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ปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus) ไดถูกนาํเขามาในประเทศไทยเพื่อการเพาะเลี้ยงตัง้แตป 
พ.ศ 2530 โดยไมมีการจัดการพันธุกรรมที่ถูกตอง ในปจจุบันเกษตรกรพบวาลักษณะที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจของปลาดุกยักษถดถอยลงมาก โดยมีความเปนไปไดมากวาจะเกิดจากความเสื่อมโทรม
ทางพันธุกรรม ซ่ึงมีวิธีแกไขวิธีหนึ่งคือการนําสายพันธุที่แตกตางกันมาผสมกัน ในการศึกษาครั้ง
นี้ไดใชเครื่องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท จํานวน 6 ตําแหนง ศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของประชากรปลาดุกยกัษ 4 ประชากร (สุพรรณบุรี อางทอง นครปฐม และ
นครสวรรค) ผลการศึกษาสามารถแบงกลุมประชากรออกเปน 2 กลุม (กลุม นครปฐม-นครสวรรค 
และกลุม สุพรรณบุรี-อางทอง) ที่มีพันธุกรรมแตกตางกนัชัดเจน (FST=0.1444) ความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมภายในประชากรมีคาปานกลาง (A=4.67-12.17; Ae=3.15-5.80; Ar=4.67-9.65; 
Ho=0.50-0.69; He=0.67-0.80) จึงไดคดัเลือกปลาประชากรอางทองและนครปฐมมาใชในการ
ทดลองผสมขาม จากการศึกษาเปรียบเทยีบปลาประชากรพอแมกับลูกผสม พบวาลักษณะความ
ยาวและน้ําหนกัของปลาทดลองเมื่ออายุ 5,10 และ 14 สัปดาหไมแตกตางกันทางสถิติ การ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อ Aeromonas hydrophila (คา Antibody titre) ในชวงทีต่อบสนอง
สูงสุดของปลาแตละกลุมไมแตกตางกันทางสถิติ คาเฉลี่ย Phagocytosis activity ของลูกผสมมีคา
สูงกวาคาเฉลี่ยของพอแม (คา heterosis=70.97%) สวนคา Phagocytic index ไมแตกตางกันทาง
สถิต ินอกจากนั้นในการศึกษานี้ไดพัฒนาไพรเมอรที่จําเพาะตอ MHC class I gene ของปลาดุก
ยักษขึน้เปนครั้งแรก และพบวาลูกผสมมีแนวโนมจะมคีวามหลากหลายของยีนนี้สูงกวาสายพันธุ
นครปฐมแตไมแตกตางจากสายพันธุอางทอง 
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             African catfish,  Clarias gariepinus was introduced to Thailand for aquaculture in 1987. 
The stocks have been maintained without proper genetic management. Currently farmers 
observed remarkable deterioration of economic important traits which was likely associated 
with genetic deterioration. One of the possible solutions is cross breeding between genetic 
distinct strains. The present study employed six microsatellite loci to elucidate genetic diversity 
of four African catfish strains in Thailand (Suphanburi, Angthong, Nakornpathom and 
Nakornsawan). The results revealed two distinct groups of strains (Nakornpathom-Nakornsawan 
and Suphanburi-Angthong group) as shown by FST of 0.1444. Genetic variation within 
populations was moderate (A=4.67-12.17; Ae=3.15-5.80; Ar=4.67-9.65; Ho=0.50-0.69; He=0.67-
0.80). Then two genetically distinct populations were chosen (Angthong and Nakornpathom) for 
cross breeding. The comparison between the parental strains and reciprocal hybrids showed no 
difference of body weight and length through out the experiment. The specific immune response 
to Aeromonas hydrophila (Antibody titre) during the peak of response was not different among 
groups. Mean phagocytosis activity of the hybrid was significantly higher (P<0.01) than mean 
of parent (heterosis= 70.97%) while no difference was observed for phagocytic index. Moreover 
the present study developed a novel primer for the study on variation of MHC class I gene of 
African catfish for the first time. The study revealed that the variation of MHC class I gene of 
the hybrids was slightly higher than one of the parent (Nakornpathom) but not different with the 
other (Angthong). 
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คํานํา 
 

ปลาดุกเปนปลาน้ําจืดที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ โดยเปนปลาที่เกษตรกรนิยมเลี้ยงเพื่อ
การคากันอยางแพรหลายมีผลผลิตภายในประเทศตอปสูงถึง 146,000 ตันในป 2006 คิดเปนมูลคา
ผลผลิตเทากับ 3,447,488 บาทโดยประมาณ (FAO, 2006) ซ่ึงนับวาสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ
ผลผลิตของปลาน้ําจืดเศรษฐกิจชนดิอื่นๆและมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ในอดีตที่ผานมาไดมีการ
นําเขาปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus) ซ่ึงมีถ่ินกําเนิดในทวีปแอฟริกามายังประเทศไทยโดยผานทาง
ประเทศลาว ในปจจุบันเชื่อวาปลาดุกยักษที่เล้ียงกันในประเทศไทยนํามาจาก 2 แหลง แหลงแรกคอื 
เซ็นทรัล แอฟริกัน รีพับลิค เขาประเทศไทยโดยผานทาง รัสเซีย เวียดนาม และลาวตามลําดับ แหลงที่ 
2 คือ อียิปต เขาสูประเทศไทยโดยผานทางจีน ทั้งสองสายพันธุนี้มีพนัธุกรรมที่แตกตางกัน และมี
ความเปนไปไดวาขณะนี้สองสายพันธุอาจผสมปนกันอยู (Li et al., 2000) 
 

ปลาดุกยักษ เปนปลาที่มกีารเจริญเติบโตรวดเรว็มาก สามารถกินอาหารไดแทบทุกชนิด มี
ความตานทานโรคและทนทานตอสภาพแวดลอมสูง มีขนาดใหญเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ แตเนื่องจาก
คุณภาพเนื้อไมเปนที่ยอมรบัของคนไทย จึงมีผูนํามาผสมขามกับปลาดุกอุย (สุจินต และคณะ, 2533) 
ผลปรากฏวา ปลาลูกผสมที่ไดมีอัตราการเจริญเติบโตดีและทนทานตอโรค เชนเดียวกับปลาดุกยกัษ 
สวนเนื้อมีลักษณะและรสชาติที่ดีเหมือนปลาดุกอุย ปลาดุกลูกผสมซึ่งเรียกกนัภายหลังวา “ปลาดุกบิ๊ก
อุย” จึงเปนทีน่ิยมเลี้ยงของเกษตรกรมาจนกระทั่งปจจบุนั  
 

อยางไรก็ตามในปจจุบันเกษตรกรสังเกตวาปลาดุกลูกผสม มีการเจริญเติบโตและขนาดที่
ลดลง มีความตานทานโรคลดลง นอกจากนี้ ยังพบวา ปลาดุกยักษที่ใชเปนพอพันธุมกีารเจริญเติบโต
ต่ําลงกวาเดิมมาก มีลักษณะภายนอก เชน ลักษณะสีของลําตัวเปลี่ยนแปลงไป และความสมบูรณของ
น้ําเชื้อลดลง (ปน การติดตอสวนตัว) ถึงแมวาขอสังเกตดังกลาวอาจเกดิไดจากหลายสาเหตุ เชน 
สภาพแวดลอมในการเลี้ยงอาจไมเหมาะสม แตมีความเปนไปไดวา อาจเกิดความเสือ่มโทรมทาง
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พันธุกรรมขึ้นในสายพนัธุปลาดุกยักษในประเทศไทย เนื่องจากขาดความรูที่ถูกตองในการจดัการ
ดานพันธุกรรมของพอแมพนัธุ 
 

จากการศึกษาของ Li et al. (2000) พบวามสีายพันธุปลาดุกยกัษในประเทศไทยมากกวา  
1 สายพันธุ แสดงใหเห็นวาอาจมีแหลงของความหลากหลายทางพันธุกรรมที่จะนํามาใชในการ
ปรับปรุงพันธุได การศึกษาครั้งนี้จึงกําหนดวัตถุประสงคหลัก ในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของปลาดุกยักษจากฟารมเพาะพันธุในประเทศไทย เพื่อคัดเลือกเฉพาะประชากรที่มี
พันธุกรรมแตกตางกันมาใชในการปรับปรงุพันธุ จากนัน้ไดศึกษาผลของการผสมขามตอลักษณะการ
เจริญเติบโตและลักษณะที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน 
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วัตถุประสงค 

 
1.  เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาดุกยกัษจากฟารมเพาะพันธุใน 

ประเทศไทย  
 

2.  เพื่อศึกษาผลของการผสมขามระหวางสายพันธุปลาดกุยักษ ที่มีพันธุกรรมแตกตางกัน  
ตอลักษณะการเจริญเติบโต อัตรารอด และลักษณะที่เกีย่วของกับระบบภูมิคุมกัน 
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การตรวจเอกสาร 

 
ปลาดุกยักษ 

 
ปลาดุกยักษ หรือปลาดุกรัสเซีย หรือปลาดุกเทศ (Clarias gariepinus  Burchell, 1822) เปนปลา

ชนิดหนึ่งที่อยูในครอบครัว Clariidae (Arndt et al., 2003) ปลาชนิดนี้มแีหลงกําเนิดในทวีปแอฟริกา เปน
ปลาที่เล้ียงงาย เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว แข็งแรง และมคีวามตานทานโรคสูง ปลาดุกยักษที่เล้ียงกนัใน
ประเทศไทยเชื่อไดวานํามาจาก 2 แหลง แหลงแรกคือ เซ็นทรัล แอฟริกัน รีพบัลิค เขาประเทศไทยโดย
ผานทาง รัสเซีย เวยีดนาม และลาวตามลําดับ แหลงที่ 2 คือ อียิปต เขาสูประเทศไทยโดยผานทางจนี ทั้ง
สองสายพันธุนี้มีพันธุกรรมที่แตกตางกัน และมีความเปนไปไดวาขณะนี้สองสายพนัธุอาจผสมปนกันอยู 
(Li et al., 2000) จากการศึกษาของ Galbusera (1997) ไดรายงานวาปลาดุกยักษในแหลงธรรมชาติปจจุบัน
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงกวาในอดีต และยังพบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ประชากรปลาดุกยกัษในโรงเพาะฟกตํ่ากวาประชากรในแหลงธรรมชาติ (Gulbusera et al., 1996; 
Galbusera, 1997) นอกจากนี ้Lal et al. (2003) รายงานวา ปลาดุกยักษในอินเดยีซ่ึงคาดวารับเขามาจาก
ประเทศไทยโดยผานทางบังคลาเทศนั้น ประกอบดวยปลาสองสายพันธุผสมปนกันอยู และพบวามคีา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางต่ําจากการวิเคราะห Allozyme 8 ตําแหนง 
 

ความสัมพันธระหวางความหลากหลายทางพันธุกรรมและลักษณะสําคัญทางเศรษฐกิจ 
  

ความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสัมพันธกับลักษณะ fitness-trait ของสัตว  
(Smouse, 1986; Britten, 1996) ซ่ึงมีการยืนยันจากการศึกษาโดยใชเครื่องหมายพนัธุกรรมที่เปน neutral 
marker ในสัตวน้ํา เชน ในหอยสองฝา  และปลาบางชนิด (Pongson and Zouros, 1994; Pongson and 
Fevolden, 1998) ความรูดังกลาวนี้เปนประโยชนอยางยิ่ง ในการจดัการพอแมพันธุเพือ่การเพาะเลีย้งสัตว
น้ํา หรือในการอนุรักษ (Allendorf, 1986; Hedrick and Miller, 1992)  
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร มีความสัมพันธกับลักษณะที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจของปลา ซ่ึงประชากรปลาที่มีความหลากหลายสูงมักจะมีลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจดี 
(Hansson and Westerberg, 2002; Anderson, 2001; David, 1998; Doyle and Herbinger, 1995) เชน 
การศึกษาในกุง Penaeus stylirostris โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (จากบรเิวณ non-coding) 
พบวาอัตราการเจริญเติบโตมีความสมัพันธในทิศทางเดยีวกันกับความหลากหลายทางพันธุกรรม (Bierne 
et al., 2000) เชนเดียวกับการศึกษาในแมวน้ํา พบวาน้ําหนักแรกเกิดและอัตรารอดของลูกแมวน้ํามี
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ความสัมพันธในทิศทางเดยีวกันกับความหลากหลายทางพันธุกรรม (Coltman et al., 1998) นอกจากนี้ 
Borrell et al. (2004) รายงานวาคาเฮตเทอโรไซโกซิตีจะแปรผกผันกับลักษณะไมสมมาตร(fluctuating 
asymmetry) ในปลา Shikano and Taniguchi (2002) รายงานการศึกษาความสัมพันธระหวางความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและลักษณะที่เกี่ยวของกับความแข็งแรง (fitness – related trait) ในปลา guppy 
(Poecilia reticulata) โดยใชเครื่องหมายพนัธุกรรมชนิดไมโครแซเทลไลทพบวา คาเฮตเทอโรไซโกซิตีมี
ผลตอการแสดงออกของลักษณะ fitness – related trait ซ่ึงสามารถบอกถึงระดับของ inbreeding 
depression และลักษณะ heterosis ได  

 

Overturf et al. (2003) ศึกษาความสัมพันธระหวางลักษณะที่เกี่ยวของกับการเจริญเตบิโตในปลา 
เรนโบว เทราท 5 สายพันธุ พบวา สายพันธที่มีคาเฮตเทอโรไซโกซิตีสูง มีแนวโนมจะมีคาอัตราแลกเนื้อ 
(feed conversion ratio: FCR) สูง สวนคา SGR (specific growth rate) สัมพันธทางลบกับคาเฮตเทอโรไซ
โกซิตี ในขณะที่คาการตอบสนองทางภูมคิุมกันตอเชื้อ infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV 
titers) และคาอัตราการตาย ไมสัมพันธกับความหลากหลายทางพันธุกรรม อยางไรกต็ามผลสรุปจากการ
ทดลองนี้อาจทําใหเกิดความเขาใจผิดได เพราะสายพันธุที่ใชเพื่อการคาผานการคัดเลือกเพื่อเพิ่มการ
เจริญเติบโต ดงันั้นลักษณะทีเ่กี่ยวกับการเจริญเติบโตก็จะดี ไมเกีย่วกับความหลากหลายทางพันธุกรรม 
นอกจากนั้นสายพันธุที่ผานการคัดเลือก มกัจะมีความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงเปนธรรมดา 
(Appleyard and Ward, 2006) จึงทําใหเขาใจไปวา ความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ําสัมพันธกับการ
เจริญเติบโต และ FCR ที่ดี นอกจากนัน้แลว คาที่นํามาใชศึกษาความสัมพันธ มีคาอยูในชวงแคบ (เฮตเทอ
โรไซโกซิตีมีคาระหวาง 0.65-0.83) และจาํนวนคูของขอมูลคอนขางนอย  
 

เนื่องจากจํานวนปลาดุกยกัษที่นําเขามาใชเปนพอแมพนัธุในโรงเพาะฟกมีจํานวนไมมากนัก 
(small founder stock) และมกีารเลี้ยงมาเปนเวลานานโดยอาจมีการจดัการพอแมพันธุที่ไมคอยเหมาะสม 
จึงมีโอกาสที่จะทําใหความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลง และอาจเกดิการผสมเลือดชิด (inbreeding) 
ของประชากรในโรงเพาะฟกได ความเปลี่ยนแปลงดังกลาว สงผลเสียตอลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจ 
เชน ความตานทานโรคลดลง (Allendorf and Phelps, 1980) เนื่องจากอลัลิลบางอัลลิลสูญหายไป 
โดยเฉพาะอัลลิลหายาก (rare alleles) ซ่ึงมักเกีย่วของกับความตานทานโรค  
 
 
 
 
 



 

 

 
6 

คาท่ีแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรสามารถวัดไดจากคาตอไปนี ้
 
1. จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนง (number of alleles per locus) (Hedrick, 1985) 
2. คาเฉลี่ย effective number of alleles across loci (Kimura and Crow, 1964) 
3. คาเฉลี่ย allelic richness ซ่ึงเปนคาเฉลี่ยจาํนวนอัลลิลที่เปนอิสระตอจาํนวนตวัอยางตอตําแหนง 

(Leberg, 2002) 
 4. คาเฉลี่ยเฮตเทอโรไซโกซิตีตอตําแหนงตอ individual (Heterozygosity) หมายถึง ความถี่ของ
เฮตเทอโรไซโกตตอยีน 1 ตาํแหนง ในปลาแตละตวั ซ่ึงจะคํานวณทั้งคาเฉลี่ยสังเกต (H0) และคาเฉลี่ย
คาดหมาย (He)  
 H0 (observed heterozygosity) คือ สัดสวนของเฮตเทอโรไซกัสจีโนไทพเฉลี่ยตอตําแหนง คํานวน
ไดจากขอมูลจริง 
 He (expected heterozygosity) คือ สัดสวนของเฮตเทอโรไซกัสจีโนไทพเฉลี่ยตอตําแหนงที่ไดจาก
การคํานวณทางออม โดยตั้งสมมติฐานวาประชากรนั้นอยูในสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg 
Equilibrium) (Nei, 1978) 
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากรสามารถวัดไดจากคาตอไปนี ้
 

 1. คาสัมประสิทธิ์เอฟ (F- coefficient) เปนคาที่แสดงความสัมพันธของอัลลิลภายในกลุม
ประชากร ซ่ึงจะแสดงใหเหน็วากลุมประชากรนั้นๆ แบงออกเปนประชากรยอยหรือไม (Weir and 
Cockerham 1984; Hedrick, 1985) 
 FIS เปนคาที่บอกระดับการเบี่ยงเบนจากสมดุลฮารดี-ไวนเบิรกของประชากรยอย ซ่ึงคานี้มีทั้งคา
บวกและคาลบ 
 FIT เปนคาที่บอกระดับการเบี่ยงเบนจากสมดุลฮารดี-ไวนเบิรกของประชากรทั้งหมด 
FST เปนคาที่วดัความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรตางๆ หากมีคาสูงแสดงวาตัวอยางที่ศกึษา
นั้นมีการแบงเปนประชากรยอยจริง 
 

2. คาระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) เปนคาทีแ่สดงถึงจํานวนของอัลลิลที่ถูกแทนที่
ตอยีนหนึ่งตําแหนง หรือคาที่บอกจํานวนของยีนหรือโคดอนที่มีการเปลี่ยนแปลงไปภายในยนีแตละ
ตําแหนง หลังจากที่ประชากรทั้งสองเริ่มแยกจากกัน สามารถคํานวณไดจากคา genetic identity โดยคา
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ระยะหางทางพันธุกรรมระหวางประชากรที่อยูใกลกนัจะมีคาต่ํา แตถามีส่ิงกีดขวางทางสภาพภูมิศาสตรคา
ระยะหางทางพันธุกรรมก็จะสูงขึ้น จากขอมูลระยะหางทางพันธุกรรมนี้ สามารถนําไปสรางแผนผัง
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการไดโดยวิธีการตางๆ (Nei, 1978; Cavalli-Sforza and Edwards, 1967) 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ ในสัตวน้ํา 
  

ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพันธุกรรมทีน่ํามาใชประโยชนในดานการประมง 
และการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํากนัมากในปจจบัุน เนื่องจากไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอมีเปนจํานวนมากและ
กระจายอยูทัว่ท้ังจีโนม รวมถึงมีความหลากหลายของอัลลิลสูง นอกจากนี้ยังมีขอไดเปรียบเหนือ
เครื่องหมายพนัธุกรรมประเภทโปรตีนในเรื่องความสะดวกของการเกบ็ตัวอยาง อีกทั้งยังสามารถใช
ปริมาณตัวอยางเพียงเล็กนอยเพราะสามารถใชเทคเนิค Polymerase chain reaction (PCR) ในการเพิ่ม
ปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอได และยังสามารถเกบ็ตัวอยางไดตัง้แตยังเปนเอ็มบริโอหรือระยะวยั
ออนทําใหชวยลดระยะเวลาในการทดลองได ขอไดเปรยีบอีกประการหนึ่งคือไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ
มีความละเอียด (resolution) ในการตรวจสอบความแตกตางที่อาจมีเพยีงเล็กนอย เชนความแตกตาง
ระหวางประชากรโรงเพาะฟก นอกจากนีย้งัมีการแสดงออกแบบขมรวม (codominant) ซ่ึงจะทําใหได
ขอมูลทางพันธุกรรมที่ละเอียดกวาเครื่องหมายพนัธุกรรมที่มีการแสดงออกแบบขมสมบูรณ (dominant) 
นอกจากนี้ Kalinowski (2002) ไดรายงานวาไมโครแซทเทลไลทที่มีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงสูงจะ
สามารถประมาณคาระยะหางทางพันธุกรรมไดอยางแมนยํา การศึกษาไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอไดรับ
ความนิยมอยางสูงในการศึกษาพันธุศาสตรประชากร การจําแนกสต็อค การตรวจสอบพอแมพันธุ เมื่อ
เทียบกับเครื่องหมายพนัธุกรรมชนิดอื่น เนื่องจากมีความหลากหลายสูงทําใหไดขอมูลที่ละเอียด อีกทั้งมี
ขอไดเปรียบทางดานเทคนิคที่ใชดีเอ็นเอตวัอยางในปริมาณนอยจากเลอืดหรือครีบปลาในการศึกษา จึงไม
ตองฆาปลาที่นํามาเปนตวัอยางในการวิเคราะห  
 

ในสัตวน้ํามีการศึกษาไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจากปลาหลายชนิด เชน แอตแลนตกิแซลมอน 
(Salmo salar) (McConnell et al., 1995); เรนโบว เทราท (Oncorhynchus mykiss) (Morris et al., 1996); 
บราวน เทราท (Salmo trutta) (Estoup et al., 1993); Northern pike (Esox lucius) (Miller and Kapuscinski, 
1996); แอตแลนติกคอด (Gadus morhua) (Brooker et al., 1994); seabass (Dicentrarchus labrax) (Garcia 
de Leon et al., 1995); ปลานิล (Oreochromis niloticus) (Lee and Kocher, 1996); ปลาไน (Cyprinus 
carpio) (Aliah et al., 1999); ปลาดุกยักษ (C . gariepinus) (Galbusera et al., 1996); channel catfish 
(Ictalurus punctatus) (Waldbieser and Bosworth, 1997); ปลากดเหลือง (Mystus nemurus) (Usmani et 
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al., 2001); ปลาดุกอุย (C . macrocephalus) (Na-Nakorn et al., 1999); ปลาตะเพียนขาว (Puntius 
gonionotus) (Kamonrat  et al., 2002) และกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) (Tassanakajon et al., 1998)   
 

สําหรับการศึกษาในปลาดกุยกัษ ในป 1996 ไดมีการพัฒนาไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร 7 คู เพื่อ
ใชในการศึกษาขอมูลทางพันธุกรรมในปลาดุกยักษโดย Gulbusera et al. (1996) และรายงานวาปลาดุก
ยักษในแหลงธรรมชาติแถบแอฟริกาใตปจจุบันมีความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงกวาในอดีต และยัง
พบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปลาดุกยกัษในโรงเพาะฟกต่ํากวาประชากรในแหลง
ธรรมชาต ิ(Gulbusera et al., 1996; Galbusera, 1997; Teugels et al., 1992) 
 

ความสัมพันธทางพันธุกรรมและการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อโรค 
  

จากรายงานการศึกษาที่ผานมาพบวาความสามารถในการตานทานโรคของปลามีความสัมพันธ
กับสภาวะหลากรูปแบบของยีนที่ควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกนัตอเชื้อโรค เชน ยีน MHC class I 
และ class II (Grimholt et al., 2003; Langefors et al., 2001) ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจทีจ่ะศึกษาถึง
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีนชนิดนี้เปรียบเทยีบกับลักษณะความตานทานโรคโดยเลือกใช 
parameter ที่เปนตัวแทนในการบอกถึงระดับความตานทานโรคไดโดยจะกลาวถึงในรายละเอยีดตอไป 
 

โรคที่เกิดในปลาดุกมีสาเหตมุาจากหลายประการ เชน แบคทีเรีย เชื้อรา และปรสิต โดยเฉพาะโรค
ที่เกิดจากแบคทีเรียชนิด Aeromonas hydrophila กอใหเกดิความเสียหายแกการเลี้ยงปลาชนิดนี้อยางมาก 
โดยปลาที่ติดเชื้อจะมีลักษณะอาการภายนอกคือ กกหูบวมแดง มีเลือดคั่งรอบทวาร มีแผลตามลําตัวและ
ทองบวมน้ํา (นนทวิทย, 2535) นอกจากนีย้งัมีผลทําใหเกดิการตกเลือดและติดเชื้อภายใน ความรุนแรงของ
โรคขึ้นกับความสามารถในการสรางสารพิษของแบคทีเรีย (Ainsworth and Dexiang, 1990; Angka et al., 
1995)  
 

สําหรับการตอบสนองทางภมูิคุมกันตอการกระตุนดวยวคัซีนนั้น พบวาเมื่อมีแอนติเจนชนิด
เดียวกันมากระตุนซ้ําอีก (booster) การตอบสนองจะเกิดขึ้นไดรวดเร็วและรุนแรงกวาการตอบสนองตอ
การกระตุนในครั้งแรก (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) และการใหวัคซีนโดยการฉีด (injection vaccination) 
จะใหประสิทธิภาพมากที่สุด โดยใชแอนติเจนทั้งเซลล (whole cell) ทีไ่มมีความรุนแรงหรือไมสามารถทํา
ใหปลาเกดิโรคไดใสในตัวทําละลายที่เปนน้ําหรือน้ําเกลือ 0.85 % ฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular) 
(Gutierrez and Miyazaki, 1994) หรือฉีดเขาชองทอง (intraperitoneal) ซ่ึงวิธีนี้จะใหประสิทธิภาพสูงสุด 
(Dunn et al., 1990) ในประเทศไทยมีการศกึษาประสิทธภิาพของการใชวัคซีนตอบสนองทางดาน
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ภูมิคุมกันและตานทานโรคที่เกิดจากเชื้อ A. hydrophila ในปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) โดยการ
ฉีดเขาชองทอง แช และการผสมอาหาร พบวาการใหวัคซีนโดยฉีดเขาชองทองจะใหผลในการสราง 
Antibody สูงสุด (นิลุบล, 2534) 
 

บุญกวาง และนนทวิทย (2536) ไดทําการศึกษาความตานทานโรคและการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันตอเชื้อ A. hydrophila ของปลาดุกลูกผสมพบวา ปลาที่ไดรับวัคซีนโดยการฉีดเขาชองทองครั้ง
แรกในสัปดาหที่หนึ่งมีคา Antibody titre เทากับ 78.93 และครั้งที่สองในสัปดาหที่ส่ีเทากับ 614.40 และ
พบวาปลาที่ไดรับวัคซีนมีอัตรารอดถึง 97.78 เปอรเซ็นต 
 

จิตตเกษม และคณะ (2536) ไดทําการศึกษาทางดานการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของปลา
ชอน (Channa striata) หลังการใหวัคซีน A. hydrophila ที่ฆาดวยฟอรมาลิน โดยการฉีดวัคซีนที่ผสมและ
ไมไดผสม adjuvant เขาชองทอง การแช และการฉีดน้ําเกลือ 0.85 % (กลุมควบคุม) พบวาคา Antibody 
titre หลังจากการใหวัคซีนครัง้แรกเทากับ 116.00 ± 63.90, 130.00 ± 111.12, 84.00 ± 77.87 และ 10.22 ± 
17.69 ตามลําดับ หลังจากคาไตเตอรลดลงทําการใหวัคซีนครั้งที่สอง คาไตเตอรในวนัที่ 40 มีคาเทากับ 
80.00 ± 27.75, 22.75 ± 81.30, 32.50 ± 20.40 และ 5.78 ± 1.99 ตามลําดับ จึงทดลองใหวัคซีนครั้งทีส่าม 
พบวาคา Antibody titre ลดลงโดยมีคาต่ํากวากอนใหวัคซีน ซ่ึงอาจเนือ่งมาจากการเกิดภาวะยับยั้งการ
ทํางานดานภูมคิุมกันขึ้น  
 

Sahoo et al. (2004) ไดรายงานการศึกษาการตอบสนองและความตานทานตอเชื้อ Aeromonas 
hydrophila ในปลายี่สกเทศ แตละกลุม full sib family ในอินเดียโดยใชวิธีทดสอบดวย haemagglutination 
(HA) titre against sheep red blood cell (SRBC) ซ่ึงเปน specific immune response และการทดสอบ 
nonspecific immune response (lysozyme activity และ natural haemolysin titre) ผลปรากฏวา ปลายี่สก
เทศมีการตอบสนองทางภูมคิุมกันตอเชื้อ A. hydrophila อยางมีนัยสําคญัทางสถิติเมื่อดูจากคา HA titre ใน
ซีร่ัมของปลาที่ไดรับวัคซีนของเชื้อชนิดนี ้แตไมพบการตอบสนองตอเชื้อในสวนของ nonspecific 
immune response โดย Sahoo et al. (2004) ไดสรุปวา คาความสามารถในการฆาเชื้อแบคทีเรียของซีร่ัม 
(serum bactericidal activity) และ คา HA titre ในซีร่ัมของปลาที่ไดรับวคัซีน สามารถใชเปน parameter 
ในสวนของความตานทานโรคได 
 

นอกจากนี้ parameter อีกตัวหนึ่งที่นาสนใจและนยิมศึกษาไดแก การศกึษา Phagocytosis ของ 
peripheral blood leukocytes (PBLs) ซ่ึงเปนการตอบสนองทางภูมิคุมกนัแบบ innate immunity หรือเปน 
nonspecific immune response โดยบอกถงึระดับความสามารถของเม็ดเลือดขาว PBLs ในการกลืนกินเชื้อ
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โรค ซ่ึงมีการศึกษาในปลากระดูกแข็งหลายชนิด เชน ในปลา gilthead seabream (Cuesta et al., 2006), 
ปลา golden perch และปลา silver pech  (Hardford et al., 2006) เปนตน 
 

ดังนั้นในการศกึษาครั้งนี้จึงเลือกใช การทดสอบคา Antibody titer เปนตัวแทน parameter ของ
การตอบสนองทางภูมิคุมกนัแบบจําเพาะเจาะจง และเลอืกใช การศึกษา Phagocytosis ของ peripheral 
blood leukocytes (PBLs) เปนตัวแทน parameter ของการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนท่ีเก่ียวของกับการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกัน 
 
 ดังที่ไดกลาวมาแลววาสภาวะหลากรูปแบบของยีนที่ควบคุมการตอบสนองทางภูมคิุมกันตอเชื้อ
โรคมีความสัมพันธกับความสามารถในการตานทานโรคของปลา โดยจะทําการศกึษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของยีน Major histocompatibilty complex class I (MHC class I) ซ่ึงเปนยีนทีก่ําหนดชนิด
ของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของรางกายแบบ CMIR (Cell-mediated 
immune response) ยีนในกลุมนี้ควบคุมและกําหนดการสรางโมเลกุล MHC class I antigen ซ่ึงพบอยูบน
ผิวเซลลที่มีนิวเคลียสทุกชนดิของรางกาย บนโมเลกุล class I มีสวนทีท่ําหนาที่เปนแอนติเจนและทํา
หนาที่จดจําสวนของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม โดยโครงสรางของไวรัสหรือเซลลเนื้องอก (Tumor) 
ชนิดตาง ๆ คุณสมบัติของ MHC class I มีสภาวะหลากรูปแบบ (polymorphism) ของยีน และมีความแปร
ผัน (variation) สูง และมีการแสดงออกของยีนแบบขมรวม (codominant) จึงเหมาะทีจ่ะนํามาศึกษา
รูปแบบ Haplotype ของยีน MHC class I ในปลาดุกยกัษแตละกลุม เพือ่เปรียบเทียบความแตกตางของปลา
แตละกลุม รวมถึงเปรียบเทยีบกับระดับความสามารถตอการตานทานโรคของปลาแตละกลุมอีกดวย 
 

นอกจากนี้มีการศึกษาถึงลักษณะ รูปแบบ บทบาทหนาที ่และการแสดงออกของ MHC class I ใน
ปลาหลายชนดิ เชน ปลา zebrafish (Brachydanio rerio) (Takeuchi et al., 1995), ปลา pink salmon 
(Katagiri et al., 1996), ปลา guppy (Sato et al., 1996), ปลา carp (Van Erp et al., 1996), ปลาปกเปา (Fugu 
rubripes) (Timon et al., 1998), ปลา channel catfish (Antao et al., 2001), ปลา Atlantic salmon (Grimholt 
et al., 1993 ; Kj∅glum et al., 2006), ปลา Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) (Srisapoome et al., 
2004) เปนตน  
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อุปกรณและวิธีการ 

 
1. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปลาดุกยักษจากฟารมเพาะเลี้ยงพอแมพันธุ 4 ฟารมใน
ประเทศไทยโดยเทคนิคไมโครแซทเทลไลท  
 

การเก็บตัวอยาง 
 
 เนื่องจากเกษตรกรผูเล้ียงปลาดุกยกัษเพื่อเพาะพันธุมีจํานวนไมมากนกั ในการศึกษานี้จงึคัดเลือก
ตัวอยางพอแมพันธุปลาดุกยกัษที่นํามาใชศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม จากฟารมเพาะเลีย้งปลาดุก
ยักษ 4 ฟารมในประเทศไทย ไดแก ฟารมตาหมอ จังหวัดสุพรรณบุรี, สี่รอยฟารม จังหวัดอางทอง, ฟารมปน
พันธุปลา จังหวัดนครปฐม และณรงคฟารม จังหวดันครสวรรค ซ่ึงทั้ง 4 ฟารมมีประวัติการดําเนินงานมา
นานกวา 10 ป และจากการสอบถามไมพบวามีการแลกเปลี่ยนพอแมพนัธุระหวางฟารมเหลานี้ จึงมคีวาม
เปนไปไดที่ปลาทั้ง 4 ฟารมนี้จะมพีันธุกรรมตางกัน รายละเอียดที่ตั้งฟารมและจํานวนตัวอยางแสดงใน
ตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ขอมูลการเก็บตัวอยางพอแมพนัธุปลาดุกยักษ 
 

ประชากร แหลงเก็บตวัอยาง จํานวนตัวอยาง 
SP ฟารมตาหมอ อ. ศรีประจันต จ. สุพรรณบุรี 65 
AT ส่ีรอยฟารม อ.วิเศษชยัชาญ จ.อางทอง 31 
NP ปนพันธุปลา อ.เมือง จ.นครปฐม 16 
NS ณรงคฟารม อ.ชุมแสง จ.นครสวรรค 33 

 
 เก็บตัวอยางโดยตัดชิน้สวนครีบหางขนาดประมาณ 1× 2 cm2 เก็บรักษาในเอทานอล 95% ในหลอด 
eppendrof ขนาด 1.5 ml แยกเก็บตัวอยางละ 1 หลอด 
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การเตรียมดีเอ็นเอจากตัวอยาง 
 
 นําตัวอยางปลาดุกยกัษแตละตัวมาสกัดดีเอน็เอ โดยใชวิธีมาตรฐาน phenol-chloroform โดย
ดัดแปลงจากวธีิของ Taggart et al. (1992) ซ่ึงเปนการสกดั genomic DNA จากนั้นตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณดีเอ็นเอที่ไดดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis และเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  
(Spectrophotometer) เก็บตัวอยางดีเอ็นเอทีส่กัดไดโดยละลายในสารละลาย TE buffer (10mM Tris-HCL 
pH 7.6, 1mM EDTA pH 8.0) ไวที่อุณหภูม ิ4 oC จนกระทัง่ใช 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 
  

1. การทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชไมโครแซทเทลไลทไพรเมอรปลาดุกยกัษ 6 คู ไดแก Cga 01, Cga 
02, Cga 03, Cga 06, Cga 09, Cga 10 (Galbusera et al., 1996) รายละเอยีดของไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 2
โดยในปฏกิิริยาพีซีอาร 10 μl ประกอบดวย DNA template 10 ng, ไพรเมอรForward และ Reverse สายละ 
0.25 pmol, 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 100 μM dNTPs และ 0.2 unit Taq DNA polymerase 
(Fermentas) ทําปฏิกิริยาดวยเครื่อง PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, INC.) 
โดยใชรอบอณุหภูมิ 95 oC นาน 5 นาที 1 รอบ ตามดวยวงจรปฏิกิริยาที่ 95 oC นาน 30 วินาที 56 oC นาน 30 
วินาที และ 72 oC นาน 1 นาที รวมทั้งสิ้น 35 รอบ และ72 oC นาน 5 นาที 1 รอบ จากนั้นทําการตรวจสอบ
ผลผลิตพีซีอารที่ไดโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis ใชความเขมขน 1.5-2% agarose gel 
 2. นําผลผลิตพีซีอารที่แสดงแถบชัดเจนบน agarose gel มาแยกดวยเทคนิค electrophoresis บน  
4.5-6% Denaturing polyacrylamide gel แลวยอมเจลดวยวิธี silver staining จากนัน้อานผลแถบดีเอ็นเอและ
บันทึกขอมูลจโีนไทพ 
 3. การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลจีโนไทพ  
                 3.1 ทดสอบ Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE)  

   ทดสอบความถี่ของจีโนไทพแตละตําแหนงของแตละประชากรวามีความสอดคลองกับ 
HWE หรือไม โดยใชโปรแกรม GENEPOP version 3.4 (Raymond and Rousset, 1995) เนื่องจากพบวามี
ปลา 3 ประชากรไมอยูใน HWE จึงทดสอบ null allele ซ่ึงหมายถึงอัลลิลที่ไมสรางผลผลิต PCR โดยใช
โปรแกรม MICROCHECKER (Oosterhout, 2004) ซ่ึงพบวามี null allele ที่ตําแหนง Cga01 และ Cga02 ใน
ประชากรสุพรรณบุรี อางทองและนครปฐม จึงไดปรับจโีนไทพของไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 2 ตําแหนง ใน
ประชากรทั้งสามตามที่โปรแกรมกําหนดให จากนั้นทําการคํานวณ คาตาง ๆ ดังตอไปนี้ 
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    3.2 การทดสอบ Genotypic disequilibrium   
          ทดสอบวาจีโนไทพทีต่ําแหนงหนึ่งเปนอิสระจากจโีนไทพตําแหนงอื่นหรือไมโดยใช

โปรแกรม GENEPOP version 3.4 (Raymond and Rousset, 1995) และทดสอบการเกิด bottleneck ดวย
โปรแกรม BOTTLENECK version 1.2.02 (Cornuet et. al., 1996) 
 

    3.3 การวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรมภายในประชากร 
           นําขอมูลจีโนไทพของปลาแตละตัวในประชากรมาคํานวนคาตางๆ โดยใชโปรแกรม 
GENEPOP version 3.4 (Raymond and Rousset, 1995), Popgene version 1.31 (Yeh et. al.,1999) และ 
FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet,  2001) ดังตอไปนี ้
           3.3.1 ความถี่ของอัลลิล (Allele frequency) ของแตละตําแหนง คํานวนตามสตูร 

