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บทคัดย่อ: การจัดการทรัพยากรปลาท้องถ่ินเพ่ือการคงไว้ซึ่งความหลากหลายทางชีวภาพท่ีแท้จริงควรให้
ความส�ำคัญต่อความหลากหลายถึงระดับพันธุกรรม การศึกษาครั้งน้ีจึงศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ของประชากรปลาเลียหินในพ้ืนท่ีล�ำน�้ำว้า (ล�ำน�้ำสาขาของแม่น�้ำน่านตอนบน) อ�ำเภอบ่อเกลือ จังหวัดน่าน  
จากจ�ำนวน 5 กลุ่มตัวอย่างๆ ได้แก่ ล�ำน�้ำว้า 2 กลุ่มตัวอย่าง (WSW และ WPS) และล�ำน�้ำมาง (ล�ำน�้ำสาขา
ของล�ำน�้ำว้า) 3 กลุ่มตัวอย่าง (MPK, MNK และ MHK) เก็บตัวอย่างกลุ่มละ 48 ตัว โดยเครื่องหมาย ไมโคร
แซทเทลไลท์  5 ต�ำแหน่ง พบว่ามีความหลากหลายภายในประชากรเฉลี่ยดังนี้ จ�ำนวนอัลลิลต่อต�ำแหน่ง (A) 
มีค่าอยู่ระหว่าง 5.80 (WSW)-8.40 (MHK), ค่า effective number of allele (Ae) 3.60 (WSW)-4.65(MNK), 
allelic richness (Ar) 5.69 (WSW)-8.16 (MHK), ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Ho) 0.622 (WSW)-
0.720 (WPS) ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้จากการคาดหมาย (He) 0.694 (WSW)-0.773 (MPK) ไม่พบการเบี่ยงเบน
จากสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กในทุกกลุ่มตัวอย่าง  จากการพบความหลากหลายภายในพันธุกรรมท่ีค่อนข้างสูง
ในปลาเลียหินเป็นผลมาจากความชุกชุมของปลาและการผสมพันธุ์วางไข่ในช่วงฤดูน�้ำหลากลูกพันธุ์ท่ีเกิดมี
โอกาสแพร่กระจายได้กว้าง ส�ำหรับระดับพันธุกรรมที่ค่อนข้างต�่ำใน WSW เมื่อเทียบกับกลุ่มอื่นๆ อาจเป็นผล
มาจากระยะทางและระดับความสูงของพ้ืนที่ ส�ำหรับความแตกต่างทางพันธุกรรมไม่มีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อ
ทดสอบด้วย AMOVA และค่า FSTcในขณะที่แผนผังความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (UPGMA) แสดงความต่าง
กันในบางกลุ่มตัวอย่าง  ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงสถานการณ์ทางพันธุกรรมของปลาเลียหินในล�ำน�้ำว้า
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุ่มสูงและไม่พบความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มตัวอย่าง 
ค�ำส�ำคัญ: ปลาเลียหิน,  ความแปรปรวนทางพันธุกรรม,  ไมโครแซทเทลไลท์

แก่นเกษตร 48 (1) : 55-66 (2563).	 KHON KAEN AGR. J. 48 (1) : 55-66 (2020). 



บทน�ำ

	 การจัดการทรัพยากรธรรมชาติในปัจจุบัน
มีความมุ่งหมายเพื่อการคงไว้ซึ่งความหลากหลาย
ทางชีวภาพ และเพื่อการใช้ประโยชน์อย่างยั่งยืน  
การด�ำเนินงานเพ่ือให้เป็นไปตามเป้าหมายดังกล่าว
มีความจ�ำเป็นอย่างย่ิงในการที่จะต้องอาศัยข้อมูลท่ี
มีความชัดเจนและเป็นประโยชน์ต่อการด�ำเนินงาน
จัดการทรัพยากรจึงจะสามารถด�ำเนินการวางแผน
งานเพ่ือจัดการทรัพยากรได้อย่างเหมาะสมและเกิด
ประสิทธิภาพ ส�ำหรับทรัพยากรสัตว์น�้ำโดยเฉพาะ
ปลาท้องถ่ินในปัจจุบันการด�ำเนินงานทั้งโดยภาครัฐ
และชุมชนมีความพยายามในการจัดการและ
อนุรักษ์ แต่ยังคงพบว่าทรัพยากรปลาท้องถิ่นมี
จ�ำนวนลดลงในแทบทุกแหล่งน�้ำรวมทั้งแม่น�้ำน่าน
ตอนบน (อมรชัย, 2551) ทั้งนี้สาเหตุการลดลงอาจ
เกิดได้จากหลายปัจจัยทั้งท่ีเกิดจากธรรมชาติและ
กิจกรรมของมนุษย์ท่ีส่งผลกระทบต่อแหล่งท่ีอยู ่ 
แหล่งอาหาร นอกจากนั้นปลาท้องถิ่นยังมีชีววิทยา
บางประการที่เป็นข้อจ�ำกัดในการอยู่รอด เช่น การ
แพร่กระจาย การใช้พื้นที่ส�ำหรับสืบพันธุ์ การแยก
ออกจากกันของประชากรด้วยระดับความสูงของ
พื้นที่ ระยะทางระหว่างแหล่งที่อยู่  ซึ่งกระบวนการ
ทางนิเวศวิทยาเหล่าน้ีมีผลต่อพลวัติประชากรของ
ปลา 

