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ปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus) ไดถูกนาํเขามาในประเทศไทยเพื่อการเพาะเลี้ยงตัง้แตป 
พ.ศ 2530 โดยไมมีการจัดการพันธุกรรมที่ถูกตอง ในปจจุบันเกษตรกรพบวาลักษณะที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจของปลาดุกยักษถดถอยลงมาก โดยมีความเปนไปไดมากวาจะเกิดจากความเสื่อมโทรม
ทางพันธุกรรม ซ่ึงมีวิธีแกไขวิธีหนึ่งคือการนําสายพันธุที่แตกตางกันมาผสมกัน ในการศึกษาครั้ง
นี้ไดใชเครื่องหมายพนัธุกรรมไมโครแซทเทลไลท จํานวน 6 ตําแหนง ศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของประชากรปลาดุกยกัษ 4 ประชากร (สุพรรณบุรี อางทอง นครปฐม และ
นครสวรรค) ผลการศึกษาสามารถแบงกลุมประชากรออกเปน 2 กลุม (กลุม นครปฐม-นครสวรรค 
และกลุม สุพรรณบุรี-อางทอง) ที่มีพันธุกรรมแตกตางกนัชัดเจน (FST=0.1444) ความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมภายในประชากรมีคาปานกลาง (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) จึงไดคดัเลือกปลาประชากรอางทองและนครปฐมมาใชในการ
ทดลองผสมขาม จากการศึกษาเปรียบเทยีบปลาประชากรพอแมกับลูกผสม พบวาลักษณะความ
ยาวและน้ําหนกัของปลาทดลองเมื่ออายุ 5,10 และ 14 สัปดาหไมแตกตางกันทางสถิติ การ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อ Aeromonas hydrophila (คา Antibody titre) ในชวงทีต่อบสนอง
สูงสุดของปลาแตละกลุมไมแตกตางกันทางสถิติ คาเฉลี่ย Phagocytosis activity ของลูกผสมมีคา
สูงกวาคาเฉลี่ยของพอแม (คา heterosis=70.97%) สวนคา Phagocytic index ไมแตกตางกันทาง
สถิต ินอกจากนั้นในการศึกษานี้ไดพัฒนาไพรเมอรที่จําเพาะตอ MHC class I gene ของปลาดุก
ยักษขึน้เปนครั้งแรก และพบวาลูกผสมมีแนวโนมจะมคีวามหลากหลายของยีนนี้สูงกวาสายพันธุ
นครปฐมแตไมแตกตางจากสายพันธุอางทอง 
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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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การใชเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อการปรับปรุงพันธุปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus) 
 

Application of Biotechnology for Genetic Improvement of African Catfish 

 (Clarias gariepinus) 
 

คํานํา 
 

ปลาดุกเปนปลาน้ําจืดที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ โดยเปนปลาที่เกษตรกรนิยมเลี้ยงเพื่อ
การคากันอยางแพรหลายมีผลผลิตภายในประเทศตอปสูงถึง 146,000 ตันในป 2006 คิดเปนมูลคา
ผลผลิตเทากับ 3,447,488 บาทโดยประมาณ (FAO, 2006) ซ่ึงนับวาสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ
ผลผลิตของปลาน้ําจืดเศรษฐกิจชนดิอื่นๆและมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ในอดีตที่ผานมาไดมีการ
นําเขาปลาดุกยักษ (Clarias gariepinus) ซ่ึงมีถ่ินกําเนิดในทวีปแอฟริกามายังประเทศไทยโดยผานทาง
ประเทศลาว ในปจจุบันเชื่อวาปลาดุกยักษที่เล้ียงกันในประเทศไทยนํามาจาก 2 แหลง แหลงแรกคอื 
เซ็นทรัล แอฟริกัน รีพับลิค เขาประเทศไทยโดยผานทาง รัสเซีย เวียดนาม และลาวตามลําดับ แหลงที่ 
2 คือ อียิปต เขาสูประเทศไทยโดยผานทางจีน ทั้งสองสายพันธุนี้มีพนัธุกรรมที่แตกตางกัน และมี
ความเปนไปไดวาขณะนี้สองสายพันธุอาจผสมปนกันอยู (Li et al., 2000) 
 

ปลาดุกยักษ เปนปลาที่มกีารเจริญเติบโตรวดเรว็มาก สามารถกินอาหารไดแทบทุกชนิด มี
ความตานทานโรคและทนทานตอสภาพแวดลอมสูง มีขนาดใหญเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ แตเนื่องจาก
คุณภาพเนื้อไมเปนที่ยอมรบัของคนไทย จึงมีผูนํามาผสมขามกับปลาดุกอุย (สุจินต และคณะ, 2533) 
ผลปรากฏวา ปลาลูกผสมที่ไดมีอัตราการเจริญเติบโตดีและทนทานตอโรค เชนเดียวกับปลาดุกยกัษ 
สวนเนื้อมีลักษณะและรสชาติที่ดีเหมือนปลาดุกอุย ปลาดุกลูกผสมซึ่งเรียกกนัภายหลังวา “ปลาดุกบิ๊ก
อุย” จึงเปนทีน่ิยมเลี้ยงของเกษตรกรมาจนกระทั่งปจจบุนั  
 

อยางไรก็ตามในปจจุบันเกษตรกรสังเกตวาปลาดุกลูกผสม มีการเจริญเติบโตและขนาดที่
ลดลง มีความตานทานโรคลดลง นอกจากนี้ ยังพบวา ปลาดุกยักษที่ใชเปนพอพันธุมกีารเจริญเติบโต
ต่ําลงกวาเดิมมาก มีลักษณะภายนอก เชน ลักษณะสีของลําตัวเปลี่ยนแปลงไป และความสมบูรณของ
น้ําเชื้อลดลง (ปน การติดตอสวนตัว) ถึงแมวาขอสังเกตดังกลาวอาจเกดิไดจากหลายสาเหตุ เชน 
สภาพแวดลอมในการเลี้ยงอาจไมเหมาะสม แตมีความเปนไปไดวา อาจเกิดความเสือ่มโทรมทาง
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พันธุกรรมขึ้นในสายพนัธุปลาดุกยักษในประเทศไทย เนื่องจากขาดความรูที่ถูกตองในการจดัการ
ดานพันธุกรรมของพอแมพนัธุ 
 

จากการศึกษาของ Li et al. (2000) พบวามสีายพันธุปลาดุกยกัษในประเทศไทยมากกวา  
1 สายพันธุ แสดงใหเห็นวาอาจมีแหลงของความหลากหลายทางพันธุกรรมที่จะนํามาใชในการ
ปรับปรุงพันธุได การศึกษาครั้งนี้จึงกําหนดวัตถุประสงคหลัก ในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของปลาดุกยักษจากฟารมเพาะพันธุในประเทศไทย เพื่อคัดเลือกเฉพาะประชากรที่มี
พันธุกรรมแตกตางกันมาใชในการปรับปรงุพันธุ จากนัน้ไดศึกษาผลของการผสมขามตอลักษณะการ
เจริญเติบโตและลักษณะที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน 
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วัตถุประสงค 

 
1.  เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาดุกยกัษจากฟารมเพาะพันธุใน 

ประเทศไทย  
 

2.  เพื่อศึกษาผลของการผสมขามระหวางสายพันธุปลาดกุยักษ ที่มีพันธุกรรมแตกตางกัน  
ตอลักษณะการเจริญเติบโต อัตรารอด และลักษณะที่เกีย่วของกับระบบภูมิคุมกัน 
 
 
 



 

 

 
4 

การตรวจเอกสาร 

 
ปลาดุกยักษ 

 
ปลาดุกยักษ หรือปลาดุกรัสเซีย หรือปลาดุกเทศ (Clarias gariepinus  Burchell, 1822) เปนปลา

ชนิดหนึ่งที่อยูในครอบครัว Clariidae (Arndt et al., 2003) ปลาชนิดนี้มแีหลงกําเนิดในทวีปแอฟริกา เปน
ปลาที่เล้ียงงาย เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว แข็งแรง และมคีวามตานทานโรคสูง ปลาดุกยักษที่เล้ียงกนัใน
ประเทศไทยเชื่อไดวานํามาจาก 2 แหลง แหลงแรกคือ เซ็นทรัล แอฟริกัน รีพบัลิค เขาประเทศไทยโดย
ผานทาง รัสเซีย เวยีดนาม และลาวตามลําดับ แหลงที่ 2 คือ อียิปต เขาสูประเทศไทยโดยผานทางจนี ทั้ง
สองสายพันธุนี้มีพันธุกรรมที่แตกตางกัน และมีความเปนไปไดวาขณะนี้สองสายพนัธุอาจผสมปนกันอยู 
(Li et al., 2000) จากการศึกษาของ Galbusera (1997) ไดรายงานวาปลาดุกยักษในแหลงธรรมชาติปจจุบัน
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงกวาในอดีต และยังพบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ประชากรปลาดุกยกัษในโรงเพาะฟกตํ่ากวาประชากรในแหลงธรรมชาติ (Gulbusera et al., 1996; 
Galbusera, 1997) นอกจากนี ้Lal et al. (2003) รายงานวา ปลาดุกยักษในอินเดยีซ่ึงคาดวารับเขามาจาก
ประเทศไทยโดยผานทางบังคลาเทศนั้น ประกอบดวยปลาสองสายพันธุผสมปนกันอยู และพบวามคีา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางต่ําจากการวิเคราะห Allozyme 8 ตําแหนง 
 

ความสัมพันธระหวางความหลากหลายทางพันธุกรรมและลักษณะสําคัญทางเศรษฐกิจ 
  

ความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสัมพันธกับลักษณะ fitness-trait ของสัตว  
(Smouse, 1986; Britten, 1996) ซ่ึงมีการยืนยันจากการศึกษาโดยใชเครื่องหมายพนัธุกรรมที่เปน neutral 
marker ในสัตวน้ํา เชน ในหอยสองฝา  และปลาบางชนิด (Pongson and Zouros, 1994; Pongson and 
Fevolden, 1998) ความรูดังกลาวนี้เปนประโยชนอยางยิ่ง ในการจดัการพอแมพันธุเพือ่การเพาะเลีย้งสัตว
น้ํา หรือในการอนุรักษ (Allendorf, 1986; Hedrick and Miller, 1992)  
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร มีความสัมพันธกับลักษณะที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจของปลา ซ่ึงประชากรปลาที่มีความหลากหลายสูงมักจะมีลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจดี 
(Hansson and Westerberg, 2002; Anderson, 2001; David, 1998; Doyle and Herbinger, 1995) เชน 
การศึกษาในกุง Penaeus stylirostris โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (จากบรเิวณ non-coding) 
พบวาอัตราการเจริญเติบโตมีความสมัพันธในทิศทางเดยีวกันกับความหลากหลายทางพันธุกรรม (Bierne 
et al., 2000) เชนเดียวกับการศึกษาในแมวน้ํา พบวาน้ําหนักแรกเกิดและอัตรารอดของลูกแมวน้ํามี
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ความสัมพันธในทิศทางเดยีวกันกับความหลากหลายทางพันธุกรรม (Coltman et al., 1998) นอกจากนี้ 
Borrell et al. (2004) รายงานวาคาเฮตเทอโรไซโกซิตีจะแปรผกผันกับลักษณะไมสมมาตร(fluctuating 
asymmetry) ในปลา Shikano and Taniguchi (2002) รายงานการศึกษาความสัมพันธระหวางความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและลักษณะที่เกี่ยวของกับความแข็งแรง (fitness – related trait) ในปลา guppy 
(Poecilia reticulata) โดยใชเครื่องหมายพนัธุกรรมชนิดไมโครแซเทลไลทพบวา คาเฮตเทอโรไซโกซิตีมี
ผลตอการแสดงออกของลักษณะ fitness – related trait ซ่ึงสามารถบอกถึงระดับของ inbreeding 
depression และลักษณะ heterosis ได  

 

Overturf et al. (2003) ศึกษาความสัมพันธระหวางลักษณะที่เกี่ยวของกับการเจริญเตบิโตในปลา 
เรนโบว เทราท 5 สายพันธุ พบวา สายพันธที่มีคาเฮตเทอโรไซโกซิตีสูง มีแนวโนมจะมีคาอัตราแลกเนื้อ 
(feed conversion ratio: FCR) สูง สวนคา SGR (specific growth rate) สัมพันธทางลบกับคาเฮตเทอโรไซ
โกซิตี ในขณะที่คาการตอบสนองทางภูมคิุมกันตอเชื้อ infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV 
titers) และคาอัตราการตาย ไมสัมพันธกับความหลากหลายทางพันธุกรรม อยางไรกต็ามผลสรุปจากการ
ทดลองนี้อาจทําใหเกิดความเขาใจผิดได เพราะสายพันธุที่ใชเพื่อการคาผานการคัดเลือกเพื่อเพิ่มการ
เจริญเติบโต ดงันั้นลักษณะทีเ่กี่ยวกับการเจริญเติบโตก็จะดี ไมเกีย่วกับความหลากหลายทางพันธุกรรม 
นอกจากนั้นสายพันธุที่ผานการคัดเลือก มกัจะมีความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงเปนธรรมดา 
(Appleyard and Ward, 2006) จึงทําใหเขาใจไปวา ความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ําสัมพันธกับการ
เจริญเติบโต และ FCR ที่ดี นอกจากนัน้แลว คาที่นํามาใชศึกษาความสัมพันธ มีคาอยูในชวงแคบ (เฮตเทอ
โรไซโกซิตีมีคาระหวาง 0.65-0.83) และจาํนวนคูของขอมูลคอนขางนอย  
 