 
Xi = (2HA + HB)/2N 

  
        เมื่อ Xi คือ ความถี่ของอัลลิลที่ i 
   HA  คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทพแบบโฮโมไซกัส 
   HB   คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทพแบบเฮตเทอโรไซกัส 

   N  คือ จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
 

          3.3.2 จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนง (number of allele per locus) (A) 
 

A =    จํานวนอัลลิลทั้งหมดทุกตําแหนง 
 
 

          3.3.3 คาเฉลี่ย Effective number of alleles per locus (Ae) 
 

Ae = 1/Σpi2 
 

เมื่อ pi คือ ความถี่ของอัลลิลที่ i 
 
 
 

จํานวนตําแหนงยีนทั้งหมดที่ศึกษา 
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          3.3.4. คาเฉลี่ยจํานวนอัลลิลที่เปนอิสระตอจํานวนตัวอยางตอตาํแหนง (Mean of Allelic 
richness) (Ar) 

 
          3.3.5. คาเฉลี่ยเฮตเทอโรไซโกซิตี (Mean of Heterozygosity) ทั้งคาสังเกต (Ho) และคา

คาดหมาย (He) 
 

Ho = จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทพแบบเฮตเทอโรไซกัส 
 
 

  He = Σhk/r 

  hk = 2n(1-ΣXi
2)/2n-1 

 
         เมื่อ hk คือ คาเฮตเทอโรไซโกซิตีที่ตําแหนง k 
  Xi คือ ความถี่ของอัลลิล i ที่ตําแหนง k 
  n คือ จํานวนอัลลิลที่ตําแหนง k 
  r คือ จํานวนตําแหนงที่ทําการศึกษา 
 

3.4 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากร     
        นําขอมูลจีโนไทพของปลาแตละตัวในประชากรแตละประชากรมาคํานวณคาตางๆ ดวย
โปรแกรม FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet,  2001), Arlequin version 3.01 (Excoffier et. al.,2006), และ 
Phylip version 3.63 (Felsenstein, 1993) ดังตอไปนี้ 

       3.4.1. คาสัมประสิทธ์ิเอฟ (F-coefficient) ทดสอบวาประชากรที่ศึกษาแบงออกเปนประชากร
ยอยหรือไม โดยการคํานวนคาประมาณ F, θ และ f  ของ FIS , FIT และ FST  
 

FIS  = (HT-H0)/ HT 
FIT  = (HS-H0)/ HS 

FST  = (HT-HS)/ HT 

จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
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         เมื่อ H0  คือ คาสังเกตเฮตเทอโรไซโกซิตีในประชากร 

HT  คือ คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรทั้งหมด 
 

        โดย HT = 1-Σpk
2 

pk = Σpik /n 
 

HS  คือ คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรกลุมยอย 
 
        โดย HS = His/n 

His  = 1-Σpik
2  

 
        เมื่อ pik  คือ คาความถี่อัลลิลในประชากร k 

N คือ จํานวนประชากรยอย 
 

         3.4.2. การทดสอบความแตกตางระหวางคูประชากร (Population differentiation) โดยใช
โปรแกรม GENEPOP version 3.4 

         3.4.3. คาระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) โดยใช Cavalli-Sforza and Edwards 
genetic distance และจัดความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic dendrogram)โดยวิธี UPGMA 
(Unweight pair-group method with arithmetic mean) (Sneath and Sokal, 1973) 
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ตารางที่ 2  รายละเอียดของไมโครแซเทลไลทไพรเมอร GenBank Accession number, ลําดับเบสซ้ํา, ลําดับ 
                  เบสไพรเมอร, annealing temperature และขนาดผลผลิตพีซีอาร 
 
Locus ID GenBank 

Accession 
no. 

primer sequence 5’-3’ Repeat unit TA(oC) Product size 
range (bp) 

Cga01 U30862 GGCTAAAAGAACCCTGTCTG 
TACAGCGTCGATAAGCCAGG 

(GT)15 52 90-135 

Cga02 U30863 GCTAGTGTGAACGCAAGGC 
ACCTCTGAGATAAAACACAGC 

(GT)10N2(GT)8 54 100-120 

Cga03 U30864 CACTTCTTACATTTGTGCCC 
ACCTGTATTGATTTCTTGCC 

(GT)21 56 110-236 

Cga06 U30867 CAGCTCGTGTTTAATTTGGC 
TTGTACGAGAACCGTGCCAGG 

(GT)5N2(GT)9 54 134-180 

Cga09 U30871 CGTCCACTTCCCCTAGAGCG 
CCAGCTGCATTACCATACATGG 

(GA)3N3(GT)11

N (GT)6N2(GT)4 
56 178-194 

Cga10 U30870 GCTGTAGCAAAAATGCAGATGC 
TCTCCAGAGATCTAGGCTGTCC 

(GT)2N2(GT)15 54 108-168 
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2. การศึกษาผลของการผสมขามระหวางสายพันธุปลาดกุยักษ ท่ีมีพันธุกรรมแตกตางกัน ตอลักษณะการ
เจริญเติบโต อัตรารอด และลักษณะที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน 
 

คูผสมและวิธีการผสมพันธุ 
  
 ทําการคัดเลือกพอแมพนัธุปลาดุกยักษ ที่มพีันธุกรรมแตกตางกันอยางชัดเจนมา 2 ประชากร 
นํามาใชเปนพอแมพันธุในการผสมเทียมเพื่อศึกษาลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจของลูกผสม จากผล
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมพบวา ปลาดกุยักษที่นํามาศึกษา แบงออกเปน 2 กลุมอยางชัดเจน 
คือกลุม นครปฐม (NP) - นครสวรรค (NS) และกลุมอางทอง (AT) – สุพรรณบุรี (SP) แมวาคา genetic 
distance ระหวางคู NS และ SP จะมีคาสูงที่สุด แตเนื่องจากไมสามารถขอซื้อพอแมพันธุจากฟารมดังกลาว
ได จึงใชพอแมพันธุจาก อางทอง (AT) และนครปฐม (NP) โดยซ้ือพอแมพันธุจากแหลงดังกลาวฟารมละ 9 
คู ทําการฉีดฮอรโมนผสมเทียม ใชฮอรโมนสังเคราะห LHRHa (Suprefact) ฉีดพอแมปลาในอัตรา 30 μg/kg 
รวมกับ Domperidone (Motilium) ฉีดพอแมปลาในอัตรา 5mg/kg เมื่อเกิดการตกไข (ภายหลังการฉีด
ประมาณ 10-12 ช่ัวโมง) ทําการผสมเทียมโดยผสมเปนคูๆ  ผสมภายในแตละประชากร (AT x AT,  
NP x NP) และผสมสลับระหวางประชากร (AT x NP, NP x AT) นําไขจากพอแมแตละคู ไปฟกในอุปกรณ
ฟกไขที่มีน้ําไหลผานตลอดเวลา เมื่อไขฟกเปนตัวแลว นาํลูกปลาจํานวนเทาๆกันโดยประมาณ จากแตละถัง
ฟก ไปรวมกันตามกลุมการทดลอง 
 

การอนุบาลและการเลี้ยงปลา 
 
 อนุบาลลูกปลาในถังไฟเบอรกลาสเลี้ยงที่มีระบบน้ําไหลผานตลอด ใหกินไรแดงวนัละ 2 คร้ัง เมื่อ
อนุบาลได 2 สัปดาห ยายลูกปลาไปทําการทดลองระยะที ่1 
 
 การทดลองระยะที่ 1 โดยเลี้ยงลูกปลาทั้ง 4 กลุม ในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 250 ลิตร 
(เสนผาศูนยกลาง 70 ซม. ความลึก 70 ซม.) เติมน้ําสูงประมาณ 35 ซม. โดยปลอยปลาถังละ 200 ตัว ทําการ
ทดลอง 3 ซํ้า ทั้งนี้โดยการจดัวางหนวยทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design)ใหอาหาร
สําเร็จรูป โปรตีน 25% โดยใหกินจนอิ่ม ถายน้ํา 30% วันละ 1 คร้ัง เมื่อปลามีอายุ 5 สัปดาห (เร่ิมการทดลอง
ได 3 สัปดาห) ทําการชั่งน้ําหนัก วดัความยาวเหยียด และเก็บขอมูลอัตรารอด  
 การทดลองระยะที่ 2 นําลูกปลาจากการทดลองระยะที่ 1 ไปทดลองระยะตอไป โดยศึกษา
เปรียบเทียบลักษณะสําคัญทางเศรษฐกิจของลูกผสม และสายพันธุพอแม ใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด  
การทดลองทําในกระชังที่ตรึงในบอดิน ณ ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา ใชกระชังทําดวย polyethylene ขนาด 
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กระชัง 2 x 1.5 ตารางเมตร 1.5 เมตร ปลอยปลากระชังละ 120 ตัว ใหอาหารเม็ดลอยน้าํ โปรตีน 25% วันละ 
2 คร้ัง โดยใหกินจนอิ่ม ทําการทดลองชุดละ 3 ซํ้า ชั่งวัดปลาเดือนละครั้ง ปรับอัตราปลอยในสัปดาหที่ 5 
เปน 80 ตัว/กระชัง เก็บขอมลูน้ําหนักและความยาว รวมทั้งอัตรารอดของปลาในแตละกลุม  
 

การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันของปลาตอเชื้อโรค 
 

1. การศึกษา Antibody titre โดยวิธี Agglutination (นนทวิทย, 2537) 
 
1.1. การเตรียมวัคซีน เตรียมโดยแยกเชื้อ Aeromonas hydrophila บริสุทธิ์จากปลาดุกลูกผสมที่ปวย 

ที่ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร นํามาทดสอบและแยกชนิดตามวีธีของ 
McFaddin (1980) เล้ียงเชื้อในอาหารเหลว Brain Heart Infusion Broth (BHI Broth) เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง
แลวใชฟอรมาลินเขมขนในการฆาเชื้อ โดยเติมฟอรมาลินใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1% ของปริมาตร 
suspension แบคทีเรียทั้งหมด ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการตรวจสอบดูวาเชื้อแบคทีเรีย
ตายทั้งหมดแลว จากนัน้เกบ็ Bacterin ในน้ําเกลือ 0.85% และฟอรมาลินเขมขน 0.1% โดยกาํหนดใหความ
เขมขนของแบคทีเรียประมาณ 109 CFU/ml เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC เพื่อนํามาใชตอไป 

1.2. การฉีดวัคซีน ใชปลาทดลองอายุ 6 เดือน โดยหลังการชั่งวัดครั้งสุดทาย นําปลาจากแตละซ้ํา มา
รวมกันภายในแตละกลุมการทดลอง จากนัน้สุมปลาจํานวน 60 ตัว/กลุมการทดลอง มาใชในการศกึษา 
Antibody titer ตอไป นอกจากนี้สุมปลาจากแตละกลุมการทดลองจํานวน 15 ตัว/กลุมมาเลี้ยงรวมกนัเพื่อใช
เปนชุดควบคมุที่ไมฉีดวัคซีน ทําการฉีดวคัซีนในปลาทดลอง (กลุมการทดลองละ 60 ตัว) ในอัตรา 0.1 
ml/kg ของปลาทดลอง และฉีดปลากลุมควบคุมดวย 0.85% NaCl ในอตัราเดียวกันกบัวัคซีน 
 1.3. ทําการเจาะเลือดปลากลุมที่ฉีดวัคซีนและชุดควบคุม กลุมละ 6 ตัว สัปดาหละ 1 คร้ัง โดยวาง
ยาสลบปลาดวย Quinaldine Sulfate เจาะดดูเลือดปลาจาก Caudal veinแลวใชเข็มสอดเขาขาง ๆ ตัวเบา ๆ 
จนรูสึกวากระทบกับกระดูกสันหลัง คอย ๆ ดึงที่ดูดของเข็มฉีดยาขึ้น จะมีเลือดไหลตามขึ้นมา ใหไดเลือด
ประมาณ 1 ml จากนั้นแยกเอาซีร่ัมไวตรวจวัดปริมาณแอนติบอดี ้ปลาท่ีเจาะเลือดแลวปลอยคืนบอเล้ียงเพื่อ
รักษาความหนาแนนใหเทาเดิม แตจะไมนํามาเจาะเลือดซ้ําอีก โดยสังเกตจากรอยแผลจากการเจาะ 
 1.4. การเตรียมแอนติเจนสําหรับใชในการวัดแอนติบอดีไ้ตเตอร ใชเชือ้แบคทีเรีย Aeromonas 
hydrophila ที่ผานการเตรียมเชนเดยีวกับขอ 1.1 แตใหมคีวามเขมขนมากกวาเล็กนอย 
 1.5. การหาปริมาณ Antibody titer โดยวิธี agglutination test จะทําใน Micro titer plate 96 หลุมกน
หลุมแบบ U-shape ทํา Serial Two-Fold Dilution ของซีร่ัม โดยใชน้าํเกลือ 0.85% ในอัตรา 50 μl ซีร่ัม + 50 
μl น้ําเกลือ 0.85% ทํา Dilution ไปจนได 1: 2048 จากนั้นใสแอนติเจนในทุกๆ หลุมของซีร่ัมทุกๆ Dilution 
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ในอัตรา 50 μl ตอหลุม เตรียม Negative control โดยใช แอนติเจนและน้าํเกลือปราศจากซีร่ัม หรือซีร่ัมจาก
ปลาที่ไมไดรับวัคซีน ทําการทดลอง 2 ซํ้า  หลังจากนัน้ทําการอานผลและรายงานผล คาแอนติบอดี้ไตเตอรที ่
ไดจากการทดลองจะเปนคา Dilution สุดทายที่ใหผลบวกเมื่อนับจากความเขมขนของซีร่ัมมากที่สุดไปหา
นอยที่สุด 
 
2. การศึกษา Phagocytosis ของ peripheral blood leukocytes (PBLs) (ดัดแปลงจากวิธีของ Puangkaew et 
al., 2004) 
 
 2.1. ทําการเจาะเลือดปลาโดยใช anticoagglulant เก็บเลือด 1 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเม็ดเลือดขาว 
RPMI อยู 3 มิลลิลิตร (อัตราสวนเลือดปลา: อาหารเลี้ยงเม็ดเลือดขาวเปน 1: 3) พลิกหลอดกลับไปมาเบา ๆ 
ใหอาหารและลือดผสมจนเขากันจากนั้นดดูมา 3 มิลลิลิตรใสลงไปในหลอดใหมที่มี Histopaque อยู 3 
มิลลิลิตร โดยคอย ๆ ปลอยลงไปเบา ๆ ใหเลือดหยดลงไปบนผิวหนาของ Histopaque แลวนําไปปนแยกเม็ด
เลือดขาว PBLs ดวย swing rotor ที่ความเรว็ 400 x g อุณหภูมิ 25 oC  
 2.2.ใชไมโครปเปตตดูดเอาเฉพาะชั้นของ PBLs นับจํานวนเซลลดวย Haemacytometer โดยใหมี
เซลล PBLs ประมาณ 2 × 106 cell/ml ลางเม็ดเลือดขาว PBLs ดวย PBS 3 คร้ัง แลวเจอืจางตะกอนเม็ดเลือด
ขาว PBLs ทั้งหมดดวย 1 มิลลิลิตรของ PBS 
 2.3. จากนั้นหยด suspension ของ PBLs ลงบน cover slip 200 μl  ปลอยใหเซลลเกาะกบัผิวของ 
cover slip เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลาง PBLs สวนเกินออกดวย RPMI  
 2.4. ทําการเตมิ yeast suspension 500 μl ลงไปบน cover slip ที่มี PBLs เกาะอยู แลวปลอยใหเกิด
ขบวนการ Phagocytosis เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลาง yeast สวนเกินออกดวย RPMI เชนกัน 
 2.5. ยอมสีเม็ดเลือดขาว PBLs และ yeast ดวย Diff-Quick staining dye ลางสีสวนเกินออก ทิ้งไวให
แหง จากนั้นนาํมาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน และประเมินคา Phagocytic activity (PA) (สัดสวนของ
จํานวนเม็ดเลอืดขาวที่มีการกลืนกินเชื้อโรคตอจํานวนเมด็เลือดขาวทั้งหมด) และ Phagocytic index (PI) 
(สัดสวนของจาํนวนเม็ดเลือดขาวที่มีการกลืนกินเชื้อโรคมากกวา 1 เซลลตอจํานวนเมด็เลือดขาวที่มกีาร
กลืนกินเชื้อโรคทั้งหมด) ตามสูตรดังนี้ 
 

Phagocytic activity (PA) = Total number of phagocytizing cells 
 
 

Phagocytic index (PI) = Average number of beads per cells 
 

Total number of counted cells 

Total number of phagocytizing cells 
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3. การวิเคราะหขอมูล  
 
     นําขอมูลน้ําหนักตวั ความยาวทั้งหมด อัตรารอด คา Antibody titre เปอรเซ็นต Phagocytic 
activity และเปอรเซ็นต Phagocytic index มาทําการวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) แบบ 
one-way Anova โดยใชโปรแกรม SPSS โดยแปลงขอมลูที่เปนเปอรเซ็นตดวยวิธี arcsin transformation 
กอนนํามาทดสอบ จากนั้นเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Bonferroni โดยใชโปรแกรม SPSS  
     ศึกษาคา heterosis ของลูกผสมโดยศึกษาในลักษณะทีม่ีความแตกตางทางสถิติระหวาง พอแม 
กับลูกผสม ตามสตูร   
 

heterosis (%) = คาเฉลี่ยของลูกผสม-คาเฉลี่ยของพอแม x 100 (อุทัยรัตน, 2543) 
 
 

การศึกษาความหลากหลายของ Major histocompatibilty complex class I 
  

ทําการศึกษาตามขั้นตอนตอไปนี ้
 

 1. การออกแบบ degenerate primer ทําโดยนํา ลําดับนิวคลีโอไทด sequences ของยีน MHC class I 
ของปลา channel catfish (Ictalurus punctatus) 3 haplotype ไดแก GenBank accession numbers AF053547, 
AF053548, AF053549 จากนั้นทําการ align โดยใชโปรแกรม GENETYX version 7 แลวเลือกบริเวณ 
conserve region ของ MHC class I โดยออกแบบ forward primer จากบริเวณสวนของ α1 และ reverse 
primer จากบริเวณสวนของ α3 เพื่อใหครอบคลุมในสวนของ α2 ทั้งหมดเนื่องจากเปนสวนที่มี 
polymorphism สูงสุด (Srisapoome et al., 2004) 

2. การทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใช degenerate primers ที่ไดจากขั้นตอนแรกเพื่อใชในการออกแบบ 
specific primer เร่ิมจากเตรียมอารเอ็นเอของปลาดุกยักษ โดยทําการเกบ็ตัวอยางเลือดจากปลาดกุยกัษ
ทดลองมาสกัด total RNA โดยใช TRIZOL reagent (Invitrogen) และตรวจสอบคุณภาพและปริมาณอารเอ็น
เอที่ไดดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis และสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) จากนั้น
เตรียม First-Strand cDNA โดยใช SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 
(Invitrogen) แลวเพิ่มปริมาณ cDNA sequence ของยีน MHC class I ดวยปฏิกิริยา PCR โดยปฏิกิริยาพีซีอาร 
25 μl ซ่ึงประกอบดวย cDNA template 100 ng, degenerate primer F/R ความเขมขนสายละ 100 μM, 
1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 μM dNTPs และ 1 unit Taq DNA polymerase (Fermentas) ทํา
ปฏิกิริยาดวยเครื่อง PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, INC.) โดยใชรอบ