	 การศึกษาน้ีให ้ความส�ำคัญต่อข ้อมูล
พันธุกรรมของปลาท้องถ่ินในแหล่งน�้ำธรรมชาติใน
พื้นที่ต้นน�้ำของแม่น�้ำน่านตอนบน โดยพื้นที่เป้า
หมายเป็นบริเวณล�ำน�้ำว้า (ล�ำน�้ำสาขาของแม่น�้ำ
น่านตอนบน) จังหวัดน่าน  ซึ่งจัดได้ว่าเป็นล�ำน�้ำ
สาขาสายส�ำคัญของแม่น�้ำน่านตอนบน และมี
ความหลากหลายของปลาน�้ำจืดอย่างน้อย 43 ชนิด 
(อมรชัย และเอกชัย, 2553) โดยปลาท้องถิ่นที่ศึกษา 
คือ ปลาเลียหิน (Garra cambodgiensis) มีชื่อท้อง
ถิ่นว่า “ปลามัน” (อมรชัย, 2551) เป็นปลาเขตร้อน
ขนาดเล็กที่พบกระจายทั่วไปในแม่น�้ำน่าน ปัจจุบัน
ปลาเลียหินถูกคุกคามอย่างมากเน่ืองจากการลดลง
ของพื้นที่ป่า ความเสื่อมโทรมของสภาพแวดล้อม 
การใช้สารเคมีทางการเกษตรที่ส่งผลกระทบถึง
ระบบนิเวศแหล่งน�้ำและด้วยความนิยมรับประทาน
ปลาชนิดนี้ในฤดูกาลวางไข่เน่ืองจากในช่วงฤดูน้ี
ปลามีความมันมากกว่าปกติท�ำให้รสชาติของเน้ือ
ปลาอร่อยซึ่งเป็นที่มาของชื่อท้องถิ่น ในช่วงฤดู
วางไข่ปลามีราคาสูงถึงกิโลกรัมละ 500-600 บาท 
ส่งผลให้ปลาเลียหินในธรรมชาติลดลงอย่างรวดเร็ว         
(เชาวลีย์ และคณะ, 2557) 
	 การลดลงอย่างรวดเร็วของประชากรเป็น
ปัจจัยส�ำคัญท่ีส่งผลต่อระดับความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของประชากร เนื่องจากเมื่อจ�ำนวน
ประชากรที่สามารถสืบพันธุ์และถ่ายทอดพันธุกรรม

56	 แก่นเกษตร 48 (1) : 55-66 (2563). 

ABSTRACT: The management for preserving the local fish biodiversity should be concerned for their 
genetic diversity. Therefore, the objective of this study has been set up for evaluation of the genetic 
variation of Garra cambodgiensis in the Wa River (a tributary of the upper Nan River watershed), 
Bokluea district, Nan province, Thailand. We had examined fin clip of G. cambodgiensis collected from 
five locations in Wa River, comprising of 2 locations from Wa River (WSW and WPS) and 3 locations 
from Mang River where is a tributary of Wa River (MPK, MNK and MHK) by collecting 48 samples 
of each group. Using polymorphic microsatellite 5 loci. Genetic diversity of G. cambodgiensis which 
means each allele per locus (A) ranging from 5.80 (WSW)-8.40 (MHK), effective number of allele (Ae) 
3.60 (WSW)-4.65(MNK), allelic richness (Ar) 5.69 (WSW)-8.16 (MHK), the observed heterozygosity 
(Ho) 0.622 (WSW)-0.720 (WPS) and the expected heterozygosity (He) 0.694 (WSW)-0.773 (MPK). 
The observed genotypes were not significantly departed from the Hardy-Weinberg equilibrium in 
all samples. We conclusively predicted that there are numerous of G. cambodgiensis and they were 
spawned during the rainy season. Therefore, the juvenile were widely distributed causing high genetic 
diversity of G. cambodgiensis. In addition, the low genetic diversity of the WSW has been affected 
by the distance and altitude as well. The genetic differentiation such as Global FST estimated by the 
AMOVA and FST were not significantly different. Whereas, the UPGMA also showed that some 
samples were separated.  In conclusion, the G. cambodgiensis in the Wa River was in a high genetic 
diversity and genetic differentiation among these samples were not be able to detect.  
Keywords: Stone lapping minnow (Garra cambodgiensis), Genetic variation, Microsatellite



