีบนํ้าเงิน (Thunnus thynnus thynnus) ในทะเลเมดิเตอร์
เรเนียน โดย Carlsson et al. (2004) ใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 9 ตําแหน่ง และลําดับ    
นิวคลีโอไทด์ของ control region บนไมโตคอนเดรีย ขนาด 868 คู่เบส วิเคราะห์ตัวอย่างที่รวบรวม
จากแหล่งเดียวกันเป็นเวลา 5 ปี ได้รายงานว่าไม่พบความแตกต่างทางพันธุกรรมของตัวอย่างปลาที่
เก็บต่างปีในแหล่งเดียวกันกัน แต่ตัวอย่างปลาทูน่าครีบนํ้าเงิน จากแหล่งต่างกันมีพันธุกรรมแตกต่าง
กันอย่างมีนัยสําคัญ ผู้วิจัยสรุปว่าปลาปลาทูน่าครีบนํ้าเงิน ในทะเลเมดิเตอร์เรเนียนมีการแบ่งเป็น
ประชากรย่อยและมีการผสมพันธุ์เฉพาะในกลุ่มย่อย 
 
 ในปลา Walleye Pollock ผู้วิจัยพบว่าความสามารถในการจําแนกความต่างระหว่าง
ประชากร แปรผกผันกับสภาวะหลากรูปแบบของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์  ซึ่งเป็นผลจาก   
โฮโมเพลซี่ (size homoplasy) ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่มีสภาวะหลากรูปแบบสูงมาก 
ทําให้สามารถพบอัลลิลที่มีขนาดเท่ากันที่ไม่ได้มาจากบรรพบุรุษเดียวกันได้มากขึ้น ส่งผลให้การ
ประมาณค่าความต่างทางพันธุกรรมมีค่าน้อยลง การศึกษานี้จึงแนะนําว่าควรใช้เครื่องหมายที่มี
สภาวะหลากรูปแบบระดับปานกลาง ในการจําแนกประชากรที่มีประชากรขนาดใหญ่ มีการกระจาย
ตัวกว้าง และมีความต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรน้อย (O’Reilly et al., 2004)  
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอย่าง 
 
 ตัวอย่างปลาทูฝั่งอ่าวไทยถูกรวบรวมจากผู้ประกอบการโป๊ะปลาทูแม่กลอง จังหวัด
สมุทรสงครามในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2553 และจากเรือประมงที่ขึ้นท่าที่จังหวัดเพชรบุรีในเดือน
มีนาคม พ.ศ. 2554 ส่วนตัวอย่างปลาทูและปลาลังฝั่งทะเลอันดามันถูกรวบรวมและคัดแยกชนิดโดย
เจ้า-หน้าที่ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงทะเลฝ่ังอันดามัน จากเรือประมงที่ขึ้นท่าในจังหวัดระนอง 
พังงา ภูเก็ต ตรัง และสตูล ในเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2553 แหล่งละประมาณ 50 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1 
และ ภาพที่ 3) ตัวอย่างปลาถูกบันทึกภาพเทียบขนาดกับไม้บรรทัด (ภาพที่ 4) สําหรับการวิเคราะห์
สัดส่วนร่างกายด้วยวิธี TRUSS network analysis จากน้ันตัดครีบหางแช่ในแอลกอฮอล์ 95% รอ
การสกัดดีเอ็นเอ 
 
ตารางที่ 1  จุดเก็บตัวอย่างปลาทู (R. brachysoma) และปลาลัง (R. kanagurta) 
 

ลําดับ ชนิดปลา 
สถานที่เก็บตัวอย่าง
(ท่าเรือ) 

เขตทําการ
ประมงที่ 

เวลาเก็บ
ตัวอย่าง 

จํานวน
ตัวอย่าง 

1 
 
2 
3 
4 
5 
 
6 
 
7 
 
8 

R. brachysoma  
 
R. brachysoma  
R. brachysoma 
R. brachysoma 
R. kanagurta 
 
R. kanagurta 
 
R. kanagurta 
 
R. kanagurta 

ปลาทูโป๊ะ อ.แม่กลอง 
จ.สมุทรสงคราม 
ท่าเรือประมง จ.เพชรบุรี 
ป.ปลาทู อ.เมือง จ. ระนอง 
บุญลาภ อ.เมือง จ.ตรัง 
ท่าเรือไทยเสรี  
อ.เมือง จ.ระนอง 
ท่าเรือดวงทวีพร  
อ.ท้ายเหมือง จ.พังงา 
องค์การสะพานปลา  
อ.เมือง จ.ภูเก็ต 
องค์การสะพานปลา  
อ.เมือง จ.สตูล 

อ่าวไทย 2
 
อ่าวไทย 2 
อันดามัน 1
อันดามัน 3
อันดามัน 1
 
อันดามัน 1
 
อันดามัน 2
 
อันดามัน 3

ธ.ค. 2553 
 
มี.ค. 2554 
ส.ค. 2553 
ส.ค. 2553 
ส.ค. 2553 
 
ส.ค. 2553 
 
ส.ค. 2553 
 
ส.ค. 2553 
 

52
 
52 
55 
56 
48 
 
52 
 
27 
 
52 
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ภาพท่ี 3  จุดเก็บตัวอย่างปลาทู (R. brachysoma) และปลาลัง (R. kanagurta)  
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ภาพท่ี 4  บันทึกภาพตัวอย่างปลาเทียบกับไม้บรรทัด  
 

2.  การจําแนกชนิดปลาด้วยข้อมูลสัณฐานวิทยา 
 

 การวิเคราะห์ข้อมูลสัณฐานวิทยาด้วยวิธี Truss network analysis เร่ิมต้นโดยกําหนดจุด
โครงร่าง (Landmark) รอบร่างกายปลารวม 10 จุด ดังน้ี 1) รอยเว้าครีบหาง 2) สุดปลายปาก 3) 
ด้านบนของช่องเปิดเหงือก 4) จุดเร่ิมต้นของก้านครีบหลังอันแรก 5) จุดเร่ิมต้นของครีบหลังอันที่
สอง 6) คอดหางก่อนก้านครีบหางด้านบน 7) คอดหางก่อนก้านครีบหางด้านล่าง 8) จุดเร่ิมต้นของ
ครีบก้น 9) จุดเริ่มต้นของครีบท้อง 10) รอยต่อระหว่างกระดูก preopercle และกระดูก mandible 
(ภาพที่ 5) (ดัดแปลงจาก Jayasankar et al. (2004)) จากน้ันใช้โปรแกรมวิเคราะห์ภาพช่ือ  
SigmaScan Pro Image analysis version 5.0 วัดระยะห่างของจุดที่กําหนดไว้ โดยลากเส้นตาม
ภาพที่ 3 จะได้เส้นทั้งหมด 19 เส้น (เส้น A ถึง S)  ต่อมานําค่าระยะห่างเหล่านี้มาวิเคราะห์ด้วยวิธี
วิเคราะห์ตัวประกอบหลัก (Principal component analysis) ในโปรแกรมทางสถิติ PAST: 
Paleontological Statistics Software (Hammer et al., 2001) และนําผลมาสร้างแผนภาพแบบ 
scatter plot  
 

 
 
ภาพท่ี 5  การวิเคราะห์ข้อมูลสัณฐานวิทยาด้วยวิธี Truss network analysis พร้อมจุดที่กําหนดทั้ง  

  10 จุด และเส้นแสดงระยะห่างระหว่างจุดทั้ง 19 เส้น (เส้น A ถึง S) 
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3.  การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 
 3.1  การสกัดดีเอ็นเอ 
 

เลือกปลาทูหน่ึงตัวมาสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอจากครีบหาง ด้วยวิธีฟีนอล คลอโรฟอร์ม โดย
ดัดแปลงจากวิธีของ Taggart et al. (1992) ดังน้ี 
  

ช่ังตัวอย่างครีบหนัก 20 มิลลิกรัม ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
จากน้ันเติมบัฟเฟอร์ TNES-Urea (10mM Tris-HCl pH 7.5, 125mM NaCl, 10mM EDTA pH 
7.5, 0.5% SDS, 4M Urea) ปริมาณ 350 μl และ Proteinase K ปริมาณ 4 μl (ความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 200 μg/μl) ผสมสารละลายเข้ากันเบาๆ บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37๐C นาน 12-16 ช่ัวโมง 
ต่อมานํามาสกัดด้วยสารละลายที่ประกอบด้วยฟีนอลคลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ปริมาณ 
400 μl และสกัดต่อด้วยสารละลายคลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ปริมาณ 400 μl ในการสกัด
ดีเอ็นเอแต่ละขั้นตอนนําตัวอย่างไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แล้ว
ดูดสารละลายอินทรีย์ส่วนใสด้านบน โดยระวังสิ่งปนเป้ือนระหว่างช้ัน ใส่ในหลอดใหม่เพ่ือนําไปใช้ใน
ขั้นตอนต่อไป แล้วตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 95% ที่เย็นจัด โดยใช้ปริมาตร
เป็นสองเท่าของสารละลายส่วนใสที่ดูดมาได้ แล้วนําไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ -20oC นาน 1 ช่ัวโมง 
จากน้ันนํามาป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีนาน 15 นาที เพ่ือเก็บตะกอนดีเอ็นเอ เท
สารละลายทิ้ง แล้วล้างตะกอนที่ได้อีกสองครั้งด้วย แอลกอฮอล์ความเข้มข้น 75% ในแต่ละรอบป่ัน
เหว่ียงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที หลังการล้างเทสารละลายทิ้งและตากตะกอน
ให้แห้ง จากน้ันละลายตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ TE (10mM Tris-HCl pH 7.5, 1mM EDTA pH 8.0) 
ตรวจคุณภาพดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล เพ่ือดูการปนเป้ือนของโปรตีนและการแตกหักของดีเอ็นเอ  
วัดความเข้มข้นดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง NanoDrop Spectophotometer โดยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสง 
 

 3.2  การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 

พัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ด้วยวิธี Enriched library โดยดัดแปลงจาก
วิธีการของ Nunome et al. (2006) และมีขั้นตอนดังน้ี 
 

1.  การเตรียมอแดปเตอร์  ใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์สายเด่ียวสองเส้นคือ เส้นที่หน่ึงขนาด 

21-mer (Oligo 1; 3′ ATCAGGTGCGCATTCGTTCTC 5′) และเส้นที่สองขนาด 25-mer (Oligo 

2; 5′ TAGTCCACGC GTAAGCAAGAGCACA 3′) มาเช่ือมติดกันเป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์สายคู่ที่มี
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ปลายทู่ด้านหน่ึงเพ่ือใช้ต่อกับช้ินส่วนดีเอ็นเอ โดยมีขั้นตอนดังน้ี ผสม Oligo 1 (500ng/μl) ปริมาณ 
16.8 μl และ Oligo 2 (500 ng/μl) ปริมาณ 20 μl ในหลอดพีซีอาร์ขนาด 20 μl เพ่ือให้ได้ความ
เข้มข้นของโอลิโกนิวคลีโอไทด์ทั้งสองเท่ากัน จากน้ันนําเข้าเครื่องควบคุมอุณภูมิ โดยต้ังรอบอุณหภูมิ
ดังนี้ 65oC นาน 10 นาทีตามด้วย 37oC นาน 10 นาทีตามด้วย 25oC นาน 10 นาที และสุดท้าย 
4oC นาน 30 นาที จากน้ันเก็บอแดปเตอร์ไว้ที่อุณหภูมิ -20oC เพ่ือรอใช้งาน 
  

2.  การเตรียมเมมเบรน ใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่มีลําดับเบสซ้ํา 8 แบบคือ (GACA)9, 
(GATA)9, (AAAT)9, (CAA)14, (CA)20, (AAT)14, (CT)15 และ (AAG)14 เป็นโพรบที่ติดอยู่บนเมมเบรน
เพ่ือคอยจับกับช้ินส่วนดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําๆ ที่เป็นคู่สมกัน มีวิธีเตรียมดังนี้ ผสมโอลิโกนิวคลีโอ-
ไทด์ที่มีลําดับเบสซ้ําๆ อย่างละ 5 μg  กับ สารละลาย 3x SSC (45 mM Sodium citrate pH 7.0, 
450 mM NaCl) ปริมาณ 0.4 mL ในหลอดขนาด 1.5 mL นําแผ่น Hybond N+ membrane 
ขนาด 0.5x10 เซนติเมตร วางลงบนกระดาษซับ จากน้ันหยดสารละลายที่เตรียมไว้เป็นจุดบนเมม- 
เบรนห่างกันประมาณ 0.5 เซนติเมตร ผึ่งลมเมมเบรนให้แห้งนานหนึ่งช่ัวโมง จากนั้นนําเข้าตู้อบที่ 
55oC นาน หน่ึงชั่วโมง แล้วนําเมมเบรนมาฉายด้วยแสงอัลตร้าไวโอเลตด้านละ 30 วินาที บนเครื่อง
กําเนิดแสงที่มีความยาวคลื่น 260 นาโมเมตร ใช้ใบมีดโกนตัดเมมเบรนเป็นแผ่นเล็กๆ ขนาด 0.5x0.5 
เซนติเมตร จํานวน 20 แผ่น นําเมมเบรนไปล้างด้วยไฮบริดไดเซชันบัฟเฟอร์ปริมาณ 10 mL ใน
หลอดทดลองขนาด 10 mL ที่อุณหภูมิ 45oC เป็นเวลาหน่ึงวันเพ่ือกําจัดโอลิโกส่วนเกินที่เกาะ
หลวมๆ คอยพลิกหลอดเป็นคร้ังคราวระหว่างการบ่ม เมื่อครบกําหนดเวลาเทบัฟเฟอร์เก่าออก    
เติมบัฟเฟอร์ใหม่เพ่ือล้างตามขั้นตอนเดิมอีกครั้ง เมื่อล้างเมมเบรนเสร็จแล้วเทบัฟเฟอร์เก่าออก แล้ว
ล้างด้วยบัฟเฟอร์ 2x SSC อีกครั้ง จากนั้นแบ่งเมมเบรนท่ีได้ใส่หลอดขนาด 1.5 mL หลอดละสอง
แผ่น เก็บที่อุณหภูมิ -20oC รอการใช้งาน 
 