คาเฉลี่ยของพอแม 
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อุณหภูมิ 95 oC นาน 5 นาที 1 รอบ ตามดวยวงจรปฏิกิริยาที่ 95 oC นาน 30 วินาที 57 oC นาน 30 วินาที และ 
72 oC นาน 1 นาที รวมทั้งสิน้ 35 รอบ และ72 oC นาน 5 นาที 1 รอบ จากนั้นทําการตรวจสอบผลผลิต 
พีซีอารที่ไดโดย 2% agarose gel electrophoresis ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารและคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่มี
ขนาดใกลเคยีงกับขนาดของยีน MHC class I (ประมาณ 550 bp) แยกดเีอ็นเอออกจากเจลและทําใหบริสุทธิ์
ดวย DNA Extraction Kit #K0513 (Fermentas) จากนั้นทําการโคลนโดยการนําชิ้นดเีอ็นเอเชื่อมตอกบั
เวคเตอร pGEM-T Easy (Promega) ใน ligation reaction ซ่ึงประกอบไปดวย 1 μl pGEM-T Easy vector, 3 
μl insert gene (purified PCR product), 5 μl 2Xligation buffer และ 1 μl เอนไซม T4 ligase นําไปไวที่
อุณหภูมิ 4 OC ขามคืน หลังจากนั้นนาํพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน Escherichia. coli สายพันธุ JM109 
ดวยวิธีการ heat-shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 OC เปนเวลา 30-40 วินาที นําเชือ้ไปเลี้ยงในอาหาร 
SOC medium (2% Bacto tryptone, 0.5% Bacto yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 
10 mM MgSO4 and 20 mM glucose) เปนเวลา 1.5-2 ชั่วโมง แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิแข็ง LB 
ที่มียาแอมพิซิลิน X-gal และ IPTG ที่อุณหภูมิ 37  OC เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีที่มี insert อยู
ไดแก โคโลนีสีขาวนํามาสกดัพลาสมิดลูกผสมที่คัดเลือกไวดวย alkaline lysis (ดัดแปลงจาก Sambrook and 
Russell, 2001) และนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทด (First BASE Laboratories Sdn Bhd, Malaysia)  

3. การออกแบบ specific primer และทดสอบไพรเมอร โดยนําผลการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
มาเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank ดวย BLAST program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่อตรวจสอบ
และยนืยันวาเปนยีน MHC class I สําหรับ annealing temperature นั้นสามารถคํานวณไดจากสูตร  

 
Tm (OC) = [4 (G + C) + 2 (A + T)] – 5 (Kamonrat, 1996) 

 
4. การศึกษา MHC genotyping ในประชากรปลาดุกยกัษแตละกลุม โดยศึกษา haplotype ของ MHC 

class I ของปลาแตละกลุม ดวยการใช specific primer ที่ออกแบบทําปฏิกิริยาพีซีอารตรวจสอบผลผลิตพีซี
อารดวย 2% agarose gel electropholesis และยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทด
(First BASE Laboratories Sdn Bhd, Malaysia) นําผลที่ไดมาวิเคราะหรูปแบบของ haplotype วิเคราะหความ
หลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากรจากคา No. of polymorphic sites, Average gene diversity over 
loci และ Mean no. of pairwise differences ดวยโปรแกรม MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) และ 
Arlequin version 3.01 (Excoffier et al.,2006)  
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ผลการทดลอง 
 

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมภายในประชากร 
  

1. ความถี่อัลลิลของประชากรปลาดุกยักษ 
     ความถี่อัลลิลในแตละตําแหนงของประชากรปลาดุกยกัษทั้ง 4 ประชากร แสดงไวในตาราง
ผนวกที่ 1 จากการตรวจสอบจํานวนและขนาดอัลลิลในปลาดุกยักษทกุประชากรจํานวน 145 ตัว พบวาที่
ตําแหนง Cga01 มี 14 อัลลิล (ขนาด 90-135 bp) ตําแหนง Cga02 มี 8 อัลลิล (ขนาด 100-120 bp) ตาํแหนง 
Cga03 มี 27 อัลลิล (ขนาด 110-236 bp) ตําแหนง Cga06 มี 20 อัลลิล (ขนาด 134-180 bp) Cga09 มี 10 อัลลิล 
(ขนาด 178-194 bp) Cga10 มี 15 อัลลิล (ขนาด 108-140 bp)  
                                                             

2. จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนง (A) 
     จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนงในประชากร สุพรรณบุรี (A= 9.33± 5.32) และอางทอง (A=
12.17±6.50) มีคาสูงกวาประชากรนครปฐม (A= 4.67±1.51) และ นครสวรรค (A= 6.00±2.28) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ โดยแตละคูประชากรดงักลาวมีคา Aไมแตกตางกัน (P>0.05)โดยมคีาเฉลี่ยทุกประชากร
เทากับ 16.67±7.25  (ตารางที ่3) 
 

 3. Effective number of allele (Ae) 

     Effective number of allele ในประชากรปลาดุกยักษ ประชากรสุพรรณบุรี (Ae= 4.26±1.52) 

อางทอง (Ae= 5.80±3.00) มีคาสูงกวา นครสวรรค (Ae= 3.15±0.97) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตไมแตกตาง
จากนครปฐม (Ae= 3.62±1.19) สวนประชากรนครปฐมและนครสวรรคมีคา Aeไมแตกตางกันทางสถิติโดยมี
คาเฉลี่ยทุกประชากรเทากับ 6.00±1.67 (ตารางที่ 3) 
 

4. Allelic richness (จํานวนอลัลิลที่เปนอิสระตอจํานวนตวัอยางตอตําแหนง) 
    คา Allelic richness ของประชากรอางทอง (Ar= 9.66±4.56) มีคาสูงโดยไมแตกตางจากประชากร

สุพรรณบุรี (Ar= 6.92±2.98) (P>0.05) แตมีคาสูงกวาประชากรนครปฐม (Ar= 4.67±1.50) และนครสวรรค 
(Ar= 5.17±1.80) อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ สวนประชากรสุพรรณบุรี มีคา Ar ไมแตกตางจากทั้งสอง
ประชากรดังกลาวโดยมีคาเฉลี่ยทุกประชากรเทากับ 9.35±2.61 (ตารางที่ 3) 
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5. คาเฮตเทอโรไซโกซิตี 
     คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกตุ (Ho) และคาคาดหมาย (He) ของประชากรปลาดุกยกัษทั้ง 4 
ประชากร (ตารางที่ 3) พบวาคาสังเกตเฮตเทอโรไซโกซิตีของทุกประชากรมีคาใกลเคียงกัน และไมแตกตาง
กันทางสถิติ โดยคาเฉลี่ย H0 จากทุกตําแหนงมีคาระหวาง 0.50 – 0.69 สวนคาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากการ
คาดหมายมีความแตกตางทางสถิติ โดยประชากรอางทอง สุพรรณบุรีและนครปฐมมคีา He สูงและไม
แตกตางกันทางสถิติ  He ของประชากรอางทองมีคาสูงกวา นครสวรรค (P<0.05) สวนประชากรสุพรรณบุรี 
นครปฐม และนครสวรรค มีคา He ไมแตกตางกันทางสถิติ 
 
ตารางที่ 3  จํานวนตวัอยางเฉลี่ยในแตละประชากร, คาเฉลี่ยจํานวนอลัลิลตอตําแหนง, คาเฉลี่ย Effective                                

number of alleles, คาเฉลี่ย Allelic richness, คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกต (Ho) และ คา
คาดหมาย (He) 

 
MMeeaann  nnoo..  ooff  

aalllleelleess 
MMeeaann  EEffffeeccttiivvee  

nnoo..  ooff  aalllleelleess  
MMeeaann  hheetteerroozzyyggoossiittyy ประชากร MMeeaann  nnoo..  ooff  

ssaammpplleess 
  

MMeeaann  AAlllleelliicc  
rriicchhnneessss 

OObbsseerrvveedd EExxppeecctteedd 
SP 64.0 9.33  ± 5.32 4.26 ± 1.52 a 6.92 ± 2.98b 0.64 ± 0.48a 0.75 ± 0.09ab  
AT 29.5 12.17 ± 6.50 5.80 ± 3.00 a 9.66 ± 4.56  ab 0.60 ± 0.47 a 0.80 ± 0.11a 
NP 16.0 4.67 ± 1.51 3.62 ± 1.19 ab 4.67 ± 1.50 b 0.50 ± 0.40 a 0.73 ± 0.09ac 
NS 33.0 6.0 ± 2.28 3.15 ± 0.97 b 5.17 ± 1.80 b 0.69 ± 0.10 a 0.67 ± 0.11bc 

Overall 142.5 16.67 ± 7.25 6.00 ± 1.67 9.35 ± 2.61 0.62 ± 0.34  0.84 ± 0.34 
 

6. การทดสอบสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg Equilibrium) 
    ผลการทดสอบสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก (ภายหลังการปรับ null allele) (ตารางที่ 4) พบวา ความถี่       

จีโนไทพของทุกประชากรยกเวนนครสวรรค มีคาเบี่ยงเบนจากสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก โดยม ี

โฮโมไซโกตมากกวาคาที่ควรเปนตามทฤษฎีเมื่อดูจากคา FIS ซ่ึงมีคาเปนบวกจึงไดทดสอบการเกิด 
bottleneck ซ่ึงหมายถึงการลดลงของจํานวนพอแมพนัธุในชั่วอายใุดๆ ผลพบวามีเพียงประชากรจังหวัด
นครสวรรคประชากรเดยีว เทานั้นที่ไมเกิด bottleneck ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดสอบสมดุล 
ฮารดี-ไวนเบิรกขางตน  
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7. การทดสอบ Genotypic disequilibrium  
    จากการทดสอบ Genotypic disequilibrium พบวาประชากรจังหวัดอางทองและนครสวรรค มี 

จีโนไทพที่ตําแหนงหนึ่งเปนอิสระจากจีโนไทพที่ตําแหนงอื่นในไมโครแซทเทลไลททุกตําแหนงที่ทําการ
ทดสอบ พบวามีไมโครแซทเทลไลทบางตําแหนงภายในประชากรจังหวัดสุพรรณบุรี (พบ Genotypic 
disequilibrium 4 คูตําแหนง) และนครปฐม (พบ Genotypic disequilibrium 7 คูตําแหนง) ทีไ่มเปนอิสระตอ
กัน (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 4  การทดสอบ Hardy-Weinberg Equilibrium ของประชากรปลาดุกยักษทั้ง 4 ประชากร 
 
 

ประชากร Cga01 Cga02 Cga03 Cga06 Cga09 Cga10 
 FIS P-value FIS P-value FIS P-value FIS P-value FIS P-value FIS P-value 

FIS 
ทุกตําแหนง 

SP 0.954 0.0000∗ 1.000 0.0000∗ -0.359 0.2294 -0.170 0.0100 -0.155 0.0000∗ -0.155 0.0000∗ 0.147 
AT 1.000 0.0000∗ 1.000 0.0000∗ -0.105 0.5422 0.023 0.0046 -0.009 0.5520 -0.152 0.5847 0.259 

NP 0.348 0.0000∗ 0.566 0.0000∗ -0.075 0.0350 -0.239 0.0047 -0.037 0.0360 1.000 0.0000∗ 0.244 
NS 0.125 0.0000∗ -0.207 0.1945 -0.052 0.4484 0.009 0.1221  0.065 0.0173 -0.226 0.2537 -0.041 

 
  ∗ P < 0.0016 (0.01/6) Bonferroni correction 

25 
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26 

ตารางที่ 5  การทดสอบ Genotypic disequilibrium ของประชากรปลาดุกยักษทั้ง 4 ประชากร 
 

P-value ตําแหนง 
 SP AT NP NS 

Cga01 X Cga02 0.00000∗ 0.04329 0.00000∗ 0.42170 
Cga01 X Cga03 0.46089 0.00894 0.18677 0.14500 
Cga01 X Cga06 0.18205 0.59111 0.00000∗ 0.64609 
Cga01 X Cga09 0.00000∗ 0.31648 0.00000∗ 0.00463 
Cga01 X Cga10 0.64380 0.00679 0.00000∗ 0.04396 
Cga02 X Cga03 0.74628 0.44259 0.03383 0.22397 
Cga02 X Cga06 0.00000∗ 0.42569 0.00016 0.00748 
Cga02 X Cga09 0.00000∗ 0.04461 0.00000∗ 0.59276 
Cga02 X Cga10 0.06079 0.35988 0.00418 0.28570 
Cga03 X Cga06 0.01018 0.02919 0.77923 0.09855 
Cga03 X Cga09 0.51535 0.01898 0.16331 0.02921 
Cga03 X Cga10 0.01509 0.46885 0.88852 0.11121 
Cga06 X Cga09 0.72660 0.73830 0.00000∗ 0.02500 
Cga06 X Cga10 0.16517 0.09272 0.00000∗ 0.15741 
Cga09 X Cga10 

 
0.85914 

 
1.00000 

 
0.00081 

 
0.15048 

 
 
  ∗ P < 0.00067 (0.01/15) Bonferroni correction 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมระหวางประชากร 
  

1. คาสัมประสิทธิ์เอฟ (F- coefficient) 
     คาความแตกตางของอัลลิลระหวางประชากร (FST ) มีคาเฉลี่ยของทุกตําแหนงเทากับ 0.144 
±0.26 ซ่ึงมีคาแตกตางจาก 0 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ทดสอบดวยวธีิ Bootstrapping ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 99 %) คา FIS และ FIT มีคาเทากับ 0.139±0.162 (P>0.01)  และ 0.263±0.139 (P<0.01) 
 
 2. การทดสอบความแตกตางระหวางประชากร 
     เมื่อทดสอบความแตกตางระหวางประชากรทั้ง 6 คูประชากรพบวา ทุกคูประชากร มีความ
แตกตางทางพนัธุกรรมระหวางประชากรที่ไมโครแซทเทลไลทเกือบทุกตําแหนง (ตารางที่ 6)  
 
ตารางที่ 6  การทดสอบความแตกตางระหวางคูประชากรปลาดุกยักษทั้ง 4 ประชากร  
 

P- value ประชากร 
 Cga01 Cga02 Cga03 Cga06 Cga09 Cga10 ทุกตําแหนง 

SP-AT 0.00037∗ 0.01272 0.00025∗ <0.00001∗ <0.00001∗ 0.00254∗ <0.00001∗ 

SP-NP <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ 

SP-NS <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ 0.00004∗ <0.00001∗ <0.00001∗ 

AT-NP 0.00289∗ 0.00117∗ <0.00001∗ <0.00001∗ 0.01106 0.00252∗ <0.00001∗ 

AT-NS <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ 

NP-NS <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ <0.00001∗ 

 
∗  P < 0.0083(0.05/6) Bonferroni correction 
 
 3. คาระยะหางทางพันธุกรรม  
     คาระยะหางทางพันธุกรรมของปลาดุกยกัษทั้ง 4 ประชากร มีคาอยูระหวาง 0.0356 – 0.1445 
โดยประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรมนอยที่สุด คอื ประชากรจังหวัดอางทองกบัจังหวดั
สุพรรณบุรี ซ่ึงมีคาระยะหางทางพันธุกรรมเทากับ 0.0356 สวนประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรม
มากที่สุด คือ ประชากรจังหวัดอางทองกับจังหวดันครสวรรค ซ่ึงมีคาระยะหางทางพนัธุกรรมเทากบั 0. 
1445 (ตารางที่ 7)  
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ตารางที่ 7  คาระยะหางทางพันธุกรรม ของปลาดุกยักษทั้ง 4 ประชากร  
 

ประชากร SP AT NP NS 
SP *    
AT 0.03565 *   
NP 0.12496 0.08276 *  
NS 0.14448 0.13850 0.10814 * 

 
 4. แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรมของประชากรปลาดุกยักษ 
     แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรมแบงประชากรทั้งสี่ประชากร ออกเปน 2 กลุม คือกลุม 
สุพรรณบุรี-อางทอง และกลุม นครปฐม-นครสวรรค โดยมีเปอรเซ็นตการทําซ้ําสูงถึง 100% ในทกุจุด
แยก (ภาพที่ 1) 

 
 
ภาพที่ 1  แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยวิธี UPGMA ของประชากรปลาดกุยักษ 

 [เปอรเซ็นตทีแ่สดง หมายถึง จํานวนรอยละของซ้ําที่จุดแยก (node) นี้จะปรากฏเหมอืนเดิมจาก    
 การสุม 1,000 คร้ัง] 

 
 
 
 

SP 

AT 

100% 

100% 

NP 

NS 
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ผลของการผสมขามระหวางสายพันธุปลาดุกยักษ 
 
 จากผลการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาดุกยกัษทั้ง 4 ประชากร จึงทําการ
คัดเลือกพอแมพันธุจากประชากรที่เปนตวัแทนของแตละกลุมประชากร ไดแกประชากรจังหวัดอางทอง 
และนครปฐม มาทําการผสมขามประชากร และนํามาศกึษาลักษณะที่สําคัญเปรียบเทยีบกับประชากรพอ
แม ไดผลดังตอไปนี ้

 
น้ําหนกัตัว ความยาวทั้งหมด และอัตรารอดของลูกปลาที่อายุ 5 สัปดาห จากการทดลองในถัง

ไฟเบอร ปลาทุกชุดทดลองมีความยาวและน้ําหนัก ไมแตกตางกันทางสถิติ โดยมีน้ําหนักเฉลี่ย 4.57-
4.78 กรัม และความยาวเฉลี่ย 6.25-6.55 ซม. อัตรารอดของปลาทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ โดยมี
คาเฉลี่ยระหวาง 60.2-66.8% (ตารางที่ 8) 

 
น้ําหนกัความยาวและอัตรารอดของลูกปลาที่อายุ 10 และ 14 สัปดาห จากการทดลองในกระชัง  

เมื่อปลามีอายุ 10 สัปดาห ปลาที่เกิดจากการผสมภายในประชากรอางทอง (AT x AT) นครปฐม (NP x 
NP) และปลาลูกผสมระหวางแมปลาอางทองกับพอปลานครปฐม (AT x NP) มีน้ําหนักเฉลี่ยไมแตกตาง
กัน (P>0.05) (ตารางที่ 9) แตมนี้ําหนกัสูงกวาลูกผสมสลับ (NP x AT) อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ อยางไร
ก็ตามปลาลูกผสม NP x AT มีความยาวต่ํากวา AT x AT เพียงชุดเดียว  

 
เมื่อปลามีอายุ 14 สัปดาห ปลาทดลองมีน้ําหนักเฉลี่ย ระหวาง 123.22-133.32 กรัม และความ

ยาวเฉลี่ย 24.85-25.66 เซนติเมตร ทั้งน้ําหนกัและความยาวไมแตกตางกนัระหวางปลาแตละกลุม อัตรา
รอดของปลาทดลองไมแตกตางทางทางสถิติ (ตารางที่ 9) 
 
ตารางที่ 8  คาเฉลี่ยน้ําหนกั ความยาว และอัตรารอด ของลูกปลาดุกยกัษทั้ง 4 กลุมที่อายุ 5 สัปดาหจาก    
                  การทดลองในถังไฟเบอร 
 

  5 สัปดาห  crosses 

 น้ําหนกั (g) ความยาว (cm) อัตรารอด (%) 
 AT x AT  4.57 ± 1.38 a 6.55 ± 1.63 a 66.8 ± 6.4 a 
NP x NP  4.76 ± 2.52 a   6.31 ± 1.41 a 66.4 ± 8.2 a 
AT x NP  4.76 ± 1.16 a  6.44 ± 0.35 a  60.2 ± 11.1 a 
NP x AT  4.78 ± 0.98 a 6.25 ± 0.78 a 63.4 ± 7.4 a 
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ตารางที่ 9  คาเฉลี่ยน้ําหนกั ความยาว และอัตรารอด ของลูกปลาดุกยกัษทั้ง 4 กลุมที่อายุ 10-14สัปดาห
จากการทดลองในกระชัง   