เนื่องจากจํานวนปลาดุกยกัษที่นําเขามาใชเปนพอแมพนัธุในโรงเพาะฟกมีจํานวนไมมากนัก 
(small founder stock) และมกีารเลี้ยงมาเปนเวลานานโดยอาจมีการจดัการพอแมพันธุที่ไมคอยเหมาะสม 
จึงมีโอกาสที่จะทําใหความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลง และอาจเกดิการผสมเลือดชิด (inbreeding) 
ของประชากรในโรงเพาะฟกได ความเปลี่ยนแปลงดังกลาว สงผลเสียตอลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจ 
เชน ความตานทานโรคลดลง (Allendorf and Phelps, 1980) เนื่องจากอลัลิลบางอัลลิลสูญหายไป 
โดยเฉพาะอัลลิลหายาก (rare alleles) ซ่ึงมักเกีย่วของกับความตานทานโรค  
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คาท่ีแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรสามารถวัดไดจากคาตอไปนี ้
 
1. จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนง (number of alleles per locus) (Hedrick, 1985) 
2. คาเฉลี่ย effective number of alleles across loci (Kimura and Crow, 1964) 
3. คาเฉลี่ย allelic richness ซ่ึงเปนคาเฉลี่ยจาํนวนอัลลิลที่เปนอิสระตอจาํนวนตวัอยางตอตําแหนง 

(Leberg, 2002) 
 4. คาเฉลี่ยเฮตเทอโรไซโกซิตีตอตําแหนงตอ individual (Heterozygosity) หมายถึง ความถี่ของ
เฮตเทอโรไซโกตตอยีน 1 ตาํแหนง ในปลาแตละตวั ซ่ึงจะคํานวณทั้งคาเฉลี่ยสังเกต (H0) และคาเฉลี่ย
คาดหมาย (He)  
 H0 (observed heterozygosity) คือ สัดสวนของเฮตเทอโรไซกัสจีโนไทพเฉลี่ยตอตําแหนง คํานวน
ไดจากขอมูลจริง 
 He (expected heterozygosity) คือ สัดสวนของเฮตเทอโรไซกัสจีโนไทพเฉลี่ยตอตําแหนงที่ไดจาก
การคํานวณทางออม โดยตั้งสมมติฐานวาประชากรนั้นอยูในสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg 
Equilibrium) (Nei, 1978) 
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากรสามารถวัดไดจากคาตอไปนี ้
 

 1. คาสัมประสิทธิ์เอฟ (F- coefficient) เปนคาที่แสดงความสัมพันธของอัลลิลภายในกลุม
ประชากร ซ่ึงจะแสดงใหเหน็วากลุมประชากรนั้นๆ แบงออกเปนประชากรยอยหรือไม (Weir and 
Cockerham 1984; Hedrick, 1985) 
 FIS เปนคาที่บอกระดับการเบี่ยงเบนจากสมดุลฮารดี-ไวนเบิรกของประชากรยอย ซ่ึงคานี้มีทั้งคา
บวกและคาลบ 
 FIT เปนคาที่บอกระดับการเบี่ยงเบนจากสมดุลฮารดี-ไวนเบิรกของประชากรทั้งหมด 
FST เปนคาที่วดัความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรตางๆ หากมีคาสูงแสดงวาตัวอยางที่ศกึษา
นั้นมีการแบงเปนประชากรยอยจริง 
 

2. คาระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) เปนคาทีแ่สดงถึงจํานวนของอัลลิลที่ถูกแทนที่
ตอยีนหนึ่งตําแหนง หรือคาที่บอกจํานวนของยีนหรือโคดอนที่มีการเปลี่ยนแปลงไปภายในยนีแตละ
ตําแหนง หลังจากที่ประชากรทั้งสองเริ่มแยกจากกัน สามารถคํานวณไดจากคา genetic identity โดยคา
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ระยะหางทางพันธุกรรมระหวางประชากรที่อยูใกลกนัจะมีคาต่ํา แตถามีส่ิงกีดขวางทางสภาพภูมิศาสตรคา
ระยะหางทางพันธุกรรมก็จะสูงขึ้น จากขอมูลระยะหางทางพันธุกรรมนี้ สามารถนําไปสรางแผนผัง
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการไดโดยวิธีการตางๆ (Nei, 1978; Cavalli-Sforza and Edwards, 1967) 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ ในสัตวน้ํา 
  

ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพันธุกรรมทีน่ํามาใชประโยชนในดานการประมง 
และการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํากนัมากในปจจบัุน เนื่องจากไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอมีเปนจํานวนมากและ
กระจายอยูทัว่ท้ังจีโนม รวมถึงมีความหลากหลายของอัลลิลสูง นอกจากนี้ยังมีขอไดเปรียบเหนือ
เครื่องหมายพนัธุกรรมประเภทโปรตีนในเรื่องความสะดวกของการเกบ็ตัวอยาง อีกทั้งยังสามารถใช
ปริมาณตัวอยางเพียงเล็กนอยเพราะสามารถใชเทคเนิค Polymerase chain reaction (PCR) ในการเพิ่ม
ปริมาณไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอได และยังสามารถเกบ็ตัวอยางไดตัง้แตยังเปนเอ็มบริโอหรือระยะวยั
ออนทําใหชวยลดระยะเวลาในการทดลองได ขอไดเปรยีบอีกประการหนึ่งคือไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ
มีความละเอียด (resolution) ในการตรวจสอบความแตกตางที่อาจมีเพยีงเล็กนอย เชนความแตกตาง
ระหวางประชากรโรงเพาะฟก นอกจากนีย้งัมีการแสดงออกแบบขมรวม (codominant) ซ่ึงจะทําใหได
ขอมูลทางพันธุกรรมที่ละเอียดกวาเครื่องหมายพนัธุกรรมที่มีการแสดงออกแบบขมสมบูรณ (dominant) 
นอกจากนี้ Kalinowski (2002) ไดรายงานวาไมโครแซทเทลไลทที่มีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงสูงจะ
สามารถประมาณคาระยะหางทางพันธุกรรมไดอยางแมนยํา การศึกษาไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอไดรับ
ความนิยมอยางสูงในการศึกษาพันธุศาสตรประชากร การจําแนกสต็อค การตรวจสอบพอแมพันธุ เมื่อ
เทียบกับเครื่องหมายพนัธุกรรมชนิดอื่น เนื่องจากมีความหลากหลายสูงทําใหไดขอมูลที่ละเอียด อีกทั้งมี
ขอไดเปรียบทางดานเทคนิคที่ใชดีเอ็นเอตวัอยางในปริมาณนอยจากเลอืดหรือครีบปลาในการศึกษา จึงไม
ตองฆาปลาที่นํามาเปนตวัอยางในการวิเคราะห  
 

ในสัตวน้ํามีการศึกษาไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจากปลาหลายชนิด เชน 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) และกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) (Tassanakajon et al., 1998)   
 

สําหรับการศึกษาในปลาดกุยกัษ ในป 1996 ไดมีการพัฒนาไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร 7 คู เพื่อ
ใชในการศึกษาขอมูลทางพันธุกรรมในปลาดุกยักษโดย Gulbusera et al. (1996) และรายงานวาปลาดุก
ยักษในแหลงธรรมชาติแถบแอฟริกาใตปจจุบันมีความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงกวาในอดีต และยัง
พบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปลาดุกยกัษในโรงเพาะฟกต่ํากวาประชากรในแหลง
ธรรมชาต ิ(Gulbusera et al., 1996; Galbusera, 1997; Teugels et al., 1992) 
 

ความสัมพันธทางพันธุกรรมและการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อโรค 
  

จากรายงานการศึกษาที่ผานมาพบวาความสามารถในการตานทานโรคของปลามีความสัมพันธ
กับสภาวะหลากรูปแบบของยีนที่ควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกนัตอเชื้อโรค เชน ยีน MHC class I 
และ class II (Grimholt et al., 2003; Langefors et al., 2001) ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจทีจ่ะศึกษาถึง
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีนชนิดนี้เปรียบเทยีบกับลักษณะความตานทานโรคโดยเลือกใช 
parameter ที่เปนตัวแทนในการบอกถึงระดับความตานทานโรคไดโดยจะกลาวถึงในรายละเอยีดตอไป 
 

โรคที่เกิดในปลาดุกมีสาเหตมุาจากหลายประการ เชน แบคทีเรีย เชื้อรา และปรสิต โดยเฉพาะโรค
ที่เกิดจากแบคทีเรียชนิด Aeromonas hydrophila กอใหเกดิความเสียหายแกการเลี้ยงปลาชนิดนี้อยางมาก 
โดยปลาที่ติดเชื้อจะมีลักษณะอาการภายนอกคือ กกหูบวมแดง มีเลือดคั่งรอบทวาร มีแผลตามลําตัวและ
ทองบวมน้ํา (นนทวิทย, 2535) นอกจากนีย้งัมีผลทําใหเกดิการตกเลือดและติดเชื้อภายใน ความรุนแรงของ
โรคขึ้นกับความสามารถในการสรางสารพิษของแบคทีเรีย (Ainsworth and Dexiang, 1990; Angka et al., 
1995)  
 

สําหรับการตอบสนองทางภมูิคุมกันตอการกระตุนดวยวคัซีนนั้น พบวาเมื่อมีแอนติเจนชนิด
เดียวกันมากระตุนซ้ําอีก (booster) การตอบสนองจะเกิดขึ้นไดรวดเร็วและรุนแรงกวาการตอบสนองตอ
การกระตุนในครั้งแรก (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) และการใหวัคซีนโดยการฉีด (injection vaccination) 
จะใหประสิทธิภาพมากที่สุด โดยใชแอนติเจนทั้งเซลล (whole cell) ทีไ่มมีความรุนแรงหรือไมสามารถทํา
ใหปลาเกดิโรคไดใสในตัวทําละลายที่เปนน้ําหรือน้ําเกลือ 0.85 % ฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular) 
(Gutierrez and Miyazaki, 1994) หรือฉีดเขาชองทอง (intraperitoneal) ซ่ึงวิธีนี้จะใหประสิทธิภาพสูงสุด 
(Dunn et al., 1990) ในประเทศไทยมีการศกึษาประสิทธภิาพของการใชวัคซีนตอบสนองทางดาน
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ภูมิคุมกันและตานทานโรคที่เกิดจากเชื้อ A. hydrophila ในปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) โดยการ
ฉีดเขาชองทอง แช และการผสมอาหาร พบวาการใหวัคซีนโดยฉีดเขาชองทองจะใหผลในการสราง 
Antibody สูงสุด (นิลุบล, 2534) 
 

บุญกวาง และนนทวิทย (2536) ไดทําการศึกษาความตานทานโรคและการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันตอเชื้อ A. hydrophila ของปลาดุกลูกผสมพบวา ปลาที่ไดรับวัคซีนโดยการฉีดเขาชองทองครั้ง
แรกในสัปดาหที่หนึ่งมีคา Antibody titre เทากับ 78.93 และครั้งที่สองในสัปดาหที่ส่ีเทากับ 614.40 และ
พบวาปลาที่ไดรับวัคซีนมีอัตรารอดถึง 97.78 เปอรเซ็นต 
 

จิตตเกษม และคณะ (2536) ไดทําการศึกษาทางดานการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของปลา
ชอน (Channa striata) หลังการใหวัคซีน A. hydrophila ที่ฆาดวยฟอรมาลิน โดยการฉีดวัคซีนที่ผสมและ
ไมไดผสม adjuvant เขาชองทอง การแช และการฉีดน้ําเกลือ 0.85 % (กลุมควบคุม) พบวาคา Antibody 
titre หลังจากการใหวัคซีนครัง้แรกเทากับ 116.00 ± 63.90, 130.00 ± 111.12, 84.00 ± 77.87 และ 10.22 ± 
17.69 ตามลําดับ หลังจากคาไตเตอรลดลงทําการใหวัคซีนครั้งที่สอง คาไตเตอรในวนัที่ 40 มีคาเทากับ 
80.00 ± 27.75, 22.75 ± 81.30, 32.50 ± 20.40 และ 5.78 ± 1.99 ตามลําดับ จึงทดลองใหวัคซีนครั้งทีส่าม 
พบวาคา Antibody titre ลดลงโดยมีคาต่ํากวากอนใหวัคซีน ซ่ึงอาจเนือ่งมาจากการเกิดภาวะยับยั้งการ
ทํางานดานภูมคิุมกันขึ้น  
 