3.  เตรียมช้ินส่วนดีเอ็นเอ ตัดช้ินดีเอ็นเอเป็นท่อนสั้นๆ อย่างสุ่มและต่อกับอแดปเตอร์ที่
ปลายทั้งสองข้าง มีขั้นตอนคือ ใช้ดีเอ็นเอของปลาทูที่สกัดได้จากข้อ 1. มาปรับความเข้มข้นให้เหลือ 
100 ng/μl เตรียมปฏิกิริยาการย่อยด้วยเอนไซม์สองปฏิกิริยา (ซ้ํา) ในแต่ละปฏิกิริยาใช้ตัวอย่างดี
เอ็นเอปริมาณ 2.5 μl (250 ng), RsaI 1μl (1 unit), 10x Buffer B 5 μl, Bovine Serum 
Albumin 0.5 μl และ ddH2O 41 μl ได้ปริมาตรสุทธิเป็น 50 μl ในแต่ละปฏิกิริยา จากน้ันบ่มที่
อุณหภูมิ 37oC นาน หน่ึงชั่วโมง เสร็จแล้วทําปฏิกิริยาการเช่ือมต่อ (Ligation) อีกสองช่ัวโมง มี
ส่วนประกอบคือ T4 Ligase (3 Unit/μl) 6 μl, T4 Ligase Buffer 6 μl จากน้ันเติม adaptor 
(500 ng/μl) ปริมาณ 2 μl ลงไปในหลอดเดิมที่มีปฏิกิริยาการย่อยด้วยเอนไซม์  เพื่อให้ช้ินส่วน       
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ดีเอ็นเอปลายทู่ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ RsaI เช่ือมติดกับอแดปเตอร์ และในระหว่างนี้ปฏิกิริยาการย่อย
ด้วยเอนไซม์ยังคงดําเนินต่อไปเพ่ือคอยตัดช้ินส่วนดีเอ็นเอที่กลับมาเช่ือมกันเอง 
 

4.  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอรอบแรก นําตัวอย่างดีเอ็นเอท้ังสองซ้ําที่ได้จากข้อ 3. มาทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซ้ําละ 4 ปฏิกิริยาๆ ละ 50 μl ทําให้แต่ละซ้ําจะมีผลผลิตพีซีอาร์ปริมาณ 200 μl 
เพ่ือเพ่ิมจํานวนช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ต่ออยู่กับอแดปเตอร์ให้มีปริมาณมากพอ และเพิ่มโอกาสจับกับเมม-
เบรนในข้ันตอนการไฮบริดไดซ์  
  

ดีเอ็นเอ (จากข้อ 3.) 1 μl
10x PCR Buffer B 5 μl
21 เมอร์ Oligo 1 (500 ng/μl) 0.5 μl
2mM dNTP 5 μl
Amplitaq Gold (5 u/μl) 0.25 μl
MgCl2 (25 mM) 5 μl
ddH2O 33.25 μl
ปริมาตรรวม 50 μl

  
จากน้ันนําเข้าเครื่องพีซีอาร์ โดยกําหนดอุณหภูมิในแต่ละรอบดังน้ี  1) 94oC นาน 10 นาที 2) 94oC 
นาน 15 วินาที 3) 60oC นาน 1 นาที 4) 72oC นาน 3 นาที จากน้ันวนกลับไปขั้นที่ 2) อีก 29 รอบ 
5) 72oC นาน 15 นาที และ6) 4oC นาน 10 นาที เมื่อเสร็จปฏิกิริยาพีซีอาร์ รวมผลผลิตพีซีอาร์ของ
แต่ละซ้ําให้ได้ซ้ําละ 200 μl แล้วนําไปทําความสะอาด ด้วยชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป (Real Genomics 
HiYield TM Gel/PCR Fragments Extraction Kit)  
 

5.  การเอนริชไมโครแซทเทลไลท์ (Enrichment of microsatellites) โดยการนํา
ช้ินส่วนดีเอ็นเอซึ่งเป็นผลผลิตพีซีอาร์จากข้อ 4. มาไฮบริดไดซ์กับเมมเบรนที่มีโพรบติดอยู่ ซึ่งได้มา
จากข้อ 2. เพ่ือคัดเลือกเฉพาะชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําไปใช้ในข้ันตอนต่อไป 
 
  นําเมมเบรนที่เตรียมไว้ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 mL เติม 21 mer Oligo-1 2 μl 
และ Hybridization Buffer (Deionised Formamide, 20x SSC, 0.25mM NaPO4 และ 10% 
SDS) 500 μl นําผลผลิตพีซีอาร์จากข้อ 2.4 ที่ผ่านการทําความสะอาดแล้วมา 30 μl นํามาทําให้เสีย
สภาพเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว ในเคร่ืองพีซีอาร์ที่อุณหภูมิ 95 oC นาน 5 นาที จากน้ันรีบย้ายมาแช่บน
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นํ้าแข็งนาน 2 นาที แล้วเติมลงในหลอดท่ีเตรียมเมมเบรนไว้ นําไปบ่มที่ 50 oC นาน 48 ช่ัวโมง และ
คอยพลิกหลอดเป็นคร้ังคราว 

 
  เมื่อครบเวลาการไฮบริดไดซ์แล้วก็ล้างเมมเบรนด้วยบัฟเฟอร์ 1 จํานวน 5 ครั้งๆ ละ 
1 mL นาน3 นาที และบัฟเฟอร์ 2 อีก 3 ครั้งๆ ละ 1 mL นาน 5 นาที เพ่ือล้างดีเอ็นเอส่วนเกินที่
ไม่ได้จับกับโพรบ หลังจากล้างรอบสุดท้ายแล้วเทบัฟเฟอร์ทิ้ง และเติมนํ้า 200 μl นําหลอดไปต้มที่
อุณหภูมิ 95 oC นาน 5 นาที เพ่ือให้ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่เกาะอยู่กับโพรบหลุดออกมาอยู่ในสภาพสาย
เด่ียวในนํ้า จากนั้นรีบย้ายมาแช่บนนํ้าแข็งนาน 2 นาที เพ่ือป้องกันการกลับไปจับกับโพรบ  
 
   ต่อมาเตรียมทําปฏิกิริยาพีซีอาร์จากสารละลายที่มีดีเอ็นเอสายเดี่ยวอยู่ โดยแบ่งให้
แต่ละซ้ํามี  4 ปฏิกิริยาๆ ละ 50 μl ดังน้ันในแต่ละซ้ําจะได้ผลผลิตพีซีอาร์เท่ากับ 200 μl เพ่ือใช้ใน
ขั้นตอนการโคลนนิ่ง 
 

ดีเอ็นเอสายเดี่ยว 10 μl
10x PCR Buffer B 5 μl
21 เมอร์ Oligo 1 (500 ng/μl) 0.5 μl
2mM dNTP 5 μl
Amplitaq Gold (5 u/μl) 0.25 μl
MgCl2 (25 mM) 5 μl
ddH2O 24.25 μl
ปริมาตรรวม 50 μl

 
  นําเข้าเครื่องพีซีอาร์และกําหนดรอบอุณหภูมิเหมือนในข้อ 4. เมื่อสิ้นสุดกระบวน 
การพีซีอาร์แล้ว รวมผลผลิตพีซีอาร์ของแต่ละซ้ําให้ได้ซ้ําละ 200 μl แล้วนําไปทําความสะอาดด้วย 
Real Genomics HiYield TM Gel/PCR Fragments Extraction Kit เพ่ือกําจัดสิ่งตกค้างที่มาจาก
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ แล้วนํามาทําความสะอาดซ้ําด้วย Pharmacia microspin S-300 อีกครั้งเพื่อกําจัด
ช้ินส่วนที่มีขนาดเล็กเกินไป 
 

6.  เช่ือมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอพาหะ ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้คือ pGEM-T easy 
vector เพ่ือใช้เพิ่มจํานวนในตัวแบคทีเรีย E. coli โดยมีขั้นตอนดังนี้  
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2x rapid ligation buffer, T4 DNA ligase 5 μl 
pGEM-T easy vector (50 ng) 1 μl 
PCR product 3 μl 
T4 DNA ligase (3 weiss units/μl) 1 μl 
ปริมาตรรวม 10 μl 

  

  นําไปแช่ที่อุณหภูมิ 4 oC นานข้ามคืน แล้วไปเก็บที่ -20 oC จนกว่าใช้งาน 
  

7.  การถ่ายฝาก (Transform) พลาสมิดดีเอ็นเอเข้าสู่แบคทีเรีย  ใช้วิธีช็อคด้วยความ
ร้อน (Heat shock) เพ่ือนําพลาสมิดเข้าสู่แบคทีเรีย เริ่มจากนํา competent cell และ พลาสมิด
จากข้อ 6 ใส่ในหลอดขนาด 1.5 mL แช่บนนํ้าแข็งนาน 20 นาที จากน้ันนําไปแช่ในนํ้าอุณหภูมิ 42 
oC นาน 50 วินาที แล้วรีบย้ายมาแช่บนนํ้าแข็งนาน 2 นาที เติม Soc medium 700 μl นําไปเข้า
เครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมงครึ่ง  นําแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหารสูตร LB 
(1%NaCl, 1%Tryptone, 0.5% Yeast extract, 2% Agar) ที่เติม 0.1M IPTG 100 μl, 50 μg/μl 
X-gal 20μl และ แอมพิซิลิน (100 μg/mL) บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 18 ช่ัวโมง 
 

8.  การคัดเลือกโคลนที่มีช้ินส่วนดีเอ็นเอแทรกอยู่ คัดเลือกเฉพาะโคโลนีที่มีสีขาวมา
เลี้ยงต่อบนมาสเตอร์เพลท ซึ่งเป็นอาหาร LB ที่มีแอมพิซิลินความเข้มข้น 100 μg/mL และตาราง
หมายเลขติดอยู่ที่ก้นเพลท นําเชื้อไปเลี้ยงต่อที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 18 ช่ัวโมง  
 

9.  การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ  ใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป (Bioexcellence) เลือก
โคโลนีที่ต้องการสกัดพลาสมิดจากมาสเตอร์เพลท มาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB 3 mL ในหลอด
ขนาด 15 mL เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 18 ช่ัวโมง จากน้ันย้ายมาใส่หลอดขนาด 1.5 mL นํามา
ป่ันเหว่ียงที่ 12,000 rpm นาน 3 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม สารละลาย Cell suspension 200 μl 
ใช้ปิเปตดูดขึ้นลงเพื่อให้ตะกอนฟุ้งในสารละลาย เติมสารละลาย Lysis 200 μl พลิกหลอดกลับ ไป
มาเบาๆ จนสารละลายข้นหนืดและใสขึ้น เติมสารละลาย Neutralize 200 μl พลิกหลอดไปมาเบาๆ 
จนเกิดตะกอนดีเอ็นเอสีขาวขุ่น ป่ันเหว่ียงที่ 12,000 rpm นาน 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสทั้ง 
หมด (ประมาณ 600 μl) ใส่หลอดใหม่ เติมไอโซโพรพานอล 600 μl เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ ล้าง
ตะกอนด้วย 70% เอทิลแอลกอฮอล์ ป่ันเหว่ียงที่ 12,000 rpm นาน 5 นาที เทสารละลายทิ้ง ตาก
ตะกอนให้แห้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE 40 μl 
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10.  การหาลําดับนิวคลีโอไทด์และการออกแบบไพรเมอร์ นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัด 

ได้จากข้อ 9. มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นประมาณ 500 ng/μl ตัวอย่างละ 20 μl ส่งไปหาลําดับ
นิว-คลีโอไทด์ที่บริษัท ไบโอดีไซน์ จํากัด เมื่อได้ผลลําดับนิวคลีโอไทด์  นํามาหาลําดับเบสซ้ําของแต่
ละโคลน ใช้เกณฑ์การคัดเลือกตาม ศรีจรรยา (2546) โดยลําดับเบสซ้ําต้องมีจํานวนซ้ํามากกว่า 5 ซ้ํา 
สําหรับไดนิวคลีโอไทด์ มากกว่า 4 ซ้ํา สําหรับไตรนิวคลีโอไทด์ และต้องมีไม่น้อยกว่า 3 ซ้ํา สําหรับ 
เตตระนิวคลีโอไทด์ เพนตะนิวคลีโอไทด์ และเฮกซะนิวคลีโอไทด์ตามลําดับ จากนั้นออกแบบไพร-
เมอร์ให้ขนาบข้างลําดับเบสซ้ํา โดยใช้โปรแกรม Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/pri mer3-

0.4.0/) เลือกคู่ไพรเมอร์ที่มี %GC ประมาณ 50%, มีค่า Tm ใกล้เคียงกัน และที่ปลาย 3′ ปิดท้าย
ด้วยเบส C หรือ G จากน้ันข้อมูลลําดับเบสของไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ถูกนําเข้าสู่ฐานข้อมูล NCBI  
 
 3.3  การทดสอบไพรเมอร์สําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
  

เมื่อได้ไพรเมอร์ที่ออกแบบแล้วก็นํามาทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ และ
ประเมินสภาพความหลากหลายของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์แต่ละตําแหน่ง 
  

1.  การประเมินสภาพความหลากหลายของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ โดยการสุ่ม
เอาตัวอย่างดีเอ็นเอของปลาทู 52 ตัวอย่าง จากจังหวัดสมุทรสงคราม มาทําปฏิกิริยาพีซีอาร์กับไพร-
เมอร์ที่ถูกออกแบบไว้ ซึ่งในแต่ละปฏิกิริยามีองค์ประกอบดังน้ี   ดีเอ็นเอ ปริมาณ 0.1-1 ไมโครกรัม, 
บัฟเฟอร์พีซีอาร์ เข้มข้น 1X, นิวคลีโอไทด์ผสม (dNTPs) เข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมคลอ-
ไรด์ (MgCl) เข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์, ไพรเมอร์ เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์, เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส 
เข้มข้น 0.75 หน่วย และเติมน้ําให้ได้ปริมาตรรวมเป็น 25 ไมโครลิตร จากน้ันนําเข้าเคร่ือง พีซีอาร์ 
โดยกําหนดอุณหภูมิในแต่ละรอบดังน้ี  
  

1) แยกสายดีเอ็นเอเป็นสายเด่ียวที่ 94°C นาน 5 นาที  

2) แยกสายดีเอ็นเอเป็นสายเด่ียวที่ 94°C นาน 30 วินาที  
3) ลดอุณหภูมิให้ไพรเมอร์ตามอุณหภูมิที่เหมาะสมของไพรเมอร์แต่ละคู่ 30 วินาที  

4) ต่อสายดีเอ็นเอที่ 72°C นาน 30 วินาที จากน้ันวนกลับไปขั้นที่ 2) อีก 29 รอบ  

5) ต่อสายยาวข้ันสุดท้ายที่ 72°C นาน 10 นาที  

6) ลดอุณหภูมิลงที่ 20°C นาน 10 นาที   
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เมื่อเสร็จปฏิกิริยานําผลผลิตพีซีอาร์ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับสีหยอดลงใน   

อะกาโรสเจล ความเข้มข้น 0.8 % เพ่ือตรวจผลความสําเร็จของปฏิกิริยา และเทียบความเข้มของ
แถบ ดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน ภายหลังจากแช่ในเอธิเดียมโบรไมด์ และดูผลภายใต้แสง
อัลตราไวโอเลต  
 

นําผลผลิตพีซีอาร์ที่ตรวจสอบผลแล้ว มาตรวจสอบจีโนไทป์ และประเมินสภาพความ
หลากหลายของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์บนโพลีอะคริลาไมด์เจลความเข้มข้น 5% เทียบขนาด
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน และผลผลิตพีซีอาร์ที่ทราบขนาดแล้วจากการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ คัดเลือก
เครื่องหมายที่มีสภาวะหลากรูปแบบระดับปานกลางขึ้นไป เพ่ือใช้ในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมต่อไป ส่วนเคร่ืองหมายที่ไม่มีสภาวะหลากรูปแบบ ในปลาทูจะเก็บไว้ใช้ทดสอบกับปลาต่าง
ชนิดว่าสามารถใช้ทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้หรือไม่ และมีขนาดแถบดีเอ็นเอเหมือนหรือต่างจากปลาทู
อย่างไร 

 
2.  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของปลาต่างชนิดในสกุลเดียวกัน (Cross-species 

amplification) เพ่ือตรวจสอบว่าเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่ถูกพัฒนาขึ้นในปลาทูน้ันจะ
สามารถใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปลาชนิดอ่ืนที่ใกล้เคียงกันได้หรือไม่ เน่ืองจากปลาชนิดที่มีความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรมกันจะมีลําดับเบสส่วนที่อนุรักษ์เหมือนกัน โดยปลาท่ีจะนํามาทดสอบคือปลาลัง 
โดยสกัดดีเอ็นเอจากครีบหางปลาลังจากจังหวัดระนอง 48 ตัวอย่าง จากน้ันนํามาทําปฏิกิริยาพีซีอาร์
ด้วยไพรเมอร์ที่ถูกพัฒนาขึ้นใหม่ และตรวจสอบผลในอะกาโรสเจล และโพลีอะคริลาไมด์เจล 
ตามลําดับ 
 
4.  การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรของปลาทู-ลัง 
 
 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาทูและปลาลัง 
 
 1.  การสกัดและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างปลาทูสมุทรสงคราม เพชรบุรี
ระนอง และตรัง ปลาลังระนอง พังงา ภูเก็ต และสตูล รวม 8 ประชากร (ตารางที่ 1) จากน้ันใช้ไพร
เมอร์ที่พัฒนาและประเมินความหลากหลายแล้ว 4 ตําแหน่ง (ได้แก่ Rbr-7 Rbr-8 Rbr-13 และ Rbr-
14) มาทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ทดสอบตัวอย่างปลาทุกประชากรกับไพรเมอร์ทีละคู่จนครบ สําหรับ
เครื่องหมายแต่ละตําแหน่งเทียบขนาดแถบดีเอ็นเอที่ได้กับดีเอ็นเอมาตรฐาน และตัวอย่างมาตรฐาน
ที่ทราบจีโนไทป์แล้ว จากน้ันบันทึกข้อมูลจีโนไทป์เพื่อรอการวิเคราะห์ผลต่อไป 
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 2.  การวิเคราะห์ข้อมูลพันธุศาสตร์ประชากร  ใช้โปรแกรม POPGENE V. 1.32 (Yeh et 
al., 1999) คํานวณจํานวนอัลลิล (A) และค่าเฉลี่ยจํานวนอัลลิลต่อตําแหน่ง (Mean A) ค่าสังเกต 
(HO) และค่าคาดหวัง (HE) เฮตเทอโรไซโกซิต้ี ใช้โปรแกรม FSTAT (Goudet, 1995) คํานวณค่า 
Allelic richness (Ar) ทดสอบการเบ่ียงเบนจากสมดุลฮาร์ด้ี-ไวน์เบอร์กด้วยโปรแกรม Arlequin V. 
3.11 (Excoffier et al., 2005) โดยกําหนดค่า Number of steps in Markov chain = 100,000 
และ Dememorization = 1000 ใช้โปรแกรม GENEPOP Version 4.2.2 (Raymond and 
Rousset, 1995) ทดสอบค่า Genotypic linkage disequilibrium โดยกําหนดค่า Markov chain 
เป็น Dememorization = 1,000; Batches = 100; Iteration per batch = 5,000 และใช้หาค่า 
Allele frequency-based correlation (FIS FST และ FIT) ตามวิธีของ Weir and Cockerham 
(1984) 
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ผลและวิจารณ์ 
 
1.  การจําแนกชนิดปลาด้วยข้อมูลสัณฐานวิทยา 
 
 ตัวอย่างปลาทูและปลาลังที่ศึกษาครั้งน้ีมีขนาดความยาวส้อมหางเฉลี่ยเท่ากับ 15.51±1.14 
เซนติเมตร และ 18.77±1.19 เซนติเมตร ตามลําดับความกว้างลําตัวมีขนาดเฉลี่ยเท่ากับ 4.31± 
0.38 เซนติเมตร และ 4.64±0.31 เซนติเมตร ตามลําดับ ผลการวัดสัดส่วนความยาวส้อมหางต่อ
ความกว้างลําตัว พบว่าปลาทูมีลําตัวป้อมกว่าปลาลัง มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3.60±0.16 ส่วนปลาลังมี
ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 4.04±0.18 (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2  ความยาวส้อมหางเฉลี่ย ความกว้างเฉลี่ย และสัดส่วนของความยาวต่อความกว้าง 
 

 
 โดยท่ัวไปปลาทูจะเริ่มเข้าสู่วัยเจริญพันธ์ุ เมื่อมีขนาดความยาวตลอดตัวประมาณ 16 
เซนติเมตร และขนาดที่มักพบได้ทั่วไปคือช่วง 15-20 เซนติเมตร ส่วนปลาลังจะมีขนาดความยาว
ตลอดตัวเมื่อเร่ิมเข้าสู่วัยเจริญพันธ์ุประมาณ 17-20 เซนติเมตร และขนาดที่มักพบได้ทั่วไปในคือ 25 
เซนติเมตร (ทัศพล และคณะ, 2550; Carpenter and Niem, 2001) ค่าที่วัดในการศึกษาครั้งนี้เป็น
ค่าความยาวส้อมหางจึงมีค่าตํ่ากว่าค่าความยาวตลอดลําตัวที่นํามาเปรียบเทียบอยู่เล็กน้อย แต่ก็มี
ความสอดคล้องกัน และในระหว่างเก็บตัวอย่างจะพบว่าปลาส่วนมากมีรังไข่และถุงนํ้าเชื้อที่พร้อม
เจริญพันธ์ุแล้ว  

ลําดับ ช่ือประชากร 
ความยาวส้อมหาง
เฉลี่ย (ซ.ม.) 

ความกว้างลําตัว 
เฉลี่ย (ซ.ม.) 

สัดส่วนความยาวส้อม
หางต่อความกว้างลําตัว

1 ปลาทูสมุทรสงคราม 14.51 ± 0.87 3.88 ± 0.29 3.74 ± 0.10 
2 ปลาทูเพชรบุรี 16.67 ± 0.41 4.54 ± 0.11 3.66 ± 0.08 
3 ปลาทูระนอง 15.44 ± 0.66 4.52 ± 0.20 3.41 ± 0.11 
4 ปลาทูตรัง 15.45 ± 1.24 4.29 ± 0.39 3.60 ± 0.10 
5 ปลาลังระนอง 18.70 ± 1.07 4.75 ± 0.29 3.94 ± 0.16 
6 ปลาลังพังงา 18.11 ± 0.77 4.47 ± 0.27 4.06 ± 0.14 
7 ปลาลังภูเก็ต 18.38 ± 1.25 4.70 ± 0.39 3.92 ± 0.11 
8 ปลาลังสตูล 19.71 ± 1.04 4.69 ± 0.28 4.20 ± 0.15 
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 สัดส่วนความยาวส้อมหางต่อความกว้างเฉลี่ยของการศึกษานี้ (ปลาทู=3.4-3.7และปลา
ลัง=3.9-4.2) มีค่าตํ่ากว่าในรายงานของ Carpenter and Niem (2001) (ปลาทู=3.7-4.3,       
ปลาลัง=4.3-5.2) แต่สอดคล้องกับเกณฑ์การจําแนกปลาในสกุล Rastrelliger ของคู่มือวิเคราะห์
พันธุ์ปลา (ปลาทู=2.8-3.4, ปลาลัง=3.4-3.8) (คณะประมง, 2528) ซึ่งสัดส่วนที่พบนี้ ไม่มีช่วงที่
ซ้อนทับกันระหว่างชนิด สามารถแยกความต่างระหว่างชนิดได้ชัดเจน 
 
 จากการวัดระยะห่างของจุดที่กําหนดไว้ครอบคลุมร่างกายปลาทั้ง 10 จุด (ภาพที่ 5) ได้ค่า
ระยะห่างรวม 19 ค่า ถูกปรับค่าใหม่โดยใช้ค่าความยาวส้อมหางหารทุกค่า เพ่ือลดความแปรปรวนที่
เกิดจากขนาดของปลาที่แตกต่างกัน ค่าตัวแปรทั้ง 19 ค่าที่ใช้วิเคราะห์ความแตกต่างของรูปร่างปลา
ที่ศึกษา เมื่อผ่านการลดจํานวนตัวแปรด้วยวิธีการวิเคราะห์ตัวประกอบหลัก พบว่าตัวแปรใหม่ที่ถูก
สร้างขึ้นมาเพียง 3 ตัวแปรแรกสามารถใช้อธิบายความแปรปรวนแทนตัวแปรเดิมได้ถึง 77.85% 
(ตารางที่ 3 และภาพที่ 6)  โดยตัวประกอบหลักตัวแรก (PC1) มีค่าความแปรปรวนสูงสุดเท่ากับ 
46.59% เป็นตัวแทนตัวแปรเดิมที่แสดงถึงความแตกต่างด้านความลึกลําตัว เพราะมีค่า Loading 
ของตัวแปรเดิมสูงสุดที่ เส้น L= 0.43 และเส้น P=0.43 (ตารางที่ 4) ตัวประกอบหลักตัวที่สอง 
(PC2) มีค่าความแปรปรวนรองลงมาเท่ากับ 23.18% แสดงความแตกต่างด้านความยาวลําตัวช่วง
ท้าย (ตารางที่ 4 เส้น E และ R) ตัวประกอบหลักตัวที่สาม (PC3) มีค่าความแปรปรวนเท่ากับ 
8.07% แสดงความแตกต่างด้านความกว้างช่วงกลางลําตัว (ตารางที่ 4 เส้น Q และ H) 
 

 
 

ภาพท่ี 6 แผนภาพแสดงค่าความแปรปรวน (λ; Eigenvalue) ของตัวประกอบหลัก (PC) 
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ตารางที่ 3  ค่าไอเกน (λ) ของตัวประกอบหลัก ค่าร้อยละความแปรปรวน และค่าร้อยละความ 
     แปรปรวนสะสม 

 

PC ค่าไอเกน (λ) ร้อยละความแปรปรวน ร้อยละความแปรปรวนสะสม

1 0.0018839 46.5920 46.5920 
2 0.0009374 23.1830 69.7750 
3 0.0003266 8.0780 77.8530 
4 0.0002271 5.6174 83.4704 
5 0.0001983 4.9031 88.3735 
6 0.0001334 3.2995 91.6730 
7 0.0001259 3.1136 94.7866 
8 0.0000741 1.8330 96.6196 
9 0.0000396 0.9805 97.6001 
10 0.0000314 0.7765 98.3766 
11 0.0000208 0.5148 98.8914 
12 0.0000138 0.3403 99.2317 
13 0.0000118 0.2929 99.5246 
14 0.0000070 0.1735 99.6981 
15 0.0000060 0.1486 99.8467 
16 0.0000042 0.1037 99.9504 
17 0.0000014 0.0340 99.9844 
18 0.0000006 0.0157 100.0001 
19 0 0 100.0001 