 
10 สัปดาห   14 สัปดาห  crosses 

น้ําหนกั (g) ความยาว (cm)  น้ําหนกั (g) ความยาว(cm) อัตรารอด (%) 
 AT x AT 57.78 ± 28.28a 16.96 ± 0.35 a  133.32 ± 46.52 a  25.66 ±3.46 a   92.2 ± 7.5 a 
NP x NP 47.54 ± 5.66  a 16.22 ± 1.06 ab  123.22 ± 46.94 a 25.19 ± 3.40 a  82.2 ± 6.9 a 
AT x NP 50.13 ± 33.94a 16.13 ± 4.24 ab  124.55 ± 40.87  a 25.39 ± 3.17 a  88.3 ± 11.7 a 
NP x AT 31.68 ± 33.23b 15.34 ± 6.08 b  126.87 ± 47.17 a 24.85 ± 3.53 a 96.0 ± 3.6 a 

 
คา heterosis ของลูกผสม 

  
คา heterosis ของน้ําหนกัปลาลูกผสมที่อายุ 5 สัปดาห เทากับ 2.14 อายุ 10 สัปดาห เทากับ  

-22.31% และอายุ 14 สัปดาห เทากับ -2.00% คา heterosis ของความยาวปลาลูกผสมที่อายุ  
5 สัปดาห เทากับ -1.24% อายุ 10 สัปดาห เทากับ -5.12% และอายุ 14 สัปดาห เทากับ -1.21% 
 คา heterosis ของอัตรารอดปลาลูกผสมที่อายุ 5 สัปดาห เทากับ -7.2 14% และที่อายุ  
10 สัปดาห เทากับ 5.67% 
 

การตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อโรค 
  
1.  การศึกษา Antibody titre โดยวิธี Agglutination  
 

ผลการศึกษาคา Antibody titre ของปลาทดลอง หลังการฉีดวัคซีนครั้งแรก(first vaccination) 
ปลาทดลองแตละกลุมมีการตอบสนองโดยแสดงคา Antibody titre ไปในทิศทางที่แตกตางกัน (ภาพที่ 
2) อยางไรก็ตามระดับของ Antibody titre มีความแตกตางทางสถิติในสัปดาหที่ 2 ของการกระตุนดวย
วัคซีนครั้งแรกเทานั้นโดยพบวากลุมAT x AT มีคา Antibody titre สูงที่สุดโดยมีคาเทากับ 597.33 ± 
349.76 หลังการจากการกระตุนดวยวัคซีนซ้ําอีกครั้ง (Booster) พบวาปลาทุกกลุมมีการตอบสนองโดยมี
คา Antibody titre สูงขึ้นอยางชัดเจนในสัปดาหที่ 7 และ 8 จากนั้นคอยๆลดต่ําลงโดยมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติในสัปดาหที่ 10 เทานั้น ซ่ึงพบวากลุม AT x AT  และ NP x NP มีคา Antibody 
titre สูงกวาลูกผสมทั้ง 2 แบบ (AT x NP และ NP x AT) 
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 คา heterosis ของ Antibody titre ในสัปดาหที่ 2 และสัปดาหที่ 10 มีคาเทากับ -64.12% และ -
56.58% ตามลําดับ (ตารางที่ 10) 
 
ตารางที่ 10  คาเฉลี่ยAntibody titre และคาเปอรเซนต heterosis ของปลาลูกผสมภายในประชากรและ

ระหวางประชากรทั้ง 4 กลุมและกลุมควบคุม 
 
week control AT x AT NP x NP AT x NP NP x AT %Heterosis 

0 2 2a 2 a 2 a 2 a 0 
1 2 192.0 ± 171.73 a 170.67 ± 187.32 a 138.67 ± 62.92 a 181.33 ± 85.07 a -11.77 
2 2 597.33 ± 349.76 b 101.33 ± 82.00 a 149.33 ± 52.26 a 101.33 ± 82.00 a -64.12 
3 2 56.0 ± 40.16 a 560.6 ± 823.03 a 186.67 ± 176.92 a 261.33 ± 384.22 a -27.34 
4 2 88.0 ± 91.46 a 682.67 ± 753.64 a 277.33 ± 125.85 a 165.33 ± 192.18 a -42.56 
5* 2 389.33 ± 382.08a 341.33 ± 192.71a 216.00 ± 232.03a 330.67 ± 208.04a -25.18 
 6 2 170.67 ± 170.13 a 192.00 ± 70.11 a 117.33 ± 26.13 a 554.67 ± 731.58 a 85.29 
7 2 7850.67±7025.17a 1792.00±627.07a 3413.33±1057.58a 2133.33±1600.09a -42.48 
8 2 2048.00±1121.74a 3413.33±1057.58a 6826.67±7408.08a 1541.33±845.29 a 53.22 
9 2 1280.00±627.07 a 2048.00±1121.74a 2389.33±1399.05a 938.67±598.55 a 0 
10 2 682.67±264.40 a 938.67±209.02 a 341.33±132.20 b 362.67±170.13 b -56.58 
11 2 213.33±155.02 a 129.33±78.45 a 330.67±208.04 a 120.67±113.54 a 31.72 
12 2 112.00±80.32 a 37.33±21.86 a 96.00±35.05 a 53.33±42.53 a 0 

 
*booster สัปดาหที่ 5 
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ภาพที่ 2  กราฟแสดงคาเฉลี่ย Antibody titre ของปลาลูกผสมภายในประชากรและระหวางประชากร 

 ทั้ง 4 กลุม และกลุมควบคุม 
 
2. การศึกษา Phagocytosis ของ peripheral blood leukocytes (PBLs) 

 
ปลาลูกผสม AT x NP มีคา เปอรเซ็นต Phagocytosis activity (PA=51.8 ± 3.6%) ซ่ึงสูงกวากลุม

ประชากรพอแม (AT x AT และ NP x NP) อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) สวนปลาลูกผสมสลับ 
NP x AT แมมคีา PA สูง (48.9 ± 2.3%) และไมแตกตางจาก ลูกผสม AT x NP แตกไ็มแตกตางจากกลุม 
AT x AT (PA=34.0 ± 8.8%) เชนเดยีวกัน แตมีคาสูงกวาประชากรพอแม NP x NP (P<0.05) ซ่ึงมีคา PA 
เทากับ 24.9 ± 3.1% สวนคา heterosis ของคา Phagocytic activity มีคาเทากับ 70.97% 
 เปอรเซ็นต Phagocytic index ของลูกผสมทั้ง 4 กลุม ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ โดยกลุม 
AT x AT  มีคาเทากับ 19.7 ± 11.9% กลุม NP x NP ลูกผสม NP x AT  และ AT x NP มีคาเทากับ 19.6 ± 
4.7%, 10.5 ± 3.7% และ 9.0 ± 0.4% ตามลําดับ (ตารางที่ 11 และ ภาพที ่3) คา heterosis Phagocytic 
index = -50.38% (ลักษณะการกลืนกินเชื้อโรคของ peripheral blood leukocytes (PBLs)ในแงของ 
Phagocytosis activity และ Phagocytic index แสดงในภาพผนวก ก 2) 
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ตารางที่ 11  คาเฉลี่ย เปอรเซนต Phagocytosis activity และ เปอรเซนต Phagocytic index ของลูกผสม
ทั้ง 4 กลุม 

 
กลุมลูกผสม %PA %PI 

AT x AT 34.0 ± 8.8 ac 19.7 ± 11.9 a 

NP x NP 24.9 ± 3.1 a 19.6 ± 4.7 a 

AT x NP 51.8 ± 3.6 b 9.0 ± 0.4 a 

NP x AT 48.9 ± 2.3 bc 10.5 ± 3.7 a 
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ภาพที่ 3  แผนภูมิแทงแสดงคาเฉลี่ย เปอรเซนต Phagocytosis activity และ เปอรเซนต  

 Phagocytic index ของลูกผสมทั้ง 4 กลุมเปรียบเทียบกนั 
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ความหลากหลายของยีน  Major histocompatibilty complex class I 
  
 1. specific primer ของยีน MHC class I ในปลาดุกยักษ มีลําดับเบสดังนี้ 
 

    Forward   5’ GGGTCAGGTGGATGGACAGCAG 3’ (22 nt) 
    Reverse    5’ GGGAAGAAACCTGTAGCGTGAC 3’ (22 nt) 

 
2. จากการศึกษาพบ haplotypes ของยีน MHC class I ทั้งสิ้น 20 haplotypes ผลการทํา 

sequences alignment เปรียบเทียบความแปรผันของทุก haplotypes (ภาพที่ 4) จะเหน็วาบริเวณชวง
รอยตอระหวางสวนปลายของ α1 กับ α2 domain และสวนของ α2 domain ทั้งหมด ซ่ึงเปนบริเวณที่ใช
ในการจับกับเชื้อโรคอยางจําเพาะเจาะจงมคีวามแปรผันสูงสุด (partial sequences ของยีน MHC class I 
ทั้ง 20 haplotypes แสดงในภาคผนวก ข) โดยพบมากที่สุดในประชากร AT x AT (8 haplotypes) 
รองลงมาคือลูกผสม AT x NP (7 haplotypes) NP x NP (6 haplotypes) และ NP x AT (5 haplotypes) 
จํานวน polymorphic sites มีคาสูงในลูกผสมทั้งสองแบบ โดยมีคา 219 และ 215 ในลูกผสม AT x NP 
และ NP x AT ตามลําดับ ประชากรพอแมพันธุมีจํานวน polymorphic sites เทากับ 214 และ 167 ใน
ประชากร AT x AT และ NP x NP ตามลําดับ 
    

   คา Average gene diversity over loci และคา Mean no. of pairwise differences ของลูกผสมมี
คาคอนขางสูง โดย NP x AT มีคาสูงกวา NP x NP อยางมนีัยสําคัญทางสถิติแตมีคาไมแตกตางจาก AT 
x AT (P>0.05) สวน AT x NP มีคาไมแตกตางทางสถิติจากประชากรพอแมพันธุทั้ง 2 ประชากร (ตาราง
ที่ 12) 
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ตารางที่ 12  แสดงคา No. of haplotype, No. of polymorphic sites, Average gene diversity over  
                      loci และ Mean no. of pairwise differenses ของแตละประชากร  
 

กลุมลูกผสม AT x AT NP x NP AT x NP NP x AT 

No. of haplotype 
 
No. of polymorphic 
sites 
 
Average gene diversity  
over loci 
 
Mean no. of pairwise  
differences 
 

8 
 

214 
 
 

0.18 ± 0.10 a 
 
 

101.46 ± 48.44 a 

6 
 

167 
 
 

0.13 ± 0.07 b 
 
 

70.75 ± 33.88 b 
 

7 
 

219 
 
 

0.17 ± 0.09 ab 
 

 
95.43 ± 45.58ab 
 

 

5 
 

215 
 
 

0.18 ± 0.10 a 
 
 

98.25 ± 46.92 a 
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Hap07 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGATTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAAAATGATCCCGAAGACGGAGTGGATACAGAAGCATGAGGGAGAC------  94 
Hap08 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAAGACGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGCATGAGGGAGAC------  94 
Hap03 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap04 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap05 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap02 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap06 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap01 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap15 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAGAATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGAT---  97 
Hap16 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTACGTTCTATGACAGTAAGATCAGGAAGTCGATCCCAAAGACGGAGTGGATAAAGAAGAATGAGGGAGACGAT---  97 
Hap17 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAGAATAATCCCGAAGACGGAGTGGATAAAGAAGAATGATGCTGAAGATCCA 100 
Hap10 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTACGTTCTACGACAGTAACAAAAGGAGCTACATTCCAAAGACTGACTGGATAAAGAAGAATGAGGGAGA------A  94 
Hap11 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTACGTTCTACGACAGTAACAAAAGGAGCTACATTCCAAAGACTGACTGGATAAAGAAGAATGGGGGAGA------A  94 
Hap09 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGCCTACTATGACAGTAACATCAGGAACTACATCTCAAAGGCAGACTGGCTACAGAAGGTTGATGCTGATGATCCA 100 
Hap14 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGATTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGGAAATGATCCCGAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGA------C  94 
Hap12 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGAAGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap13 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAGAATGATCCCAAAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGAC------  94 
Hap18 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGTGTACTATGACAGTAAAATCAGGAGTTACATCCCGAAGACGGAGTGGATACGGAAGATCGATGCTGATGAACCA 100 
Hap19 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGTGTACTATGACAGTAAAATCAGGAGTTACATCCCGAAGACGGAGTGGATACGGAAGATCGATGCTGATGAACCA 100 
Hap20 GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGTGTACTATGACAGTAAAATCAGGAGTTACATCCCGAAGACGGAGTGGATACGGAAGATCGATGCTGATGAACCA 100 
      ********************** **   * *** ******** *  **       **  * *** * ** *** **  ****   *  *  **        
 
Hap07 GATTATTGGAGCAGAAACACACAGAATATGCAGAGTACTCAGGAGACCTACAAAGTCCATGTGGCCATAGCAATGCAGCGTTTTAATCAGACTAAA 190 
Hap08 GATTACTGGAGCAGAAACACACAGAACATGCAGGGTCAGGAGGAGACCTACAAAGTCCATGTGGCCATAGCAATGCAGCGTTTTAATCAGACTAAA 190 
Hap03 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCAGTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap04 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCAGTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap05 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCAGTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap02 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCAGTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap06 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCAGTCAGGATAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap01 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCAGTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap15 ---TATTGGAGCAGAGAGACACAGATTCTGCAGGGTACTCAGGAGAGCTTCAAAGCCAGTGTGGGTATAGTGATGGAGCGTTTTAACCAGACTAAT 190 
Hap16 ---TATTGGAGCGGAGAGACACAGAAAATGCAGGGTACTGAGGAGAGCTTCAAAGCCAGTGTGGGTAATCTGATGCAGCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap17 GAGTACTGGAACAGAAACACACAGACTGCACAGGGTACTGAGGAGACCTTCAAAGTCGGTGTGGGTATACTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 196 
Hap10 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGCGCTGTCACAATGATCAGGACTTATTCAAAGTCAATATGGGTACACTGATGGGTCGTTTTAACCAGGCTAAA 190 
Hap11 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGCGCTGTCACAATGATCAGGACTTATTCAAAGTCAATATGGGTACACTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap09 AATTACTGGACCAGAAACACAAACAATCTGCAGGGTTCTCAGGAGACCTTTAAAGTCGATATGGGTACACTGATGAGCCGCTTTAACCAGACTAAA 196 
Hap14 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGAAACAGCAGGGTACTGAGGAGACCTTCGAAGCCGGTGTGGGTGCACTGATGGGTCGTTTTAACCAGACTAAA 190 
Hap12 GATTACTGGAGCAGGGGCACACAGATCAGGCAGGGTAATCAGGAGTGGTTCAAAGCCAATATACCTATAGCAATGCAGCGCTTTAATCACACTAAA 190 
Hap13 GATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATTCTGCAGGGTACTCAGGAGAGCTTCAAAGCCAGTGTGGGTATAGTGATGGAGCGTTTTAACCAGACTAAT 190 
Hap18 CATTGCTGGGACAGTGAGACCCGGATTGCACGGGTTGAAGAACAGAGCTTCAAGGCCAGTGTAGCTAAAGTGATGCAGCGCTTTAATCAAACTCAA 196 
Hap19 CATTACTGGGACAGTGAGACCCGGATTGCACGGGTTGAAGAACAGAGCTTCAAGGCCAGTGTAGCTAAAGTGATGCAGCGCTTTAATCAAACTCAA 196 
Hap20 CATTACTGGGACAGTGAGACCCGGATTGCACGGGTTGAAGAACAGAGCTTCAAGGCCAGTGTAGCTAAAGTGATGCAGCGCTTTAATCAAACTCAA 196 
         *  ***  * *    **          *    *    *  *    *   * * *  * *          ***   ** ***** **  ** *  

 
ภาพที่ 4  ผลการทํา sequences alignment เปรียบเทียบความผันแปรของ MHC class I ของปลาดุกยักษทั้ง 20 haplotypes 
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Hap07 GGAGTTCACACAGTGCAGTACATGTGTGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACAGACGGTACGGTTACGATGGAGAGGA 282 
Hap08 GGTGTTCACACAGTGCAGTACATGTGTGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACAGACAGTACGGTTACGATGGAGAGGA 282 
Hap03 GGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CAACACCGTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap04 GGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CAACACCGTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap05 GGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CAACACCGTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap02 GGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CAACACCGTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap06 GGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CAACACCGTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap01 GGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CAACACCGTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap15 GGAGTTCACACAGTGCAGCTGATGTACGGCTGTGAGCTGAATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACTACCAGTTCGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap16 GGAGTTCACACATGGCAGATGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACTACCAGTTCGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap17 GGAGTTCACACGTGGCAGCAGATGTACGGCTGTGAGCTGAATGATGATGACGGCACCACTAGAGGATACATGCAGTTCGGTTATGATGGAGAGGA 291 
Hap10 GGAGTTCACACATGGCAGAACATGTACGGCTGTGAGTTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATATGATCAGTACGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap11 GGAGTTCACACATGGCAGAACATGTACGGCTGTGAGTTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATATGATCAGTACGGTTATGATGGAGAAGA 282 
Hap09 GGAGTTCACACAATACAGGAGATGTACGGCTGTGAGTTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACTATCAGGACAGTTATGATGGAGAAGA 288 
Hap14 GGAGTTCACACAGTACAGATGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACGAACAGTGGGGGTATGATGGAGAAGA 282 
Hap12 GGAGTTCACACAGTACAGGTGATGTTTGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACGATCAGTACGGTTATGATGGAGAAGA 288 
Hap13 GGAGTTCACACAGTGCAGCTGATGTACGGCTGTGAGCTGAATGATG------GCTCAAATACAGGATATTTCCAGTACGGTTATGATGGAGAGGA 279 
Hap18 GGAGTTCACACAGTGCAGGAGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACAGACAGTACGGATATGATGGAGAAGA 288 
Hap19 GGAGTTCACACAGTGCAGGAGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACAGACAGTACGGATATGATGGAGAAGA 288 
Hap20 GGAGTTCACACAGTGCAGGAGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGA---CGGCACCACTAGAGGATACAGACAGTACGGATATGATGGAGAAGA 288 
      ** ********    ***   ****  ********* ** ******       * *   ** ******    * *    * ** ******** ** 
 