Sahoo et al. (2004) ไดรายงานการศึกษาการตอบสนองและความตานทานตอเชื้อ Aeromonas 
hydrophila ในปลายี่สกเทศ แตละกลุม full sib family ในอินเดียโดยใชวิธีทดสอบดวย haemagglutination 
(HA) titre against sheep red blood cell (SRBC) ซ่ึงเปน specific immune response และการทดสอบ 
nonspecific immune response (lysozyme activity และ natural haemolysin titre) ผลปรากฏวา ปลายี่สก
เทศมีการตอบสนองทางภูมคิุมกันตอเชื้อ A. hydrophila อยางมีนัยสําคญัทางสถิติเมื่อดูจากคา HA titre ใน
ซีร่ัมของปลาที่ไดรับวัคซีนของเชื้อชนิดนี ้แตไมพบการตอบสนองตอเชื้อในสวนของ nonspecific 
immune response โดย Sahoo et al. (2004) ไดสรุปวา คาความสามารถในการฆาเชื้อแบคทีเรียของซีร่ัม 
(serum bactericidal activity) และ คา HA titre ในซีร่ัมของปลาที่ไดรับวคัซีน สามารถใชเปน parameter 
ในสวนของความตานทานโรคได 
 

นอกจากนี้ parameter อีกตัวหนึ่งที่นาสนใจและนยิมศึกษาไดแก การศกึษา Phagocytosis ของ 
peripheral blood leukocytes (PBLs) ซ่ึงเปนการตอบสนองทางภูมิคุมกนัแบบ innate immunity หรือเปน 
nonspecific immune response โดยบอกถงึระดับความสามารถของเม็ดเลือดขาว PBLs ในการกลืนกินเชื้อ
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โรค ซ่ึงมีการศึกษาในปลากระดูกแข็งหลายชนิด เชน ในปลา gilthead seabream (Cuesta et al., 2006), 
ปลา golden perch และปลา silver pech  (Hardford et al., 2006) เปนตน 
 

ดังนั้นในการศกึษาครั้งนี้จึงเลือกใช การทดสอบคา Antibody titer เปนตัวแทน parameter ของ
การตอบสนองทางภูมิคุมกนัแบบจําเพาะเจาะจง และเลอืกใช การศึกษา Phagocytosis ของ peripheral 
blood leukocytes (PBLs) เปนตัวแทน parameter ของการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนท่ีเก่ียวของกับการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกัน 
 
 ดังที่ไดกลาวมาแลววาสภาวะหลากรูปแบบของยีนที่ควบคุมการตอบสนองทางภูมคิุมกันตอเชื้อ
โรคมีความสัมพันธกับความสามารถในการตานทานโรคของปลา โดยจะทําการศกึษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของยีน Major histocompatibilty complex class I (MHC class I) ซ่ึงเปนยีนทีก่ําหนดชนิด
ของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของรางกายแบบ CMIR (Cell-mediated 
immune response) ยีนในกลุมนี้ควบคุมและกําหนดการสรางโมเลกุล MHC class I antigen ซ่ึงพบอยูบน
ผิวเซลลที่มีนิวเคลียสทุกชนดิของรางกาย บนโมเลกุล class I มีสวนทีท่ําหนาที่เปนแอนติเจนและทํา
หนาที่จดจําสวนของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม โดยโครงสรางของไวรัสหรือเซลลเนื้องอก (Tumor) 
ชนิดตาง ๆ คุณสมบัติของ MHC class I มีสภาวะหลากรูปแบบ (polymorphism) ของยีน และมีความแปร
ผัน (variation) สูง และมีการแสดงออกของยีนแบบขมรวม (codominant) จึงเหมาะทีจ่ะนํามาศึกษา
รูปแบบ Haplotype ของยีน MHC class I ในปลาดุกยกัษแตละกลุม เพือ่เปรียบเทียบความแตกตางของปลา
แตละกลุม รวมถึงเปรียบเทยีบกับระดับความสามารถตอการตานทานโรคของปลาแตละกลุมอีกดวย 
 

นอกจากนี้มีการศึกษาถึงลักษณะ รูปแบบ บทบาทหนาที ่และการแสดงออกของ MHC class I ใน
ปลาหลายชนดิ เชน 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), ปลาปกเปา (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) เปนตน  
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อุปกรณและวิธีการ 

 
1. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปลาดุกยักษจากฟารมเพาะเลี้ยงพอแมพันธุ 4 ฟารมใน
ประเทศไทยโดยเทคนิคไมโครแซทเทลไลท  
 

การเก็บตัวอยาง 
 
 เนื่องจากเกษตรกรผูเล้ียงปลาดุกยกัษเพื่อเพาะพันธุมีจํานวนไมมากนกั ในการศึกษานี้จงึคัดเลือก
ตัวอยางพอแมพันธุปลาดุกยกัษที่นํามาใชศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม จากฟารมเพาะเลีย้งปลาดุก
ยักษ 4 ฟารมในประเทศไทย ไดแก ฟารมตาหมอ จังหวัดสุพรรณบุรี, สี่รอยฟารม จังหวัดอางทอง, ฟารมปน
พันธุปลา จังหวัดนครปฐม และณรงคฟารม จังหวดันครสวรรค ซ่ึงทั้ง 4 ฟารมมีประวัติการดําเนินงานมา
นานกวา 10 ป และจากการสอบถามไมพบวามีการแลกเปลี่ยนพอแมพนัธุระหวางฟารมเหลานี้ จึงมคีวาม
เปนไปไดที่ปลาทั้ง 4 ฟารมนี้จะมพีันธุกรรมตางกัน รายละเอียดที่ตั้งฟารมและจํานวนตัวอยางแสดงใน
ตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ขอมูลการเก็บตัวอยางพอแมพนัธุปลาดุกยักษ 
 

ประชากร แหลงเก็บตวัอยาง จํานวนตัวอยาง 
SP ฟารมตาหมอ อ. ศรีประจันต จ. สุพรรณบุรี 65 
AT ส่ีรอยฟารม อ.วิเศษชยัชาญ จ.อางทอง 31 
NP ปนพันธุปลา อ.เมือง จ.นครปฐม 16 
NS ณรงคฟารม อ.ชุมแสง จ.นครสวรรค 33 

 
 เก็บตัวอยางโดยตัดชิน้สวนครีบหางขนาดประมาณ 1× 2 cm2 เก็บรักษาในเอทานอล 95% ในหลอด 
eppendrof ขนาด 1.5 ml แยกเก็บตัวอยางละ 1 หลอด 
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การเตรียมดีเอ็นเอจากตัวอยาง 
 
 นําตัวอยางปลาดุกยกัษแตละตัวมาสกัดดีเอน็เอ โดยใชวิธีมาตรฐาน phenol-chloroform โดย
ดัดแปลงจากวธีิของ Taggart et al. (1992) ซ่ึงเปนการสกดั genomic DNA จากนั้นตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณดีเอ็นเอที่ไดดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis และเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  
(Spectrophotometer) เก็บตัวอยางดีเอ็นเอทีส่กัดไดโดยละลายในสารละลาย TE buffer (10mM Tris-HCL 
pH 7.6, 1mM EDTA pH 8.0) ไวที่อุณหภูม ิ4 oC จนกระทัง่ใช 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 
  

1. การทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชไมโครแซทเทลไลทไพรเมอรปลาดุกยกัษ 6 คู ไดแก Cga 01, Cga 
02, Cga 03, Cga 06, Cga 09, Cga 10 (Galbusera et al., 1996) รายละเอยีดของไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 2
โดยในปฏกิิริยาพีซีอาร 10 μl ประกอบดวย DNA template 10 ng, ไพรเมอรForward และ Reverse สายละ 
0.25 pmol, 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 100 μM dNTPs และ 0.2 unit Taq DNA polymerase 
(Fermentas) ทําปฏิกิริยาดวยเครื่อง PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, INC.) 
โดยใชรอบอณุหภูมิ 95 oC นาน 5 นาที 1 รอบ ตามดวยวงจรปฏิกิริยาที่ 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
ผลผลิตพีซีอารที่ไดโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis ใชความเขมขน 1.5-2% agarose gel 
 2. นําผลผลิตพีซีอารที่แสดงแถบชัดเจนบน agarose gel มาแยกดวยเทคนิค electrophoresis บน  
4.5-6% Denaturing polyacrylamide gel แลวยอมเจลดวยวิธี silver staining จากนัน้อานผลแถบดีเอ็นเอและ
บันทึกขอมูลจโีนไทพ 
 3. การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลจีโนไทพ  
                 3.1 ทดสอบ Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE)  

   ทดสอบความถี่ของจีโนไทพแตละตําแหนงของแตละประชากรวามีความสอดคลองกับ 
HWE หรือไม โดยใชโปรแกรม GENEPOP version 3.4 (Raymond and Rousset, 1995) เนื่องจากพบวามี
ปลา 3 ประชากรไมอยูใน HWE จึงทดสอบ null allele ซ่ึงหมายถึงอัลลิลที่ไมสรางผลผลิต PCR โดยใช
โปรแกรม MICROCHECKER (Oosterhout, 2004) ซ่ึงพบวามี null allele ที่ตําแหนง Cga01 และ Cga02 ใน
ประชากรสุพรรณบุรี อางทองและนครปฐม จึงไดปรับจโีนไทพของไมโครแซทเทลไลท ทั้ง 2 ตําแหนง ใน
ประชากรทั้งสามตามที่โปรแกรมกําหนดให จากนั้นทําการคํานวณ คาตาง ๆ ดังตอไปนี้ 
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    3.2 การทดสอบ Genotypic disequilibrium   
          ทดสอบวาจีโนไทพทีต่ําแหนงหนึ่งเปนอิสระจากจโีนไทพตําแหนงอื่นหรือไมโดยใช

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

    3.3 การวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรมภายในประชากร 
           นําขอมูลจีโนไทพของปลาแตละตัวในประชากรมาคํานวนคาตางๆ โดยใชโปรแกรม 
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) ดังตอไปนี ้
           3.3.1 ความถี่ของอัลลิล (Allele frequency) ของแตละตําแหนง คํานวนตามสตูร 

 
Xi = (2HA + HB)/2N 

  
        เมื่อ Xi คือ ความถี่ของอัลลิลที่ i 
   HA  คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทพแบบโฮโมไซกัส 
   HB   คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทพแบบเฮตเทอโรไซกัส 

   N  คือ จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
 

          3.3.2 จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนง (number of allele per locus) (A) 
 

A =    จํานวนอัลลิลทั้งหมดทุกตําแหนง 
 
 

          3.3.3 คาเฉลี่ย Effective number of alleles per locus (Ae) 
 

Ae = 1/Σpi2 
 

เมื่อ pi คือ ความถี่ของอัลลิลที่ i 
 
 
 

จํานวนตําแหนงยีนทั้งหมดที่ศึกษา 
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          3.3.4. คาเฉลี่ยจํานวนอัลลิลที่เปนอิสระตอจํานวนตัวอยางตอตาํแหนง (Mean of Allelic 
richness) (Ar) 

 
          3.3.5. คาเฉลี่ยเฮตเทอโรไซโกซิตี (Mean of Heterozygosity) ทั้งคาสังเกต (Ho) และคา

คาดหมาย (He) 
 

Ho = จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทพแบบเฮตเทอโรไซกัส 
 
 

  He = Σhk/r 

  hk = 2n(1-ΣXi
2)/2n-1 

 
         เมื่อ hk คือ คาเฮตเทอโรไซโกซิตีที่ตําแหนง k 
  Xi คือ ความถี่ของอัลลิล i ที่ตําแหนง k 
  n คือ จํานวนอัลลิลที่ตําแหนง k 
  r คือ จํานวนตําแหนงที่ทําการศึกษา 
 

3.4 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากร     
        นําขอมูลจีโนไทพของปลาแตละตัวในประชากรแตละประชากรมาคํานวณคาตางๆ ดวย
โปรแกรม FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet,  2001), Arlequin version 3.01 (Excoffier et. al.,2006), และ 
Phylip version 3.63 (Felsenstein, 1993) ดังตอไปนี้ 

       3.4.1. คาสัมประสิทธ์ิเอฟ (F-coefficient) ทดสอบวาประชากรที่ศึกษาแบงออกเปนประชากร
ยอยหรือไม โดยการคํานวนคาประมาณ F, θ และ f  ของ FIS , FIT และ FST  
 

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

FST  = (HT-HS)/ HT 

จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
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         เมื่อ H0  คือ คาสังเกตเฮตเทอโรไซโกซิตีในประชากร 

HT  คือ คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรทั้งหมด 
 

        โดย HT = 1-Σpk
2 

pk = Σpik /n 
 

HS  คือ คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรกลุมยอย 
 
        โดย HS = His/n 

His  = 1-Σpik
2  

 
        เมื่อ pik  คือ คาความถี่อัลลิลในประชากร k 

N คือ จํานวนประชากรยอย 
 

         3.4.2. การทดสอบความแตกตางระหวางคูประชากร (Population differentiation) โดยใช
โปรแกรม GENEPOP version 3.4 

         3.4.3. คาระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) โดยใช Cavalli-Sforza and Edwards 
genetic distance และจัดความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic dendrogram)โดยวิธี UPGMA 
(Unweight pair-group method with arithmetic mean) (Sneath and Sokal, 1973) 
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ตารางที่ 2  รายละเอียดของไมโครแซเทลไลทไพรเมอร 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. การศึกษาผลของการผสมขามระหวางสายพันธุปลาดกุยักษ ท่ีมีพันธุกรรมแตกตางกัน ตอลักษณะการ
เจริญเติบโต อัตรารอด และลักษณะที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน 
 