 
 นําผลคะแนนของปลาแต่ละตัวมาสร้างแผนภาพแบบกระจาย โดยใช้ตัวแปรที่สร้างขึ้นใหม่
และมีค่าความแปรปรวนสูงสุด คือให้ตัวประกอบหลักตัวแรก (PC1) เป็นแกนนอน ส่วนตัวประกอบ
หลักตัวที่สอง (PC2) เป็นแกนต้ัง เมื่อวิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างชนิด พบว่าสามารถจัดกลุ่ม
แยกตัวอย่างปลาทั้งสองชนิดได้ (ภาพที่ 7 และ 8) โดยตัวอย่างที่ถูกจัดกลุ่มสลับหรือมีความก้ํากึ่งใน
การถูกจัดกลุ่มจะถูกตัดออกจากการวิเคราะห์และไม่นําไปวิเคราะห์ในระดับดีเอ็นเอต่อเพ่ือป้องกัน
การสับสนในการวิเคราะห์ข้อมูล 
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ตารางที่ 4  แสดงค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (Loading) ในแต่ละตัวประกอบหลัก (PC)   
 

Factor PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7

A 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
B 0.1727 -0.3589 -0.3094 -0.1224 -0.2294 0.5333 0.0634
C -0.1330 -0.0725 0.0454 0.4729 0.3896 -0.2496 0.2038
D -0.0544 -0.0621 0.2708 -0.6938 0.1683 -0.0544 -0.0557
E 0.0966 0.5101 -0.1047 0.1166 -0.1600 0.1723 -0.1096
F 0.0413 -0.0022 -0.0004 0.0019 0.0273 0.0124 0.0053
G 0.0386 0.3128 -0.1214 -0.1708 0.3419 0.0797 0.2424
H -0.1529 0.0633 0.6310 0.2968 -0.3486 0.2534 0.1041
I -0.0090 -0.1107 0.0006 0.1135 0.3196 0.1296 -0.7448
J 0.2283 -0.1253 -0.1909 -0.0022 -0.3264 -0.4290 0.2542
K 0.3852 -0.0480 0.0479 0.0788 0.0775 -0.3384 -0.1535
L 0.4388 -0.0653 0.0892 0.0983 0.1219 -0.0493 0.0799
M 0.2346 -0.1976 -0.0345 0.2573 0.2322 0.2981 0.0174
N 0.3655 -0.1079 -0.0986 -0.0156 -0.1253 0.1370 0.0048
O 0.3051 0.1144 0.3848 -0.1600 -0.1700 -0.1582 -0.2293
P 0.4334 0.0967 0.1290 0.0361 0.0927 0.0030 -0.0046
Q 0.1569 -0.1183 0.4051 -0.0514 0.2472 0.2613 0.3218
R 0.1413 0.5268 -0.0955 0.0846 -0.1211 0.1207 -0.0963
S 0.0795 0.3175 -0.0974 -0.1317 0.2999 0.1290 0.2340
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ภาพท่ี 7  ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Loading) ในแต่ละตัวประกอบหลัก (PC) แสดงบนตัวปลา 
 
 
 
 
 
 
 



34 
 

 
 

ภาพท่ี 8  แผนภาพกระจายของการวิเคราะห์รูปร่างระหว่างปลาทู (สัญลักษณ์ ○) และปลาลัง  
   (สัญลักษณ์ ∆) 

 

 
 
ภาพท่ี 9  แผนภาพกระจายของการวิเคราะห์รูปร่างระหว่างปลาทูและปลาลัง 8 ประชากร  

(สัญลักษณ์ ●: ปลาทูสมุทรสงคราม, ■: ปลาทูเพชรบุรี, ◊: ปลาทูระนอง, ∆: ปลาทูตรัง, 

○: ปลาลังระนอง, □: ปลาลังพังงา, ◊: ปลาลังภูเก็ต, ∆: ปลาลังสตูล) 
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 2. การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเลไลท์ดีเอ็นเอ 
 
 ในขั้นตอนการคัดเลือกโคลนที่มีช้ินส่วนดีเอ็นเอแทรกอยู่ คัดเลือกเฉพาะโคโลนีผลบวกที่มีสี
ขาวได้จํานวน 331 โคลนและนําไปสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ แล้วสุ่มเลือกพลาสมิดดีเอ็นเอจํานวน 64 
ตัวอย่าง ไปวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าช้ินส่วนดีเอ็นเอมีขนาดเฉลี่ยเท่ากับ 380±120 bp มี
ขนาดเล็กสุดเท่ากับ 180 bp และขนาดใหญ่ที่สุดเท่ากับ 632 bp การวิเคราะห์ลําดับเบสซ้ําพบ
ลําดับเบสซ้ําแบบมินิแซทเทลไลท์ขนาด 30 bp จํานวน 5 ซ้ําหน่ึงตําแหน่ง (TAGACCCRCCACGCT 
GACSYRGAACCAGAC) พบลําดับเบสซ้ําตามเกณฑ์ที่กําหนดว่าเป็นไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 18 
ตําแหน่งจาก 15 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 23 ของตัวอย่างที่ส่งหาลําดับนิวคลีโอไทด์ ไมโครแซทเทล-
ไลท์ที่พบส่วนมากเป็นลําดับเบสซ้ําแบบซ้ําสอง (dinucleotide) จํานวน 14 ตําแหน่ง แยกเป็นลําดับ
ซ้ํา [GT]n 7 ตําแหน่ง ลําดับซ้ํา [CA]n 5 ตําแหน่ง  ส่วนลําดับซ้ํา [CT]n และ [GA]n พบอย่างละ
หน่ึงตําแหน่ง พบลําดับเบสซ้ําแบบซ้ําสาม (trinucleotide) หน่ึงตําแหน่งคือ [ATT]n ส่วนลําดับเบส
ซ้ําแบบซ้ําสี่ (tetranucleotide) พบสามตําแหน่ง ได้แก่ [CACT]n [ATTT]n และ [TTTG]n  
 
 ผลการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าจากตัวอย่างที่ส่งไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ จํานวน 
64 ตัวอย่าง พบ 15 ตัวอย่าง มีลําดับเบสซ้ําที่ต้องการ (คิดเป็น 23%)  อีก 49 ตัวอย่างที่เหลือพบ
ลําดับเบส ซ้ําบ้างแต่มีจํานวนซ้ําไม่ถึงตามเกณฑ์ หรือในบางตัวอย่างไม่พบลําดับเบสซ้ําเลย ปัญหานี้
แสดงถึงประสิทธิภาพในขั้นตอนการไฮบริดไดซ์ Nunome et al. (2006) แนะนําว่าสิ่งที่มีผลต่อ
ประสิทธิภาพของการเอนริชเมนต์ คือจํานวนการล้างภายหลังจากการไฮบริดไดซ์ ที่จะช่วยลดจํานวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่จับอยู่กับโพรบไม่แน่นเน่ืองจากไม่มีลําดับเบสที่เป็นคู่สมกับโพรบออกไป แต่ผลของ
อุณหภูมิระหว่างการไฮบริดไดซ์ (50-55 oC) ไม่มีผลต่อความสําเร็จ แนวทางการเพ่ิมโอกาสพบลําดับ
เบสซ้ําที่ต้องการอีกวิธีหน่ึงคือ การเพ่ิมขั้นตอนคัดกรองขั้นที่สองก่อนส่งตัวอย่างไปหาลําดับเบสซ้ํา 
เช่น Li et al. (2007) ไม่ต้องการลําดับเบสซ้ําแบบซ้ําสอง เน่ืองจากพบปัญหาแถบดีเอ็นเอซ้อนทับ
กัน (Stutter band) จึงนําโพรบที่มีลําดับเบสซ้ําแบบซ้ําสี่ตามที่ต้องการมาคัดกรองรอบสอง พบว่า
สามารถเพิ่มโอกาสพบลําดับเบสซ้ําได้มากขึ้น จากเดิม 15% เป็น 70%-85% หรืออีกวิธีหนึ่งของ 
Renshaw et al. (2009) ใช้วิธีคัดเลือกโคลนโดยทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ ใช้ไพรเมอร์ข้างหนึ่งเป็น
อแดปเตอร์ ใช้ไพรเมอร์อีกข้างหนึ่งเป็นลําดับเบสซ้ําที่ต้องการ โคลนใดให้ผลผลิตพีซีอาร์ได้มากกว่า
หน่ึงแถบถือเป็นผลบวก เพราะเป็นผลผลิตของไพรเมอร์ที่เป็นอแดปเตอร์ทั้งสองข้างหนึ่งแถบ และ
ผลผลิตระหว่างไพรเมอร์ที่เป็นอแดปเตอร์กับไพรเมอร์ที่เป็นลําดับเบสซ้ําที่ต้องการอีกหน่ึงแถบหรือ
มากกว่า 
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 จากลําดับนิวคลีโอไทด์ของลําดับเบสซ้ําทั้ง 18 ตําแหน่งสามารถออกแบบไพรเมอร์สําหรับ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้เพียง 11 ตําแหน่ง (ตารางที่ 6) เน่ืองจากบางตําแหน่งไม่มีลําดับเบสขนาบข้าง
เหลือพอให้ออกแบบไพรเมอร์ ผลผลิตพีซีอาร์มีขนาดอยู่ในช่วง 134 bp – 243 bp โดยลําดับเบส
แกนส่วนมากเป็นลําดับเบสซ้ําสองแบบสมบูรณ์ (perfect dinucleotide repeats) แบ่งเป็น [TG]n 
จํานวน 3 ตําแหน่ง [CA]n จํานวน 2 ตําแหน่ง และ[GA]n, [TC]n อย่างละหนึ่งตําแหน่ง รองลงมา
เป็นลําดับเบสแกนแบบซ้ําสองไม่สมบูรณ์ แบ่งเป็น [CA]nNNNN[CA]n จํานวน 2 ตําแหน่ง และ 
[TG]nNN[TG]n หน่ึงตําแหน่ง ส่วนลําดับเบสแกนแบบซ้ําสามมีหนึ่งตําแหน่งคือ [ATT]n  
 

3.  การทดสอบเครื่องหมายไมโครแซทเลไลท์ดีเอ็นเอ 
 

 จากไพรเมอร์ที่ออกแบบ 11 ตําแหน่ง เมื่อนํามาทดสอบพบไพรเมอร์บางคู่ไม่สามารถให้
ผลผลิตพีซีอาร์ ให้แถบดีเอ็นเอที่ไม่คมชัด ให้แถบดีเอ็นเอที่ไม่ต้องการ หรือไม่มีความหลากหลาย 
ไพรเมอร์ที่สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอาร์และให้ผลผลิตที่ดีมีจํานวน 6 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ Rbr-7 Rbr-8 
Rbr-9 Rbr-12 Rbr-13 และ Rbr-14 สภาพที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ ในปริมาตร 10 μl 
ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ 100 ng, 1 X PCR buffer, 1 mM MgCl2, 0.167 mM dNTPs, forward 
และ reverse primer อย่างละ 0.5 μM, Taq DNA Polymerase 0.2 unit (ตารางที่ 5) โดย
กําหนดอุณหภูมิในแต่ละรอบดังนี้  (1) 94oC นาน 5 นาที (2) 94oC นาน 30 วินาที (3) 60oC นาน 
1 นาที (4) 72oC นาน 3 นาที จากน้ันวนกลับไปขั้นที่ (2) อีก 29 รอบ (5) 72oC นาน 10 นาที และ 
(6) 20oC นาน 10 นาที  
 
ตารางที่ 5  สภาพที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 

ลําดับ สารต้ังต้น ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (μl)

1 dH2O - 6.726 
2 10XBff 1 X 1 
3 25 mM MgCl2 1 mM 0.4 
4 5 mM dNTPs 0.167 mM 0.334 
5 10 μM F+R Primer 0.5 μM 0.5 
6 5 Unit/μl Taq DNA Polymerase 0.02 Unit/μl 0.04 
7 100 ng/μl gDNA 100 ng 1 

  ปริมาตรรวม 10 
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ตารางที่ 6 คุณลักษณะเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ และหมายเลข (Accession number) 
 
ตําแหน่ง หมายเลข ลําดับนิวคลิโอไทด์ (5′-3′) Ta (oC) รูปแบบเบสซํ้า ขนาดอัลลิล

Rbr-2 JX488044 F: TGTGGATACAGATAGGGAGTC
R: GCCTTTGAGTCAGTCACATTA 

  60 [TG]27 150

Rbr-3 - F: TCATCTGCTGACGTTTCC
R: TCTATTACCAGGATGACGCG 

  54 [ATT]4 214

Rbr-7 JX488046 F: CCACCCACTACCTGGCATC
R: ATGTGCTGGAGCCGCTAAC 

  60 [TC]14 134

Rbr-8 JX488047 F: GCAACGTTCAAGACACTCAC
R: GAAGCATCACAACTCCTATCAC

  60 [GA]7 166

Rbr-9 JX488048 F: CACTCCCTGAATCTAGAAGTG
R: CAGCTGCTCCCAGAGATG 

  60 [TG]9 216

Rbr-10 JX488048 F: CTCATCTCTGGGAGCAGCT
R: CTGTGTGGCCTTGTAATCG 

  60 [CA]5CCCG 
[CA]10 

243

Rbr-12 JX488049 F: ACAAGCCCGTGGTGTGAC
R: TGCTCCCAGAGATGAGGTG 

  60 [TG]8 168

Rbr-13 JX488049 F: ACCTCATCTCTGGGAGCAG
R: GTCTGTGAGTCGTCAGCATG 

  60 [CA]5CCCG 
[CA]10 

181

Rbr-14 JX488054 F: ACGTAGAAGAGCACGCACAG
R: TTTCAGCCTGGTCACTTGC 

  60 [CA]7 202

Rbr-15 JX488051 F: CGAGAGAGTCCGCTGAAG
R: GGGAATGTTGGGTGTCTTC 

  60 [TG]9CG[TG]7 186

Rbr-21 JX488050 F: TCAACCTCTCCAAGGACAC
R: GGCAATGTATAGCGATCAC 

  60 [CA]13 164

 
 3.1  การประเมินสภาพความหลากหลายของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์  
 

ผลการประเมินคุณลักษณะเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 6 ตําแหน่งเมื่อทดสอบใน
ปลาทูสมุทรสงคราม 52 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 7) มีจํานวนอัลลิลต้ังแต่ 4 – 10 อัลลิลต่อตําแหน่ง 
ตําแหน่งที่พบจํานวนอัลลิลตํ่าที่สุดคือ Rbr-8 และ Rbr-9 พบ 4 อัลลิล ตําแหน่งที่พบจํานวนอัลลิล 
สูงที่สุดคือ Rbr-13 พบ 10 อัลลิล จํานวนอัลลิลที่พบสอดคล้องกับจํานวนซ้ําของลําดับเบสแกน เช่น 
ตําแหน่ง Rbr-8 Rbr-9 Rbr-12 และ Rbr-14 มีจํานวนซ้ําของลําดับเบสแกน 7-9 ซ้ํา ก็พบจํานวน 
อัลลิล 4-5 อัลลิล ในขณะที่ ตําแหน่ง Rbr-7 และ ตําแหน่ง Rbr-13 มีจํานวนซ้ําของลําดับเบสแกน 
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14-15 ซ้ํา ก็พบจํานวนอัลลิลมากข้ึนเป็น 9-10 อัลลิล สอดคล้องกับทฤษฎีที่ว่าจํานวนซ้ําของลําดับ
เบสแกนนั้นมีผลต่อความหลากหลายของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (Jin et al., 1996; Wierdl 
et al., 1997) เน่ืองจากเกิดความผิดพลาดในขั้นตอนการจําลองตัวของดีเอ็นเอสายใหม่ เกิดการล่ืน
ไถลของสายดีเอ็นเอ ส่งผลให้มีการเพ่ิมข้ึนหรือลดลงของจํานวนซ้ํา (Schlötterer and Harr, 2001) 
นอกจากจํานวนซ้ําแล้ว รูปแบบของเบสซ้ําก็มีผลต่ออัตราการเกิดการลื่นไถลด้วย โดยเบสซ้ําแบบ 
GT หรือ CA จะมีอัตราสูงสุด รองมาคือเบสซ้ําแบบ GA หรือ CT ส่วนแบบ AT หรือ TA จะมีอัตรา
การเกิดตํ่าที่สุด (Bachtrog et al., 2000) สอดคล้องกับผลที่พบในเคร่ืองหมายตําแหน่ง Rbr-7 และ
ตําแหน่ง Rbr-13 ที่พบความหลากหลายสูงสุดก็มีรูปแบบของเบสซ้ําแบบ TC หรือ CA ตามลําดับ  
  

เมื่อทดสอบความเป็นอิสระต่อกัน (Genotypic linkage disequilibrium) ของ
เครื่องหมาย พบว่าเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 3 ตําแหน่งไม่เป็นอิสระต่อกันได้แก่คู่ Rbr-9 และ 
Rbr-12 คู่ Rbr-9 และ Rbr-13 และคู่ Rbr-9 และ Rbr-13 โดยมีค่า P-value < 0.05 (ตารางที่ 8)  
 
ตารางที่ 7  คุณลักษณะเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 6 ตําแหน่ง เมื่อทดสอบในปลาทู 

     สมุทรสงคราม 
 

ประชากร (N) Rbr-7 Rbr-8 Rbr-9 Rbr-12 Rbr-13 Rbr-14 ค่าเฉลี่ย 

RBSS (52) (52) (52) (51) (52) (35) (52) (48) 
A 9 4 4 5 10 5 6.1667 ± 2.63
HO 0.6154 0.0962 0.6078 0.5962 0.6286 0.6731 0.5362 ± 0.22
HE 0.6462 0.1288 0.6591 0.6662 0.7542 0.6701 0.5871 ± 0.22
FIS 0.0481 0.2555 0.0785 0.1060 0.1666 -0.0045 0.0818 
HWE 0.0586 0.1919 0.6574 0.5743 0.1094 0.9103  
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ตารางที่ 8   ค่า P-value (เหนือแนวทแยง) และค่า S.E. ในการทดสอบความเป็นอิสระต่อกันของ 

      เครื่องหมาย 6 ตําแหน่ง ในปลาทูสมุทรสงคราม จากโปรแกรม Genepop 

 

ตําแหน่ง Rbr-7 Rbr-8 Rbr-9 Rbr-12 Rbr-13 Rbr-14

Rbr-7 0.7411 0.0568 0.0426 0.1399 0.6868
Rbr-8 0.0183  0.1678 0.1761 0.4766 0.2589
Rbr-9 0.0076 0.0070 0.0000 0.0073 0.4932
Rbr-12 0.0087 0.0065 0.0000 0.0000 0.3381
Rbr-13 0.0217 0.0176 0.0023 0.0000 0.0120
Rbr-14 0.0210 0.0094 0.0123 0.0101 0.0044  

 
 3.2  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของปลาต่างชนิดในสกุลเดียวกัน 
 

เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 6 ตําแหน่ง สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของปลาลัง
ได้ โดยใช้สภาพที่เหมาะสม และอุณหภูมิในแต่ละรอบในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์เหมือนกับที่ใช้ใน
ปลาทู ผลความหลากหลายของปลาลัง เมื่อพิจารณาท่ีค่าจํานวนอัลลิลต่อตําแหน่ง พบจํานวนอัลลิล
ในช่วง 4-16 อัลลิล มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 7.5 สูงกว่าที่พบในปลาทู ตําแหน่งที่พบอัลลิลจํานวนตํ่าสุดคือ 
Rbr-12 พบ 4 อัลลิลใกล้เคียงกับปลาทูซึ่งพบ 5 อัลลิล ส่วนตําแหน่งที่พบอัลลิลจํานวนสูงสุดเป็น
ตําแหน่งเดียวกันในปลาทูคือ Rbr-13 แต่พบจํานวนอัลลิลมากกว่า (16 อัลลิล) เครื่องหมายไมโคร- 
แซทเทลไลท์ในปลาลังส่วนมากจะพบจํานวนอัลลิลสูงกว่าปลาทู ยกเว้นตําแหน่ง Rbr-7 ซึ่งในปลาทู
พบถึง 9 อัลลิล แต่ในปลาลังกลับพบเพียง 5 อัลลิล (ตารางที่ 9) 
   

ผลการทดสอบเคร่ืองหมายในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของปลาต่างชนิดในครั้งน้ี ไม่พบ
ปัญหาการใช้ไพรเมอร์ข้ามชนิด เหมือนในปลาอื่น เช่น ปลา Scomber australacicus สามารถใช้
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของปลา S. japonicas ได้ 8 จาก 9 ตําแหน่ง (Yagishita and 
Kobayashi, 2008) ปลา S. japonicas สามารถใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของปลา S. 
australacicus ได้ 9 จาก 10 ตําแหน่ง (Tang et al., 2009) ปลาเทโพ (Pangasius larnaudii) 
ปลาเทพา (P. sanitwongsei) และปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) สามารถใช้
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของปลาบึก (P. gigas) ได้ 6, 7 และ 8 ตําแหน่งตามลําดับ จาก 10 
ตําแหน่ง (Na-Nakorn et al., 2006) จากกรณีของปลาเทโพและปลาเทพาน้ัน การประสบ
ความสําเร็จของการทดสอบเครื่องหมายไม่ได้ขึ้นกับความต่างของชนิดหรือสกุลเท่าน้ัน แม้เป็นชนิด 
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เดียวกันแต่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมกันมากก็อาจใช้เครื่องหมายร่วมกันไม่ได้ เช่น ในกุ้ง
ก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) ที่พบความแตก ต่างกันมากระหว่างกลุ่มทิศตะวันออก
และทิศตะวันตกตามเส้นแบ่งของฮักลีย์ (Huxley’s line) จนไม่สามารถใช้เครื่องหมายที่พัฒนามา
จากอีกกลุ่มได้ (Charoentawee et al., 2006; de Bruyn et al., 2004) 
 

ผลทดสอบความเป็นอิสระต่อกันของเคร่ืองหมายทั้ง 6 ตําแหน่ง พบเครื่องหมายไมโคร 
แซทเทลไลท์ Rbr-9 และ Rbr-12 ไม่เป็นอิสระต่อกัน มีค่า P-value < 0.05 (ตารางที่ 10) ดังน้ัน
การเลือกเครื่องหมายไปศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรจึงต้องตัดทั้งสองตําแหน่งน้ีออกไปเหลือเพียง 4
ตําแหน่ง คือ Rbr-7 Rbr-8 Rbr-13 และ Rbr-14 
 

ตารางที่ 9  คุณลักษณะเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 6 ตําแหน่ง เมื่อทดสอบในปลาลังระนอง 
 

ประชากร (N) 
      ตําแหน่ง

     ค่าเฉลี่ย 
Rbr-7 Rbr-8 Rbr-9 Rbr-12 Rbr-13 Rbr-14 

RKRN (48) (47) (46) (45) (47) (41) (46) (45.33) 
A 5 7 5 4 16 8 7.5000 ± 4.41
HO 0.6596 0.7174 0.2667 0.2553 0.8781 0.6087 0.5643 ± 0.25
HE 0.6410 0.7568 0.2617 0.2819 0.9178 0.7831 0.6070 ± 0.27
FIS -0.0292 0.0526 -0.0193 0.0951 0.0438 0.2246 0.0717 
HWE 0.9164 0.3303 0.4931 0.3760 0.2714 0.0001  

 
ตารางที่ 10   ค่า P-value (เหนือแนวทแยง) และค่า S.E. ในการทดสอบความเป็นอิสระต่อกันของ 

       เคร่ืองหมาย 6 ตําแหน่ง ในปลาลังระนอง จากโปรแกรม Genepop version 4.2.2 
 

ตําแหน่ง Rbr-7 Rbr-8 Rbr-9 Rbr-12 Rbr-13 Rbr-14

Rbr-7  0.5698 0.1810 0.4280 0.5469 0.1155
Rbr-8 0.0217  0.8167 0.4630 1.0000 0.5928
Rbr-9 0.0102 0.0116 0.0000 0.7589 0.3422
Rbr-12 0.0142 0.0153 0.0000 0.5616 0.1392
Rbr-13 0.0256 0.0000 0.0184 0.0178 0.6212
Rbr-14 0.0118 0.0235 0.0153 0.0092 0.0272  
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4.  การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรปลาทูและปลาลัง 
 
 4.1  การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรปลาทู 
 

4.1.1  ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร  
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในปลาทู 4 ประชากรใช้เครื่องหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ 4 ตําแหน่ง พบปลาทูทั้ง4 ประชากรมีความหลากหลายระดับปานกลาง และมีค่า
ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 11) จํานวนอัลลิลเฉลี่ยแต่ละประชากรมีค่า 5.75-7.00 อัลลิล ค่าอัลลิลลิคริช-
เนส (Ar) เฉลี่ยมีค่า 3.77-4.30 ค่าสังเกตเฮตเทอโรไซโกซิต้ี (HO) มีค่าเท่ากับ 0.44-0.50 เมื่อ
พิจารณาความหลากหลายเปรียบเทียบระหว่างประชากรฝั่งอ่าวไทย (สมุทรสงครามและเพชรบุรี) 
กับฝั่งอันดามัน (ระนองและตรัง) พบว่าฝั่งอ่าวไทย (Ar = 4.1-4.3, HO = 0.49-0.50) จะมีค่าสูงกว่า
ฝั่งอันดามัน (Ar = 3.7-3.8, HO = 0.44-0.48)  
 

ค่าสังเกตความถี่เฮตเทอโรไซโกต (HO) เฉลี่ยในแต่ละประชากรน้อยกว่าค่า
คาดหมาย (HE) และมีค่า FIS เป็นบวก แต่เมื่อพิจารณาทีละตําแหน่งในแต่ละประชากร พบบาง
ตําแหน่งมีค่า HO มากกว่า HE ได้แก่ ตําแหน่ง Rbr-14 ในปลาทูสมุทรสงคราม ตําแหน่ง Rbr-8 ใน
ปลาทูระนอง ตําแหน่ง Rbr-7 และ Rbr-8 ในปลาทูสตูล  
 

ผลการทดสอบการเข้าสู่สมดุลฮาร์ด้ี-ไวน์เบอร์ก เมื่อพิจารณาเคร่ืองหมายที่ละ
ตําแหน่ง พบว่าตําแหน่ง Rbr-7 Rbr-8 และ Rbr-14 อยู่ในสมดุลในทุกประชากร (P> 0.05) แต่
ตําแหน่ง Rbr-13 ของปลาทูเพชรบุรีไม่อยู่ในสมดุล (P< 0.05) โดยมีค่า FIS เป็นบวก แสดงถึงการพบ
เฮตเทอโรไซโกตน้อยเกินไป  
 

4.1.2  ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างประชากร 
  

ผลความแตกต่างระหว่างประชากรจากค่า Pairwise FST (ตารางที่ 12) และค่า 
FST รวม (ตารางที่ 13) ไม่พบความแตกต่างระหว่างประชากร และจัดให้ปลาทูทั้ง 4 ประชากรเป็น
กลุ่มประชากรเดียวกันแม้จะมาจากต่างฝั่งทะเล แต่ผลการสร้างแผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่าง
ปลาทู 4 ประชากร สามารถจัดกลุ่มปลาทูจากอ่าวไทยและอันดามันแยกจากกันได้ มีค่า Bootstrap 
เท่ากับ 68.9 และ 71.2 ตามลําดับ (ภาพท่ี 9) 
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ผลการศึกษาในปลาทูครั้งนี้ไม่พบโครงสร้างประชากร และจัดให้ปลาทูทั้ง 4 