Hap07 TTTCCTCATATATGATCTGAAAACTGAAACCTGGACTGCAGCCAAACCTCAGGCTGTGAGCACCAAACAGAAGTGGGAGTCTGATGCTGCTGATA 377 
Hap08 TTTCCTCATATATGATCTGAAAACTGAAACCTGGACTGCAGCCAAACCTCAGGCTGTGAGCACCAAACAGAAGTGGGAGTCTGATGCTGCTGATA 377 
Hap03 TTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGACTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAATCCTGGTGATA 377 
Hap04 TTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGACTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAATCCTGGTGATA 377 
Hap05 TTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGACTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAATCCTGGTGATA 377 
Hap02 TTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGACTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAATCCTGGTGATA 377 
Hap06 TTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGACTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAATCCTGGTGATA 377 
Hap01 TTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGACTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAATCCTGGTGATA 377 
Hap15 TTTTGTGACCTTTGACCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGAGTCTGATAGTGGTTTTA 377 
Hap16 TTTTGTGACCTTTGACCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGAGTCTGATAGTGGTTTTA 377 
Hap17 TTTTGTGACCTTTGACCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCCTGATAGTGGTTTTA 386 
Hap10 TTTCCTCAGCTTTGATCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTTCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCCTGATAGTGGAAGGA 377 
Hap11 TTTCCTCAGCTTTGATCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCCTGATAGTGGAAGGA 377 
Hap09 TTTCATTAGCTTTGATCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCCTGATAGTGGATATA 383 
Hap14 TTTCCTCAGCTTTGACCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTGCAACACGTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATACAAATAGTGGAAGGA 377 
Hap12 TTTCATCAGTCTGGATCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCAGAATAGTGGGCAGA 383 
Hap13 TTTCATCAGTCTGGATCTGAACACTAAAACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCAAACAGGAGCTGATG 374 
Hap18 TTTCATCAGTCTGGATCTGAAAACGAAAACCTGGACTGCAGCCAAGCCTCAAGCTAAGGTCACCAAACAGCGGTGGGAGTCTGATGTTAGTTATA 383 
Hap19 TTTCATCAGTCTGGATCTGAAAACGAAAACCTGGACTGCAGCCAAGCCTCAAGCTAAGGTCACCAAACAGCGGTGGGAGTCTGATGTTAGTTATA 383 
Hap20 TTTCATCAGTCTGGATCTGAAAACGAAAACCTGGACTGCAGCCAAGCCTCAAGCTAAGGTCACCAAACAGCGGTGGGAGTCTGATGTTAGTTATA 383 
      ***  * *     ** ***** **    ****  *  **  * *    *** ***  *  ******  *   ******                  

 
ภาพที่ 4 (ตอ)  
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Hap07 TGAATTATCGAAAGAACTACCTGGAGAAAGAGTGTATCGAGTGGTTAAAGAAGTATCTGTCTTATGGCAGAGAGACTCTG 457 
Hap08 TGAATTATCGAAAGAACTACCTGGAGAAAGAGTGTATCGAGTGGTTAAAGAAGTATCTGTCTTATGGCAGAGAGACTCTG 457 
Hap03 CTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTG 457 
Hap04 CTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTG 457 
Hap05 CTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTG 457 
Hap02 CTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTG 457 
Hap06 CTGTGGGCAGGAAGAGCTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTG 457 
Hap01 CTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTG 457 
Hap15 ATAAGCGCAGGGAGGACTACCTGAAGAACATCTGTATCGACTGGTTAAAGAAGTACATGAATTACGGCAGACAGACTCTG 457 
Hap16 ATAAGCGCAGGGAGGACTACCTGAAGAACATCTGTATCGACTGGTTAAAGAAGTACATGAATTACGGCAGACAGACTCTG 457 
Hap17 ATAAGGGAACAGAGGACTACCTGAAGAACGAGTGTATCGAGTGGTTAAATAAGTACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTG 466 
Hap10 ATAATTACCTGAAGAACTATTATGAGAACACCTGTATCGAGTGGTTAAAGAAGTACCTGACTTACGGCAAAGAGACTCTG 457 
Hap11 ATAATTACCTGAAGAACTATTATGAGAACACCTGTATCGAGTGGTTAAAGAAGTACCTGACTTACGGCAAAGAGACTCTG 457 
Hap09 ATAATAACTGGAAGAACTACCTGGAGAAGGAGTGTATCGACTGGATAAAGAAGTACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTG 463 
Hap14 ATGATTACCTGAAGGGATACTATGAGAAAGAGTGTATCGAGTGGATAAAGAAGTACGTGTCTTATGGCAGAGAGACTCTG 457 
Hap12 AGAATAACTGGAAGAACTACCTGGAGAACGAGTGTATTGAGTGGTTAAAGAAGTACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTG 463 
Hap13 CTGATTACTGGAAGGGATACGCGGAGAACACCTGTATCGAGTGGTTAAATAAATACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTG 454 
Hap18 CAGATTACTGGAAGAACTACCTGGAGAACACCTGCATCGACTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACGCTG 463 
Hap19 CAGATTACTGGAAGAACTACCTGGAGAACACCTGCATCGACTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACGCTG 463 
Hap20 CAGATTACTGGAAGAACTACCTGGAGAACACCTGCATCGACTGGTTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACGCTG 463 
                  **   **     ****    ** ** ** *** **** ** **  **   ** **** * **** *** 
 
Hap07 GAGAGAAAAGTTCGTCCTGAGGTGTTAGTGTTTCAAGAAGAAGCCACTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 543 
Hap08 GAGAGGAAAGTTCGTCCTGAGGTGTTAGTGTTTCAAGAAGAAGCCACTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 543 
Hap03 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCTTTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGCTTCTTCCC 543 
Hap04 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCTTTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGTTTCTCCC- 542 
Hap05 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCTTTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTTCCC 543 
Hap02 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCTTTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTTCCC 543 
Hap06 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCTTTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTACCC 543 
Hap01 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCTTTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 543 
Hap15 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGTTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTACCC 540 
Hap16 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGTTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 540 
Hap17 GAGAGGAAAGTTCGTCCTGAGGCGTTAGTGTTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 549 
Hap10 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGTTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 540 
Hap11 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGTTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTTCCC 540 
Hap09 GAGAGGAAAGAGCATCCCAAGGCGTCAGTGTTTGAGAAACAGTCTCCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTTCCC 549 
Hap14 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGTTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTTCCC 540 
Hap12 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCATTAGTGTTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGCTTCTACCC 540 
Hap13 GAGAGGAAAGTTCGTCCTGAGGCGTTAGTATTCCAGGAAGAGTCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 537 
Hap18 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTGCTCTTTCAGATGGAATCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGCTTCTTCCC 546 
Hap19 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTGCTCTTTCAGATGGAATCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTTCCC 546 
Hap20 GAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTGCTCTTTCAGATGGAATCT---TCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 546 
      ***** ****  * ***  **   *   * **  *     *  *    * *************** *********** ** * ** 
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วิจารณผลการทดลอง 
 

คา FST ซ่ึงเปนคาที่แสดงระดบัความแตกตางของความถี่ของยีนระหวางประชากรยอย มีคาสูงและ
แตกตางจาก 0 แสดงวาประชากรปลาดุกยกัษที่ทําการศกึษาในครั้งนี้ มคีวามแตกตางทางพันธุกรรมจริง 
โดยคาเฉลี่ย FST เทากับ 0.1444 จัดเปนคาระดับปานกลาง (Wright, 1978) แผนผังความสัมพันธทาง
พันธุกรรมแบงประชากรออกเปน 2 กลุม โดยกลุมแรกไดแก จังหวัดอางทองและสุพรรณบุรี กลุมที่ 2 
ไดแกจังหวัดนครปฐมและนครสวรรค การที่ประชากรแบงออกเปน 2 กลุมที่มีพันธุกรรมตางกัน อาจมี
สาเหตุจากการที่ แตละกลุมมปีระชากรเริ่มตน (founder) ตางกัน หรืออาจเกิดจากประชากรเดียวกนัแตเกดิ
การขาดชวงทางพันธุกรรม (genetic drift) ประกอบกับในระยะตอมามกีารถายเทยนี (gene flow) ระหวาง
กันนอย (Falconer and Mackay, 1996; Allendorf and Luikart, 2007) แมจะไมมหีลักฐานอื่นๆยืนยนั แตมี
ความเปนไปไดมากวา สองกลุมประชากรนี้อาจมีบรรพบุรุษจากประชากรปลาดุกยกัษ 2 ประชากรที่มีถ่ิน
กําเนิดใน Central African Republic และ ประเทศอียิปต เชนที่ Li et al. (2000) ไดรายงานไว 
 

เมื่อพิจารณาถงึความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร พบวา ประชากรจังหวัดอางทอง
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงที่สุด ซ่ึงแสดงวาโรงเพาะฟกแหงนี้ ใชพอแมพนัธุจํานวน
คอนขางมาก สวนประชากรจังหวดันครปฐมมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต่ําที่สุด ในขณะทีพ่บวา
ประชากรนี้ไมอยูในสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก โดยมีโฮโมไซโกตสูงกวาที่ควรจะเปน และยังพบ genetic 
disequilibrium ซ่ึงแสดงวามีการนําพอแมพันธุจากแหลงอื่นเขามาผสม แตประชากรใหมที่นาํเขามานั้น
อาจมีจํานวนนอย หรือมีพันธกุรรมที่ไมแตกตางจากประชากรเดิมมากนัก ประกอบกบัอาจมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมต่ําดวย จึงไมมีผลในการเพิ่มความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร
จังหวดันครปฐม 
 

ในภาพรวมประชากรปลาดุกยักษ ในโรงเพาะฟกของไทย มีคาเฮตเทอโรไซโกซิตีในระดับปาน
กลางเมื่อเทียบกับคาเฉลี่ยในปลาน้ําจืดทั่วๆไป แตมีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงคอนขางต่ํา (คาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของปลาน้ําจืด: A=9.1; Ho=0.54; De Woody and Avise, 2000) เมื่อนําไป
เปรียบเทียบกบัความหลากหลายของปลาดุกอุย ที่ศกึษาดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเนื่องจากไมมี
ขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมโครแซทเทลไลทในปลาดุกยกัษเพื่อมาเปรียบเทียบ พบวา 
ปลาดุกยักษจากโรงเพาะฟกนี้มีความหลากหลายไมแตกตางจากปลาดกุอุยธรรมชาติ (Ae=3.6-6.0; Ho= 
0.62-0.72; Na-Nakorn et  al., 1999; Ae=8.4-13.6; Ho= 0.64-0.76; ศรีจรรยา, 2546) ซ่ึงปลาดุกอุยมี
แนวโนมจะมคีวามหลากหลายต่ํากวาปลาดุกยกัษเนื่องจากปลาดุกอุยอาศัยอยูตามหนองน้ําซึ่งสวนใหญมี
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ขนาดเล็กทําใหมีประชากรขนาดเล็ก ในขณะที่ปลาดกุยกัษอาศัยอยูในแมน้ํา จึงมีประชากรขนาดใหญกวา 
(Na-Nakorn et al., 2004)  
 

การที่มีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงต่ํา แสดงวาประชากรเหลานี้เคยผานปรากฏการณ bottleneck ใน
อดีต แตในระยะตอมาอาจมี effective population size เพิ่มขึ้น จึงทําใหคาเฮตเทอโรไซโกซิตีไมลดต่ําลง
มาก (Allendorf, 1986) โดยทั่วไปประชากรโรงเพาะฟกมกัมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ํากวา
ประชากรธรรมชาติ ทั้งนี้เนือ่งจากสาเหตหุลายประการ ไดแก การใชพอแมพันธุจาํนวนนอยในประชากร
เร่ิมตน มีผลใหจํานวนอัลลิลตอตําแหนงลดลง (Allendorf and Phelps, 1980) นอกจากนั้นเมื่อทําการผสม
โดยใชพอแมพันธุจํานวนนอยในชัว่อายุตอมา ก็จะทําใหเกิดการผสมเลือดชิด ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมก็ยิง่ต่ําลง จากการติดตามประวตัิการนําปลาดกุยักษมาเลี้ยงในประเทศไทยเชื่อไดวาพอแมพันธุ
ซ่ึงนํามาจากประเทศ ลาวคงมาจากพอแมพันธุไมกี่คู การที่พบวาความหลากหลายไมลดลงอาจเนื่องมาจาก
มีการนําปลาจากแหลงอื่นๆ เขามาผสม ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Li et al. (2000) ซ่ึงศึกษาไมโต
คอนเดรียล ดีเอ็นเอและพบวาปลาดุกยักษในประเทศไทย นาจะมาจากปลาอยางนอย 2 แหลง นอกจากนั้น
เกษตรกรคงจะมีการจดัการพอแมพันธุที่ดรีะดับหนึ่ง เชนอาจใชพอแมพันธุจํานวนมาก ทําใหสามารถ
รักษาความหลากหลายไวไดระดับหนึ่ง เชนเดียวกับทีพ่บในปลากัดในจังหวัดนครปฐม (Meejui et al., 
2005) 
 

ปลาดุกจากโรงเพาะฟกตางๆมีพันธุกรรมแตกตางกัน นบัเปนสิ่งที่ดี เพราะนักปรับปรุงพันธุจะ
สามารถนํามาใชเพื่อเพิ่มความหลากหลายภายในประชากร โดยการผสมขามประชากร (Falconer and 
Mackay, 1996) การที่ปลาบางประชากร (อางทอง) มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง 
โดยเฉพาะการมีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงสูงจะเปนประโยชนในการปรับตัวกับสภาพแวดลอม 
(Allendorf, 1986)  
 

จากผลการทดสอบฮารดี-ไวนเบิรกพบวาประชากรที่ออกนอกสมดุลมีคา FIS บางตําแหนงเปนลบ 
และบางตําแหนงมีคาเปนบวก แตเมื่อพจิารณาจากคาเฉลี่ย FIS รวมทุกตาํแหนงแลวใหผลเปนคาบวกแสดง
ใหเห็นถึง homozygote excess ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจากการผสมเลือดชิด ซ่ึงผลทดสอบการเกิด bottleneck 
พบการเกิด bottleneck ในประชากรจังหวดัสุพรรณบุรี นครปฐม และนครสวรรค การลดลงของจํานวน
พอแมพันธุอันเนื่องจากปรากฏการณ bottleneck นี้ อาจนาํไปสูการผสมเลือดชิดไดในที่สุด อยางไรก็ตาม
การพบ Genotypic disequilibrium ในประชากรสุพรรณบุรี และนครปฐม ซ่ึงมี homozygote excess แสดง
ใหเห็นวา ตัวอยางนี้ประกอบดวยปลามากกวาหนึ่งประชากรรวมอยูในตวัอยางจากโรงเพาะฟกหนึง่ๆ 
(Wahlund effect) (Allendorf and Luikart, 2007)  
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ผลการศึกษาครั้งนี้สามารถนํามาใชพิจารณาคัดเลือกประชากร 2 ประชากรเพื่อเปนพอแมพันธุ
สําหรับทําการผสมขาม คือ ประชากรจังหวัดอางทอง และประชากรจงัหวัดนครปฐม ซ่ึงเปนประชากรที่มี
ความแตกตางทางพันธุกรรมอยางชัดเจน นอกจากนั้นประชากรจังหวดัอางทองยังมคีวามหลากหลายทาง
พันธุกรรมภายในประชากรคอนขางสูง   
  
 การผสมขามระหวางปลา 2 ประชากรที่มพีันธุกรรมแตกตางกัน คาดวาจะทําใหลูกผสมมีลักษณะ
ดีขึ้นกวาเดิมดวยผลของ heterosis (Falconer and Mackay,1996) จากการศึกษานี้ พบ การเกิด heterosis ใน
ลักษณะ Phagocytic activity แตลูกผสมมีลักษณะการเจรญิเติบโต อัตรารอด การตอบสนองทางภมูิคุมกัน
แบบจําเพาะ (Antibody titre) และ Phagocytic index ไมแตกตางจากพอแม ซ่ึงในการศึกษาในปลาชนิดอื่น 
ๆ ก็ใหผลคลายคลึง เชนมีรายงานในปลา Rainbow trout วาการผสมขามระหวางสายพันธุ ไมทําใหปลา
ลูกผสมเจริญเติบโตดีขึ้น (Horstgen-Schwark et al., 1986) ซ่ึงไดผลเชนเดียวกับการศึกษาในปลาดกุอุย 
(อุทัยรัตน, 2543) นอกจากนีม้ีรายงานการศึกษาในปลา Chinook salmon (Bryden et al., 2004) ที่ผสมขาม
สายพันธุระหวางสายพันธุจากแหลงธรรมชาติกับสายพนัธุจากโรงเพาะฟกโดยศึกษาลักษณะ 5 ลักษณะ 
ไดแก อัตรารอด การเจริญเติบโตในน้ําเคม็ การทนเค็ม การตอบสนองตอความเครียดและการฟนตัว 
พบวาลักษณะตาง ๆ ในลูกผสมไมมีความแตกตางทางสถิติกับคาที่ไดจากสายพนัธุพอแม และคา heterosis 
ของแตละลักษณะมีคาต่ํา จากการศึกษาของ Shigano and Taniguchi (2002) พบวา การเกิด heterosis ของ
ลักษณะที่เกีย่วของกับ fitness โดยศึกษาความสัมพันธระหวางการทนทานตอความเคม็กับระดับความ
แตกตางทางพนัธุกรรมของสายพันธุพอแม (วัดจากเครือ่งหมายพนัธุกรรมที่เปน neutral marker) โดย
พบวาคูประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรม สูงกวา 0.1 จะใหลูกผสมแสดงผล heterosis สูงทุกคู สวน
คูประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรม ต่ํากวา 0.1 จะใหคา heterosis สูงบางต่ําบางคละกันไป สําหรับ
ประชากรพอแมพันธุที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ มีคาระยะหางทางพันธุกรรม เทากับ 0.0827 ซ่ึงอาจจะ
แตกตางกันไมมากพอ 
 

จากการศึกษานี้ พบวาลูกผสมมีลักษณะความสามารถในการกลืนกินเชื้อโรคของเม็ดเลือดขาว 
(Phagocytic activity) สูงกวาสายพันธุพอแม ซ่ึงแสดงวามีความตานทานตอเชื้อโรคทั่วไปไดดี สําหรับ
ความตานทานเฉพาะตอเชื้อ Aeromonas hydrophila แมจะพบวามีคา Antibody titre ต่ํากวาพอแมใน
สัปดาหที่ 2 และ 10 แตพบวาในสัปดาหที่ 7 และ 8 ซ่ึงเปนชวงที่ Antibody titre ขึ้นสูงสุดนั้น ลูกผสมและ
ประชากรพอแมมีคาไมแตกตางกัน แสดงวามีความตานทานตอ เชื้อนี้ไมแตกตางกัน อนึ่งคา Antibody 
titre จากการศึกษาครั้งนี้มีคาสูงกวาที่เคยมีรายงานในปลาชนิดอ่ืนๆหลายชนิด เชน ปลาดุกอุย ปลาดุก
ลูกผสมบิ๊กอุย และปลาชอน (นิลุบล, 2534; บุญกวาง และนนทวิทย, 2536; จิตตเกษม และคณะ, 2536) 
เปนตน ซ่ึงศึกษาโดยใชเชื้อ A. hydrophila เชนเดียวกัน 
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 คาความหลากหลายของ MHC class I ของลูกผสมทั้งสองแบบมีคาสูง กวาคาเฉลี่ยของประชากร
พอแมเล็กนอย โดยทางทฤษฎีการที่มีความหลากหลายของ MHC class I สูง นาจะทําใหปลามี
ความสามารถในการแยกแยะเชื้อโรคไวรสั และส่ิงแปลกปลอมไดดีกวา จึงนาจะตานทานโรคไดดีกวา 
เปนที่นาสังเกตุวาความหลากหลายของ MHC class I ของประชากรพอแมมีคาสอดคลองกับระดับความ
หลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร  
 

ผลการผสมขามครั้งนี้ แมจะไมไดลูกผสมที่เจริญเติบโต และอัตรารอดดีกวาพอแม แตนาจะมี
ความตานทานตอโรคทั่ว ๆ ไปดีขึ้น  
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สรุปผล 

 
สรุป 

 
  1.  ประชากรปลาดุกยักษในประเทศไทยมีความแตกตางทางพันธุกรรม โดยสามารถแบงออกเปน
กลุมอยางนอย 2 กลุม 

 
2.  ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรปลาดุกยกัษในประเทศไทย มีคาปานกลาง 