ได้ (effective population, Ne) มีจ�ำนวนลดลงมีผล
ท�ำให้เกิดการขาดช่วงทางพันธุกรรม (genetic drift) 
ซึ่งการขาดช่วงทางพันธุกรรมจะพบได้ในกรณีท่ี
ประชากรมีสภาวะคอขวด (bottleneck) และการ
ถ่ายเทยีน (gene flow) ระหว่างประชากรมีน้อย ดัง
ที่พบในปลา Brook charr และปลาหางนกยูง 
(Poecilia reticulate) ประชากรที่อยู่ห่างออกไปจาก
ประชากรอื่นมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต�่ำ 
(Castric et al., 2001; Barson et al., 2009) 
นอกจากนั้น Abbas et al.  (2010) ศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสร ้างทาง
พันธุกรรมของปลา Yellowcheek carp 
(Elopichthys bambusa)  จ�ำนวน 5 ประชากร ใน
แม่น�้ำ Yangtze มีระดับความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของปลา Yellowcheek carp อยู่ในระดับ
ที่ค่อนข้างต�่ำในทุกประชากร และประชากรที่ศึกษา
ส่วนมากมีโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากร
และพบการมีปรากฏการณ์ Wahlund’s effect และ 
heterozygote deficits แสดงถึงมีการผสมเลือดชิด 
การขาดช่วงพันธุกรรม เกิดขึ้นในกลุ่มประชากร
เหล่าน้ีทั้งน้ีการศึกษาดังกล่าวคาดว่าเป็นผลมาจาก
การลดลงของจ�ำนวน Yellowcheek carp เนื่องจาก
การจับที่มากเกินไป และในบริเวณแม่น�้ำ Yangtze  
ปลายังถูกล่าแบบผิดวิธี เช่น การระเบิด การใช้ยา 
การใช้ไฟฟ้าซ็อต ปัญหาในเรื่องการขาดแคลนพื้นที่
วางไข่ของปลาเนื่องจากการถูกรบกวน ส่งผลกระ
ทบต่อการแพร่พันธุ ์ของปลาและต่อเนื่องไปถึง
จ�ำนวนประชากรที่จะเจริญเติบโตเป็นวัยเจริญพันธุ์ 
(Ne)
	 การศึกษานี้จึงด�ำเนินงานเพ่ือให้ได้ข้อมูล
พันธุกรรมของปลาเลียหินโดยใช ้ เคร่ืองหมาย
พันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ ซึ่งเป็นบริเวณบนสาย
ดีเอ็นเอที่มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ซ�้ำกันเป็นชุด แต่ละ

ชุดจะประกอบด้วยเบสที่ซ�้ำกัน 1-6 เบส มีความ
หลากหลายสูงสามารถใช้ศึกษาประชากรที่มีความ
แตกต่างกันเพียงเล็กน้อยได้ดี (Chistiakov et al., 
2006) ข้อมูลที่ได้มีความส�ำคัญต่อการประเมินถึง
โอกาสการมีภาวะวิกฤติทางพันธุกรรมและความ
สามารถในการปรับตัวในระยะยาวของประชากร 
ศักยภาพในการด�ำรงพันธุ์ของกลุ่มประชากรปลา
เลียหินและประโยชน์ในการคัดเลือกแหล่งพันธุ์เพ่ือ
การเพาะพันธุ์แล้วปล่อยคืนธรรมชาติ นอกจากนั้น
ข ้อมูลพันธุกรรมท่ีได ้จากปลาชนิดน้ีสามารถ
อนุมานไปถึงระดับความหลากหลายทางพันธุกรรม
ในปลาท้องถ่ินชนิดอื่นท่ีมีชีววิทยาใกล้เคียงกับปลา
เลียหินได้

วิธีการศึกษา

การเก็บตัวอย่างภาคสนาม
     	 รวบรวมตัวอย่างปลาเลียหิน (Garra 
cambodgiensis) จากล�ำน�้ำว้าในพื้นที่ อ�ำเภอบ่อ
เกลือ จังหวัดน่าน ช่วงเดือนมกราคม-กุมภาพันธ์ 
พ.ศ. 2557 จากจ�ำนวน 5 กลุ่มตัวอย่างๆ ได้แก่ 
ล�ำน�้ำว้า 2 กลุ่มตัวอย่าง ได้แก่ WSW (บ้านสว้าใต้) 
และ WPS (บ้านผาสุก) และล�ำน�้ำมาง 3 กลุ่ม
ตัวอย่าง (ล�ำน�้ำมางเป็นสาขาของล�ำน�้ำว้า) ได้แก่ 
MNK (บ้านนาคอก), MPK (บ้านผาคับ) และ MHK 
(ห้วยกั๊วะ) อ�ำเภอบ่อเกลือ จังหวัดน่าน เก็บตัวอย่าง
กลุ่มละ 48 ตัว (Table 1, Figure 1) รวบรวม
ตัวอย่างโดย ชาวบ้านในพื้นที่จับปลาด้วยแหและ
มองปลามัน (เครื่องมือประมงพื้นบ้าน) ใช้ผ้าชุบน�้ำ
ช่วยในการจับปลาเพื่อให้ปลานิ่ง สลบปลาโดยใช้
น�้ำมันกานพลูความเข้มข้น 15 ppm จากนั้นตัดครีบ
หางขนาด 0.5 เซนติเมตร เก็บรักษาตัวอย่างครีบ
หางในแอลกอฮอล์ 95 % ก่อนน�ำมาท�ำการสกัดดี
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Table 1 Sampling locations of Garra cambodgiensis in Wa River
Location Code Note Elevation (MSL)

1 Wa River, Sawatai WSW Wa River 718
2 Wa River, Phasook WPS Wa River 485
3 Mang River, Phakub MPK Mang River 627
4 Mang River, Nakok MNK Mang River 610
5 Mang River, Huay Kua  MHK Tributary of Mang River 590



เอ็นในห้องปฏิบัติการ ส�ำหรับปลาหลังจากตัดครีบ
หางจะทายาโพวิโดนไอโอดีนแล้วใส่ลงในถังน�้ำรอ
ปลาฟื้นแล้วจึงปล่อยคืนสู่แหล่งน�้ำ หากในการ

รวบรวมตัวอย่างมีปลาตายจะเก็บตัวอย่างใส่
ขวดโหลแก้วและรักษาสภาพด้วยแอลกอฮอล์ 95 % 
แล้วน�ำกลับไปเก็บไว้ในห้องปฏิบัติการ 
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Figure 1 Locations of population samples of Garra cambodgiensis in Wa River (WSW and WPS) 
and Mang River (MPK, MHK and MNK)

การวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
	 สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี Salt extraction  
ดัดแปลงจากวิธีของ Aljanabi and Martinez 
(1997)  เพิ่มจ�ำนวนดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอร์เรส จากไมโครแซทเทลไลท์ 5 ต�ำแหน่ง ได้แก่ 
GC203, GC187 (เชาวลีย์ และคณะ, 2557), 
GAR3, GAR6 และ GAR13 (Su et al., 2013) 
(Table 2) สารละลายพีซีอาร์ 10 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร (ความ
เข้มข้นประมาณ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร), 1X 
บัฟเฟอร์, นิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTPs) 0.2 
มิลลิโมล, แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) 1.5 มิลลิ
โมล, ไพรเมอร์ Forward และ Reverse อย่างละ 0.2 
ไมโครโมล และ Taq Polymerase 0.12 ไมโครลิตร 
(Vivantis; 5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) วัฏจักรของ

การเพิ่มลดอุณหภูมิประกอบไปด้วย 5 วัฏจักร คือ                 
1. อุณหภูมิที่ท�ำให้สายดีเอ็นเอแยกออกจากกัน 
(Denaturation) 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
จ�ำนวน 1 รอบ  2. อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 
30 วินาที อุณหภูมิที่ไพร์เมอร์มาเกาะกับสาย
ดีเอ็นเอตั้งต้นส�ำหรับทุกไพร์เมอร์ (annealing 
temperature; Ta) 54 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
และอุณหภูมิที่ Taq Polymerase สามารถซ่อมสาย
ดีเอ็นเอให้สมบูรณ์เป็นดีเอ็นเอเส้นใหม่ (extension 
Temperature) 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
จ�ำนวน 40  รอบ และ 3. อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จ�ำนวน 1 รอบ หลังจากนั้นน�ำผลผลิตพี
ซีอาร์มาแยกดีเอ็นเอที่มีขนาดต่างกัน ด้วยเทคนิคอิ
เล็กโตรโฟรีซีสผ่าน 6% denaturing 
polyacrylamide gel ด้วยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส



แนวตั้ง (SCIE-PLAS SEQ3341, United Kingdom) 
ย้อมดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Silver staining (Promega, 
USA) และวัดขนาดของอัลลิล (base pair, bp) บน

แผ่นเจลทีแต่ละต�ำแหน่งโดยเทียบกับต�ำแหน่งท่ี
แน่ชัดของล�ำดับเบสของ pGEM-3Zf (+) Vector 
(Promega, USA) บันทึกจีโนไทป์ของตัวอย่าง
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Table 2 Descriptions of primer sequences and annealing temperature (Ta) (oC ) of 
microsatellite loci analyzed

Locus 
name

 Primer sequences 5′----> 3′ Ta (๐C)
Ref.

GC 203 F : GTTCTCCAGGTGTGGATTTCTC
54

(Jaisuk et al., 
2014)

R : AACATACACTCACAGTTTGGCCT
GC 187 F : GTGGACTACCTGCTGAGAAACC

54
R : GCGTGGACTAACTTTGCTTTTAG

GAR 3 F : ATTACTGATGCTCCCG
54

(Su et al., 
2013)

R : GTTGCTGCTCTTGTCC
GAR 6 F : GCTTTACCTCCATCGC

54
R : GTCACTCCACCAACCC

GAR 13 F : ACTCACGCAGACTCGC
54

R : GACTACAGAAATAGGGTT

การวิเคราะห์ข้อมูล
	 ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรม
ภายในประชากรจากค่าจ�ำนวนอัลลิลต่อต�ำแหน่ง 
ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้       (ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้จาก
การคาดหมาย (He) และค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้จาก
การสังเกต (Ho))  โดยโปรแกรม GenAlEx version 
6.1 (Peakall and Smouse, 2006) ค�ำนวณค่า 
allelic richness (Ar) โดยใช้โปรแกรม FSTAT 
version 2.9.3 (Goudet, 2001) ทดสอบการเบี่ยง
เบนจากสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก โดยการประเมินค่า 
exact p-value ด้วยวิธี markov chain ตามวิธีของ 
Guo and Thompson (1992) ในโปรแกรม 
GENEPOP version 4 (Rousset, 2008) และปรับ
ระดับความน่าจะเป็น (p-value)        ส�ำหรับการใช้
ข้อมูลวิเคราะห์ซ�้ำหลายครั้ง (multiple tests) ด้วย
วิธี Bonferroni correction (Rice, 1989) วิเคราะห์
การมี null allele โดยใช้โปรแกรม Micro Checker 
version 2.2.3 (Oosterhout et al., 2004) ทดสอบ
ความแตกต่างของระดับความหลากหลายทาง

พันธุกรรมโดยการทดสอบ Mann-Whitney U  
วิ เคราะห ์ความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดย
วิเคราะห์ความแปรปรวนระหว่างประชากรเทียบกับ
ความแปรปรวนภายในประชากร ทดสอบสอบค่า
สถิติ ΦST ระหว่างคู่ตัวอย่าง โดยใช้โปรแกรม 
ARLEQUIN version 3.11 (Excoffier et al., 2006) 
Genetic differentiation (pairwise FST) ทดสอบ
ความแตกต่างของความถี่อัลลีลของ แต่ละ
ประชากรโดย Exact test ตามวิธีของ Guo and 
Thompson (1992) (Dememorization = 1000, 
Batches = 1000, Iterations per batch = 1000) 
ในโปรแกรม GENEPOP version 4 (Rousset, 
2008) และปรับระดับความน่าจะเป็น (p-value) 
ส�ำหรับการใช้ข้อมูลวิเคราะห์ซ�้ำหลายครั้ง (multiple 
test) ด้วย Bonferroni correction (Rice, 1989)
สร้างแผนผังความสัมพันธ์จากค่า FST และค่า 
Cavalli-Sforza and Edwards chord distance 
(1967) ที่เกิดจากการสุ่มข้อมูล 1,000 ครั้ง ด้วยวิธี 
UPGMA แสดงแผนผังในรูปของ consensus 