ประชากรเป็นกลุ่มประชากรเดียวกันแม้จะมาจากต่างฝั่งทะเล ขัดแย้งกับผลการศึกษาปลาทูก่อน
หน้าน้ี ที่ใช้เครื่องหมาย ISSR จํานวน 49 ตําแหน่ง พบความต่างทางพันธุกรรมอย่างมีนัยสําคัญ
ระหว่างประชากรสองฝั่งทะเล (FST = 0.37) (Srinulgray, 2008) และขัดแย้งกับผลการศึกษาในสัตว์
นํ้าอ่ืนเช่น ในปลาเก๋าดอกแดง (Epinephelus coioides) ใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 4 
ตําแหน่ง พบความต่างระหว่างประชากรจากตรัง และนครศรีธรรมราช (FST = 0.074) (Antoro et 
al., 2006) ในหอยลาย (Paphia undulata) ใช้เครื่องหมาย ISSR จํานวน 300 ตําแหน่ง พบความ
ต่างระหว่างประชากรจากสุราษฎร์ธานี และสตูลอย่างมาก (FST = 0.48) (Donrung et al., 2011) 
ในหอยเป๋าฮ้ือ (Haliotis asinina) ใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 3 ตําแหน่ง พบความต่าง
ระหว่างประชากรจากเกาะลิบง และเกาะเสม็ด (FST = 0.21) (Tang et al., 2004) 
 

ผลการศึกษาคร้ังน้ีสอดคล้องกับการศึกษาในปลาช่อนทะเล (Rachycentron 
canadum) ที่ไม่พบความแตกต่างของประชากรระหว่างฝั่งอ่าวไทยและอันดามัน ซึ่งการศึกษาปลา
ช่อนทะเลนี้ใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 7 ตําแหน่ง (มีค่า A เฉลี่ย= 17.7, ค่า Ar เฉลี่ย = 
12.5, ค่า HO เฉลี่ย =0.775) เก็บตัวอย่างปลาจากอ่าวไทยสามแหล่ง และจากทะเลอันดามันอีกสาม
แหล่ง แหล่งละ 40-47 ตัวอย่าง ผลการเปรียบเทียบค่าความแตกต่างระหว่างประชากรมีค่าตํ่าและ
ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (FST =-0.0032-0.0081 และ Rst= -0.0109-0.066) โดยผู้วิจัย
ให้เหตุผลว่าแม้คาบสมุทรมลายูที่กั้นอยู่มีระยะทางถึง 1,640 กิโลเมตร แต่ปลาช่อนทะเลนั้นก็
สามารถอพยพได้ไกลถึง 1,000 กิโลเมตร (660 ไมล์) และมีพฤติกรรมอพยพตามสัตว์ทะเลขนาด
ใหญ่อย่างฉลามวาฬ อาจช่วยส่งเสริมให้อพยพได้ไกลย่ิงข้ึนไปอีก นอกจากน้ีการถ่ายเทยีนระหว่าง
ประชากรอาจเกิดจากการล่องลอยของตัวอ่อนตามกระแสนํ้าทะเลร่วมด้วยก็ได้ สุดท้ายผู้วิจัยเสริมว่า
ในอนาคตการเพิ่มตําแหน่งเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ และเพ่ิมการศึกษาในส่วนของไมโตคอน- 
เดรียจะช่วยให้เห็นรายละเอียดได้มากขึ้น (Phinchongsakuldit et al., 2013) และแม้ว่าการศึกษา
ปลาทูของ Srinulgray (2008) ด้วยเคร่ืองหมาย ISSR น้ันจะพบความแตกต่างระหว่างประชากรจาก
สองฝั่งทะเล แต่ผลการศึกษาในส่วน control region ของไมโตคอนเดรีย ขนาด 549 bp กลับพบ
ความแปรปรวนต่ํา (ตําแหน่งแปรปรวนพบ 7 ตําแหน่ง และมี 10 haplotype) และไม่พบรูปแบบที่
จําเพาะระหว่างอ่าวไทยและทะเลอันดามันเช่นกัน ต้องวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลยีน cytochrom b 
ขนาด 627 bp จึงจะสามารถแสดงโครงสร้างประชากรระหว่างฝั่งทะเลได้  
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ผลการประมาณค่า Ne ของปลาทูด้วยวิธี Linkage disequilibrium ทั้ง 4

ประชากรมีค่าตํ่ามาก (ตารางที่ 14) (Ne = 18.7-133.9) เมื่อเทียบกับปลา Atlantic mackerel 
Scomber scombrus (Ne =1.8x105-6.1x105) (Zardoya et al., 2004) ปัจจัยหน่ึงที่มีผลต่อ
การเปลี่นแปลงค่า Ne คือการผสมพันธ์ุที่มีอัตราส่วนเพศไม่เท่ากับหนึ่ง หรือประชากรมีสมาชิกที่มี
อายุต่างกันเป็นรุ่น ๆ แม้อัตราส่วนเพศของปลาทูจะมีค่าใกล้เคียงหนึ่ง (ในอ่าวไทยมีค่า=1:1.15 ใน
ทะเลอันดามันมีค่า=1:0.85) (ทัศพล และคณะ 2550) แต่การมีพฤติกรรมผสมพันธ์ุแบบกลุ่มนั้น 
ปลาทุกตัวอาจไม่ได้ถ่ายทอดอัลลิลสู่รุ่นต่อไป กลุ่มปลาที่ได้ถ่ายทอดอัลลิลสู่รุ่นต่อไปจริงๆ ก็อาจมี
สัดส่วนเพศที่ต่างออกไปด้วย และสัดส่วนของลูกที่ได้จากพ่อแม่แต่ละคู่มักไม่เท่ากันทําให้ค่า Ne มีค่า
ตํ่า (อุทัยรัตน์, 2551) นอกจากน้ีการที่ประชากรปลาทูถูกทําประมงอย่างหนักจนเกินกําลังการผลิต 
ทําให้ผลผลิตลดลงอย่างต่อเน่ืองระหว่างปี พ.ศ. 2548-2552 (กรมประมง, 2553) อาจส่งผลให้เกิด
การขาดช่วงทางพันธุกรรมในทิศทางที่ทําให้ประชากรมีขนาดเล็กลง บางอัลลิลสูญหาย ทําให้ยีนใน
สภาพโฮโมไซกัสลดลง และมีผลต่อ Ne ในประชากรด้วย  
 
                          และเน่ืองจากผลการใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 4 ตําแหน่งตรวจไม่
พบโครงสร้างประชากรของปลาทู ในการประมาณค่า Ne จึงรวมประชากรปลาทูสมุทรสงครามและ
ปลาทูเพชรบุรีเข้าด้วยกันเป็นประชากรปลาทูฝั่งอ่าวไทย และรวมข้อมูลจากประชากรปลาทูระนอง
และตรังเข้าด้วยกันเป็นประชากรปลาทูฝั่งทะเลอันดามัน เพ่ือประมาณค่า Ne เปรียบเทียบกันพบว่า 
ปลาทูฝั่งทะเลอันดามันมีค่า Ne เป็นอนันต์ ส่วนฝั่งอ่าวไทยมีค่าเท่ากับ 431.1 ค่าช่วงความเช่ือมั่นที่
ร้อยละ 95 ของประชากรทั้งสองกลุ่มมีขอบเขตบนสูงเป็นอนันต์ (ตารางที่ 14) ซึ่งสาเหตุที่การ
ประมาณค่า Ne เป็นอนันต์ Waples and Do (2010) สรุปว่าอาจเกิดจากการสุ่มตัวอย่างน้อยเกินไป
ไม่เป็นตัวแทนที่ดีของประชากร ประชากรมีขนาดใหญ่มากทําให้การประมาณค่าไม่มีความเที่ยงตรง 
มีการใช้อัลลิลที่มีความถี่ตํ่าในการประมาณค่าซึ่งจะส่งผลให้มีความเที่ยงตรงลดลง  มีจํานวน
เครื่องหมายน้อยเกินไป ดังน้ันการเพิ่มจํานวนเคร่ืองหมายและจํานวนอัลลิลจะยิ่งช่วยเพ่ิมความ
แม่นยําในการประมาณค่าย่ิงขึ้น  
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ตารางที่ 11  ค่าระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาทู (R. brachysoma) เมื่อใช้ 

      เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 4 ตําแหน่ง 
 

ประชากร (N) 
 ตําแหน่ง  

ค่าเฉลี่ย 
Rbr-7 Rbr-8 Rbr-13 Rbr-14 

สมุทรสงคราม (52) (52) (52) (35) (52) (48) 
A 9 4 10 5 7.0000 ± 2.94
Ar 5.215 1.967 6.093 3.926 4.3002 
HO 0.6154 0.0962 0.6286 0.6731 0.5033 ± 0.27
HE* 0.6462 0.1288 0.7425 0.6701 0.5494 ± 0.28
FIS* 0.0481 0.2555 0.1666 -0.0045 0.0746 
HWE 0.0656 0.1955 0.1129 0.9069  
เพชรบุรี (52) (52) (38) (35) (52) (44) 
A 9 3 9 5 6.5000 ± 3
Ar 4.711 2.052 5.836 3.962 4.1402 
HO 0.5769 0.1315 0.6285 0.6346 0.4929 ± 0.24
HE * 0.5774 0.1715 0.7407 0.6740 0.5409 ± 0.25
FIS* 0.001 0.2355 0.1534 0.059 0.0781 
HWE 0.8813 0.2593 0.0000 0.3479  
ระนอง (54) (49) (45) (27) (54) (44) 
A 8 2 8 5 5.7500 ± 2.87
Ar 5.083 1.682 5.196 3.578 3.8847 
HO 0.6122 0.1111 0.5925 0.6296 0.4863 ± 0.25
HE * 0.6231 0.1061 0.7148 0.6507 0.5237 ± 0.28
FIS* 0.0177 -0.0476 0.1738 0.0327 0.0538 
HWE 0.4849 1.0000 0.2471 0.8784  
ตรัง (54) (49) (52) (45) (48) (48.5) 
A 7 3 10 6 6.5000 ± 2.88
Ar 4.305 1.863 5.088 3.862 3.7795 
HO 0.5918 0.1346 0.5555 0.4791 0.4402 ± 0.20
HE * 0.5701 0.1278 0.6871 0.6747 0.5150 ± 0.26
FIS* -0.0384 -0.0531 0.1933 0.2921 0.1433 
HWE 0.1562 1.0000 0.0828 0.0518  
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ตารางที่ 12  ค่าระยะห่างทางพันธุกรรมที่ปรับค่าแล้วของ Nei [Nei’s unbiased measurement    

      of genetic distance (1978)] จากโปรแกรม PopGene V.1.31.ค่า Pairwise FST    
      จากโปรแกรม Genepop V.4.2 และค่า P-value ของ Pairwise FST ระหว่างปลาทู 4   
      ประชากร จากโปรแกรม Arlequin V.3.11 

 

 
ตารางที่ 13  ค่าสัมประสิทธ์ิ F ในเคร่ืองหมายแต่ละตําแหน่ง ของข้อมูลปลาทูรวม 4 ประชากร จาก 

       โปรแกรม Genepop V.4.2 
 

เครื่องหมาย FIS FST FIT 

Rbr-7 0.0091 -0.0032 0.0060 
Rbr-8 0.1082 -0.0088 0.1004 
Rbr-13 0.1726 0.0007 0.1732 
Rbr-14 0.0912 -0.0082 0.0837 
รวมทุกตําแหน่ง 0.0878 -0.0043 0.0838 

 
 
 

คู่ประชากรปลาทูที่เปรียบเทียบ
ค่าระยะห่าง
ทางพันธุกรรม 

ค่า Pairwise FST 
ค่า P-value ของ

Pairwise FST 

สมุทรสงคราม เพชรบุรี 0.0004 -0.0064 0.9909 
สมุทรสงคราม ระนอง 0.0072 -0.0020 0.9909 
เพชรบุรี ระนอง 0.0065 -0.0026 0.9279 
สมุทรสงคราม ตรัง 0.0043 -0.0029 0.9909 
เพชรบุรี ตรัง 0.0026 -0.0048 0.9818 
ระนอง ตรัง -0.0003 -0.0071 0.9909 
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ภาพท่ี 10  แผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่างปลาทู 4 ประชากร  สร้างโดยโปรแกรม TFPGA  
 
ตารางที่ 14  ค่าประมาณ Ne ของประชากรปลาทูจากโปรแกรม NeEstimator V.2.01 
 

 สมุทร-
สงคราม

เพชรบุรี รวมฝั่ง
อ่าวไทย

ระนอง ตรัง รวมฝั่ง
อันดามัน

ค่าประมาณ Ne 133.9 27.3 431.5 18.7 100 ∞
ช่วงความเชื่อมั่น 95%   
            ขอบเขตบน 42.5 16.3 102.7 11.1 37.6 154.6
            ขอบเขตล่าง ∞ 56.3 ∞ 37.5 ∞ ∞

 
 4.2  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาลัง 
 

4.2.1  ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร 
 

ปลาลังทั้ง 4 ประชากรมีระดับความหลากหลายค่อนข้างสูงใกล้เคียงกัน (ตาราง 
ที่ 8) และสูงกว่าเมื่อเทียบกับปลาทู ปลาลังมีจํานวนอัลลิลเฉลี่ยแต่ละประชากรเท่ากับ 7.50 -9.75 
อัลลิลต่อตําแหน่ง ค่าอัลลิลลิคริชเนส (Ar) เฉลี่ยมีค่า 5.94-6.39 ค่าสังเกตความถี่เฮตเทอโรไซโกต 
(HO) มีค่าเท่ากับ 0.64 -0.72 ระดับความหลากหลายท่ีพบน้ีสอดคล้องกับผลการศึกษาปลาลัง  โดยใช้ 
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ข้อมูลไมโตคอนเดรียส่วน D-loop พบว่ามีความหลากหลายสูงมาก (ค่าเฉลี่ย nucleotide diversity 
= 1.14% ค่าเฉลี่ย haplotype diversity = 0.9-1) (Ghazali et al., 2012) 