และ พบการเกดิ bottleneck ในประชากรสวนใหญ 
 
3.  การผสมขามระหวางประชากรจังหวัดอางทอง กับ ประชากรจังหวดันครปฐม ไดลูกผสมที่มี

แนวโนมตานทานโรคไดดีขึน้ แตมีการเจรญิเติบโตและอตัรารอดไมแตกตางจากพอแม ลูกผสมที่ไดมี
ความหลากหลายของ MHC class I สูงกวาเฉลี่ยของพอแม 
 

ขอเสนอแนะ 
 

1.  ประชากรที่นํามาศึกษาสวนใหญมีความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยเฉพาะจาํนวนอัลลิลตอ
ตําแหนงคอนขางต่ํา ซ่ึงอาจทําใหไมสามารถปรับตัวตอส่ิงแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไดดีนัก ดังนัน้   จึงควร
เพิ่มความหลากหลายของอัลลิล โดยอาจนําปลาจากแหลงที่มีพันธุกรรมตางกันมาผสม สวนประชากร
อางทองมีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูงอยูแลวจึงควรจดัการไปในทิศทางที่จะรักษาระดับ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมนี้ไว เชน การใชพอแมพันธุจํานวนมาก หลีกเลี่ยงการผสมภายในเครือ
ญาติ เปนตน  
 

2.  แมวาลักษณะสวนใหญของลูกผสมขามสายพันธุไมมีความแตกตางจากสายพนัธุพอแม (อัตรา
การเจริญเติบโต, อัตรารอด, Antibody titre และ Phagocytic index) แตพบวาม ีPhagocytic activity ดีกวา
พอแม ดังนัน้ลูกผสมขาม จึงมีศักยภาพที่จะนําไปใชประโยชนในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําตอไป อยางไรก็
ตามหากจะนําไปใชเปนพอพันธุในการผลิตลูกผสมบิ๊กอุย จําเปนจะตองทดลองผสมและศึกษาลักษณะ
ของลูกผสมกอน ทั้งนี้เพราะผลของการผสมขามไมสามารถคาดการณไดจากลักษณะของพอแม  
 

3.  ควรจะมกีารศึกษาลักษณะที่เกีย่วของกบั fitness เพิ่มเติมเมื่อปลาเจริญพันธุแลว เชน ความ
สมบูรณของน้ําเชื้อ ความดกของไข เปนตน 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

ภาพตัวอยางจากการทดลอง 
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ภาพผนวกที่ ก1  จีโนไทพของไมโครแซทเทลไลทในปลาดุกยกัษทั้ง 6 ตําแหนง 
 
 

← 95 

← 103 

← 113 

Cga01 

← 206 

← 180 

← 156 

Cga03 

← 176 ← 176 

← 160 

← 136 

Cga06 

← 192 

← 176 

← 184 

Cga09 

← 124 

← 142 

← 114 

Cga10 

← 108 
← 112 
← 118 

Cga02 
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ภาพผนวกที่ ก2  ลักษณะการกลืนกินเชื้อโรคของ peripheral blood leukocytes (PBLs)ในแงของ    

           Phagocytosis activity (ภาพบน) และ Phagocytic index (ภาพลาง) 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี ตารางผนวก และลําดับนิวคลีโอไทดของ MHC class I 
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Agarose gel electrophoresis 

 
สารละลาย 
1. 10X TBE Buffer (1,000ml) 
 Tris base   108   g 
 Boric acid     55  g 
 0.5 M EDTA (pH 8.0)       40  ml 
 ฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 20 นาที และเก็บสารละลายที่ 
อุณหภูมิหอง 
 
2. เอธิเดียมโบรไมด 0.5 μg/ml 
 เอธิเดียมโบรไมด  250   μg 
 dH2O    500   ml 
 เก็บในขวดสีน้ําตาล 
 
วิธีการ 
 1. ประกอบถาดหลอเจลเขากบัซี่หวี (comb) เพื่อใหเจลที่แข็งตัวมีชอง (wells) ซ่ึงใชสําหรับหยอด
ตัวอยางดีเอ็นเอ 
 2. ชั่งอะกาโรส (USB, Spain) 0.6 g ใสลงในฟลาสก  และเติมบัฟเฟอร 1X TBE ปริมาตร 40 ml 
จะไดอะกาโรสความเขมขน 1.5% 
 3. ละลายอะกาโรสโดยนําเขาไมโครเวฟนานประมาณ 1 นาที เมื่อเดือดใหนําออกมาเขยาใหเขากัน 
แลวนําเขาไมโครเวฟอีกครั้ง ทําซ้ําดังกลาวอีก 2-3 คร้ัง จนกระทั่งอะกาโรสละลายจนเปนสารละลายใส 
 4. ปลอยสารละลายเจลทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนอุน นําไปเทลงบนถาดหลอเจลโดยระวังไมใหมี
ฟองอากาศเกดิขึ้น ทิ้งไวจนกระทั้งเจลแขง็ตัวและเยน็ 
 5. ดึงซี่หวี่ออกจากเจล คอย ๆ ดึงแผนเจลขึ้น นําไปวางใน eletrophoresis chamber โดยหนัดาน
ชองหยอดตวัอยางไปทางขัว้ลบ 
 6. เติมบัฟเฟอร 1 X TBE เตมิลง eletrophoresis chamber จนทวมผิวหนาเจลขึ้นมาประมาณ 2 mm 
 7. ผสม loading dye  กับตัวอยางดีเอ็นเอ หรือดีเอ็นเอมาตรฐาน อัตราสวน 2.0: 10 μl บนแผน
พาราฟน ผสมใหเขากนัโดยใชไมโครปเปตดูดตวัอยางขึน้ลง 3 – 4 คร้ัง แลวนําไปหยอดลงในชองหยอด
ตัวอยาง 
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 8. ปดฝา eletrophoresis chamber  ตอข้ัวไฟฟา แลวเปดสวิตซปลอยกระแสไฟฟาความตางศักย 
100V โดยใหกระแสไฟฟาไหลจากขั้วลบไปหาขั้วบวกตามความยาวของแผนเจล 
 9. สังเกตสีของ loading dye เมื่อสีเคลื่อนที่ไปจนถึงดานปลายของแผนเจลใหหยุดปลอย
กระแสไฟฟา 
 10. นําแผนเจลออกไปยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดนาน 15 นาที แลวลางดวยน้ําเปลานาน  
15 นาที (ระวังไมใหเอธิเดียมโบรไมดโดนรางกาย) 
 11. นําแผนเจลมาสองดูแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายรูปแถบ 
ดีเอ็นเอที่เกิดขึน้โดยใช Gel document (Gene Genius) 
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Denaturing polyacrylamide gel eletrophoresis สําหรับการหาขนาดไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ 

 
สารละลาย 
1. 40% acrylamide gel (19: 1) (1,000 ml) 
 Acrylamide   380   g 
 Bis-acrylamide       20   g 
 
2. 4.5% acrylamide gel (1,000 ml) 
 40% acrylamide gel (19:1) 112.5   ml 
 5 X TBE         200 ml 
 Urea       450 g 
 
3. 4.5% denaturing  polyacrylamide gel 
 4.5% acrylamide gel    50 ml 
 10% APS   350   μl  
 TEMED     70 μl 
 
การเตรียมกระจก 
 
 1. ทําความสะอาดแผนกระจกและ chamber โดยเชด็ทําความสะอาดกระจกดานในดวย 

เอทานอล 95% จํานวน 3 คร้ัง ดวยกระดาษ Kimwiped ® จนกระทั่งกระจกแหง จากนั้นเช็ดดวยglass bond 
เพื่อชวยใหเจลติดแผนกระจก และเชด็กระจกดวยเอทานอล 95% อีกครั้งหนึ่ง จากนัน้เช็ดทําความสะอาด 
chamber ดวยเอทานอล 95% 1 คร้ัง และเชด็ดวยน้ํายาเชด็กระจก (clear view)  
1 คร้ัง เพื่อปองกันไมใหเจลติด chamber 
 2. ประกอบแผนกระจกเขากบัตัวยดึ (clamp) โดยค่ันดวย spacer ซ่ึงทําใหเกิดชองวางระหวางแผน
กระจกและ chamber 
 3. เทสารละลายเจลลงในแผนกระจกที่เตรยีมไว โดยระวงัไมใหเกดิฟองอากาศเกิดขึน้ แลวสอด 
Shark’s tooth plate ทางดานเรียบลงในสารละลายที่อยูระหวางกระจกใหมีความลึกประมาณ 0.5 mm 
 4. ทิ้งเจลไวทีอุ่ณหภูมิหองเพื่อใหเกิด polymerization ไมนอยกวา 2 ชั่วโมง 
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การแยกขนาดแถบดีเอ็นเอ 
 

1. ดึงซี่หวี่ออก และประกอบกระจกเขากับเครื่อง แลวสอด Shark’s tooth plate ดานปลายแหลม
เขาไปดานบนของเจลใหปลายของแหลมของซี่หวี่แตะทีผิ่วเรียบของเจลพอดี 

2. ผานกระแสไฟฟา 100 W ในเจล นานประมาณ 15 – 20 นาที 
3. ทําใหผลผลิตพีซีอารเสียสภาพโดยใหความรอนที่ 95 oC นาน 3 นาที และแชบนน้ําแข็งทันท ี
4. ทําความสะอาดชองหยอดตัวอยาง 1 X TBE กอนหยอดตัวอยาง จากนั้นหยอดตวัอยางดีเอ็นเอ

ปริมาตร 3.5 μl ลงในชองหยอดตัวอยาง 
5. ผานกระแสไฟฟา 60 W ในเจล นานประมาณ 1 – 2 ชั่วโมง 
6. ตรวจสอบผลการแยกแถบดีเอ็นเอดวย silver staining ตอไป 
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การยอมเจลดวยวิธี Silverstaining 
 
สารเคม ี
1. staining solution (1,000 ml) 
 Silver  nitrate      1   g 
 37% formaldehyde  1.5   ml 
 
2. developing  solution (1,000 ml) 
 Anhydrous  Na2CO3    30   g 
 37% formaldehyde   1.5  ml 
 10 mg/ml  Na2S2O3.5H2O  200  μl 
 
วิธีการ 

1. นําแผนกระจกวางลงในถาดสําหรับทําการยอม โดยใหดานหนาเจลหงายขึ้น 
2. ตรึงชิ้นดีเอน็เอบนแผนเจลดวย 10% glacial acetic acid นาน 20 นาที โดยเขยาถาดยอม

ตลอดเวลา 
 3. ลางดวยน้ําเปลา 3 คร้ัง นานครั้งละ 2 นาที โดยเขยาถาดยอมตลอดเวลา 
 4. ยอมเจลดวย staining solution ปริมาตร 1 ลิตร นาน 30 นาที โดยเขยาถาดยอมตลอดเวลา 
 5. ลางดวยน้ําเปลา  1  คร้ัง  โดยใหน้ําผานเจลแลวเททิ้งทันที  โดยข้ันตอนนี้ไมควรทําเกิน 10 
วินาท ี
 6. ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยแชแผนกระจกใน  developing solution ที่เย็นจดั ปริมาตร  
1 ลิตร เขยาจนเห็นแถบดีเอ็นเอ 
 7. จากนั้นหยดุปฏิกิริยาดวย stop solution (10% glacial acetic acid ที่ใชในขอ 2.) นาน  
2 – 3 นาที 
 8. ลางดวยน้ําเปลาอีก 2  คร้ัง นานครั้งละ 2 นาที โดยเขยาถาดยอมเจลตลอดเวลา 
 9. ผ่ึงกระจกใหแหงกอนนํากระจกไปอานผล    
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Competent  Cells  
 
สารเคม ี
1. 1M CaCl2 (1,000 ml) 
 CaCl2   110.99    g 
 dH2O   up to 1,000       ml  
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน ปรับปริมาตรใหได 1,000 ml นําไปกรอง และฆาเชื้อดวย
การ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง   
 
4. LB (1,000 ml) 
 LB broth  25 g 
 dH2O   1,000   ml 
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน และฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 
20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง   
 
6. E.coli JM109 
ดูดเชื้อ 30 μl ใน LB 3 ml 
นําไปบมในตู shaker ที่ 250 rpm 37oC เปนเวลา 16 ชม. 
Dilute เชื้อในอัตราสวน 1: 100  
บมในตู shaker ที่ 250 rpm 37oC เปนเวลา 2.5 ชม. 
นําไปวดัคาการดูดกลืนแสง (OD.) ใหไดคาประมาณ 0.4 – 0.6 
 
วิธีการเตรียม competent cell 
 

1. นําเชื้อ E.Coli ที่เล้ียงจากขอ 6. ใสในหลอด eppendrof ขนาด 1.5 ml   
2. นําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 10 นาที 
3. นําไปปนที่ 3,000 rpm 4 oC เปนเวลา 5 นาที 
4. เทอาหารในหลอดทิ้ง 
5. เติม 100mM CaCl2 625 μl แลวผสมใหเขากันโดยใชไมโครปเปตต นําไปแชในน้ําแข็ง  

เปนเวลา 30 นาที 
6. นําไปปนที่ 3,000 rpm 4 oC เปนเวลา 5 นาที  
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7. เทสวนใสทิง้ 
8. เติม 100mM CaCl2 ที่มี 15% glycerol อยูดวยลงไป 375 μl 
9. ผสมใหเขากันโดยใชไมโครปเปตต แลวนําไปเก็บไวที่ -80 oC จนกระทั่งใช (สามารถเก็บไว

ใชไดประมาณ 1 เดือน) 
 
Transformation 
 
สารเคม ี
1. LB (1,000 ml)  
LB broth  25 g 
 dH2O   1,000   ml 
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน  และฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 
20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง   
 
2. LB agar (1,000 ml) 
 LB   1,000 ml 
 Agar        15 g 
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน และฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 
20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง 
 
3. LB agar + AMP (1,000 ml) 
 LB agar    1,000  ml 
AMP        0.1    g 
 
4. X - gal (1 ml) 
 X – gal           40 mg 
 Dimethylformamide           1 ml 
 ละลายใหเปนเนื้อเดียวกนั เกบ็รักษาที่ -20oC จนกระทั่งใช 
 
5. IPTG (10 ml) 
 IPTG   0.2383 g 
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 dH2O          10 ml 
 นําไปกรอง เกบ็รักษาที่ -20oC จนกระทั่งใช 
 
วิธีการ 

1. นํา competent cell จาก -80oC มาละลายดวยการแชน้ําแข็งประมาณ 15 นาที แลวแบงใสหลอด 
eppendrof หลอดละ 50 μl (อยูบนน้ําแข็งตลอดเวลา)  

2. ใส ligation reaction ที่เตรียมไวลงไปในหลอด competent cell จากขอ 1 แลวแชทิ้งไวในน้ําแข็ง
เปนเวลา 20 นาที 

3. นําไป heat shock ที่ 42oC เปนเวลา 40 วนิาที จากนั้นรีบจุมในน้ําแข็ง ทิ้งไว 2 นาที 
4. เติมอาหาร LB 250 μl และพันหลอดดวยฟาราฟน   
5. นําไปบมไวใน water bath ที่ 37oC เปนเวลา 90 นาที โดยเขยาอยูตลอดเวลา 
6. นําอาหาร LB agar + Amp ไปบมที่ 37oC กอนนํามาใช 
7. ผสม X – gal กับ IPTG ในอัตราสวน 1: 1 หยดลงตรงกลาง plate (LA + AMP) นําไป spread 

plate รอจน plate แหง 
8. นําเชื้อที่บมไปปนที่ 5,000 rpm ที่ 4oC เปนเวลา 3 นาที  
9. ใชไมโครปเปตตดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออกโดยใหเหลือเพยีง 100 μl แลว resuspension ใหเขากนั 
10. ดูด resuspension ของเชื้อหยดลงบนเพลทที่มี LB agar + Amp ที่เตรียมไว ใชแทงแกวspread 

จนแหง โดยตองทําแบบ aceptic 
 11. นําไปบมไวในตูอบ ที่ 37 oC เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
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การสกัดพลาสมิดดวยวิธี alkaline lysis 
 
สารเคมี 
1. Solution I (GTE) 
 1M glucose 
  Glucose     18 g 
  dH2O    100 ml 
  ละลายใหเปนเนื้อเดียวกนั  เก็บไวที่อุณหภมูิหอง 
 GTE (40 ml) 
  50 mM Glucose      2 ml 
  25mM Tris- HCl (pH 8.0) 1 ml 
  10 mM EDTA   0.8 ml 
 
2. Solution II (1.4 ml) 
  0.2 N NaOH   30 μl 
  1% SDS   75 μl 
  dH2O    1,395 μl 
 
3. Solution III (100 ml) 
  5M KOAC   60 ml 
  Glacial acetic acid  11.5 ml 
  dH2O    28.5 ml 
 
4. Alcohol 70% 
  Alcohol 95%   73.7 ml 
  dH2O    26.3 ml 
 
วิธีการ 

1. เทเชื้อจากหลอด 15 ml ใสหลอด 1.5 ml ประมาณ 1 – 1.5 ml นําไปปนเหวี่ยงท1ี3,000 rpm เปน
เวลา 1 นาท ี 

2. เทสวนใสทิง้ เติมเชื้ออีกประมาณ 0.5 – 1 ml นําไปปนเหวีย่งท1ี3,000 rpm เปนเวลา 1 นาที 



 

 

 
69 

 3. เทอาหารแลวดูดอาหารที่เหลือออกจนหมด 
 4. เติม Solution I 200 μl นําไป vortex เพื่อใหเซลลละลายจนหมด 
 5. เติม RNase A 3 μl และนําไป vortex แชในน้ําแข็ง 5 นาที 
 6. เติม Solution II 400 μl แลวกลับหลอดไปมาเบา ๆ แชในน้ําแข็ง 5 นาที 
 7. เติม Solution III 200 μl แลวกลับหลอดไปมาเบา ๆ แชในน้ําแข็ง 15 นาที  
 8. นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4oC เปนเวลา 15 นาที       
 9. ดูดสวนใสใสหลอด 1.5 ml 200 μl 3 คร้ัง 
 10. เติม chloroform 500 μl นาํไป vortex ไมใหติดกนหลอด 
 11. นําไปปนเหวีย่งที่ 10,000 rpm เปนเวลา 2 นาที  
 12. ดูดสวนใสดานบน 600 μl ใสหลอดใหมแลวเติม isopropanol 360 μl เขยาใหเขากนั 
 13. นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที หลังจากนัน้นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4oCเปน
เวลา นาท ี   
 14. ดูดสวนใสใสหลอดใหมแลวเติม 70% ethanol 1 ml ผสมใหเขากัน 
 15. นําไปปนเหวีย่งที่ 10,000 rpm เปนเวลา 2 นาที ดูดสารละลาย ethanol ออก 
 16. นําไป dry vacumm หลังจากนั้นเติมน้ํา 30 μl เคาะใหตะกอนละลายสลับกับการนําไปspin 
down   
 17. นําไปตรวจสอบผลดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
 18. หลังจากได clone ที่ตองการแลว นํา clone นั้นมาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Eco RIโดยมี
สวนผสมดังนี ้
 
  H2O  7 μl   
  10 X buffer 1 μl 
  Eco RI  Enzyme 1 μl 
  Plasmid  1 μl 
  Total  10 μl 
 
 19. นําไปบมที่ 37oC เปนเวลา 1 ชม. 
 20. นําไปตรวจสอบผลดวยเทคนิค agarose gel electrophoresisโดยใช plasmid uncut เปนตัว 
control โดยมสีวนผสมดังนี ้
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dH2O  7 μl  
  Dye  2 μl 
  Plasmid  1 μl 
  Total  10 μl 
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ตารางผนวกที่ 1  แสดงความถี่อัลลิลของไมโครแซเทลไลท 6 ตําแหนง ในประชากรปลาดุกยักษ 4  
ประชากร 

