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บทคัดยอ  
การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ สําหรับใชศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาทองถิ่น 4 ชนิด ไดแก ปลานํ้าหมึก (Barilius pulchellus) 
ปลาเลียหิน (Garra cambodgiensis) ปลาพลวงหิน (Neolissochilus stracheyi) และปลาม่ัม
(Scaphiodonichthys acanthopterus) ผลการศึกษาสามารถพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท
ไดคูไพรเมอร 7, 4, 4 และ 7 คูในปลาแตละชนิด ตามลําดับ การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ใช 3 คู ไพรเมอรน้ีสําหรับปลาแตละชนิด ระดับความหลากหลายจากจํานวนแอลลีลตอตําแหนง        
คาเฮตเทอโรไซโกซิตีสังเกต (Ho) และคาเฮตเทอโรไซโกซิตีคาดหวัง (He) ในปลานํ้าหมึกพบ 3 - 5     
แอลลีล คา Ho = 0.111 - 0.800 และคา He = 0.106 - 0.701 ปลาเลียหินพบ 4 - 7 แอลลีล มีคา    
Ho = 0.750 - 0.867 และคา He = 0.715 - 0.827 ปลาพลวงหินพบ 3 แอลลีล มีคา Ho = 0.489 - 
0.600 และคา He = 0.423 - 0.560 และปลาม่ัมพบ 3 - 13 แอลลีล มีคา Ho = 0.523 - 0.622 และคา 
He = 0.565 - 0.893 ระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมที่พบในปลาทั้ง 4 ชนิดน้ี ใกลเคียงกับปลา
ชนิดอ่ืนในกลุมเดียวกันและมีความสอดคลองกับการแพรกระจายของปลาแตละชนิด เครื่องหมาย      
ไมโครแซทเทลไลท   ที่พัฒนาไดในการศึกษาน้ีเปนประโยชนในการนําไปใชศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม โครงสรางของประชากร การอนุรักษและการใชประโยชนของปลาทองถิ่นเหลาน้ี ขอมูล
พื้นฐานน้ียัง มีประโยชน สําหรับการสงเสริมการเพาะเ ล้ียงและการจัดการปลาทองถิ่นอยางมี
ประสิทธิภาพ 
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Abstract 
Microsatellite loci were developed for 4 local fishes, Barilius pulchellus, Garra 

cambodgiensis, Neolissochilus stracheyi and Scaphiodonichthys acanthopterus. A total 
of 7, 4, 4 and 7 primer loci for these species, respectively, were developed. Three loci 
were used to study genetic diversity in each species (observed heterozygosity = H0, and 
expected heterozygosity = He). We found that B. pulchellus showed the number of 
alleles per locus of 3-5 alleles, Ho = 0.111 - 0.800 and He = 0.106 - 0.701; 4 - 7 alleles, 
Ho = 0.750 - 0.867 and He = 0.715 - 0.827 in G. cambodgiensis; 3 alleles, Ho = 0.489 - 
0.600 and He = 0.423 - 0.560 in N. stracheyi; 3 - 13 alleles, Ho = 0.523 - 0.622 and He = 
0.565 - 0.893 in S. acanthopterus. Levels of genetic diversity of these 4 species were 
similar to those species of the same group and were related to the geographic 
distribution of each species. The microsatellite markers developed in this study will be 
useful to study genetic diversity, population structure, conservation and utilization of 
these local fishes. This basic information could be useful for promoting aquaculture 
and effective management of local fishes. 
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บทนํา   