 
ค่าสังเกตความถี่เฮตเทอโรไซโกต (HO) เฉลี่ยในแต่ละประชากรน้อยกว่าค่า

คาดหมาย (HE) และมีค่า FIS เป็นบวก แต่เมื่อพิจารณาแต่ละตําแหน่งในแต่ละประชากร พบบาง
ตําแหน่งมีค่า HO มากกว่า HE ได้แก่ ตําแหน่ง Rbr-7 ในปลาลังระนองและปลาลังภูเก็ต ตําแหน่ง 
Rbr-13 ในปลาลังพังงา 
 

ผลการทดสอบการเข้าสู่สมดุลฮาร์ด้ี-ไวน์เบอร์ก เครื่องหมายส่วนมากอยู่ใน
สมดุล (P> 0.05) ยกเว้นตําแหน่ง Rbr-8 ในปลาลังสตูล ตําแหน่ง Rbr-13 ในปลาลังภูเก็ต และ
ตําแหน่ง Rbr-14 ในปลาลังระนอง โดยทั้งสามตําแหน่งมีค่า FIS มีค่าเป็นบวก แสดงถึงการพบเฮต-
เทอโรไซโกตน้อยเกินไป 
 

4.2.2  ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างประชากร 
 

ผลทดสอบความแตกต่างระหว่างประชากร ค่า Pairwise FST (ตารางท่ี 16) ค่า 
FST รวมเท่ากับ 0.0073 (ตารางที่ 17) ไม่พบโครงสร้างประชากร แสดงว่าประชากรปลาลังทั้ง 4 
เป็นกลุ่มเดียวกันทั้งหมดผลการสร้างแผนภูมิต้นไม้พบการจัดกลุ่มสอดคล้องกับระยะห่างทาง
ภูมิศาสตร์ ปลาลังระนองและพังงาซึ่งอยู่จังหวัดติดกันมีความใกล้ชิดกันมากที่สุด ถัดมาเป็นปลาลัง
จากภูเก็ต ส่วนปลาลังจากสตูลมีความแตกต่างจากประชากรอ่ืนมากที่สุด (ภาพที่ 10)  
 

ผลการจัดกลุ่มปลาลังทางฝั่งทะเลอันดามันเป็นกลุ่มประชากรเดียวกันน้ี 
สอดคล้องกับผลการศึกษาปลาลังจากรัฐซาบา (Sabah) ประเทศมาเลเซีย ที่ใช้ข้อมูลไมโตคอนเดรีย
ส่วน D-loop และผลไม่พบโครงสร้างประชากรจากตัวอย่าง 5 แหล่ง รอบชายฝั่งรัฐซาบาที่มี
ระยะทางรวมประมาณ 800 กิโลเมตร (Ghazali et al., 2012) แต่ชายฝั่งจากระนองถึงสตูลน้ันมี
ระยะทางเพียง 500-600 กิโลเมตรเท่าน้ัน จึงไม่เป็นอุปสรรคในการแพร่กระจายตัวของปลาลัง 
นอกจากน้ียังสอดคล้องกับการศึกษากั้งกระดานขาม่วง (Thenus unimaculatus) โดยใช้ข้อมูลส่วน 
12sr DNA และยีน COI ในไมโตคอนเดรียพบว่าประชากรก้ังตลอดแนวชายฝั่งทะเลอันดามัน จาก
ระนองถึงสตูลเป็นประชากรเดียวกัน โดยเป็นผลจากรูปแบบกระแสนํ้าที่ช่วยกระจายลูกกั้งวัยอ่อน 
ทําให้มีการถ่ายเทยีนระหว่างกัน (Wongruenpibool  and  Denduangboripant, 2013) และ
การศึกษาปูแสม (Episesarma versicolor) (Supmee et al., 2012) โดยใช้ข้อมูลส่วน control 
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region ในไมโตคอนเดรียพบว่าประชากรปูแสมตลอดแนวชายฝั่งทะเลอันดามันเป็นประชากร
เดียวกัน โดยผลของกระแสน้ํามีผลต่อการถ่ายเทยีนระหว่างประชากรปูเช่นกัน  
 

ผลการจัดกลุ่มปลาลังทางฝั่งทะเลอันดามันน้ี มีข้อมูลบางส่วนสอดคล้องกับการ
วิเคราะห์สภาพภูมิศาสตร์ที่มีผลต่อโครงสร้างประชากรปลาทูในทะเลอันดามันของวีระ และจํานอง 
(2539) แม้ว่าการวิเคราะห์น้ีเน้นไปที่ปลาทู แต่ก็พอจะปรับใช้กับปลาลังในทะเลอันดามันได้ ดังน้ี  
สภาพพ้ืนที่ทะเลอันดามันตอนล่างบริเวณอ่าวพังงาและอ่าวกระบี่ มีความยาวขอบฝั่งรอบอ่าว
ประมาณ 120 ไมล์ทะเล และลึกไม่เกิน 35 เมตร ปลาทูและปลาลังซึ่งเป็นปลาผิวนํ้าขนาดกลาง 
น่าจะสามารถแพร่กระจายได้ทั่วถึง และอาจกว้างไกลเกินขอบเขตนี้ได้ถึงบริเวณจังหวัดตรังที่พ้ืนท้อง
ทะเลไม่มีความแตกต่างกัน กล่าวคือปลาลังจากทะเลอันดามันตอนล่าง คือภูเก็ตและสตูลใน
การศึกษาครั้งน้ีน่าจะสามารถแพร่กระจายไปมาทั่วถึงกันได้ ทําให้ลดความต่างระหว่างประชากร 
ส่วนสภาพภูมิศาสตร์ของทะเลอันดามันตอนบนบริเวณจังหวัดระนอง ที่เป็นเขตแดนไทย-พม่าน้ัน มี
พ้ืนทะเลเป็นอ่าวนํ้าต้ืน ความลาดชันน้อย มีป่าชายเลนและแม่นํ้าไหลลงสู่อ่าว ทําให้ท้องทะเลเป็น
โคลนปนทราย แต่ในเขต อ.คุระบุรี อ.ตะก่ัวป่า และ อ.ท้ายเหมือง จังหวัดพังงา ท้องทะเลจะมีความ
ลาดชันสูงมาก พ้ืนท้องทะเลเป็นโขดหิน จากความต่างน้ีน่าจะมีผลต่อเส้นทางการเดินทางและการ
แพร่กระจายได้ ซึ่งจากข้อมูลน้ีหากมีโครงสร้างประชากรเกิดขึ้นก็ควรพบความต่างระหว่างประชากร
ทะเลอันดามันตอนบนและตอนล่าง  
 

เมื่อพิจารณาค่า Ne แยกรายประชากรพบว่าผลการประมาณค่า Ne ของปลาลัง
มีค่าแตกต่างอย่างมากระหว่างประชากรจากทะเลอันดามันตอนบนและตอนล่าง ในปลาลังจาก
ระนองและพังงามีค่าสูงมากเป็นอนันต์ ส่วนประชากรภูเก็ตและสตูลมีค่าเท่ากับ 16.8 และ 60.9 
ตามลําดับ แต่ผลการวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ไม่พบการเกิดโครงสร้างประชากร 
แสดงว่าประชากรปลาลังทั้งหมดเป็นกลุ่มเดียวกัน การประมาณค่า Ne จึงรวมทุกประชากรเข้า
ด้วยกันและประมาณค่า Ne ใหม่ได้เท่ากับ 1,047 ตัว (ตารางที่ 18) แต่ค่าที่ได้พบว่ามีช่วงความ
เช่ือมั่นร้อยละ 95 ที่กว้างมากและมีขอบเขตความเช่ือมั่นถึงค่าอนันต์ ซึ่ง Waples and Do (2010) 
แนะนําว่าหากประชากรที่ศึกษามีขนาดใหญ่ การประมาณค่าขอบเขตบนที่แม่นยําจะทําได้ยากยิ่งขึ้น 
และหากมีการใช้อัลลิลที่มีความถี่ตํ่าในการประมาณก็จะย่ิงทําให้การประมาณค่า Ne ให้เที่ยงตรงยาก
ย่ิงขึ้น นอกจากน้ีการใช้ตัวอย่างที่ไม่เป็นตัวแทนที่ดีของประชากรธรรมชาติ เช่นมีจํานวนน้อยเกินไป
ก็อาจส่งผลให้ค่าประมาณ Ne มีผลเป็นอนันต์ได้ การเพ่ิมจํานวนเคร่ืองหมายในการศึกษาเพ่ือให้ได้
ค่า Ne ที่ชัดเจนข้ึนน่าจะเป็นสิ่งจําเป็นในการนําเอาข้อมูลไปใช้วางแผนการจัดการทรัพยากรปลาทู
และปลาลังในอนาคต จากการศึกษาของ Waples and Do (2010) น้ันได้จําลองชุดข้อมูลข้ึนมาเพ่ือ 
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ประเมินความแม่นยําในการประมาณค่า Ne ด้วยวิธี Linkage disequilibrium พบว่าความแม่นยํา
ในการประมาณค่า Ne ขึ้นกับผลของการสุ่มตัวอย่างและขนาดของ Ne ที่มีอยู่ เช่นหากประชากรมี
จํานวน 100 ตัว การสุ่มตัวอย่าง 25 ตัว และใช้เครื่องหมายไมโครแซท 20 ตําแหน่ง จะสามารถ
ประมาณค่า Ne ได้แม่นยํามาก (ผิดพลาดประมาณร้อยละ 1.6) แต่เมื่อใช้เครื่องหมายเพียง 5 
ตําแหน่งและสุ่มตัวอย่างมา 25 ตัว การประมาณค่า Ne จะไม่มีความน่าเชื่อถือเลยแม้ประชากรจะมี
ขนาดเล็กเพียง 100 ตัว ค่าที่ได้จะมีค่าตํ่ากว่า 100 มากๆ หรือสูงเกินกว่า 500 ซึ่งกรณีน้ีคล้ายกับ
กรณีการศึกษาปลาทูและปลาลังครั้งนี้ที่มีเครื่องหมายเพียง 4 ตําแหน่ง จํานวนอัลลิล 3-21 อัลลิล 
และมีตัวอย่างจํานวนน้อยอาจทําให้ค่า Ne ที่ได้ไม่แม่นยํา 
 
                          นอกจากการพิจารณาการจัดกลุ่มประชากรแยกตามชนิดแล้ว เมื่อรวมข้อมูล
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จากปลาทูและปลาลังเพ่ือสร้างแผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA พบว่า
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จํานวนสี่ตําแหน่งสามารถแยกความแตกต่างของประชากรปลาทูออก
จากปลาลังได้ชัดเจน โดยมีค่า bootstrap สนับสนุนเท่ากับ 100 การจัดกลุ่มภายในชนิดก็มีค่า 
bootstrap สนับสนุนที่สูงเช่นกัน โดยมีค่าเท่ากับ 100 และ 99.8 ในปลาทูและปลาลังตามลําดับ แต่
เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรภายในแต่ละชนิดจะพบว่าปลาลังมี
ความแตกต่างระหว่างประชากรสูงกว่าปลาทูมาก (ภาพท่ี 12)  
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ตารางที่ 15  ค่าระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาลัง (R. kanagurta) เมื่อใช้ 

      เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 4 ตําแหน่ง 
 

ประชากร (N)
 ตําแหน่ง  

ค่าเฉลี่ย 
Rbr-7 Rbr-8 Rbr-13 Rbr-14 

ระนอง (48) (47) (46) (41) (46) (45) 
A 5 7 16 8 9.0000 ± 4.83
Ar 3.802 5.062 9.935 5.706 6.1262 
HO 0.6595 0.7173 0.8780 0.6087 0.7159 ± 0.11 
HE * 0.6410 0.7568 0.9178 0.7830 0.7746 ± 0.11 
FIS* -0.0292 0.0526 0.0438 0.2246 0.0772 
HWE 0.9158 0.3365 0.2803 0.0002  
พังงา (52) (14) (19) (20) (35) (22) 
A 3 8 12 7 7.500 ± 3.69 
Ar 2.997 6.597 8.666 5.53 5.9475 
HO 0.35714 0.73684 1.00000 0.62857 0.6806 ± 0.26 
HE * 0.63757 0.83357 0.88205 0.78592 0.7847 ± 0.10 
FIS* 0.4492 0.1189 -0.1377 0.2026 0.1302 
HWE 0.0171 0.5570 0.2315 0.0744  
ภูเก็ต (49) (45) (50) (50) (36) (45) 
A 4 6 21 8 9.7500 ± 7.67
Ar 3.561 5.278 10.451 6.27 6.39 
HO 0.7111 0.7600 0.7800 0.6388 0.7225 ± 0.06 
HE * 0.6122 0.7802 0.9224 0.8153 0.7825 ± 0.12 
FIS* -0.1636 0.0262 0.1557 0.2188 0.0715 
HWE 0.5013 0.2810 0.0056 0.1059  
สตูล (52) (9) (37) (14) (39) (25) 
A 7 8 9 7 7.7500 ± 0.95
Ar 7 6.001 7.413 4.973 6.3467 
HO 0.7777 0.5675 0.6428 0.5897 0.6444 ± 0.09 
HE * 0.8627 0.8156 0.8492 0.7405 0.8170 ± 0.05 
FIS* 0.1040 0.3071 0.2500 0.2058 0.2413 
HWE 0.4038 0.0000 0.1141 0.2020  
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ตารางที่ 16  ค่าระยะห่างทางพันธุกรรมที่ปรับค่าแล้วของ Nei [Nei’s unbiased measurement  

of genetic distance (1978)] จากโปรแกรม PopGene V.1.31.ค่า Pairwise FST 
จากโปรแกรม Genepop V.4.2 และค่า P-value ของ Pairwise FST ระหว่างปลาลัง 
4 ประชากร จากโปรแกรม Arlequin V.3.11 