dendrogram ที่มีข้อมูลจากการสุ่มซ�้ำแต่ละ
ประชากร สร้างแผนผังด้วย NEIGHBOR และ 
CONSENSE โดยใช้โปรแกรม PHYLIP version 
3.67 (Felsenstein, 1993) 

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลุ่ม
ตัวอย่างปลาเลียหิน 5 กลุ่มตัวอย่างที่รวบรวมจาก
แหล่งน�้ำธรรมชาติใน      ล�ำน�้ำว้า ได้แก่ WSW (บ้าน
สว้าใต้) และ WPS (บ้านผาสุก) และล�ำน�้ำมาง 
ได้แก่ MNK (บ้านนาคอก), MPK (บ้านผาคับ) และ 
MHK (ห้วยกั๊วะ) อ�ำเภอบ่อเกลือ จังหวัดน่าน พบผล
ดังนี้

ความหลากหลายทางพัน ธุกรรมภายใน
ประชากร
	 ปลาเลียหิน 5 กลุ่มตัวอย่าง จากจ�ำนวน
ตัวอย่างเฉลี่ย 44.20 (MPK) ถึง 45.80 (MHK) 
ตัวอย่างต่อกลุ่ม พบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมมีค่าเฉลี่ยดังนี้ จ�ำนวนอัลลิลต่อต�ำแหน่ง
มีค่าอยู่ระหว่าง 5.80 (WSW) ถึง 8.40 (MHK), ค่า 
effective number of allele (Ae) 3.60 (WSW) ถึง 
4.65 (MNK), ค่า allelic richness (Ar)  5.69 
(WSW) ถึง 8.16 (MHK), ค่าเฮตเทอ               โรไซ
โกซิตี้จากการสังเกต (Ho) 0.622 (WSW) ถึง 0.720 
(WPS) ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้จากการคาดหมาย 
(He) 0.694 (WSW) ถึง 0.773 (MPK) (Table 3) ที่
เครื่องหมายทุกต�ำแหน่งในทุกประชากรไม่เบ่ียงเบน
จากสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก (p >0.002, หลังจากปรับ 
Bonferroni correction = 0.05/ 25) และไม่พบ null 
allele จากข้างต้นระดับความหลากหลายที่พบใน
ปลาเลียหินในล�ำน�้ำว้า อ�ำเภอบ่อเกลือ จังหวัดน่าน 
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีค่อนข้างสูงและ
ใกล้เคียงกับในปลาเลียหินในล�ำน�้ำอื่นๆ ในพื้นที่
จังหวัดน่าน ดังการศึกษาของเชาวลีย์ และคณะ 
(2558) ศึกษาพันธุกรรมปลาเลียหินจากบริเวณล�ำ
น�้ำกอน (ล�ำน�้ำสาขาของแม่น�้ำน่าน) ด้วย
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์  5 ต�ำแหน่ง  พบมี
จ�ำนวนอัลลิลต่อต�ำแหน่ง 6.00-10.40, ค่า allelic 
richness (Ar) 5.90-8.66, ค่า effective number of 
allele (Ae) 3.91-6.66, ค่า Ho 0.56-0.67, มีค่า He 