บริเวณอําเภอบอเกลือ จังหวัดนาน ซ่ึงเปนพื้นที่ตนนํ้าของแมนํ้านานมีความหลากหลายของ
ชนิดปลาสูงถึง 43 ชนิด เม่ือเทียบกับที่พบในแมนํ้านานตอนบนจํานวนทั้งส้ิน 108 ชนิด (อมรชัย, 2551) 
ปลาทองถิ่นบางชนิดมีความสําคัญและมีศักยภาพที่จะนํามาเพาะพันธุเพื่อเพาะเล้ียงสรางอาชีพใหกับ
ชุมชน ไดแก (1) ปลานํ้าหมึก (Barilius pulchellus) จัดเปนปลาที่มีขนาดเล็กและมีสีสันสวยงาม
โด ย เฉพาะปลาเพศ ผู ที่ ส าม ารถพัฒนา เพ าะ เ ล้ี ย ง เ ป นปลาสวย งาม ได  (2) ปล า เ ลี ยหิ น                 
(Garra cambodgiensis) เปนปลาขนาดเล็กสามารถกินไดทั้งตัว ซ่ึงชุมชนมีวัฒนธรรมการกินปลาชนิด
น้ี โดยเฉพาะในฤดูวางไข เน่ืองจากปลามีความมันมากกวาปกติทําใหรสชาติของเน้ือปลาอรอยจนไดชื่อ
วา “ปลามัน” ราคาปลามีไขสูงถึงกิโลกรัมละ 500 บาท นอกจากน้ีปลาเลียหินยังสามารถใชเปนดัชนี
บงชี้ถึงคุณภาพของแหลงนํ้า (3) ปลาพลวงหิน (Neolissochilus stracheyi) ไดรับการสงเสริมใหมีการ
เพาะเล้ียงเพื่อเปนแหลงโปรตีนและสรางรายไดใหกับชุมชนพื้นที่สูงในจังหวัดนาน และ (4) ปลาม่ัม 
(Scaphiodonichthys acanthopterus) ใชเปนดัชนีบงบอกคุณภาพนํ้าไดเน่ืองจากพบเฉพาะในแหลง
นํ้าที่มีคุณภาพด ี(อมรชยั และเชาวลีย, 2552) 

การเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอมในปจจุบันสงผลกระทบตอแหลงอาศัยของส่ิงมีชีวิตและ     
ภูมิปญญาทองถิ่นของไทย (วิสุทธ์ิ, 2555) ปลาทองถิ่นเปนหน่ึงในทรัพยากรชีวภาพ ทําใหนักวิชาการ
หลายภาคสวนไดตระหนักถึงการอนุรักษปลาทองถิ่น โดยพยายามเพาะพันธุและปลอยลงสูแหลงนํ้าเพื่อ
เพิ่มจํานวนประชากรในธรรมชาติ โดยไมเปนการทําลายความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาใน
ธรรมชาต ิดังน้ันขอมูลพื้นฐานในระดับพันธุกรรมของปลาทองถิ่นจึงเปนส่ิงจําเปนในเบื้องตนสําหรับการ
อนุรักษและใชประโยชนของปลาทองถิ่นดังกลาว เครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลทไดรับความ
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นิยมใชในการศึกษาพันธุศาสตรระดับประชากรเน่ืองจากมีความแปรผันสูงและสามารถใชศึกษา
ประชากรที่มีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยไดผลดี คณะนักวิจัยจึงไดศึกษาพัฒนาเครื่องหมาย
พันธุกรรมไมโครแซทเทลไลทของปลาทองถิ่นทั้ง 4 ชนิด ดังกลาวเพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปใช
ประโยชนตอไป 