 

 
ตารางที่ 17  ค่าสัมประสิทธ์ิ F ในเคร่ืองหมายแต่ละตําแหน่ง ของข้อมูลปลาลังรวม 4 ประชากร 

      จากโปรแกรม Genepop V.4.2 
 

ตําแหน่ง FIS FST FIT 

Rbr-7 0.0553 0.0115 0.0662
Rbr-8 0.1335 0.0008 0.1342
Rbr-13 0.1672 0.0100 0.1755
Rbr-14 0.1892 0.0022 0.1909
รวมทุกตําแหน่ง 0.1417 0.0058 0.1467

 
 
 
 
 
 
 
 
 

คู่ประชากรปลาลังที่เปรียบเทียบ 
ค่าระยะห่าง
ทางพันธุกรรม 

ค่า Pairwise FST 
ค่า P-value ของ
Pairwise FST 

ปลาลังระนอง ปลาลังพังงา 0.0255 -0.0040 0.7657 
ปลาลังระนอง ปลาลังภูเก็ต 0.0548 0.0080 0.4774 
ปลาลังระนอง ปลาลังสตูล 0.0768 0.0057 0.0720 
ปลาลังพังงา ปลาลังภูเก็ต 0.0549 0.0064 0.7747 
ปลาลังพังงา ปลาลังสตูล 0.1241 0.0064 0.0540 
ปลาลังภูเก็ต ปลาลังสตูล 0.1597 0.0253 0.0360 



52 

 
 

ภาพท่ี 11  แผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่างปลาลัง 4 ประชากร สร้างโดยโปรแกรม TFPGA  
 

ตารางที่ 18  ค่าประมาณ Ne ของปลาลังจากโปรแกรม NeEstimator V.2.01 
 

 ระนอง พังงา ภูเก็ต สตูล รวมปลาลังฝั่งอันดามัน

ค่าประมาณ Ne ∞ ∞ 14.8 60.9 1047.2 
ช่วงความเชื่อมั่น 95%   
            ขอบเขตบน 327.3 26.8 8.4 33.7 311.1 
            ขอบเขตล่าง ∞ ∞ 38 181.6 ∞ 

 

 
 
ภาพท่ี 12  แผนภูมิต้นไม้แบบ UPGMA ระหว่างปลาทู 4 ประชากร  และปลาลัง 4 ประชากร สร้าง    

    โดยโปรแกรม TFPGA V.1.3  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 
 การจําแนกชนิดปลาทูและปลาลังโดยใช้ข้อมูลลักษณะสัณฐาน โดยวิธีการวัดร่างกายแบบ
โครงร่าง และวิเคราะห์ข้อมูลน้ันด้วยวิธีวิเคราะห์ตัวประกอบหลัก พบว่าสามารถจําแนกปลากลุ่มน้ีได้ 
โดยความแปรปรวนส่วนมากเกิดจากความต่างของความลึกลําตัว รองลงมาคือความยาวของลําตัว
ช่วงท้าย  
 
 การพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเลไลท์จากห้องสมุดดีเอ็นเอของปลาทูครั้งน้ี 
ได้จํานวนโคลนที่มีลําดับเบสซ้ํา ร้อยละ 23 สามารถเพิ่มได้โดยการคัดกรองรอบที่สองก่อนการหา
ลําดับนิวคลีโอไทด์ หลังจากได้ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ ในการออกแบบไพรเมอร์ขนาบข้างลําดับ
เบสซ้ํา พบว่ามีช้ินส่วนดีเอ็นเอกลุ่มหน่ึงที่ไม่สามารถนํามาใช้ประโยชน์ได้แม้จะมีลําดับนิวคลีโอไทด์
ซ้ําที่ต้องการ เน่ืองด้วยข้อจํากัดเช่น มีลําดับนิวคลีโอไทด์เหลือไม่เพียงพอให้ออกแบบไพรเมอร์ หาก
สามารถหาวิธีใช้ประโยชน์จากชิ้นส่วนดีเอ็นเอกลุ่มนี้ได้ จะช่วยเพ่ิมตําแหน่งเคร่ืองหมายดีเอ็นเอได้ 
 
 การพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์ครั้งน้ีได้เครื่องหมายจํานวน 4 
ตําแหน่ง ที่มีความหลากหลายของอัลลิลระดับปานกลาง สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของปลาทู และ
ปลาในสกุลเดียวกันคือปลาลังได้ การประยุกต์ใช้เครื่องหมายเพื่อศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรพบว่า
ปลาทูมีความหลากหลายทางพันธุกรรมระดับปานกลางยังไม่ได้อยู่ในระดับที่ตํ่าจนน่าเป็นห่วง 
ประกอบกับสถิติปริมาณการจับปลาทูในช่วงปี พ.ศ. 2551-2554 ที่เพ่ิมข้ึนถึงร้อยละ 60 และมี
แนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ือง แสดงให้เห็นว่ามาตรการจัดการในปัจจุบันของกรมประมงมีความ
เหมาะสมทําให้ยังคงรักษาระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปลาทูไว้ได้ แต่
เครื่องหมายทั้ง 4 ตําแหน่งน้ีไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างประชากรปลาทูจากฝั่งอ่าวไทย
และฝั่งทะเลอันดามันได้ อาจเป็นผลเนื่องจากเคร่ืองหมายมีความหลากหลายของอัลลิลน้อยเกินไป 
หรือมีจํานวนเครื่องหมายน้อยเกินไป ทําให้มีกําลังในการจําแนกประชากรได้ไม่มากพอ หากมีจํานวน
เครื่องหมายมากขึ้นอาจจะพบความแตกต่างของประชากรได้ ส่วนผลการศึกษาในปลาลังทางฝั่ง
ทะเลอันดามัน พบว่าปลาลังมีความหลากหลายทางพันธุกรรมระดับปานกลางและมีค่าสูงกว่าปลาทู
เล็กน้อย ผลการศึกษาจากเครื่องหมายทั้ง 4 ตําแหน่ง ตรวจไม่พบโครงสร้างประชากร สรุปว่าปลาลัง
ฝั่งทะเลอันดามันจากจังหวัดระนองถึงสตูลเป็นกลุ่มประชากรเดียวทั้งหมด เมื่อพิจารณาร่วมกับสถิติ
ปริมาณการจับปลาลังจากทะเลอันดามันในช่วงปี พ.ศ. 2551-2554 ที่เพ่ิมข้ึนร้อยละ 28 ผล
การศึกษาครั้งน้ีสนับสนุนวิธีการบริหารจัดการของกรมประมงที่มีการจัดการปลาลังฝั่งทะเลอันดามัน 
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แบบประชากรเดียวว่าเป็นมาตรการที่เหมาะสม และยังคงรักษาระดับความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของประชากรปลาลังไว้ได้ 
 
 จากสถิติปริมาณการจับปลาทูและปลาลัง ในช่วงปี พ.ศ. 2551-2554 ควรมีการศึกษา
เพ่ิมเติมเพ่ือประเมินผลกระทบจากการทําประมงที่แนวโน้มเพ่ิมข้ึนอย่างต่อเน่ืองต่อการเปลี่ยนแปลง
ทางพันธุกรรมของประชากรปลาทั้งสองชนิด 
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ภาคผนวก ก 
รูปภาพและตารางข้อมูล 
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ภาพผนวกที่ 1  สถิติปริมาณการจับปลาทูและปลาลังในน่านนํ้าไทยปี พ.ศ. 2542 ถึงปี พ.ศ. 2554 
 

ที่มา: กรมประมง (2556) 
 

 
 
ภาพผนวกที่ 2  สถิติมูลค่าการทําประมงปลาทูและปลาลังในน่านนํ้าไทยปี พ.ศ. 2542 ถึงปี พ.ศ.  

2554 
 
ที่มา: กรมประมง (2556) 
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นานนํ้าไทย
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ภาพผนวกที่ 3  สถิติการจับปลาทูและปลาลังฝั่งอ่าวไทยปี พ.ศ. 2542 ถึงปี พ.ศ. 2554 
 
ที่มา: กรมประมง (2556) 
 

 
 
ภาพผนวกที่ 4  สถิติการจับปลาทูและปลาลังฝั่งทะเลอันดามันปี พ.ศ. 2542 ถึงปี พ.ศ. 2554 
 
ที่มา: กรมประมง (2556) 
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ภาพผนวกที่ 5  แผนที่แสดงพ้ืนที่มาตรการอนุรักษ์ ทางฝั่งทะเลอันดามัน 
 
ที่มา: แผนที่แนบท้ายประกาศกระทรวงกระทรวงเกษตรและสหกรณ์การเกษตร เรื่อง “กําหนดห้าม 

ใช้เครื่องมือทําการประมงบางชนิดทําการประมงในฤดูปลาที่มีไข่ วางไข่ และเลี้ยงตัวอ่อนใน
ท้องที่บางส่วนของจังหวัดภูเก็ต พังงา กระบี่ และตรังภายในระยะเวลาที่กําหนด” ลงวันที่ 
24 ตุลาคม พ.ศ. 2551 
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ภาพผนวกที่ 6  การแบ่งเขตพ้ืนที่ทําการประมง ทางฝั่งอ่าวไทย 
 
ที่มา: ดําริห์ (2523) 
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ภาพผนวกที่ 7  การแบ่งเขตพ้ืนที่ทําการประมง ทางฝั่งทางฝั่งทะเลอันดามัน 
 
ที่มา: ไพเราะ (2531) 
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ภาพผนวกที่ 8  การทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอข้ามชนิด ด้วยเครื่องหมาย Rbr-12 
 

 
 

ภาพผนวกที่ 9  การทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอข้ามชนิด ด้วยเครื่องหมาย Rbr-13 
 

 
 

ภาพผนวกที่ 10  การทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอข้ามชนิด ด้วยเคร่ืองหมาย Rbr-14 
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ตารางผนวกที่ 1  ตารางเปรียบเทียบผลการศึกษาช่วงฤดูวางไข่ และขนาดความยาวแม่ปลาเมื่อเริ่มวางไข่ ของปลาทูในทะเลอันดามัน 
 

พื้นที่ที่ศึกษา 
ช่วงเวลาที่มีการวางไข่ 

ขนาดความยาวแม่ปลา 
เมื่อเริ่มวางไข่ (ซ.ม.) 

พ.
ย.

 

ธ.ค
. 

ม.
ค.

 

ก.
พ.

 

มี.
ค.

 

เม
.ย

. 

พ.
ค.

 

มิ.
ย.

 

ก.
ค.

 

ส.
ค.

 

ก.
ย.

 

ต.
ค.

 

พ.
ย.

 ไพเราะ(2531) ไพเราะ (2541) 

ทะเลอันดามัน  - - 

เขตการประมงที่ 1  19.0 19.33 

เขตการประมงที่ 2  17.8 16.95 

เขตการประมงที่ 3  17.9 16.79 

 
หมายเหตุ    แทนผลการศึกษาของ ทัศพล (2550) 
    แทนผลการศึกษาของ ไพเราะ (2531) 
    แทนผลการศึกษาของ ไพเราะ (2541) 
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ตารางผนวกที่ 2  ข้อมูลแหล่งเก็บตัวอย่างปลาทูและปลาลังฝั่งทะเลอันดามัน  
 

 
รหัส ชื่อเรือ ท่าเรือ อําเภอ จังหวัด วันที่ เครื่องมือประมง 

พิกัดทําประมง
ชนิดปลา หมายเหตุ 

 lat long

1 
2 
3 
4 
5 
6 

ทูระนอง
ทูตรัง 
ลังระนอง 
ลังพังงา 
ลังภูเก็ต 
ลังสตูล 

ลําซูริน 
บุญลาภ 21 
โอเล่ 
ธนากร 1 
ธีรกฤษ 41 
PSF 1267 

ป.ปลาทู
บุญลาภ 
ไทยเสรี 
ดวงทวีพร
อ.ส.ป. 
อ.ส.ป. 

อ.เมือง จ.ระนอง
อ.กันตัง จ.ตรัง 
อ.เมือง จ.ระนอง 
อ.ท้ายเหมือง จ.พังงา
อ.เมือง จ.ภูเก็ต 
อ.เมือง จ.สตูล 

20/8/53
3/8/53 
18/8/53
19/8/53
9/8/53 
19/8/53

อวนลอยปลาทู 
อวนล้อมจับปั่นไฟ 
อวนลอยปลาทู 
อวนล้อมจับปั่นไฟ 
อวนล้อมจับปั่นไฟ 
อวนล้อมซั้ง 

9.840
7.067 
9.980 
8.617 
7.750 
5.967 

98.480
99.283
98.520
97.800
98.467
98.783

R. brachysoma
R. brachysoma 
R. kanagurta 
R. kanagurta 
R. kanagurta 
R. kanagurta 

เกาะช้าง
หลังเกาะสอง 
พม่า 
เกาะเก้า 
เกาะไม้ท่อน 
- 
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ภาคผนวก ข 
บทความวิจัยที่ตีพิมพ์ 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 

ชื่อ-นามสกุล  นายณัฐ หมั่นพลศรี 
วัน-เดือน-ปี-เกิด 1 มกราคม พ.ศ. 2529 
สถานที่เกิด  จังหวัดหนองคาย 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (การประมง) มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ - ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร สํานักพัฒนา

บัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี สํานักงาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา 
- ทุนอุดหนุนการวิจัยประเภทบัณฑิตศึกษา ประจําปี 2555 จากสํานักงาน
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