คูผสมและวิธีการผสมพันธุ 
  
 ทําการคัดเลือกพอแมพนัธุปลาดุกยักษ ที่มพีันธุกรรมแตกตางกันอยางชัดเจนมา 2 ประชากร 
นํามาใชเปนพอแมพันธุในการผสมเทียมเพื่อศึกษาลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจของลูกผสม จากผล
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมพบวา ปลาดกุยักษที่นํามาศึกษา แบงออกเปน 2 กลุมอยางชัดเจน 
คือกลุม นครปฐม (NP) - นครสวรรค (NS) และกลุมอางทอง (AT) – สุพรรณบุรี (SP) แมวาคา genetic 
distance ระหวางคู NS และ SP จะมีคาสูงที่สุด แตเนื่องจากไมสามารถขอซื้อพอแมพันธุจากฟารมดังกลาว
ได จึงใชพอแมพันธุจาก อางทอง (AT) และนครปฐม (NP) โดยซ้ือพอแมพันธุจากแหลงดังกลาวฟารมละ 9 
คู ทําการฉีดฮอรโมนผสมเทียม ใชฮอรโมนสังเคราะห LHRHa (Suprefact) ฉีดพอแมปลาในอัตรา 30 μg/kg 
รวมกับ Domperidone (Motilium) ฉีดพอแมปลาในอัตรา 5mg/kg เมื่อเกิดการตกไข (ภายหลังการฉีด
ประมาณ 10-12 ช่ัวโมง) ทําการผสมเทียมโดยผสมเปนคูๆ  ผสมภายในแตละประชากร (AT x AT,  
NP x NP) และผสมสลับระหวางประชากร (AT x NP, NP x AT) นําไขจากพอแมแตละคู ไปฟกในอุปกรณ
ฟกไขที่มีน้ําไหลผานตลอดเวลา เมื่อไขฟกเปนตัวแลว นาํลูกปลาจํานวนเทาๆกันโดยประมาณ จากแตละถัง
ฟก ไปรวมกันตามกลุมการทดลอง 
 

การอนุบาลและการเลี้ยงปลา 
 
 อนุบาลลูกปลาในถังไฟเบอรกลาสเลี้ยงที่มีระบบน้ําไหลผานตลอด ใหกินไรแดงวนัละ 2 คร้ัง เมื่อ
อนุบาลได 2 สัปดาห ยายลูกปลาไปทําการทดลองระยะที ่1 
 
 การทดลองระยะที่ 1 โดยเลี้ยงลูกปลาทั้ง 4 กลุม ในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 250 ลิตร 
(เสนผาศูนยกลาง 70 ซม. ความลึก 70 ซม.) เติมน้ําสูงประมาณ 35 ซม. โดยปลอยปลาถังละ 200 ตัว ทําการ
ทดลอง 3 ซํ้า ทั้งนี้โดยการจดัวางหนวยทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design)ใหอาหาร
สําเร็จรูป โปรตีน 25% โดยใหกินจนอิ่ม ถายน้ํา 30% วันละ 1 คร้ัง เมื่อปลามีอายุ 5 สัปดาห (เร่ิมการทดลอง
ได 3 สัปดาห) ทําการชั่งน้ําหนัก วดัความยาวเหยียด และเก็บขอมูลอัตรารอด  
 การทดลองระยะที่ 2 นําลูกปลาจากการทดลองระยะที่ 1 ไปทดลองระยะตอไป โดยศึกษา
เปรียบเทียบลักษณะสําคัญทางเศรษฐกิจของลูกผสม และสายพันธุพอแม ใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด  
การทดลองทําในกระชังที่ตรึงในบอดิน ณ ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา ใชกระชังทําดวย polyethylene ขนาด 
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กระชัง 2 x 1.5 ตารางเมตร 1.5 เมตร ปลอยปลากระชังละ 120 ตัว ใหอาหารเม็ดลอยน้าํ โปรตีน 25% วันละ 
2 คร้ัง โดยใหกินจนอิ่ม ทําการทดลองชุดละ 3 ซํ้า ชั่งวัดปลาเดือนละครั้ง ปรับอัตราปลอยในสัปดาหที่ 5 
เปน 80 ตัว/กระชัง เก็บขอมลูน้ําหนักและความยาว รวมทั้งอัตรารอดของปลาในแตละกลุม  
 

การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันของปลาตอเชื้อโรค 
 

1. การศึกษา Antibody titre โดยวิธี Agglutination (นนทวิทย, 2537) 
 
1.1. การเตรียมวัคซีน เตรียมโดยแยกเชื้อ Aeromonas hydrophila บริสุทธิ์จากปลาดุกลูกผสมที่ปวย 

ที่ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร นํามาทดสอบและแยกชนิดตามวีธีของ 
McFaddin (1980) เล้ียงเชื้อในอาหารเหลว Brain Heart Infusion Broth (BHI Broth) เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง
แลวใชฟอรมาลินเขมขนในการฆาเชื้อ โดยเติมฟอรมาลินใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1% ของปริมาตร 
suspension แบคทีเรียทั้งหมด ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการตรวจสอบดูวาเชื้อแบคทีเรีย
ตายทั้งหมดแลว จากนัน้เกบ็ Bacterin ในน้ําเกลือ 0.85% และฟอรมาลินเขมขน 0.1% โดยกาํหนดใหความ
เขมขนของแบคทีเรียประมาณ 109 CFU/ml เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC เพื่อนํามาใชตอไป 

1.2. การฉีดวัคซีน ใชปลาทดลองอายุ 6 เดือน โดยหลังการชั่งวัดครั้งสุดทาย นําปลาจากแตละซ้ํา มา
รวมกันภายในแตละกลุมการทดลอง จากนัน้สุมปลาจํานวน 60 ตัว/กลุมการทดลอง มาใชในการศกึษา 
Antibody titer ตอไป นอกจากนี้สุมปลาจากแตละกลุมการทดลองจํานวน 15 ตัว/กลุมมาเลี้ยงรวมกนัเพื่อใช
เปนชุดควบคมุที่ไมฉีดวัคซีน ทําการฉีดวคัซีนในปลาทดลอง (กลุมการทดลองละ 60 ตัว) ในอัตรา 0.1 
ml/kg ของปลาทดลอง และฉีดปลากลุมควบคุมดวย 0.85% NaCl ในอตัราเดียวกันกบัวัคซีน 
 1.3. ทําการเจาะเลือดปลากลุมที่ฉีดวัคซีนและชุดควบคุม กลุมละ 6 ตัว สัปดาหละ 1 คร้ัง โดยวาง
ยาสลบปลาดวย Quinaldine Sulfate เจาะดดูเลือดปลาจาก Caudal veinแลวใชเข็มสอดเขาขาง ๆ ตัวเบา ๆ 
จนรูสึกวากระทบกับกระดูกสันหลัง คอย ๆ ดึงที่ดูดของเข็มฉีดยาขึ้น จะมีเลือดไหลตามขึ้นมา ใหไดเลือด
ประมาณ 1 ml จากนั้นแยกเอาซีร่ัมไวตรวจวัดปริมาณแอนติบอดี ้ปลาท่ีเจาะเลือดแลวปลอยคืนบอเล้ียงเพื่อ
รักษาความหนาแนนใหเทาเดิม แตจะไมนํามาเจาะเลือดซ้ําอีก โดยสังเกตจากรอยแผลจากการเจาะ 
 1.4. การเตรียมแอนติเจนสําหรับใชในการวัดแอนติบอดีไ้ตเตอร ใชเชือ้แบคทีเรีย Aeromonas 
hydrophila ที่ผานการเตรียมเชนเดยีวกับขอ 1.1 แตใหมคีวามเขมขนมากกวาเล็กนอย 
 1.5. การหาปริมาณ Antibody titer โดยวิธี agglutination test จะทําใน Micro titer plate 96 หลุมกน
หลุมแบบ U-shape ทํา Serial Two-Fold Dilution ของซีร่ัม โดยใชน้าํเกลือ 0.85% ในอัตรา 50 μl ซีร่ัม + 50 
μl น้ําเกลือ 0.85% ทํา Dilution ไปจนได 1: 2048 จากนั้นใสแอนติเจนในทุกๆ หลุมของซีร่ัมทุกๆ Dilution 
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ในอัตรา 50 μl ตอหลุม เตรียม Negative control โดยใช แอนติเจนและน้าํเกลือปราศจากซีร่ัม หรือซีร่ัมจาก
ปลาที่ไมไดรับวัคซีน ทําการทดลอง 2 ซํ้า  หลังจากนัน้ทําการอานผลและรายงานผล คาแอนติบอดี้ไตเตอรที ่
ไดจากการทดลองจะเปนคา Dilution สุดทายที่ใหผลบวกเมื่อนับจากความเขมขนของซีร่ัมมากที่สุดไปหา
นอยที่สุด 
 
2. การศึกษา Phagocytosis ของ peripheral blood leukocytes (PBLs) (ดัดแปลงจากวิธีของ Puangkaew et 
al., 2004) 
 
 2.1. ทําการเจาะเลือดปลาโดยใช anticoagglulant เก็บเลือด 1 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเม็ดเลือดขาว 
RPMI อยู 3 มิลลิลิตร (อัตราสวนเลือดปลา: อาหารเลี้ยงเม็ดเลือดขาวเปน 1: 3) พลิกหลอดกลับไปมาเบา ๆ 
ใหอาหารและลือดผสมจนเขากันจากนั้นดดูมา 3 มิลลิลิตรใสลงไปในหลอดใหมที่มี Histopaque อยู 3 
มิลลิลิตร โดยคอย ๆ ปลอยลงไปเบา ๆ ใหเลือดหยดลงไปบนผิวหนาของ Histopaque แลวนําไปปนแยกเม็ด
เลือดขาว PBLs ดวย swing rotor ที่ความเรว็ 400 x g อุณหภูมิ 25 oC  
 2.2.ใชไมโครปเปตตดูดเอาเฉพาะชั้นของ PBLs นับจํานวนเซลลดวย Haemacytometer โดยใหมี
เซลล PBLs ประมาณ 2 × 106 cell/ml ลางเม็ดเลือดขาว PBLs ดวย PBS 3 คร้ัง แลวเจอืจางตะกอนเม็ดเลือด
ขาว PBLs ทั้งหมดดวย 1 มิลลิลิตรของ PBS 
 2.3. จากนั้นหยด suspension ของ PBLs ลงบน cover slip 200 μl  ปลอยใหเซลลเกาะกบัผิวของ 
cover slip เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลาง PBLs สวนเกินออกดวย RPMI  
 2.4. ทําการเตมิ yeast suspension 500 μl ลงไปบน cover slip ที่มี PBLs เกาะอยู แลวปลอยใหเกิด
ขบวนการ Phagocytosis เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลาง yeast สวนเกินออกดวย RPMI เชนกัน 
 2.5. ยอมสีเม็ดเลือดขาว PBLs และ yeast ดวย Diff-Quick staining dye ลางสีสวนเกินออก ทิ้งไวให
แหง จากนั้นนาํมาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน และประเมินคา Phagocytic activity (PA) (สัดสวนของ
จํานวนเม็ดเลอืดขาวที่มีการกลืนกินเชื้อโรคตอจํานวนเมด็เลือดขาวทั้งหมด) และ Phagocytic index (PI) 
(สัดสวนของจาํนวนเม็ดเลือดขาวที่มีการกลืนกินเชื้อโรคมากกวา 1 เซลลตอจํานวนเมด็เลือดขาวที่มกีาร
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. การวิเคราะหขอมูล  
 
     นําขอมูลน้ําหนักตวั ความยาวทั้งหมด อัตรารอด คา Antibody titre เปอรเซ็นต Phagocytic 
activity และเปอรเซ็นต Phagocytic index มาทําการวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) แบบ 
one-way Anova โดยใชโปรแกรม SPSS โดยแปลงขอมลูที่เปนเปอรเซ็นตดวยวิธี arcsin transformation 
กอนนํามาทดสอบ จากนั้นเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Bonferroni โดยใชโปรแกรม SPSS  
     ศึกษาคา heterosis ของลูกผสมโดยศึกษาในลักษณะทีม่ีความแตกตางทางสถิติระหวาง พอแม 
กับลูกผสม ตามสตูร   
 

heterosis (%) = คาเฉลี่ยของลูกผสม-คาเฉลี่ยของพอแม x 100 (อุทัยรัตน, 2543) 
 
 

การศึกษาความหลากหลายของ Major histocompatibilty complex class I 
  

ทําการศึกษาตามขั้นตอนตอไปนี ้
 

 1. การออกแบบ degenerate primer ทําโดยนํา ลําดับนิวคลีโอไทด sequences ของยีน MHC class I 
ของปลา channel catfish (Ictalurus punctatus) 3 haplotype ไดแก GenBank accession numbers AF053547, 
AF053548, AF053549 จากนั้นทําการ align โดยใชโปรแกรม GENETYX version 7 แลวเลือกบริเวณ 
conserve region ของ MHC class I โดยออกแบบ forward primer จากบริเวณสวนของ α1 และ reverse 
primer จากบริเวณสวนของ α3 เพื่อใหครอบคลุมในสวนของ α2 ทั้งหมดเนื่องจากเปนสวนที่มี 
polymorphism สูงสุด (Srisapoome et al., 2004) 

2. การทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใช degenerate primers ที่ไดจากขั้นตอนแรกเพื่อใชในการออกแบบ 
specific primer เร่ิมจากเตรียมอารเอ็นเอของปลาดุกยักษ โดยทําการเกบ็ตัวอยางเลือดจากปลาดกุยกัษ
ทดลองมาสกัด total RNA โดยใช TRIZOL reagent (Invitrogen) และตรวจสอบคุณภาพและปริมาณอารเอ็น
เอที่ไดดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis และสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) จากนั้น
เตรียม First-Strand cDNA โดยใช SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 
(Invitrogen) แลวเพิ่มปริมาณ cDNA sequence ของยีน MHC class I ดวยปฏิกิริยา PCR โดยปฏิกิริยาพีซีอาร 
25 μl ซ่ึงประกอบดวย cDNA template 100 ng, degenerate primer F/R ความเขมขนสายละ 100 μM, 
1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 μM dNTPs และ 1 unit Taq DNA polymerase (Fermentas) ทํา
ปฏิกิริยาดวยเครื่อง PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, INC.) โดยใชรอบ

คาเฉลี่ยของพอแม 
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อุณหภูมิ 95 oC นาน 5 นาที 1 รอบ ตามดวยวงจรปฏิกิริยาที่ 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 
พีซีอารที่ไดโดย 2% agarose gel electrophoresis ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารและคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่มี
ขนาดใกลเคยีงกับขนาดของยีน MHC class I (ประมาณ 550 bp) แยกดเีอ็นเอออกจากเจลและทําใหบริสุทธิ์
ดวย DNA Extraction Kit #K0513 (Fermentas) จากนั้นทําการโคลนโดยการนําชิ้นดเีอ็นเอเชื่อมตอกบั
เวคเตอร pGEM-T Easy (Promega) ใน ligation reaction ซ่ึงประกอบไปดวย 1 μl pGEM-T Easy vector, 3 
μl insert gene (purified PCR product), 5 μl 2Xligation buffer และ 1 μl เอนไซม T4 ligase นําไปไวที่
อุณหภูมิ 4 OC ขามคืน หลังจากนั้นนาํพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน Escherichia. coli สายพันธุ JM109 
ดวยวิธีการ heat-shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 OC เปนเวลา 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) เปนเวลา 1.5-2 ชั่วโมง แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิแข็ง LB 
ที่มียาแอมพิซิลิน X-gal และ IPTG ที่อุณหภูมิ 37  OC เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีที่มี insert อยู
ไดแก โคโลนีสีขาวนํามาสกดัพลาสมิดลูกผสมที่คัดเลือกไวดวย alkaline lysis (ดัดแปลงจาก Sambrook and 
Russell, 2001) และนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทด (First BASE Laboratories Sdn Bhd, Malaysia)  

3. การออกแบบ specific primer และทดสอบไพรเมอร โดยนําผลการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
มาเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank ดวย BLAST program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่อตรวจสอบ
และยนืยันวาเปนยีน MHC class I สําหรับ annealing temperature นั้นสามารถคํานวณไดจากสูตร  

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

 
4. การศึกษา MHC genotyping ในประชากรปลาดุกยกัษแตละกลุม โดยศึกษา haplotype ของ MHC 

class I ของปลาแตละกลุม ดวยการใช specific primer ที่ออกแบบทําปฏิกิริยาพีซีอารตรวจสอบผลผลิตพีซี
อารดวย 2% agarose gel electropholesis และยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทด
(First BASE Laboratories Sdn Bhd, Malaysia) นําผลที่ไดมาวิเคราะหรูปแบบของ haplotype วิเคราะหความ
หลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากรจากคา No. of polymorphic sites, Average gene diversity over 
loci และ Mean no. of pairwise differences ดวยโปรแกรม 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 
     ความถี่อัลลิลในแตละตําแหนงของประชากรปลาดุกยกัษทั้ง 4 ประชากร แสดงไวในตาราง
ผนวกที่ 1 จากการตรวจสอบจํานวนและขนาดอัลลิลในปลาดุกยักษทกุประชากรจํานวน 145 ตัว พบวาที่
ตําแหนง Cga01 มี 14 อัลลิล (ขนาด 90-135 bp) ตําแหนง Cga02 มี 8 อัลลิล (ขนาด 100-120 bp) ตาํแหนง 
Cga03 มี 27 อัลลิล (ขนาด 110-236 bp) ตําแหนง 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. จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนง (A) 
     จํานวนอัลลิลเฉลี่ยตอตําแหนงในประชากร สุพรรณบุรี (A= 9.33± 5.32) และอางทอง (A=
12.17±6.50) มีคาสูงกวาประชากรนครปฐม (A= 4.67±1.51) และ นครสวรรค (A= 6.00±2.28) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ โดยแตละคูประชากรดงักลาวมีคา Aไมแตกตางกัน (P>0.05)โดยมคีาเฉลี่ยทุกประชากร
เทากับ 16.67±7.25  (ตารางที ่3) 
 

 3. Effective number of allele (Ae) 

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

อางทอง (Ae= 5.80±3.00) มีคาสูงกวา นครสวรรค (Ae= 3.15±0.97) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตไมแตกตาง
จากนครปฐม (Ae= 3.62±1.19) สวนประชากรนครปฐมและนครสวรรคมีคา Aeไมแตกตางกันทางสถิติโดยมี
คาเฉลี่ยทุกประชากรเทากับ 6.00±1.67 (ตารางที่ 3) 
 

4. Allelic richness (จํานวนอลัลิลที่เปนอิสระตอจํานวนตวัอยางตอตําแหนง) 
    คา Allelic richness ของประชากรอางทอง (Ar= 9.66±4.56) มีคาสูงโดยไมแตกตางจากประชากร

สุพรรณบุรี (Ar= 6.92±2.98) (P>0.05) แตมีคาสูงกวาประชากรนครปฐม (Ar= 4.67±1.50) และนครสวรรค 
(Ar= 5.17±1.80) อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ สวนประชากรสุพรรณบุรี มีคา Ar ไมแตกตางจากทั้งสอง
ประชากรดังกลาวโดยมีคาเฉลี่ยทุกประชากรเทากับ 9.35±2.61 (ตารางที่ 3) 
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5. คาเฮตเทอโรไซโกซิตี 
     คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกตุ (Ho) และคาคาดหมาย (He) ของประชากรปลาดุกยกัษทั้ง 4 
ประชากร (ตารางที่ 3) พบวาคาสังเกตเฮตเทอโรไซโกซิตีของทุกประชากรมีคาใกลเคียงกัน และไมแตกตาง
กันทางสถิติ โดยคาเฉลี่ย H0 จากทุกตําแหนงมีคาระหวาง 0.50 – 0.69 สวนคาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากการ
คาดหมายมีความแตกตางทางสถิติ โดยประชากรอางทอง สุพรรณบุรีและนครปฐมมคีา He สูงและไม
แตกตางกันทางสถิติ  He ของประชากรอางทองมีคาสูงกวา นครสวรรค (P<0.05) สวนประชากรสุพรรณบุรี 
นครปฐม และนครสวรรค มีคา He ไมแตกตางกันทางสถิติ 
 
ตารางที่ 3  จํานวนตวัอยางเฉลี่ยในแตละประชากร, คาเฉลี่ยจํานวนอลัลิลตอตําแหนง, คาเฉลี่ย Effective                                

number of alleles, คาเฉลี่ย Allelic richness, คาเฮตเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกต (Ho) และ คา
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. การทดสอบสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg Equilibrium) 
    ผลการทดสอบสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก (ภายหลังการปรับ null allele) (ตารางที่ 4) พบวา ความถี่       

จีโนไทพของทุกประชากรยกเวนนครสวรรค มีคาเบี่ยงเบนจากสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก โดยม ี

โฮโมไซโกตมากกวาคาที่ควรเปนตามทฤษฎีเมื่อดูจากคา FIS ซ่ึงมีคาเปนบวกจึงไดทดสอบการเกิด 
bottleneck ซ่ึงหมายถึงการลดลงของจํานวนพอแมพนัธุในชั่วอายใุดๆ ผลพบวามีเพียงประชากรจังหวัด
นครสวรรคประชากรเดยีว เทานั้นที่ไมเกิด bottleneck ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดสอบสมดุล 
ฮารดี-ไวนเบิรกขางตน  
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7. การทดสอบ Genotypic disequilibrium  
    จากการทดสอบ Genotypic disequilibrium พบวาประชากรจังหวัดอางทองและนครสวรรค มี 

จีโนไทพที่ตําแหนงหนึ่งเปนอิสระจากจีโนไทพที่ตําแหนงอื่นในไมโครแซทเทลไลททุกตําแหนงที่ทําการ
ทดสอบ พบวามีไมโครแซทเทลไลทบางตําแหนงภายในประชากรจังหวัดสุพรรณบุรี (พบ Genotypic 
disequilibrium 4 คูตําแหนง) และนครปฐม (พบ Genotypic disequilibrium 7 คูตําแหนง) ทีไ่มเปนอิสระตอ
กัน (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 4  การทดสอบ Hardy-Weinberg Equilibrium ของประชากรปลาดุกยักษทั้ง 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 
ทุกตําแหนง 

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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ตารางที่ 5  การทดสอบ Genotypic disequilibrium ของประชากรปลาดุกยักษทั้ง 4 ประชากร 
 

P-value ตําแหนง 
 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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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมระหวางประชากร 
  

1. คาสัมประสิทธิ์เอฟ (F- coefficient) 
     คาความแตกตางของอัลลิลระหวางประชากร (FST ) มีคาเฉลี่ยของทุกตําแหนงเทากับ 0.144 
±0.26 ซ่ึงมีคาแตกตางจาก 0 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ทดสอบดวยวธีิ Bootstrapping ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 99 %) คา FIS และ FIT มีคาเทากับ 0.139±0.162 (P>0.01)  และ 0.263±0.139 (P<0.01) 
 
 2. การทดสอบความแตกตางระหวางประชากร 
     เมื่อทดสอบความแตกตางระหวางประชากรทั้ง 6 คูประชากรพบวา ทุกคูประชากร มีความ
แตกตางทางพนัธุกรรมระหวางประชากรที่ไมโครแซทเทลไลทเกือบทุกตําแหนง (ตารางที่ 6)  
 
ตารางที่ 6  การทดสอบความแตกตางระหวางคูประชากรปลาดุกยักษทั้ง 4 ประชากร  
 

P- value ประชากร 
 Cga01 Cga02 Cga03 Cga06 Cga09 Cga10 ทุกตําแหนง 

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. คาระยะหางทางพันธุกรรม  
     คาระยะหางทางพันธุกรรมของปลาดุกยกัษทั้ง 4 ประชากร มีคาอยูระหวาง 0.0356 – 0.1445 
โดยประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรมนอยที่สุด คอื ประชากรจังหวัดอางทองกบัจังหวดั
สุพรรณบุรี ซ่ึงมีคาระยะหางทางพันธุกรรมเทากับ 0.0356 สวนประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรม
มากที่สุด คือ ประชากรจังหวัดอางทองกับจังหวดันครสวรรค ซ่ึงมีคาระยะหางทางพนัธุกรรมเทากบั 0. 
1445 (ตารางที่ 7)  
 

25 



 

 

 
28 

ตารางที่ 7  คาระยะหางทางพันธุกรรม ของปลาดุกยักษทั้ง 4 ประชากร  
 

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

 
 4. แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรมของประชากรปลาดุกยักษ 
     แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรมแบงประชากรทั้งสี่ประชากร ออกเปน 2 กลุม คือกลุม 
สุพรรณบุรี-อางทอง และกลุม นครปฐม-นครสวรรค โดยมีเปอรเซ็นตการทําซ้ําสูงถึง 100% ในทกุจุด
แยก (ภาพที่ 1) 

 
 
ภาพที่ 1  แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยวิธี UPGMA ของประชากรปลาดกุยักษ 

 [เปอรเซ็นตทีแ่สดง หมายถึง จํานวนรอยละของซ้ําที่จุดแยก (node) นี้จะปรากฏเหมอืนเดิมจาก    
 การสุม 1,000 คร้ัง] 
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ผลของการผสมขามระหวางสายพันธุปลาดุกยักษ 
 
 จากผลการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาดุกยกัษทั้ง 4 ประชากร จึงทําการ
คัดเลือกพอแมพันธุจากประชากรที่เปนตวัแทนของแตละกลุมประชากร ไดแกประชากรจังหวัดอางทอง 
และนครปฐม มาทําการผสมขามประชากร และนํามาศกึษาลักษณะที่สําคัญเปรียบเทยีบกับประชากรพอ
แม ไดผลดังตอไปนี ้

 
น้ําหนกัตัว ความยาวทั้งหมด และอัตรารอดของลูกปลาที่อายุ 5 สัปดาห จากการทดลองในถัง

ไฟเบอร ปลาทุกชุดทดลองมีความยาวและน้ําหนัก ไมแตกตางกันทางสถิติ โดยมีน้ําหนักเฉลี่ย 4.57-
4.78 กรัม และความยาวเฉลี่ย 6.25-6.55 ซม. อัตรารอดของปลาทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ โดยมี
คาเฉลี่ยระหวาง 60.2-66.8% (ตารางที่ 8) 