 
ตําแหนง อัลลิล SP AT NP NS 
Cga01 (N) 65 30 16 33 

 90 
95 

103 
111 
113 
115 
117 
118 
119 
121 
129 
131 
134 
135 

0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.323 
 0.200 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.462 
 0.000 
 0.015 
 0.000 
 0.000 

0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.033 
 0.367 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.500 
 0.033 
 0.000 
 0.000 
 0.067 

0.063 
 0.063 
 0.188 
 0.000 
 0.094 
 0.250 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.188 
 0.156 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

0.000 
 0.379 
 0.061 
 0.136 
 0.197 
 0.000 
 0.030 
 0.015 
 0.030 
 0.000 
 0.000 
 0.015 
 0.045 
 0.091 

      

Cga02 (N) 
100 
108 
110 
112 
114 
116 
118 
120 

65 
0.000 
 0.446 
 0.000 
 0.354 
 0.000 
 0.092 
 0.000 
 0.108 

30 
0.000 
0.333 
0.133 
0.267 
0.000 
0.033 
0.033 
0.200 

16 
0.000 
 0.188 
 0.000 
 0.094 
 0.281 
 0.000 
 0.000 
 0.438 

33 
0.030 
0.561 
0.030 
0.000 
0.045 
0.000 
0.333 
0.000 

 
(N) คือ จํานวนตัวอยาง 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ)  
 

ตําแหนง อัลลิล SP AT NP NS 
Cga03 (N) 65 30 16 33 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

110 
144 
147 
150 
152 
154 
156 
158 
160 
164 
166 
168 
170 
172 
174 
176 
180 
184 
188 
201 
204 
206 
208 
213 
226 
233  
236 

0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.531 
0.000 
0.100 
0.000 
0.069 
0.015 
0.038 
 0.031 
 0.008 
 0.015 
 0.008 
 0.008 
 0.000 
 0.000 
 0.054 
 0.008 
 0.015 
 0.100 
 0.000 
 0.000 

0.032 
0.000 
0.048 
0.000 
0.000 
0.000 
0.081 
0.371 
0.000 
0.048 
0.032 
0.048 
0.016 
0.048 
 0.000 
 0.065 
 0.016 
 0.016 
 0.016 
 0.016 
 0.016 
 0.048 
 0.000 
 0.000 
 0.032 
 0.032 
 0.016 

0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.094 
0.313 
0.156 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.438 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

0.000 
0.015 
0.000 
0.030 
0.303 
0.652 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

 
(N) คือ จํานวนตัวอยาง 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

ตําแหนง อัลลิล SP AT NP NS 
Cga06 (N) 

134  
135  
136  
137  
138  
140  
142  
149  
 150 
 152 
 156 
 160 
 162 
 166 
 168 
 170 
 174 
 176 
 178 
 180 

 

65 
0.000 
 0.000 
 0.269 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.246 
 0.000 
 0.015 
 0.000 
 0.015 
 0.038 
0.108 
 0.054 
 0.031 
 0.038 
 0.054 
 0.046 
 0.085 
 0.000 

30 
 0.032 
0.000 
0.161 
0.000 
0.016 
0.113 
0.129 
0.032 
0.032 
0.032 
0.048 
0.065 
0.081 
0.048 
0.032 
0.113 
0.000 
0.032 
0.016 
0.016 

16 
0.375 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.344 
 0.219 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.063 
 0.000 
 0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 

33 
0.136 
 0.015 
 0.424 
 0.045 
 0.303 
 0.076 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 

 
(N) คือ จํานวนตัวอยาง 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

ตําแหนง อัลลิล SP AT NP NS 
Cga09 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cga10 

(N) 
178 
180 
181 
182 
184 
185 
186 
188 
190 
194 

 
(N) 
108 
110 
112 
114 
118 
120 
124 
126 
128 
130 
132 
134 
136 
138 
140 

65 
0.085 
0.031 
0.000 
0.315 
0.146 
0.000 
0.000 
0.192 
0.231 
0.000 

 
65 

0.000 
 0.277 
 0.238 
 0.000 
 0.000 
 0.038 
 0.146 
 0.038 
 0.031 
 0.000 
 0.000 
 0.015 
 0.046 
0.031 
0.054 

30 
0.387 
 0.016 
 0.016 
 0.242 
 0.129 
 0.000 
 0.016 
 0.081 
 0.113 
 0.000 

 
30 

0.097 
 0.065 
 0.323 
 0.016 
 0.016 
 0.048 
 0.097 
 0.016 
 0.016 
 0.016 
 0.016 
 0.000 
 0.048 
0.032 
0.081 

16 
0.344 
0.250 
0.000 
0.219 
0.063 
0.000 
0.063 
0.000 
0.063 
0.000 

 
16 

0.313 
 0.000 
 0.563 
 0.125 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

33 
0.000 
 0.061 
 0.000 
 0.288 
 0.182 
 0.015 
 0.030 
 0.000 
 0.379 
 0.045 

 
33 

0.242 
0.242 
0.045 
0.470 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
 0.000 

 
(N) คือ จํานวนตัวอยาง 
 
 



 

 

 
75 

ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

ตําแหนง อัลลิล SP AT NP NS 
Cga10 (N) 

142  
144  
146  
148  
152  
168 

65 
0.015 
0.015 
0.008 
0.015 
0.015 
0.015 

30 
0.032 
0.016 
0.032 
0.032 
0.000 
0.000 

16 
0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

33 
0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

 
(N) คือ จํานวนตัวอยาง 
 
MHC class I partial sequences ของปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus) 
 
>Haplotype01 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCA
GTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACAACACC
GTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGATTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGA
CTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAA
TCCTGGTGATACTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAG
AAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCT
TTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
 
>Haplotype02 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCA
GTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACAACACC
GTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGATTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGA
CTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAA
TCCTGGTGATACTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAG
AAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCT
TTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTTCCC 
 
>Haplotype03 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCA
GTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACAACACC
GTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGATTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGA
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CTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAA
TCCTGGTGATACTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAG
AAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCT
TTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGCTTCTTCCC 
 
>Haplotype04 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCA
GTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACAACACC
GTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGATTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGA
CTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAA
TCCTGGTGATACTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAG
AAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCT
TTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGTTTCTCCC 
 
>Haplotype05 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCA
GTCAGGGTAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACAACACC
GTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGATTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGA
CTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAA
TCCTGGTGATACTGTGGGCAGGAAGAACTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAG
AAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCT
TTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTTCCC 
 
>Haplotype06 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATCA
GTCAGGATAATGAGGAGACCTACAAAGTCAATGTGGGTAATCTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAGGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACAACACC
GTTAGAGGATACAGCCAGTGGGGTTATGATGGAGAAGATTTCGTCAGCTTTGATCTGAAGA
CTGTCACCTACACTGCAGCCAAATCTCAAGCTGTGATCACCAAACAGAAGTGGGATCAGAA
TCCTGGTGATACTGTGGGCAGGAAGAGCTACCTGGAGAAAACCTGTATTGAGTGGTTAAAG
AAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACACTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGATGTCACTCT
TTCAGGAAGATGCCACTTATCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTACCC 
 
>Haplotype07 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGATTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAAAATGATCCCG
AAGACGGAGTGGATACAGAAGCATGAGGGAGACGATTATTGGAGCAGAAACACACAGAATA
TGCAGAGTACTCAGGAGACCTACAAAGTCCATGTGGCCATAGCAATGCAGCGTTTTAATCA
GACTAAAGGAGTTCACACAGTGCAGTACATGTGTGGCTGTGAGCTGGATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATACAGACGGTACGGTTACGATGGAGAGGATTTCCTCATATATGATCTGAAAA
CTGAAACCTGGACTGCAGCCAAACCTCAGGCTGTGAGCACCAAACAGAAGTGGGAGTCTGA
TGCTGCTGATATGAATTATCGAAAGAACTACCTGGAGAAAGAGTGTATCGAGTGGTTAAAG
AAGTATCTGTCTTATGGCAGAGAGACTCTGGAGAGAAAAGTTCGTCCTGAGGTGTTAGTGT
TTCAAGAAGAAGCCACTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
 
>Haplotype08 
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GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAAGACGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGCATGAGGGAGACGATTACTGGAGCAGAAACACACAGAACA
TGCAGGGTCAGGAGGAGACCTACAAAGTCCATGTGGCCATAGCAATGCAGCGTTTTAATCA
GACTAAAGGTGTTCACACAGTGCAGTACATGTGTGGCTGTGAGCTGGATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATACAGACAGTACGGTTACGATGGAGAGGATTTCCTCATATATGATCTGAAAA
CTGAAACCTGGACTGCAGCCAAACCTCAGGCTGTGAGCACCAAACAGAAGTGGGAGTCTGA
TGCTGCTGATATGAATTATCGAAAGAACTACCTGGAGAAAGAGTGTATCGAGTGGTTAAAG
AAGTATCTGTCTTATGGCAGAGAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCTGAGGTGTTAGTGT
TTCAAGAAGAAGCCACTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
 
>Haplotype09 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGCCTACTATGACAGTAACATCAGGAACTACATCTCA
AAGGCAGACTGGCTACAGAAGGTTGATGCTGATGATCCAAATTACTGGACCAGAAACACAA
ACAATCTGCAGGGTTCTCAGGAGACCTTTAAAGTCGATATGGGTACACTGATGAGCCGCTT
TAACCAGACTAAAGGAGTTCACACAATACAGGAGATGTACGGCTGTGAGTTGGATGATGAC
GGCACCACTAGAGGATACTATCAGGACAGTTATGATGGAGAAGATTTCATTAGCTTTGATC
TGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGA
TCCTGATAGTGGATATAATAATAACTGGAAGAACTACCTGGAGAAGGAGTGTATCGACTGG
ATAAAGAAGTACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTGGAGAGGAAAGAGCATCCCAAGGCGT
CAGTGTTTGAGAAACAGTCTCCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTTCCC 
 
>Haplotype10 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTACGTTCTACGACAGTAACAAAAGGAGCTACATTCCA
AAGACTGACTGGATAAAGAAGAATGAGGGAGAAGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGCGCT
GTCACAATGATCAGGACTTATTCAAAGTCAATATGGGTACACTGATGGGTCGTTTTAACCA
GGCTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAACATGTACGGCTGTGAGTTGGATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATATGATCAGTACGGTTATGATGGAGAAGATTTCCTCAGCTTTGATCTGAAGA
CTCTGACCTGGATCGCTTCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCCTGA
TAGTGGAAGGAATAATTACCTGAAGAACTATTATGAGAACACCTGTATCGAGTGGTTAAAG
AAGTACCTGACTTACGGCAAAGAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGT
TCCAGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
 
>Haplotype11 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTACGTTCTACGACAGTAACAAAAGGAGCTACATTCCA
AAGACTGACTGGATAAAGAAGAATGGGGGAGAAGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGCGCT
GTCACAATGATCAGGACTTATTCAAAGTCAATATGGGTACACTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGAACATGTACGGCTGTGAGTTGGATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATATGATCAGTACGGTTATGATGGAGAAGATTTCCTCAGCTTTGATCTGAAGA
CTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCCTGA
TAGTGGAAGGAATAATTACCTGAAGAACTATTATGAGAACACCTGTATCGAGTGGTTAAAG
AAGTACCTGACTTACGGCAAAGAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGT
TCCAGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTTCCC 
 
>Haplotype12 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGAGAGAAGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTACTGGAGCAGGGGCACACAGATCA
GGCAGGGTAATCAGGAGTGGTTCAAAGCCAATATACCTATAGCAATGCAGCGCTTTAATCA
CACTAAAGGAGTTCACACAGTACAGGTGATGTTTGGCTGTGAGCTGGATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATACGATCAGTACGGTTATGATGGAGAAGATTTCATCAGTCTGGATCTGAAGA
CTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCAGAA
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TAGTGGGCAGAAGAATAACTGGAAGAACTACCTGGAGAACGAGTGTATTGAGTGGTTAAAG
AAGTACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCATTAGTGT
TCCAGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGCTTCTACCC 
 
>Haplotype13 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAGAATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATTC
TGCAGGGTACTCAGGAGAGCTTCAAAGCCAGTGTGGGTATAGTGATGGAGCGTTTTAACCA
GACTAATGGAGTTCACACAGTGCAGCTGATGTACGGCTGTGAGCTGAATGATGGCTCAAAT
ACAGGATATTTCCAGTACGGTTATGATGGAGAGGATTTCATCAGTCTGGATCTGAACACTA
AAACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATCAAACAGG
AGCTGATGCTGATTACTGGAAGGGATACGCGGAGAACACCTGTATCGAGTGGTTAAATAAA
TACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCTGAGGCGTTAGTATTCC
AGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
 
>Haplotype14 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGATTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGGAAATGATCCCG
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGAAAC
AGCAGGGTACTGAGGAGACCTTCGAAGCCGGTGTGGGTGCACTGATGGGTCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACAGTACAGATGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATACGAACAGTGGGGGTATGATGGAGAAGATTTCCTCAGCTTTGACCTGAAGA
CTCTGACCTGGATCGCTGCAACACGTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGATACAAA
TAGTGGAAGGAATGATTACCTGAAGGGATACTATGAGAAAGAGTGTATCGAGTGGATAAAG
AAGTACGTGTCTTATGGCAGAGAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGT
TCCAGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTCTTCCC 
 
>Haplotype15 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAGAATGATCCCA
AAGACGGAGTGGATACAGAAGAATGTGGGAGACGATTATTGGAGCAGAGAGACACAGATTC
TGCAGGGTACTCAGGAGAGCTTCAAAGCCAGTGTGGGTATAGTGATGGAGCGTTTTAACCA
GACTAATGGAGTTCACACAGTGCAGCTGATGTACGGCTGTGAGCTGAATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATACTACCAGTTCGGTTATGATGGAGAAGATTTTGTGACCTTTGACCTGAAGA
CTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGAGTCTGA
TAGTGGTTTTAATAAGCGCAGGGAGGACTACCTGAAGAACATCTGTATCGACTGGTTAAAG
AAGTACATGAATTACGGCAGACAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGT
TCCAGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTACCC 
 
>Haplotype16 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTACGTTCTATGACAGTAAGATCAGGAAGTCGATCCCA
AAGACGGAGTGGATAAAGAAGAATGAGGGAGACGATTATTGGAGCGGAGAGACACAGAAAA
TGCAGGGTACTGAGGAGAGCTTCAAAGCCAGTGTGGGTAATCTGATGCAGCGTTTTAACCA
GACTAAAGGAGTTCACACATGGCAGATGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGACGGCACC
ACTAGAGGATACTACCAGTTCGGTTATGATGGAGAAGATTTTGTGACCTTTGACCTGAAGA
CTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTGGGAGTCTGA
TAGTGGTTTTAATAAGCGCAGGGAGGACTACCTGAAGAACATCTGTATCGACTGGTTAAAG
AAGTACATGAATTACGGCAGACAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGTTAGTGT
TCCAGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
 
>Haplotype17 
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GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGACTACTATGACAGTAAGATCAGGAGAATAATCCCG
AAGACGGAGTGGATAAAGAAGAATGATGCTGAAGATCCAGAGTACTGGAACAGAAACACAC
AGACTGCACAGGGTACTGAGGAGACCTTCAAAGTCGGTGTGGGTATACTGATGGGTCGTTT
TAACCAGACTAAAGGAGTTCACACGTGGCAGCAGATGTACGGCTGTGAGCTGAATGATGAT
GACGGCACCACTAGAGGATACATGCAGTTCGGTTATGATGGAGAGGATTTTGTGACCTTTG
ACCTGAAGACTCTGACCTGGATCGCTCCGACACCTCAGGCTCTGATCACCAAGAACAAGTG
GGATCCTGATAGTGGTTTTAATAAGGGAACAGAGGACTACCTGAAGAACGAGTGTATCGAG
TGGTTAAATAAGTACGTGTCATACGGCAGAGAGACTCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCTGAGG
CGTTAGTGTTCCAGGAAGAGTCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
 
>Haplotype18 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGTGTACTATGACAGTAAAATCAGGAGTTACATCCCG
AAGACGGAGTGGATACGGAAGATCGATGCTGATGAACCACATTGCTGGGACAGTGAGACCC
GGATTGCACGGGTTGAAGAACAGAGCTTCAAGGCCAGTGTAGCTAAAGTGATGCAGCGCTT
TAATCAAACTCAAGGAGTTCACACAGTGCAGGAGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGAC
GGCACCACTAGAGGATACAGACAGTACGGATATGATGGAGAAGATTTCATCAGTCTGGATC
TGAAAACGAAAACCTGGACTGCAGCCAAGCCTCAAGCTAAGGTCACCAAACAGCGGTGGGA
GTCTGATGTTAGTTATACAGATTACTGGAAGAACTACCTGGAGAACACCTGCATCGACTGG
TTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACGCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGT
TGCTCTTTCAGATGGAATCTTCTCCAGAGGTGGTGTGCCACGCTACAGGCTTCTTCCC 
 
>Haplotype19 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGTGTACTATGACAGTAAAATCAGGAGTTACATCCCG
AAGACGGAGTGGATACGGAAGATCGATGCTGATGAACCACATTACTGGGACAGTGAGACCC
GGATTGCACGGGTTGAAGAACAGAGCTTCAAGGCCAGTGTAGCTAAAGTGATGCAGCGCTT
TAATCAAACTCAAGGAGTTCACACAGTGCAGGAGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGAC
GGCACCACTAGAGGATACAGACAGTACGGATATGATGGAGAAGATTTCATCAGTCTGGATC
TGAAAACGAAAACCTGGACTGCAGCCAAGCCTCAAGCTAAGGTCACCAAACAGCGGTGGGA
GTCTGATGTTAGTTATACAGATTACTGGAAGAACTACCTGGAGAACACCTGCATCGACTGG
TTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACGCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGT
TGCTCTTTCAGATGGAATCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGTTTCTTCCC 
 
>Haplotype20 
GGGTCAGGTGGATGGACAGCAGTTTGTGTACTATGACAGTAAAATCAGGAGTTACATCCCG
AAGACGGAGTGGATACGGAAGATCGATGCTGATGAACCACATTACTGGGACAGTGAGACCC
GGATTGCACGGGTTGAAGAACAGAGCTTCAAGGCCAGTGTAGCTAAAGTGATGCAGCGCTT
TAATCAAACTCAAGGAGTTCACACAGTGCAGGAGATGTACGGCTGTGAGCTGGATGATGAC
GGCACCACTAGAGGATACAGACAGTACGGATATGATGGAGAAGATTTCATCAGTCTGGATC
TGAAAACGAAAACCTGGACTGCAGCCAAGCCTCAAGCTAAGGTCACCAAACAGCGGTGGGA
GTCTGATGTTAGTTATACAGATTACTGGAAGAACTACCTGGAGAACACCTGCATCGACTGG
TTAAAGAAATATGTGTCTTATGGCAGAGAGACGCTGGAGAGGAAAGTTCGTCCCGAGGCGT
TGCTCTTTCAGATGGAATCTTCTCCAGAGGTGGTGTGTCACGCTACAGGCTTTTACCC 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ชื่อ –นามสกุล น.ส. อัญลักษณ  วชิรไชยการ 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 22 มกราคม 2528 
สถานที่เกิด  จ.ปราจีนบุรี 
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบณัฑิต (วิทยาศาสตรท่ัวไป) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน นิสิต 
สถานที่ทํางานปจจุบัน หองปฏิบตัิการพันธุศาสตรสัตวน้ํา ภาควชิาเพาะเลี้ยง

สัตวน้ํา คณะประมง มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ทุนสนับสนุนคุณภาพงานวจัิยระดับบัณฑิตศึกษา 
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