วิธีดําเนินการวิจัย  
 1.  รวบรวมตัวอยางปลาทองถิ่นทั้ง 4 ชนิด (ภาพที่ 1) จากแหลงนํ้าธรรมชาติในพื้นที่และจาก
ตลาดปลาพื้นเมือง อําเภอบอเกลือ จังหวัดนาน ในเดือน ตุลาคม พ.ศ. 2555 (ตารางที่ 1) และรวบรวม
ครีบหางปลาชนิดละ 45 ตัวอยาง เก็บรักษาในแอลกอฮอลรอยละ 95  
 2.   พัฒนาเครื่องหมายและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม  
  2.1  พัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางครีบโดยวิธี 
Salt extraction (Aljanabi & Martinez, 1997)  ตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Rsal แลวเชื่อม
ดวย adapter 21 - mer oligonucleotide 3’ ATC AGG TGC GCA TTC GTT CTC 5’ และ 25 – mer 
oligonucleotide 5’ TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A 3’ ตรวจผลดวยโดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส
หรือพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction) กระบวนการพซีีอาร นําดีเอ็นเอจับกับโอลิโกนิวคลีโอไทด 
6 ชนิด (CA)15 (CT)15 (GA)15 (GT)13 (AAT)14 และ (GATA)9 ตรวจผลการจับกับโอลิโกนิวคลีโอไทดโดย
พีซีอาร กอนเชื่อมตอกับดีเอ็นเอพาหะ pTG19 - T และ transformation เขาสูแบคทีเรีย E. coli  คัดเลือก
โคโลนีโดยใช X - gal นําโคโลนีสีขาวมาเพิ่มปริมาณแลวจึงสกัดพลาสมิด และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดนํามาหาไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอโดยใชโปรแกรม Websat  
 

 
 
                                                     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 ปลาทองถิ่น 4 ชนิด: (ก) ปลานํ้าหมึก (Barilius pulchellus) (ข) ปลาเลียหิน  
 (Garra cambodgiensis) (ค) ปลาพลวงหิน (Neolissochilus stracheyi)  (ง) ปลาม่ัม   

(Scaphiodonichthys acanthopterus)  
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ตารางที่ 1 ปลาทองถิ่นทั้ง 4 ชนิดและบริเวณที่รวบรวมตัวอยาง 

หมายเหตุ  *  จัดจําแนกชนิดปลาตามรายงานของ อมรชัย (2551)   
               ** การรวบรวมตัวอยางปลาบางชนิดไมไดเก็บขอมูลพิกัดจุดรวบรวมตัวอยาง 
                 
 2.2  ทดสอบความหลากรูปแบบ (Polymorphic) และศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ในปลาแตละชนิด โดยตรวจลายพิมพดีเอ็นเอจากไมโครแซทเทลไลทไพรเมอรที่พัฒนาได 3 ตําแหนงตอ
ชนิด สกัดดีเอ็นเอจากครีบโดยวิธี Salt extraction วัดปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีส
ผานอะกาโรสเจลรอยละ 1  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดย
องคประกอบของปฏิกิริยาพีซีอารในสารละลายพีซีอาร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ 1 
ไมโครลิตร (ความเขมขน 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 1X บัฟเฟอร นิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTP) 
0.2 มิลลิโมล แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 1.5  มิลลิโมล ไพรเมอร Forward และ Reverse อยางละ 
0.2 ไมโครโมล และ Taq Polymerase 0.12 ไมโครลิตร (Vivantis; 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) ทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที และอุณหภูมิที่ไพรเมอรมาเกาะกับสายดีเอ็นเอตั้งตน (annealing temperature; Ta) 52 - 59 
องศาเซลเซียส (ตารางที ่3) นาน 1 นาที 30 วินาที  ตามดวยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
ทั้งหมดจํานวน 29 รอบ และสุดทายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที โดยเครื่อง Thermal 
cycle (BioRad, MJ Mini Cycler, Italy)  ตรวจสอบดีเอ็นเอผาน 6%  denaturing polyacrylamide 
gel ดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิสแนวตั้ง (SCIE-PLAS SEQ3341, United Kingdom) ยอมดีเอ็นเอดวย
เทคนิค Silver Staining (Promega, USA) อานขนาดแอลลีล (Base Pair, bp) โดยเทียบมาตรฐานของ
ลําดับเบส pGEM - 3Zf (+) Vector (Promega, USA)  
 2.3  วิเคราะหขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรจากจํานวนแอลลีล    
ตอตําแหนง (number of alleles per locus) และคาเฮตเทอโรไซโกซิตี (heterozygosity) โปรแกรม 
GenAlEx version 6.1 (Peakall & Smouse, 2006) ทดสอบสมดุลฮารดี - ไวนเบิรก โดยการประเมิน
คา exact p - value ดวยวิธี markov chain (Guo & Thompson, 1992) โดยโปรแกรม GENEPOP 
version 4 (Rousset, 2008) และปรับระดับความนาจะเปน (p - value) สําหรับการทดสอบ multiple 
tests ดวยวิธี Bonferroni correction (Rice, 1989) และหาคาสัมประสิทธ์ิเอฟ (F - coefficients) โดย
โปรแกรม FSTAT version 2.9.3 (Goudet, 2001)  
 