 
น้ําหนกัความยาวและอัตรารอดของลูกปลาที่อายุ 10 และ 14 สัปดาห จากการทดลองในกระชัง  

เมื่อปลามีอายุ 10 สัปดาห ปลาที่เกิดจากการผสมภายในประชากรอางทอง (AT x AT) นครปฐม (NP x 
NP) และปลาลูกผสมระหวางแมปลาอางทองกับพอปลานครปฐม (AT x NP) มีน้ําหนักเฉลี่ยไมแตกตาง
กัน (P>0.05) (ตารางที่ 9) แตมนี้ําหนกัสูงกวาลูกผสมสลับ (NP x AT) อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ อยางไร
ก็ตามปลาลูกผสม NP x AT มีความยาวต่ํากวา AT x AT เพียงชุดเดียว  

 
เมื่อปลามีอายุ 14 สัปดาห ปลาทดลองมีน้ําหนักเฉลี่ย ระหวาง 123.22-133.32 กรัม และความ

ยาวเฉลี่ย 24.85-25.66 เซนติเมตร ทั้งน้ําหนกัและความยาวไมแตกตางกนัระหวางปลาแตละกลุม อัตรา
รอดของปลาทดลองไมแตกตางทางทางสถิติ (ตารางที่ 9) 
 
ตารางที่ 8  คาเฉลี่ยน้ําหนกั ความยาว และอัตรารอด ของลูกปลาดุกยกัษทั้ง 4 กลุมที่อายุ 5 สัปดาหจาก    
                  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  คาเฉลี่ยน้ําหนกั ความยาว และอัตรารอด ของลูกปลาดุกยกัษทั้ง 4 กลุมที่อายุ 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 

 
คา heterosis ของลูกผสม 

  
คา heterosis ของน้ําหนกัปลาลูกผสมที่อายุ 5 สัปดาห เทากับ 2.14 อายุ 10 สัปดาห เทากับ  

-22.31% และอายุ 14 สัปดาห เทากับ -2.00% คา heterosis ของความยาวปลาลูกผสมที่อายุ  
5 สัปดาห เทากับ -1.24% อายุ 10 สัปดาห เทากับ -5.12% และอายุ 14 สัปดาห เทากับ -1.21% 
 คา heterosis ของอัตรารอดปลาลูกผสมที่อายุ 5 สัปดาห เทากับ -7.2 14% และที่อายุ  
10 สัปดาห เทากับ 5.67% 
 

การตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อโรค 
  
1.  การศึกษา Antibody titre โดยวิธี Agglutination  
 

ผลการศึกษาคา Antibody titre ของปลาทดลอง หลังการฉีดวัคซีนครั้งแรก(first vaccination) 
ปลาทดลองแตละกลุมมีการตอบสนองโดยแสดงคา Antibody titre ไปในทิศทางที่แตกตางกัน (ภาพที่ 
2) อยางไรก็ตามระดับของ Antibody titre มีความแตกตางทางสถิติในสัปดาหที่ 2 ของการกระตุนดวย
วัคซีนครั้งแรกเทานั้นโดยพบวากลุมAT x AT มีคา Antibody titre สูงที่สุดโดยมีคาเทากับ 597.33 ± 
349.76 หลังการจากการกระตุนดวยวัคซีนซ้ําอีกครั้ง (Booster) พบวาปลาทุกกลุมมีการตอบสนองโดยมี
คา Antibody titre สูงขึ้นอยางชัดเจนในสัปดาหที่ 7 และ 8 จากนั้นคอยๆลดต่ําลงโดยมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติในสัปดาหที่ 10 เทานั้น ซ่ึงพบวากลุม AT x AT  และ NP x NP มีคา Antibody 
titre สูงกวาลูกผสมทั้ง 2 แบบ (AT x NP และ NP x AT) 
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 คา heterosis ของ Antibody titre ในสัปดาหที่ 2 และสัปดาหที่ 10 มีคาเทากับ -64.12% และ -
56.58% ตามลําดับ (ตารางที่ 10) 
 
ตารางที่ 10  คาเฉลี่ยAntibody titre และคาเปอรเซนต heterosis ของปลาลูกผสมภายในประชากรและ

ระหวางประชากรทั้ง 4 กลุมและกลุมควบคุม 
 
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 สัปดาหที่ 5 
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ภาพที่ 2  กราฟแสดงคาเฉลี่ย Antibody titre ของปลาลูกผสมภายในประชากรและระหวางประชากร 

 ทั้ง 4 กลุม และกลุมควบคุม 
 
2. การศึกษา Phagocytosis ของ peripheral blood leukocytes (PBLs) 

 
ปลาลูกผสม AT x NP มีคา เปอรเซ็นต Phagocytosis activity (PA=51.8 ± 3.6%) ซ่ึงสูงกวากลุม

ประชากรพอแม (AT x AT และ NP x NP) อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) สวนปลาลูกผสมสลับ 
NP x AT แมมคีา PA สูง (48.9 ± 2.3%) และไมแตกตางจาก ลูกผสม AT x NP แตกไ็มแตกตางจากกลุม 
AT x AT (PA=34.0 ± 8.8%) เชนเดยีวกัน แตมีคาสูงกวาประชากรพอแม NP x NP (P<0.05) ซ่ึงมีคา PA 
เทากับ 24.9 ± 3.1% สวนคา heterosis ของคา Phagocytic activity มีคาเทากับ 70.97% 
 เปอรเซ็นต Phagocytic index ของลูกผสมทั้ง 4 กลุม ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ โดยกลุม 
AT x AT  มีคาเทากับ 19.7 ± 11.9% กลุม NP x NP ลูกผสม NP x AT  และ AT x NP มีคาเทากับ 19.6 ± 
4.7%, 10.5 ± 3.7% และ 9.0 ± 0.4% ตามลําดับ (ตารางที่ 11 และ ภาพที ่3) คา heterosis Phagocytic 
index = -50.38% (ลักษณะการกลืนกินเชื้อโรคของ peripheral blood leukocytes (PBLs)ในแงของ 
Phagocytosis activity และ Phagocytic index แสดงในภาพผนวก ก 2) 
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ตารางที่ 11  คาเฉลี่ย เปอรเซนต Phagocytosis activity และ เปอรเซนต Phagocytic index ของลูกผสม
ทั้ง 4 กลุม 

 
กลุมลูกผสม %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 

 
 

 

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

%PA %PI

AT x NP
NP x AT
AT x AT
NP x NP

 
 
ภาพที่ 3  แผนภูมิแทงแสดงคาเฉลี่ย เปอรเซนต Phagocytosis activity และ เปอรเซนต  

 Phagocytic index ของลูกผสมทั้ง 4 กลุมเปรียบเทียบกนั 
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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) จะเหน็วาบริเวณชวง
รอยตอระหวางสวนปลายของ α1 กับ α2 domain และสวนของ α2 domain ทั้งหมด ซ่ึงเปนบริเวณที่ใช
ในการจับกับเชื้อโรคอยางจําเพาะเจาะจงมคีวามแปรผันสูงสุด (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 มีคาสูงในลูกผสมทั้งสองแบบ โดยมีคา 219 และ 215 ในลูกผสม AT x NP 
และ NP x AT ตามลําดับ ประชากรพอแมพันธุมีจํานวน polymorphic sites เทากับ 214 และ 167 ใน
ประชากร AT x AT และ NP x NP ตามลําดับ 
    

   คา Average gene diversity over loci และคา Mean no. of pairwise differences ของลูกผสมมี
คาคอนขางสูง โดย NP x AT มีคาสูงกวา NP x NP อยางมนีัยสําคัญทางสถิติแตมีคาไมแตกตางจาก AT 
x AT (P>0.05) สวน AT x NP มีคาไมแตกตางทางสถิติจากประชากรพอแมพันธุทั้ง 2 ประชากร (ตาราง
ที่ 12) 
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ตารางที่ 12  แสดงคา No. of haplotype, No. of polymorphic sites, Average gene diversity over  
                      loci และ Mean no. of pairwise differenses ของแตละประชากร  
 

กลุมลูกผสม 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 ของปลาดุกยักษทั้ง 20 haplotypes 
 

α1 

α1 

36 
25 

 36 
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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 (ตอ)  
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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 
      ***** ****  * ***  **   *   * **  *     *  *    * *************** *********** ** * ** 

 

ภาพที่ 4 (ตอ)  
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วิจารณผลการทดลอง 
 

คา FST ซ่ึงเปนคาที่แสดงระดบัความแตกตางของความถี่ของยีนระหวางประชากรยอย มีคาสูงและ
แตกตางจาก 0 แสดงวาประชากรปลาดุกยกัษที่ทําการศกึษาในครั้งนี้ มคีวามแตกตางทางพันธุกรรมจริง 
โดยคาเฉลี่ย FST เทากับ 0.1444 จัดเปนคาระดับปานกลาง (Wright, 1978) แผนผังความสัมพันธทาง
พันธุกรรมแบงประชากรออกเปน 2 กลุม โดยกลุมแรกไดแก จังหวัดอางทองและสุพรรณบุรี กลุมที่ 2 
ไดแกจังหวัดนครปฐมและนครสวรรค การที่ประชากรแบงออกเปน 2 กลุมที่มีพันธุกรรมตางกัน อาจมี
สาเหตุจากการที่ แตละกลุมมปีระชากรเริ่มตน (founder) ตางกัน หรืออาจเกิดจากประชากรเดียวกนัแตเกดิ
การขาดชวงทางพันธุกรรม (genetic drift) ประกอบกับในระยะตอมามกีารถายเทยนี (gene flow) ระหวาง
กันนอย (Falconer and Mackay, 1996; Allendorf and Luikart, 2007) แมจะไมมหีลักฐานอื่นๆยืนยนั แตมี
ความเปนไปไดมากวา สองกลุมประชากรนี้อาจมีบรรพบุรุษจากประชากรปลาดุกยกัษ 2 ประชากรที่มีถ่ิน
กําเนิดใน Central African Republic และ ประเทศอียิปต เชนที่ Li et al. (2000) ไดรายงานไว 
 

เมื่อพิจารณาถงึความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร พบวา ประชากรจังหวัดอางทอง
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงที่สุด ซ่ึงแสดงวาโรงเพาะฟกแหงนี้ ใชพอแมพนัธุจํานวน
คอนขางมาก สวนประชากรจังหวดันครปฐมมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต่ําที่สุด ในขณะทีพ่บวา
ประชากรนี้ไมอยูในสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก โดยมีโฮโมไซโกตสูงกวาที่ควรจะเปน และยังพบ genetic 
disequilibrium ซ่ึงแสดงวามีการนําพอแมพันธุจากแหลงอื่นเขามาผสม แตประชากรใหมที่นาํเขามานั้น
อาจมีจํานวนนอย หรือมีพันธกุรรมที่ไมแตกตางจากประชากรเดิมมากนัก ประกอบกบัอาจมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมต่ําดวย จึงไมมีผลในการเพิ่มความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร
จังหวดันครปฐม 
 

ในภาพรวมประชากรปลาดุกยักษ ในโรงเพาะฟกของไทย มีคาเฮตเทอโรไซโกซิตีในระดับปาน
กลางเมื่อเทียบกับคาเฉลี่ยในปลาน้ําจืดทั่วๆไป แตมีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงคอนขางต่ํา (คาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของปลาน้ําจืด: A=9.1; Ho=0.54; De Woody and Avise, 2000) เมื่อนําไป
เปรียบเทียบกบัความหลากหลายของปลาดุกอุย ที่ศกึษาดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเนื่องจากไมมี
ขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมโครแซทเทลไลทในปลาดุกยกัษเพื่อมาเปรียบเทียบ พบวา 
ปลาดุกยักษจากโรงเพาะฟกนี้มีความหลากหลายไมแตกตางจากปลาดกุอุยธรรมชาติ (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
แนวโนมจะมคีวามหลากหลายต่ํากวาปลาดุกยกัษเนื่องจากปลาดุกอุยอาศัยอยูตามหนองน้ําซึ่งสวนใหญมี
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ขนาดเล็กทําใหมีประชากรขนาดเล็ก ในขณะที่ปลาดกุยกัษอาศัยอยูในแมน้ํา จึงมีประชากรขนาดใหญกวา 
(Na-Nakorn et al., 2004)  
 

การที่มีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงต่ํา แสดงวาประชากรเหลานี้เคยผานปรากฏการณ bottleneck ใน
อดีต แตในระยะตอมาอาจมี effective population size เพิ่มขึ้น จึงทําใหคาเฮตเทอโรไซโกซิตีไมลดต่ําลง
มาก (Allendorf, 1986) โดยทั่วไปประชากรโรงเพาะฟกมกัมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ํากวา
ประชากรธรรมชาติ ทั้งนี้เนือ่งจากสาเหตหุลายประการ ไดแก การใชพอแมพันธุจาํนวนนอยในประชากร
เร่ิมตน มีผลใหจํานวนอัลลิลตอตําแหนงลดลง (Allendorf and Phelps, 1980) นอกจากนั้นเมื่อทําการผสม
โดยใชพอแมพันธุจํานวนนอยในชัว่อายุตอมา ก็จะทําใหเกิดการผสมเลือดชิด ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมก็ยิง่ต่ําลง จากการติดตามประวตัิการนําปลาดกุยักษมาเลี้ยงในประเทศไทยเชื่อไดวาพอแมพันธุ
ซ่ึงนํามาจากประเทศ ลาวคงมาจากพอแมพันธุไมกี่คู การที่พบวาความหลากหลายไมลดลงอาจเนื่องมาจาก
มีการนําปลาจากแหลงอื่นๆ เขามาผสม ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Li et al. (2000) ซ่ึงศึกษาไมโต
คอนเดรียล ดีเอ็นเอและพบวาปลาดุกยักษในประเทศไทย นาจะมาจากปลาอยางนอย 2 แหลง นอกจากนั้น
เกษตรกรคงจะมีการจดัการพอแมพันธุที่ดรีะดับหนึ่ง เชนอาจใชพอแมพันธุจํานวนมาก ทําใหสามารถ
รักษาความหลากหลายไวไดระดับหนึ่ง เชนเดียวกับทีพ่บในปลากัดในจังหวัดนครปฐม (Meejui et al., 
2005) 
 