0.73-0.83  นอกจากนั้นระดับความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของปลาเลียหินจากการศึกษาน้ีมีค่าใกล้
เคียงกับปลากลุ่ม Garra ในแหล่งน�้ำธรรมชาติจา
การศึกษาอื่นๆ ดังที่พบในปลา Garra orientalis 
บริเวณ Wanquan River ประเทศจีน จาก
เครื่องหมายไมโครแซลเทลไลท์ 14 ต�ำแหน่ง พบ G. 
orientalis  มีจ�ำนวนอัลลิลต่อต�ำแหน่ง 8-25 อัลลิล, 
มีค่า Ho 0.56-1.00, ค่า He 0.72-0.96 (Su et al., 
2013)  เมื่อเปรียบเทียบระดับพันธุกรรมของปลา
เลียในการศึกษานี้กับปลาท้องถิ่นชนิดอื่นๆ ในพื้นที่
อ�ำเภอบ่อเกลือ พบว่าปลาเลียหินมีความหลาก
หลายทางพันธุกรรมสูงกว่าปลาชนิดอื่น ดังรายงาน
ของ เชาวลีย์ และคณะ (2557)  ที่เครื่องหมาย             
ไมโครแซทเทลไลท์ 3 ต�ำแหน่ง ปลาน�้ำหมึก 
(Barilius pulchellus) มีอัลลิลต่อต�ำแหน่ง 3-5 อัล
ลิล, ค่า Ho 0.11-0.80 และค่า He 0.11-0.70, ปลา
พลวงหิน (Neolissochilus stracheyi) มีอัลลิลต่อ
ต�ำแหน่ง 3 อัลลิล, ค่า Ho 0.49-0.60 และค่า He 
0.42-0.56 และปลามั่ม (Scaphiodonichthys 
acanthopterus) มีอัลลิลต่อต�ำแหน่ง 3-13  อัลลิล, 
มีค่า Ho 0.52 -0.62 และค่า He 0.56-0.89  การพบ
ปลาเลียหินมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง
กว่าปลาท้องถิ่นชนิดอื่นๆ เนื่องจากปลาเลียหินใน
ล�ำน�้ำในเขตพ้ืนท่ีอ�ำเภอบ่อเกลือมีความชุกชุมกว่า
ปลาชนิดอื่นๆ ประกอบกับชีววิทยาการแพร่กระจาย
ของปลาชนิดน้ีท่ีผสมพันธุ์วางไข่ช่วงฤดูน�้ำหลากพ่อ 
แม่พันธุ์จะถูกน�้ำพัดมารวมกันในบริเวณท่ีเหมาะสม
ต่อการวางไข่ซึ่งเป็นบริเวณนาข้าวหรือล�ำห้วย การ
ที่น�้ำพัดพ่อแม่พันธุ์จ�ำนวนมากจากหลายๆ บริเวณ
มาอยู่รวมกันปลามีโอกาสการถ่ายเทยีนระหว่าง
กลุ่มประชากรซึ่งส่งผลให้ปลาเลียหินมีความหลาก
หลายทางพันธุกรรมสูง (เชาวลีย์ และคณะ, 2557) 
ดังรายงานของ Braga et al. (2012) ปลา 
Mimagonigates microlepis ในช่วงที่มีน�้ำท่วมไหล
หลากไข่และตัวอ่อนจะถูกพัดพาไปทางตอนล่าง
ท�ำให้มีการกระจายพันธุ์ไปท่ัวล�ำน�้ำส่งผลต่อความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของปลาในแหล่งน�้ำ
ธรรมชาติ 
	 ส�ำหรับการพิจารณาระดับความหลาก
หลายทางพันธุกรรมในแต่ละกลุ่มตัวอย่างท่ีศึกษา
พบว่าระดับความหลากหลายภายในแต่ละกลุ ่ม
ตัวอย่างไม่ต่างกัน (p>0.05) มีข้อสังเกตที่พบว่า 
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WSW มีความหลากหลายทางพันธุกรรมภายใน
ประชากรค่อนข้างต�่ำกว่ากลุ่มตัวอย่างอ่ืนคาดว่า
เป็นผลมาจากกลุ่มตัวอย่าง WSW อยู่ในแหล่งน�้ำที่
ไกลจากปลาเลียหินกลุ่มอื่นเป็นระยะทาง 38.85-
47.28 กิโลเมตรและเป็นพื้นที่สูงจากระดับน�้ำทะเล 
712 เมตร ปลาเลียหินในบริเวณดังกล่าวจึงมีการ
อพยพเข้าหรือออกของต่างประชากรน้อย ขาด
โอกาสแลกเปลี่ยนพันธุกรรมกับต่างประชากร ซึ่ง
การพบว่ากลุ ่มประชากรที่อยู ่ ไกลออกไปจาก
ประชากรอื่นมีความหลากหลายภายในประชากร
ต�่ำสามารถพบได้ในปลา Poecilia reticulata 
บริเวณ Caroni Drainage ปลาทางตอนบนของ

ล�ำน�้ำมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต�่ำกว่าทาง
ตอนล่าง โดยประชากรทางตอนบนมีจ�ำนวนอัลลิล
ต่อต�ำแหน่ง 1.50-2.53 และค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้ 
0.023-0.252 ในขณะที่ประชากรทางตอนล่างมีจ�ำ
นวนอัลลิลต่อต�ำแหน่ง 8.24-11.26 และค่าเฮตเทอ
โรไซโกซิตี้ 0.610-0.719 นอกจากนั้นยังพบว่า
ประชากรทางตอนล ่างมีอัตราการอพยพเข ้า 
(immigration) สูงกว่าประชากรทางตอนบน โดย
อัตราอพยพเข้าในประชากรทางตอนล่างมีค่าอยู่
ระหว่าง 2.51 - 8.78 ในขณะที่ประชากรทางตอน
บนมีค่า 0.337-2.202 
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Table 3 Average allelic variability at 5 microsatellite loci of Garra cambodgiensis 
in the Wa River 

Sample WSW WPS MHK MPK MNK

Average at all loci N 45.60 45.00 45.80 44.20 45.20

  A 5.80 6.80 8.40 8.00 8.00

  Ae 3.60 4.04 4.33 4.61 4.65

  Ar 5.69 6.70 8.16 7.91 7.92

  Ho 0.622 0.720 0.659 0.704 0.627

  He 0.694 0.747 0.761 0.773 0.704

  Fis 0.105 0.030 0.136 0.091 0.093

  P 0.178 0.235 0.050 0.180 0.152

The indices included the sample size (N), number of alleles per locus (A), effective 
number of alleles (Ae), allelic richness (Ar), observed heterozygosity (Ho), expected 
heterozygosity (He), fixation index (Fis) (Fis values and probability of significant 
deviationfrom Hardy-Weinberg equilibrium (P) are given for each population and locus.)

ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากร
	 การทดสอบความแตกต่างทางพันธุกรรม
พบปลาเลียหินที่ศึกษามีค่า Global FST = 
0.08228; AMOVA, p=0.0001 แสดงถึงปลาเลียหิน

ทั้ง 5 กลุ่มตัวอย่างไม่มีความต่างทางพันธุกรรม การ
ทดสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม AMOVA  
พบว่า 8.23 % ของความแปรปรวนเกิดจากความ
แตกต่างระหว่างประชากร และ 91.77 % ของความ



แปรปรวนเกิดจากความแตกต่างระหว่างสมาชิกใน
ประชากร ส�ำหรับการพิจารณาความต่างระหว่างคู่
ตัวอย่าง 5 กลุ่ม กลุ่มตัวอย่างแต่ละคู่ไม่มีความแตก
ต่างทางพันธุกรรมอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อ
ทดสอบด้วย pairwise  FST  (จะพบความต่างอย่าง
มีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ค่า p ≤ 0.005 ซึ่งเป็นค่า
ความน่าจะเป็นท่ีมีการปรับส�ำหรับการใช้ข้อมูล
วิเคราะห์ซ�้ำหลายครั้ง (multiple tests) ด้วย 
Bonferroni correction (0.05/10) (Rice, 1989)) 
โดยพบค่า FST มีค่าน้อยที่สุด 0.0020 ระหว่างกลุ่ม
ตัวอย่าง WPS กับ MHK และมีค่ามากสุด 0.093 
ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง WPS กับ MNK (Table 4) 
ส�ำหรับการทดสอบโดยแผนผังความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของตัวอย่างท่ีสร้างจากค่าระยะห่างทาง
พันธุกรรม Cavalli-Sforza and Edward’s distance 
แสดงให้เห็นว่ากลุ่มตัวอย่าง WPS กับ MHK มี
พันธุกรรมคล้ายคลึงกันมากที่สุดสอดคล้องกับค่า 
FST  ในขณะที่กลุ่มตัวอย่าง WSW ต่างกันจากกลุ่ม
อื่นๆ มากที่สุด (Figure 2)  ซึ่งความแตกต่างทาง
พันธุกรรมระหว่างประชากรเป็นผลมาจากการแยก
ออกจากกันของประชากร ทั้งนี้การแยกออกจากกัน
ของประชากรเป็นผลมาจากปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม 
สภาพภูมิศาสตร์ท่ีเก่ียวข้องกับโอกาสหรือระดับ
ของมีการถ่ายเทยีน (gene flow) (Frankham et al., 
2010) ซึ่งส่วนมากเกิดจากระยะทางระหว่างแหล่งที่
อยู่ ดังที่พบในการศึกษานี้กลุ่มตัวอย่าง MPK มี
ความต่างทางพันธุกรรมกับ MHK น้อย (FST 0. 
0.028) เนื่องจากกลุ่มตัวอย่างมีระยะทางห่างกัน 1 

กิโลเมตร และพบว่ากลุ่มตัวอย่างที่อยู่ไกลออกไปมี
ค่า FST มากขึ้น ดังที่พบในกลุ่มตัวอย่าง WSW กับ 
WNK มีระยะห่าง 42.97 กิโลเมตร มีค่า FST 0.090, 
WSW กับ MPK ระยะห่าง 47.28 กิโลเมตร มีค่า 
FST 0.089 และ WSW กับ MHK ระยะห่าง 46.37 
กิโลเมตร มีค่า FST 0.091 สอดคล้องกับรายงาน
ของ Waits et al. (2008) ปลา Central stonerollers 
(Campostoma anomalum) บริเวณ Mill Creek 
catchment (Ohio, สหรัฐอเมริกา) จากผลการ
วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมร่วมกับความ
ห่างตามระยะทางพบว่าประชากรทางตอนบนของ
อ ่างเก็บน�้ำมีความแตกต่างทางพันธุกรรมกับ
ประชากรทางตอนล่างซึ่งแสดงถึงความต่างทาง
พันธุกรรมเป ็นผลมาจากระยะทาง ท่ีห ่าง กัน 
Lamphere and  Blum (2012)  ปลา Cottus bairdi  
จากบริเวณ Nantahala River (North Carolina, 
สหรัฐอเมริกา) ประชากรในแต่ละแหล่งมีความต่าง
ท า ง พั น ธุ ก ร ร ม ม า ก ต า ม ร ะ ย ะ ท า ง ท่ี เ พ่ิ ม ข้ึ น  
Meeuwig et al. (2010) ศึกษาถึงสภาพพื้นที่มีผล
ต่อความต่างทางพันธุกรรมของปลา  Bull trout 
(Salvelinus confluentus) บริเวณ Glacier 
National Park (Montana, สหรัฐอเมริกา) โดยวิธี
การจ�ำลองสภาพพ้ืนท่ีพิจารณาร่วมกับข้อมูลทาง
พันธุกรรมของปลา ผลพบว่าความต่างทาง
พันธุกรรม (ค่า FST)  ของปลา Bull trout เพิ่มขึ้น
ตามระยะทาง โดยที่ระยะทางเพิ่มขึ้น 1 กิโลเมตร 
ค่า FST  เพิ่มขึ้นจาก 0.002 เป็น 0.003
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Table 4 Pairwise FST values (lower diagonal) and geographic distance (km) (upper 
diagonal) among Garra cambodgiensis population samples in the Wan River

WSW WPS MHK MPK MNK
WSW 38.85 46.37 47.28 42.97
WPS 0.056 13.52 14.43 9.97
MHK 0.051 0.020 1.00 3.55
MPK 0.051 0.034 0.028 4.46
MNK 0.090 0.093 0.091 0.089