ชนิด* ชื่อยอ บริเวณรวบรวมตัวอยาง พิกัด** 
ปลาน้ําหมึก  
(Barilius pulchellus Smith, 1931) 

Bp หวยก๊ัวะ  
(ลําหวยสาขาของน้าํมาง) 

N  19o 06’ 47.6” 
E  101o 09’ 03.7” 

ปลาเลียหิน  
(Garra cambodgiensis Tirant, 1884) 

Gc น้ําวา N  19o 00’ 10.3” 
E  101o 12’50.3” 

ปลาพลวงหิน  
(Neolissochilus stracheyi Day, 1871) 

Soro น้ําวา - 

ปลามั่ม  
(Scaphiodonichthys acanthopterus Fowler, 1934) 

Sa ตลาดปลาพ้ืนเมือง - 

15



 

 
 

Rajabhat J. Sci. Humanit. Soc. Sci. 15(2): 12-22, 2014 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
การพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลทสําหรับปลานํ้าหมึก ปลาเลียหิน        

ปลาพลวงหิน และปลาม่ัม จาก positive clone จํานวน 16 - 23 โคลน ไดไพรเมอรที่มีรูปแบบ
เหมาะสมสําหรับศึกษาความหลากหลายในปลานํ้าหมึกและปลาม่ัม 7 คู ปลาเลียหินและปลาพลวงหิน 
4 คู (ตารางที่ 2 และ 3) ไพรเมอรที่ไดมีจํานวนนอยกวาจํานวน positive clone เน่ืองจากการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของ positive clone พบทั้งที่มีและไมมีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ นอกจากน้ันไม
สามารถออกแบบไพรเมอรไดในทุกบริเวณที่พบไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ เน่ืองจากลําดับของ          
ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเออยูติดกับปลายของสายดีเอ็นเอพาหะมากเกินไปและบางโคลนมีลําดับเบส
แกนของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอที่มีจํานวนชุดซ้ําสูงทําใหมีลําดับเบสขนาบขางไมเพียงพอในการ
ออกแบบไพรเมอร (ศรีจรรยา, 2550) และการศึกษาน้ีมีไพรเมอรบางคูที่ไมสามารถเพิ่มปริมาณ         
ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอารได ซ่ึงอาจเกิดจากสภาวะพีซีอารอาจยังไมเหมาะสมยังตอง
มีการศึกษาเพิ่มเติม  
 
ตารางที่ 2  จํานวน positive clone ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ ไพรเมอรที่ออกแบบ และจํานวน

ไพรเมอร ที่มีความหลากรูปแบบสําหรับการนําไปศึกษาความหลากหลายในปลาแตละชนิด 

ชนิดปลา 
positive 
clone 

ตําแหนงไมโครแซทเทลไลท 
ไพรเมอรที่
ออกแบบ 

ไพรเมอรที่มีความ
หลากรูปแบบ 

ปลาน้ําหมึก 23 21 11 7 
ปลาเลียหิน 16 16 5 4 
ปลาพลวงหิน 23 19 12 4 
ปลามั่ม 19 22 17 7 