ปลาดุกจากโรงเพาะฟกตางๆมีพันธุกรรมแตกตางกัน นบัเปนสิ่งที่ดี เพราะนักปรับปรุงพันธุจะ
สามารถนํามาใชเพื่อเพิ่มความหลากหลายภายในประชากร โดยการผสมขามประชากร (Falconer and 
Mackay, 1996) การที่ปลาบางประชากร (อางทอง) มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง 
โดยเฉพาะการมีจํานวนอัลลิลตอตําแหนงสูงจะเปนประโยชนในการปรับตัวกับสภาพแวดลอม 
(Allendorf, 1986)  
 

จากผลการทดสอบฮารดี-ไวนเบิรกพบวาประชากรที่ออกนอกสมดุลมีคา FIS บางตําแหนงเปนลบ 
และบางตําแหนงมีคาเปนบวก แตเมื่อพจิารณาจากคาเฉลี่ย FIS รวมทุกตาํแหนงแลวใหผลเปนคาบวกแสดง
ใหเห็นถึง homozygote excess ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจากการผสมเลือดชิด ซ่ึงผลทดสอบการเกิด bottleneck 
พบการเกิด bottleneck ในประชากรจังหวดัสุพรรณบุรี นครปฐม และนครสวรรค การลดลงของจํานวน
พอแมพันธุอันเนื่องจากปรากฏการณ bottleneck นี้ อาจนาํไปสูการผสมเลือดชิดไดในที่สุด อยางไรก็ตาม
การพบ Genotypic disequilibrium ในประชากรสุพรรณบุรี และนครปฐม ซ่ึงมี homozygote excess แสดง
ใหเห็นวา ตัวอยางนี้ประกอบดวยปลามากกวาหนึ่งประชากรรวมอยูในตวัอยางจากโรงเพาะฟกหนึง่ๆ 
(Wahlund effect) (Allendorf and Luikart, 2007)  
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ผลการศึกษาครั้งนี้สามารถนํามาใชพิจารณาคัดเลือกประชากร 2 ประชากรเพื่อเปนพอแมพันธุ
สําหรับทําการผสมขาม คือ ประชากรจังหวัดอางทอง และประชากรจงัหวัดนครปฐม ซ่ึงเปนประชากรที่มี
ความแตกตางทางพันธุกรรมอยางชัดเจน นอกจากนั้นประชากรจังหวดัอางทองยังมคีวามหลากหลายทาง
พันธุกรรมภายในประชากรคอนขางสูง   
  
 การผสมขามระหวางปลา 2 ประชากรที่มพีันธุกรรมแตกตางกัน คาดวาจะทําใหลูกผสมมีลักษณะ
ดีขึ้นกวาเดิมดวยผลของ heterosis (Falconer and Mackay,1996) จากการศึกษานี้ พบ การเกิด heterosis ใน
ลักษณะ Phagocytic activity แตลูกผสมมีลักษณะการเจรญิเติบโต อัตรารอด การตอบสนองทางภมูิคุมกัน
แบบจําเพาะ (Antibody titre) และ Phagocytic index ไมแตกตางจากพอแม ซ่ึงในการศึกษาในปลาชนิดอื่น 
ๆ ก็ใหผลคลายคลึง เชนมีรายงานในปลา Rainbow trout วาการผสมขามระหวางสายพันธุ ไมทําใหปลา
ลูกผสมเจริญเติบโตดีขึ้น (Horstgen-Schwark et al., 1986) ซ่ึงไดผลเชนเดียวกับการศึกษาในปลาดกุอุย 
(อุทัยรัตน, 2543) นอกจากนีม้ีรายงานการศึกษาในปลา Chinook salmon (Bryden et al., 2004) ที่ผสมขาม
สายพันธุระหวางสายพันธุจากแหลงธรรมชาติกับสายพนัธุจากโรงเพาะฟกโดยศึกษาลักษณะ 5 ลักษณะ 
ไดแก อัตรารอด การเจริญเติบโตในน้ําเคม็ การทนเค็ม การตอบสนองตอความเครียดและการฟนตัว 
พบวาลักษณะตาง ๆ ในลูกผสมไมมีความแตกตางทางสถิติกับคาที่ไดจากสายพนัธุพอแม และคา heterosis 
ของแตละลักษณะมีคาต่ํา จากการศึกษาของ Shigano and Taniguchi (2002) พบวา การเกิด heterosis ของ
ลักษณะที่เกีย่วของกับ fitness โดยศึกษาความสัมพันธระหวางการทนทานตอความเคม็กับระดับความ
แตกตางทางพนัธุกรรมของสายพันธุพอแม (วัดจากเครือ่งหมายพนัธุกรรมที่เปน neutral marker) โดย
พบวาคูประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรม สูงกวา 0.1 จะใหลูกผสมแสดงผล heterosis สูงทุกคู สวน
คูประชากรที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรม ต่ํากวา 0.1 จะใหคา heterosis สูงบางต่ําบางคละกันไป สําหรับ
ประชากรพอแมพันธุที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ มีคาระยะหางทางพันธุกรรม เทากับ 0.0827 ซ่ึงอาจจะ
แตกตางกันไมมากพอ 
 

จากการศึกษานี้ พบวาลูกผสมมีลักษณะความสามารถในการกลืนกินเชื้อโรคของเม็ดเลือดขาว 
(Phagocytic activity) สูงกวาสายพันธุพอแม ซ่ึงแสดงวามีความตานทานตอเชื้อโรคทั่วไปไดดี สําหรับ
ความตานทานเฉพาะตอเชื้อ Aeromonas hydrophila แมจะพบวามีคา Antibody titre ต่ํากวาพอแมใน
สัปดาหที่ 2 และ 10 แตพบวาในสัปดาหที่ 7 และ 8 ซ่ึงเปนชวงที่ Antibody titre ขึ้นสูงสุดนั้น ลูกผสมและ
ประชากรพอแมมีคาไมแตกตางกัน แสดงวามีความตานทานตอ เชื้อนี้ไมแตกตางกัน อนึ่งคา Antibody 
titre จากการศึกษาครั้งนี้มีคาสูงกวาที่เคยมีรายงานในปลาชนิดอ่ืนๆหลายชนิด เชน ปลาดุกอุย ปลาดุก
ลูกผสมบิ๊กอุย และปลาชอน (นิลุบล, 2534; บุญกวาง และนนทวิทย, 2536; จิตตเกษม และคณะ, 2536) 
เปนตน ซ่ึงศึกษาโดยใชเชื้อ A. hydrophila เชนเดียวกัน 
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 คาความหลากหลายของ MHC class I ของลูกผสมทั้งสองแบบมีคาสูง กวาคาเฉลี่ยของประชากร
พอแมเล็กนอย โดยทางทฤษฎีการที่มีความหลากหลายของ MHC class I สูง นาจะทําใหปลามี
ความสามารถในการแยกแยะเชื้อโรคไวรสั และส่ิงแปลกปลอมไดดีกวา จึงนาจะตานทานโรคไดดีกวา 
เปนที่นาสังเกตุวาความหลากหลายของ MHC class I ของประชากรพอแมมีคาสอดคลองกับระดับความ
หลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร  
 

ผลการผสมขามครั้งนี้ แมจะไมไดลูกผสมที่เจริญเติบโต และอัตรารอดดีกวาพอแม แตนาจะมี
ความตานทานตอโรคทั่ว ๆ ไปดีขึ้น  
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สรุปผล 

 
สรุป 

 
  1.  ประชากรปลาดุกยักษในประเทศไทยมีความแตกตางทางพันธุกรรม โดยสามารถแบงออกเปน
กลุมอยางนอย 2 กลุม 

 
2.  ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรปลาดุกยกัษในประเทศไทย มีคาปานกลาง 

และ พบการเกดิ bottleneck ในประชากรสวนใหญ 
 
3.  การผสมขามระหวางประชากรจังหวัดอางทอง กับ ประชากรจังหวดันครปฐม ไดลูกผสมที่มี

แนวโนมตานทานโรคไดดีขึน้ แตมีการเจรญิเติบโตและอตัรารอดไมแตกตางจากพอแม ลูกผสมที่ไดมี
ความหลากหลายของ MHC class I สูงกวาเฉลี่ยของพอแม 
 

ขอเสนอแนะ 
 

1.  ประชากรที่นํามาศึกษาสวนใหญมีความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยเฉพาะจาํนวนอัลลิลตอ
ตําแหนงคอนขางต่ํา ซ่ึงอาจทําใหไมสามารถปรับตัวตอส่ิงแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไดดีนัก ดังนัน้   จึงควร
เพิ่มความหลากหลายของอัลลิล โดยอาจนําปลาจากแหลงที่มีพันธุกรรมตางกันมาผสม สวนประชากร
อางทองมีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูงอยูแลวจึงควรจดัการไปในทิศทางที่จะรักษาระดับ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมนี้ไว เชน การใชพอแมพันธุจํานวนมาก หลีกเลี่ยงการผสมภายในเครือ
ญาติ เปนตน  
 

2.  แมวาลักษณะสวนใหญของลูกผสมขามสายพันธุไมมีความแตกตางจากสายพนัธุพอแม (อัตรา
การเจริญเติบโต, อัตรารอด, Antibody titre และ Phagocytic index) แตพบวาม ีPhagocytic activity ดีกวา
พอแม ดังนัน้ลูกผสมขาม จึงมีศักยภาพที่จะนําไปใชประโยชนในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําตอไป อยางไรก็
ตามหากจะนําไปใชเปนพอพันธุในการผลิตลูกผสมบิ๊กอุย จําเปนจะตองทดลองผสมและศึกษาลักษณะ
ของลูกผสมกอน ทั้งนี้เพราะผลของการผสมขามไมสามารถคาดการณไดจากลักษณะของพอแม  
 

3.  ควรจะมกีารศึกษาลักษณะที่เกีย่วของกบั fitness เพิ่มเติมเมื่อปลาเจริญพันธุแลว เชน ความ
สมบูรณของน้ําเชื้อ ความดกของไข เปนตน 
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ภาคผนวก ก 

ภาพตัวอยางจากการทดลอง 
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ภาพผนวกที่ ก1  จีโนไทพของไมโครแซทเทลไลทในปลาดุกยกัษทั้ง 6 ตําแหนง 
 
 

← 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)ในแงของ    

           Phagocytosis activity (ภาพบน) และ Phagocytic index (ภาพลาง) 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี ตารางผนวก และลําดับนิวคลีโอไทดของ 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 
 ฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 20 นาที และเก็บสารละลายที่ 
อุณหภูมิหอง 
 
2. เอธิเดียมโบรไมด 0.5 μg/ml 
 เอธิเดียมโบรไมด  250   μg 
 dH2O    500   ml 
 เก็บในขวดสีน้ําตาล 
 
วิธีการ 
 1. ประกอบถาดหลอเจลเขากบัซี่หวี (comb) เพื่อใหเจลที่แข็งตัวมีชอง (wells) ซ่ึงใชสําหรับหยอด
ตัวอยางดีเอ็นเอ 
 2. ชั่งอะกาโรส (USB, Spain) 0.6 g ใสลงในฟลาสก  และเติมบัฟเฟอร 1X TBE ปริมาตร 40 ml 
จะไดอะกาโรสความเขมขน 1.5% 
 3. ละลายอะกาโรสโดยนําเขาไมโครเวฟนานประมาณ 1 นาที เมื่อเดือดใหนําออกมาเขยาใหเขากัน 
แลวนําเขาไมโครเวฟอีกครั้ง ทําซ้ําดังกลาวอีก 2-3 คร้ัง จนกระทั่งอะกาโรสละลายจนเปนสารละลายใส 
 4. ปลอยสารละลายเจลทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนอุน นําไปเทลงบนถาดหลอเจลโดยระวังไมใหมี
ฟองอากาศเกดิขึ้น ทิ้งไวจนกระทั้งเจลแขง็ตัวและเยน็ 
 5. ดึงซี่หวี่ออกจากเจล คอย ๆ ดึงแผนเจลขึ้น นําไปวางใน eletrophoresis chamber โดยหนัดาน
ชองหยอดตวัอยางไปทางขัว้ลบ 
 6. เติมบัฟเฟอร 1 X TBE เตมิลง eletrophoresis chamber จนทวมผิวหนาเจลขึ้นมาประมาณ 2 mm 
 7. ผสม loading dye  กับตัวอยางดีเอ็นเอ หรือดีเอ็นเอมาตรฐาน อัตราสวน 2.0: 10 μl บนแผน
พาราฟน ผสมใหเขากนัโดยใชไมโครปเปตดูดตวัอยางขึน้ลง 3 – 4 คร้ัง แลวนําไปหยอดลงในชองหยอด
ตัวอยาง 
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 8. ปดฝา eletrophoresis chamber  ตอข้ัวไฟฟา แลวเปดสวิตซปลอยกระแสไฟฟาความตางศักย 
100V โดยใหกระแสไฟฟาไหลจากขั้วลบไปหาขั้วบวกตามความยาวของแผนเจล 
 9. สังเกตสีของ loading dye เมื่อสีเคลื่อนที่ไปจนถึงดานปลายของแผนเจลใหหยุดปลอย
กระแสไฟฟา 
 10. นําแผนเจลออกไปยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดนาน 15 นาที แลวลางดวยน้ําเปลานาน  
15 นาที (ระวังไมใหเอธิเดียมโบรไมดโดนรางกาย) 
 11. นําแผนเจลมาสองดูแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายรูปแถบ 
ดีเอ็นเอที่เกิดขึน้โดยใช Gel document (Gene Genius) 
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Denaturing polyacrylamide gel eletrophoresis สําหรับการหาขนาดไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ 