	 จากผลการศึกษาถึงระดับความหลาก
หลายทางพันธุกรรมและความต่างทางพันธุกรรม
ของปลาเลียหินช่วยให้ทราบข้อมูลสถานการณ์ทาง
พันธุกรรมของประชากรปลาเลียหินในแหล่งน�้ำ
ธรรมชาติโดยพบว่าปลาเลียหินมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมภายในกลุ่มค่อนข้างสูงและไม่พบ
ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มตัวอย่าง 
ซึ่งจากการศึกษาผลข้างต้นมีข้อสังเกตจากการพบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของปลาเลียหินใน
พ้ืนท่ีศึกษาได้รับผลมาจากสภาพพ้ืนที่ของแหล่งที่
อยู่ของปลาในแต่ละกลุ่มตัวอย่างแสดงถึงการลดลง
ของจ�ำนวนประชากรปลาหรือการเปลี่ยนแปลง
สภาพแหล่งท่ีอยู ่มีผลต่อพันธุกรรมของปลาใน
ธรรมชาติ ซึ่งหากพบการถดถอยทางพันธุกรรมเกิด
ขึ้นในปลาธรรมชาติการจัดการทรัพยากรโดยการ
ช่วยเพ่ิมจ�ำนวนประชากรในแหล่งน�้ำธรรมชาติหรือ
การปรับปรุงคุณภาพแหล่งที่อยู ่ให้ดี ข้ึนจะเป็น
แนวทางที่จะช่วยดูแลทรัพยากรได้ (Frankham et 
al., 2010) ข้อมูลที่ได้เป็นประโยชน์ในการติดตาม
การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมและการวางแผน
ฟื้นฟูประชากรเพ่ือช่วยในการตัดสินใจเลือกแหล่ง
พันธุกรรมเพ่ือด�ำเนินงานเพาะพันธุ์แล้วปล่อยลูก
คืนธรรมชาติเพ่ือการอนุรักษ์ปลาท้องถ่ินทั้งทาง

ปริมาณและการคงไว้ซึ่งความหลากหลายทาง
พันธุกรรม เนื่องจากการเพาะพันธุ์ปลาเพื่อน�ำ
ลูกปลาท่ีได้ไปปล่อยคืนสู่ธรรมชาติปลาท่ีจะปล่อย
ลงสู ่ ธรรมชาติต ้องมี พันธุกรรมคล ้ายคลึงกับ
ประชากรธรรมชาติมากท่ีสุดเ พ่ือไม ่ให ้แหล ่ง
พันธุกรรมตามธรรมชาติเปลี่ยนแปลงเมื่อเกิดการ
ผสมพันธุ์กับประชากรใหม่ (อุทัยรัตน์, 2543) 

สรุป

	 จากผลการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกลุ่มตัวอย่างปลาเลียหิน ด้วย
เครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ 5 
ต�ำแหน่ง พบว่า 
	 1. กลุ่มตัวอย่างปลาเลียหินในพื้นที่ล�ำน�้ำ
ว้า (ล�ำน�้ำสาขาของแม่น�้ำน่านตอนบน) ทั้ง 5 กลุ่มมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุ่มไม่ต่าง
กันทางสถิติ โดยความหลากหลายทางพันธุกรรมที่
พบค่อนข้างสูง คาดว่าเป็นผลมาจากความชุกชุม
ของปลาชนิดนี้ในพ้ืนท่ีอ�ำเภอบ่อเกลือและการมี
โอกาสถ่ายเทยีนระหว่างประชากรเน่ืองจากช่วง
เวลาของการผสมพันธุ์เกิดขึ้นในฤดูน�้ำหลากพ่อแม่
พันธุ์ถูกน�้ำพัดมาอยู่รวมกันเพื่อผสมพันธุ์วางไข่ 

KHON KAEN AGR. J. 48 (1) : 55-66 (2020). 	 63

Figure 2 Dendrogram of five population samples of Garra cambodgiensis in the Wa River.



	 2. ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่าง
กลุ่มตัวอย่างทั้ง 5 กลุ่ม มีความต่างอย่างไม่มีนัย
ส�ำคัญทางสถิติ แสดงถึงปลาเลียหินในการศึกษานี้
ไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่ม
	 3. การพบกลุ่มตัวอย่าง WSW มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุ่มที่ค่อนข้างต�่ำ
และมีความต่างทางพันธุกรรมจากกลุ ่มตัวอย่า
งอื่นๆ คาดว่าเป็นผลมาจากกลุ่มตัวอย่าง WSW อยู่
ในแหล่งน�้ำท่ีระดับความสูงจากระดับน�้ำทะเลที่
ค่อนข้างสูงและไกลจากปลาเลียหินกลุ่มอื่น 
ข้อเสนอแนะ
	 1. ระดับพันธุกรรมปลาท้องถิ่นในแหล่ง
น�้ำธรรมชาติในการศึกษาเป็นระดับพันธุกรรมท่ีมี
ความหลากหลายและไม่มีความต่างทางพันธุกรรม 
แต ่อย ่างไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงของสภาพ
แวดล้อมหรือสภาพพ้ืนที่อาจส่งผลต่อพันธุกรรม
ปลาท้องถิ่นได้ในอนาคตจึงควรมีการติดตามระดับ
พันธุกรรมอย่างต่อเนื่อง
	 2. การศึกษาในอนาคตควรน�ำข้อมูลทาง
พันธุกรรมวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลเชิงพ้ืนที่เพ่ือสร้าง
ความเข้าใจถึงผลของสภาพพ้ืนท่ีต่อความหลาก
หลายและโครงสร้างทางพันธุกรรมประชากร
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