  
 จากการพัฒนาไพรเมอรได 4 - 7 ตําแหนง เลือกไพรเมอรที่มีผลผลิตพีซีอารของไมโครแซทเทล
ไลทดีเอ็นเอขนาด 100 - 250 คูเบส และมีรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอที่ชัดเจนในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม 3 ตําแหนงตอชนิด โดยใชดัชนีความหลากหลายทางพันธุกรรมจากจํานวนแอล
ลีลตอตําแหนง คาเฮตเทอโรไซโกซิตีสังเกต (observed heterozygosity: Ho) คาเฮตเทอโรไซโกซิตี
คาดหวัง (expected heterozygosity: He) โดยที่ปลานํ้าหมึกมีจํานวนแอลลีล 3 - 5 แอลลีล           
คา Ho = 0.111 - 0.800 และคา He = 0.106 - 0.701 ปลาเลียหินมีจํานวนแอลลีล 4 - 7 แอลลีล      
คา Ho = 0.750 - 0.867 และคา He = 0.715-0.827 ปลาพลวงหินมีจํานวนแอลลีล 3 แอลลีล          
คา Ho = 0.489 - 0.600 และคา He = 0.423 - 0.560 และปลาม่ัมมีจํานวนแอลลีล 3 - 13 แอลลีล       
คา Ho = 0.523 - 0.622 และคา He = 0.565 - 0.893 และพบวาไพรเมอร Sa167 และ Sa188 ไมอยู
ในสมดุลฮารดี - ไวนเบิรก โดยที่ตําแหนง Sa167 เบี่ยงเบนไปในทางที่มีโฮโมไซโกตมากกวาที่คาดหมาย 
(Fis มีคาเปน  บวก) ในขณะที่ Sa188 มีเฮตเทอโรไซโกตมากกวาที่คาดหมาย (Fis มีคาเปนลบ) (ตารางที่ 
4) ทั้งน้ีอาจเกิดจากการรวบรวมตัวอยางปลาชนิดน้ีที่ไดจัดซ้ือมาจากตลาดปลาพื้นเมืองซ่ึงปลามาจาก
หลายแหลงนํ้าและอาจมีความแตกตางทางพันธุกรรมสงผลใหเบี่ยงเบนออกจากสมดุล นอกจากน้ันการ
ใชไพรเมอรสําหรับไมโครแซทเทลไลทที่มีลําดับเบสซ้ําชนิดไดนิวคลีโอทอาจมีปญหาการเกิดแถบดีเอ็นเอ
เปนป นยาวหรือลักษณะแบบขั้นบันไดที่เรียกวา stutter band ซ่ึงเกิดจากกระบวนการเขาคู ผิด         
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ตําแหนงของลําดับเบสของไพรเมอรในขณะที่มีการจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอในกระบวนการพีซีอาร     
(Litt & Luty, 1989) หรือ เกิดจากการแยกเปนเสนเดี่ยวไมสมบูรณของผลผลิตพีซีอารกอนนําไปแยก
ดวยอะคริลาไมดเจลทําใหการวิเคราะหขนาด และจํานวนแอลลีลผิดพลาด (O’Reilly & Wrigth, 1995)  
ในขณะที่การพัฒนา ไมโครแซทเทลไลทไพรเมอรสําหรับปลาในวงศปลาตะเพียน (Cyprinidae) เชน 
ปลา G. orientalis ไพรเมอร 14 คู จํานวน 23 ตัวอยาง พบ 8 - 25 แอลลีล (Su et al., 2013) และ
ปลา P. prochilus ไพรเมอร 15 คู จํานวน 30 ตัว พบ 2 - 17 แอลลีล (Shi et al., 2009) จากขอมูล
แสดงถึงความหลากหลายของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่พัฒนาไดในการศึกษาน้ี แมวาในปลาบาง
ชนิดเครื่องหมายบางตําแหนงจะตรวจพบแอลลีลไดไมหลากหลายอาจเปนผลมาจากความหลากหลาย
ภายในประชากร เน่ืองจากระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมจะมีความแตกตางกันตามจํานวน