 
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. ทําความสะอาดแผนกระจกและ chamber โดยเชด็ทําความสะอาดกระจกดานในดวย 

เอทานอล 95% จํานวน 3 คร้ัง ดวยกระดาษ Kimwiped ® จนกระทั่งกระจกแหง จากนั้นเช็ดดวยglass bond 
เพื่อชวยใหเจลติดแผนกระจก และเชด็กระจกดวยเอทานอล 95% อีกครั้งหนึ่ง จากนัน้เช็ดทําความสะอาด 
chamber ดวยเอทานอล 95% 1 คร้ัง และเชด็ดวยน้ํายาเชด็กระจก (clear view)  
1 คร้ัง เพื่อปองกันไมใหเจลติด chamber 
 2. ประกอบแผนกระจกเขากบัตัวยดึ (clamp) โดยค่ันดวย spacer ซ่ึงทําใหเกิดชองวางระหวางแผน
กระจกและ chamber 
 3. เทสารละลายเจลลงในแผนกระจกที่เตรยีมไว โดยระวงัไมใหเกดิฟองอากาศเกิดขึน้ แลวสอด 
Shark’s tooth plate ทางดานเรียบลงในสารละลายที่อยูระหวางกระจกใหมีความลึกประมาณ 0.5 mm 
 4. ทิ้งเจลไวทีอุ่ณหภูมิหองเพื่อใหเกิด polymerization ไมนอยกวา 2 ชั่วโมง 
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การแยกขนาดแถบดีเอ็นเอ 
 

1. ดึงซี่หวี่ออก และประกอบกระจกเขากับเครื่อง แลวสอด Shark’s tooth plate ดานปลายแหลม
เขาไปดานบนของเจลใหปลายของแหลมของซี่หวี่แตะทีผิ่วเรียบของเจลพอดี 

2. ผานกระแสไฟฟา 100 W ในเจล นานประมาณ 15 – 20 นาที 
3. ทําใหผลผลิตพีซีอารเสียสภาพโดยใหความรอนที่ 95 oC นาน 3 นาที และแชบนน้ําแข็งทันท ี
4. ทําความสะอาดชองหยอดตัวอยาง 1 X TBE กอนหยอดตัวอยาง จากนั้นหยอดตวัอยางดีเอ็นเอ

ปริมาตร 3.5 μl ลงในชองหยอดตัวอยาง 
5. ผานกระแสไฟฟา 60 W ในเจล นานประมาณ 1 – 2 ชั่วโมง 
6. ตรวจสอบผลการแยกแถบดีเอ็นเอดวย silver staining ตอไป 
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การยอมเจลดวยวิธี 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. นําแผนกระจกวางลงในถาดสําหรับทําการยอม โดยใหดานหนาเจลหงายขึ้น 
2. ตรึงชิ้นดีเอน็เอบนแผนเจลดวย 10% glacial acetic acid นาน 20 นาที โดยเขยาถาดยอม

ตลอดเวลา 
 3. ลางดวยน้ําเปลา 3 คร้ัง นานครั้งละ 2 นาที โดยเขยาถาดยอมตลอดเวลา 
 4. ยอมเจลดวย staining solution ปริมาตร 1 ลิตร นาน 30 นาที โดยเขยาถาดยอมตลอดเวลา 
 5. ลางดวยน้ําเปลา  1  คร้ัง  โดยใหน้ําผานเจลแลวเททิ้งทันที  โดยข้ันตอนนี้ไมควรทําเกิน 10 
วินาท ี
 6. ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยแชแผนกระจกใน  developing solution ที่เย็นจดั ปริมาตร  
1 ลิตร เขยาจนเห็นแถบดีเอ็นเอ 
 7. จากนั้นหยดุปฏิกิริยาดวย stop solution (10% glacial acetic acid ที่ใชในขอ 2.) นาน  
2 – 3 นาที 
 8. ลางดวยน้ําเปลาอีก 2  คร้ัง นานครั้งละ 2 นาที โดยเขยาถาดยอมเจลตลอดเวลา 
 9. ผ่ึงกระจกใหแหงกอนนํากระจกไปอานผล    
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Competent  Cells  
 
สารเคม ี
1. 1M CaCl2 (1,000 ml) 
 CaCl2   110.99    g 
 dH2O   up to 1,000       ml  
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน ปรับปริมาตรใหได 1,000 ml นําไปกรอง และฆาเชื้อดวย
การ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง   
 
4. LB (1,000 ml) 
 LB broth  25 g 
 dH2O   1,000   ml 
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน และฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 
20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง   
 
6. E.coli JM109 
ดูดเชื้อ 30 μl ใน LB 3 ml 
นําไปบมในตู shaker ที่ 250 rpm 37oC เปนเวลา 16 ชม. 
Dilute เชื้อในอัตราสวน 1: 100  
บมในตู shaker ที่ 250 rpm 37oC เปนเวลา 2.5 ชม. 
นําไปวดัคาการดูดกลืนแสง (OD.) ใหไดคาประมาณ 0.4 – 0.6 
 
วิธีการเตรียม competent cell 
 

1. นําเชื้อ E.Coli ที่เล้ียงจากขอ 6. ใสในหลอด eppendrof ขนาด 1.5 ml   
2. นําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 10 นาที 
3. นําไปปนที่ 3,000 rpm 4 oC เปนเวลา 5 นาที 
4. เทอาหารในหลอดทิ้ง 
5. เติม 100mM CaCl2 625 μl แลวผสมใหเขากันโดยใชไมโครปเปตต นําไปแชในน้ําแข็ง  

เปนเวลา 30 นาที 
6. นําไปปนที่ 3,000 rpm 4 oC เปนเวลา 5 นาที  
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7. เทสวนใสทิง้ 
8. เติม 100mM CaCl2 ที่มี 15% glycerol อยูดวยลงไป 375 μl 
9. ผสมใหเขากันโดยใชไมโครปเปตต แลวนําไปเก็บไวที่ -80 oC จนกระทั่งใช (สามารถเก็บไว

ใชไดประมาณ 1 เดือน) 
 
Transformation 
 
สารเคม ี
1. LB (1,000 ml)  
LB broth  25 g 
 dH2O   1,000   ml 
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน  และฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 
20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง   
 
2. LB agar (1,000 ml) 
 LB   1,000 ml 
 Agar        15 g 
 ละลายสารละลายใหเปนเนือ้เดียวกัน และฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 OC เปนเวลา 
20 นาที และเก็บสารละลายที่อุณหภูมิหอง 
 
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 
 ละลายใหเปนเนื้อเดียวกนั 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 มาละลายดวยการแชน้ําแข็งประมาณ 15 นาที แลวแบงใสหลอด 
eppendrof หลอดละ 50 μl (อยูบนน้ําแข็งตลอดเวลา)  

2. ใส ligation reaction ที่เตรียมไวลงไปในหลอด competent cell จากขอ 1 แลวแชทิ้งไวในน้ําแข็ง
เปนเวลา 20 นาที 

3. นําไป heat shock ที่ 42oC เปนเวลา 40 วนิาที จากนั้นรีบจุมในน้ําแข็ง ทิ้งไว 2 นาที 
4. เติมอาหาร LB 250 μl และพันหลอดดวยฟาราฟน   
5. นําไปบมไวใน water bath ที่ 37oC เปนเวลา 90 นาที โดยเขยาอยูตลอดเวลา 
6. นําอาหาร LB agar + Amp ไปบมที่ 37oC กอนนํามาใช 
7. ผสม X – gal กับ IPTG ในอัตราสวน 1: 1 หยดลงตรงกลาง plate (LA + AMP) นําไป spread 

plate รอจน plate แหง 
8. นําเชื้อที่บมไปปนที่ 5,000 rpm ที่ 4oC เปนเวลา 3 นาที  
9. ใชไมโครปเปตตดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออกโดยใหเหลือเพยีง 100 μl แลว resuspension ใหเขากนั 
10. ดูด resuspension ของเชื้อหยดลงบนเพลทที่มี LB agar + Amp ที่เตรียมไว ใชแทงแกวspread 

จนแหง โดยตองทําแบบ aceptic 
 11. นําไปบมไวในตูอบ ที่ 37 oC เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
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การสกัดพลาสมิดดวยวิธี alkaline lysis 
 
สารเคมี 
1. Solution I (GTE) 
 1M glucose 
  Glucose     18 g 
  dH2O    100 ml 
  ละลายใหเปนเนื้อเดียวกนั  เก็บไวที่อุณหภมูิหอง 
 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 ใสหลอด 1.5 ml ประมาณ 1 – 1.5 ml นําไปปนเหวี่ยงท1ี3,000 rpm เปน
เวลา 1 นาท ี 

2. เทสวนใสทิง้ เติมเชื้ออีกประมาณ 0.5 – 1 ml นําไปปนเหวีย่งท1ี3,000 rpm เปนเวลา 1 นาที 
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 3. เทอาหารแลวดูดอาหารที่เหลือออกจนหมด 
 4. เติม Solution I 200 μl นําไป vortex เพื่อใหเซลลละลายจนหมด 
 5. เติม RNase A 3 μl และนําไป vortex แชในน้ําแข็ง 5 นาที 
 6. เติม Solution II 400 μl แลวกลับหลอดไปมาเบา ๆ แชในน้ําแข็ง 5 นาที 
 7. เติม Solution III 200 μl แลวกลับหลอดไปมาเบา ๆ แชในน้ําแข็ง 15 นาที  
 8. นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4oC เปนเวลา 15 นาที       
 9. ดูดสวนใสใสหลอด 1.5 ml 200 μl 3 คร้ัง 
 10. เติม chloroform 500 μl นาํไป vortex ไมใหติดกนหลอด 
 11. นําไปปนเหวีย่งที่ 10,000 rpm เปนเวลา 2 นาที  
 12. ดูดสวนใสดานบน 600 μl ใสหลอดใหมแลวเติม isopropanol 360 μl เขยาใหเขากนั 
 13. นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที หลังจากนัน้นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4oCเปน
เวลา นาท ี   
 14. ดูดสวนใสใสหลอดใหมแลวเติม 70% ethanol 1 ml ผสมใหเขากัน 
 15. นําไปปนเหวีย่งที่ 10,000 rpm เปนเวลา 2 นาที ดูดสารละลาย ethanol ออก 
 16. นําไป dry vacumm หลังจากนั้นเติมน้ํา 30 μl เคาะใหตะกอนละลายสลับกับการนําไปspin 
down   
 17. นําไปตรวจสอบผลดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
 18. หลังจากได clone ที่ตองการแลว นํา clone นั้นมาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Eco RIโดยมี
สวนผสมดังนี ้
 
  H2O  7 μl   
  10 X buffer 1 μl 
  Eco RI  Enzyme 1 μl 
  Plasmid  1 μl 
  Total  10 μl 
 
 19. นําไปบมที่ 37oC เปนเวลา 1 ชม. 
 20. นําไปตรวจสอบผลดวยเทคนิค agarose gel electrophoresisโดยใช plasmid uncut เปนตัว 
control โดยมสีวนผสมดังนี ้
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dH2O  7 μl  
  Dye  2 μl 
  Plasmid  1 μl 
  Total  10 μl 
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ตารางผนวกที่ 1  แสดงความถี่อัลลิลของไมโครแซเทลไลท 6 ตําแหนง ในประชากรปลาดุกยักษ 4  
ประชากร 

 
ตําแหนง 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 จํานวนตัวอยาง 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ)  
 

ตําแหนง 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 จํานวนตัวอยาง 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

ตําแหนง 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 จํานวนตัวอยาง 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

ตําแหนง 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 จํานวนตัวอยาง 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

ตําแหนง 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 จํานวนตัวอยาง 
 
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 (วิทยาศาสตรท่ัวไป) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน นิสิต 
สถานที่ทํางานปจจุบัน หองปฏิบตัิการพันธุศาสตรสัตวน้ํา ภาควชิาเพาะเลี้ยง

สัตวน้ํา คณะประมง มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ทุนสนับสนุนคุณภาพงานวจัิยระดับบัณฑิตศึกษา 
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