ประชากร ชีววิทยาของปลา และบริบทของพื้นที่ (Castric et al., 2001; Abbas et al., 2010)  
 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาทั้ง 4 ชนิด มีความแตกตางกันซ่ึงอาจเกิดจากหลาย
ปจจัยอยาง เชน สภาพภูมิประเทศที่อาจจะมีผลในการขัดขวางการแพรกระจาย ทําใหลดโอกาสการ
แลกเปล่ียนพันธุกรรมระหวางประชากร (Castric et al., 2001; Abbas et al., 2010) นอกจากน้ันการ
แพรกระจายที่แตกตางกันของปลาแตละชนิดเปนอีกหน่ึงปจจัย (Barson et al., 2009; Frankham      
et al., 2009) ดังที่พบในการศึกษาน้ี ระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงในปลาที่ มีการ
แพรกระจายกวาง คือ ปลาม่ัม และปลาเลียหิน แอลลีลตอตําแหนงเฉล่ีย 6.33 และ 5 แอลลีล ตามลําดับ 
ปลาทั้ง 2 ชนิดน้ีพบไดทั่วไปในแหลงนํ้าไหลของระบบแมนํ้านานตอนบน (อมรชัย, 2551) นอกจากน้ัน
ปลาเลียหินมีพฤติกรรมการอพยพเพื่อการผสมพันธุวางไขในฤดูนํ้าหลากโดยปลาพอแมพันธุจะถูกนํ้าพัด
มารวมกันในบริเวณที่เหมาะสมตอการวางไขซ่ึงเปนบริเวณนาขาวหรือลําหวย ซ่ึงการมาอยูรวมกันและ
ผสมพันธุของพอแมพันธุจํานวนมากอาจจะสงผลดีตอระดับความหลากหลายทางพันธุกรรม ปลานํ้าหมึก
มีจํานวนแอลลีลตอตําแหนงเฉล่ีย 4.33 แอลลีล ปลาชนิดน้ีพบไดในลําหวยขนาดเล็กบนพื้นที่สูงและการ
แพรกระจายไมกวาง อยางไรก็ตามความหลากหลายต่ําสุดพบไดในปลาพลวงหิน จํานวนแอลลีลตอ
ตําแหนงเฉล่ีย 3 แอลลีล เพราะเปนปลาที่มีความจําเพาะถิ่นพบเฉพาะในลํานํ้าบางแหงเทาน้ัน (อมรชัย, 
2551) ประกอบกับปลาพลวงหินไดรับความนิยมบริโภคและสงออกเปนปลาสวยงามจึงทําใหมีจํานวน
ลดลงอยางรวดเร็ว 
 ระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาทองถิ่นในการศึกษาน้ีใกลเคียงกับการศึกษาอ่ืน 
เชน กลุมปลาขนาดเล็ก (minnow) คือ ปลาเลียหินและปลานํ้าหมึกเทียบกับปลา Gobiocypris rarus 
ซ่ึงเปนปลาขนาดเล็กถิ่นเดียว (endemic) ที่พบไดในลํานํ้า Liusha จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
11 ตําแหนง พบวาปลามีแอลลีลตอตําแหนงเฉล่ีย = 5.00 - 5.36 คา Ho = 0.42 - 0.52 และคา He = 0.56 - 0.62 
ซ่ึงเปนผลมาจากการเปนปลาถิ่นเดียว นอกจากน้ันการเปล่ียนแปลงสภาพแหลงที่อยูและการปนเปอน
ของสารเคมีในแหลงนํ้าทําใหจํานวนปลาลดลงอยางมาก (He & Wang, 2010) ระดับพันธุกรรมต่ําของ
ปลานํ้าหมึกและปลาเลียหินอาจจะสะทอนถึงการไดรับผลกระทบจากปจจัยส่ิงแวดลอมของปลา
เชนเดียวกับ G. rarus 
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ตารางที ่3 ลําดับนิวคลีโอไทดไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร ลําดับเบสแกน annealing temperature   
(Ta)

๐C ขนาดแอลลีล (คูเบส: base pair) ของปลาทองถิ่น 4 ชนิด  

ชนิด ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอร (5’ --> 3’) 
ลําดับเบส

แกน 
Ta (

๐
C) 

ขนาดแอลลีล 
(bp) 

ปลานํ้าหมกึ Bp161 F : TGG AGT AAG TGA GAG GCT GTT G 
R : GTT GCT GCT TAT TTT CCC TGT C 

(TG)14 52 164 - 171 

 Bp309 F : CTC ATC AAA ACA CCA TGC ACT T 
R : CGC GTG GAC TAA CAT AAG CAT 

(TG)6 58 311 - 316 

 Bp192 F : GCG TGG ACT AAC GCA CAC A 
R : GAT TCA AAG ACA TCC GCA ACT C 

(TG)10 52 178 - 194 

 Bp342 F : GCG TGG ACT AAC ACA CCA AAA T 
R : GGA CTA ACA TGC CTC CAT CAT C 

(CA)20 59 342 

 Bp153 F : GCA ATG TGA CCT CCT TTG ATT T 
R : ACT AAC ACC TGC GCT GCA TT 

(CA)11 52 148 - 156 

 Bp149 F : CGC GTG GAC TAA CTA CAG AGA A 
R : CTG TTC CCA AAT CAC ACA GCT A 

(AGAC)7 58 150 - 171 

 Bp242 F : CTA ACA CAC GGA CAC AGA CAC A 
R : ATT ACC CCA TCA AAT CAA GTC G 

(ACAG)8 59 241 - 245 

ปลาเลียหิน Gc203 F : GTTCTCCAGGTGTGGATTTCTC 
R : AACATACACTCACAGTTTGGCCT 

(CA)7 54 201 - 210 

 Gc187 F : GTGGACTACCTGCTGAGAAACC 
R : GCGTGGACTAACTTTGCTTTTAG 

(AC)12 54 179 - 186 

 Gc289 F : AGA CGC GAA AGT TCT GTA GCA 
R : ACG TAG ACA TCC TTT GTG TGT TTC 

(TTAAC)2 58 290 - 294 

 Gc209 F : GCG TGG ACT AAC AGA GAG TGA G 
R : CTA ACC ACT GCC ATG AGA GAG A 

(GACA)7 54 151 - 156 

ปลาพลวงหิน Soro224 F : TTT TCT GTC TTT CTT TCT CCC G 
R : ACA AGG TAA TGG ATG AAC GGA C 

(ATTTC)5 58 230 - 233 

 Soro1 F : AGA CTA ACG CTT TGC TTT GTG A 
R : GAC TAA CAC GCG AGG AAG AGT 

(TCTTC)4 52 128 - 153 

 Soro200 F : GCG TGG ACT AAC CGT GAA C 
R : ACT ACA ACA CCG GCA GTT CTT A 

(GA)19 59 217 - 224 

 Soro396 F : GTG TTG ATA TTG GCC TTG ATT G 
R : TGC GTG TGA ATG TGA GTG 

(CA)5 59 352 - 356 

ปลามัม่ Sa167 F : GCATTGTCTTCTTTCCTCTTCTTC 
R : GCGTGGACTAACCATTTACTCA 

(AGAC)7 54 165 - 179 

 Sa209 F : CGTGGACTAACCAACTGTGCT 
R : GCGTGGACTAACACAAACAAGA 

(TG)13 54 210 - 212 

 Sa258 F : TCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTG 
R : AGATTTAGGAGGATGGGTGCTT 

(AC)9(TTTCT
C)2(TC)5 

54 260 - 265 

 Sa197 F : TGCACATTTCTCCTCTAGCTCA 
R : CAGTGGCCTCCTGTAAGTGTCT 

(CA)17 54 194 - 201 
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ตารางที ่3 (ตอ)  

ชนิด ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอร (5’ --> 3’) 
ลําดับเบส

แกน 
Ta (

๐
C) 

ขนาดแอลลีล 
(bp) 

 Sa319 F : AACACTTGGATGGGTTAAATGC 
R : AAACTGCTGTGGTTGTATGTCTG 

(CA)6 54 320 - 322 

 Sa146 F : TTGTGAACAGAGGAGGTGAAGA 
R : ACAGAGCAGAGGGAGAGTGTG 

(AC)6(AC)7 52 146 

 Sa188 F : AAAGTGTTTGATGGTGTTTCCC 
R : TGGCATTTCACTGGTTTTAGTG 

(GT)10(TG)6 52 190 - 193 

 
ตารางที่ 4  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาทองถิ่น 4 ชนิด จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 

จํานวน 3 ตําแหนง จํานวนตัวอยาง (N), ดัชนีแสดงความหลากหลาย ไดแก จํานวนแอลลีล
ตอตําแหนง (A), observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), 
Fixation Index (Fis) และคา exact p-value (P)  

 

 ปลานํ้าหมกึ ปลาเลียหิน ปลาพลวงหิน ปลามัม่ 

 

Bp 

149 

Bp 

153 

Bp 

161 

Gc 

203 

Gc 

187 

Gc 

209 

Soro  

1 

Soro 

224 

Soro 

200 

Sa 

197 

Sa 

167 

Sa 

188 

N 45 45 44 45 45 28 45 45 45 45 44 45 

A 5 3 5 7 4 4 3 3 3 3 13 3 

Ho 0.800 0.111 0.682 0.756 0.867 0.750 0.489 0.533 0.600 0.600 0.523 0.622 

He 0.691 0.106 0.701 0.827 0.715 0.728 0.511 0.423 0.560 0.665 0.893 0.565 

Fis -0.157 -0.044 0.027 0.086 -0.212 -0.031 0.043 -0.262 -0.072 0.098 0.415 -0.101 

P 0.0325 1.0000 0.5119 0.0877 0.4276 0.7915 0.3089 0.1514 0.0278 0.7225 0.0000* 0.0018* 

* มีความแตกตางทางสถติิ เมื่อทดสอบสมดุลฮารด-ีไวนเบิรก p ≤ 0.005  

 
ระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาพลวงหินในการศึกษาน้ีใกลเคียงกับการศึกษา

ของ เชาวลีย และคณะ (2555) จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 3 ตําแหนง ปลาพลวงหินในพื้นที่
อําเภอบอเกลือ มีจํานวนแอลลีลตอตําแหนงเฉล่ีย 2.33 คาเฉล่ีย Ho = 0.50 และ He = 0.41 และ
อําเภอแมจริม มีแอลลีลตอตําแหนงเฉล่ีย 2.67 คาเฉล่ีย Ho = 0.56 และ He = 0.53 ระดับความ
หลากหลายที่คอนขางต่ําของปลาชนิดน้ีอาจเน่ืองมาจากปลามีแหลงที่อยูที่คอนขางจําเพาะจึงไมมีการ
แลกเปล่ียนยีนกับแหลงอ่ืน อีกทั้งประชากรมีจํานวนลดลงอยางมากทําใหเพิ่มโอกาสการสูญเสียความ
หลากหลายทางพันธุกรรมอยางรวดเร็ว  

สําหรับปลาม่ัมมีความหลากหลายของพันธุกรรมมากกวาปลาชนิดอ่ืนๆ โดยเครื่องหมาย            
2 ตําแหนง ไมอยูในสมดุลฮารดี - ไวนเบิรก อาจเกิดจากตัวอยางปลาที่ไดมาจากหลายแหลงนํ้า เม่ือ
เทียบกับปลากลุม Cyprinidae ปลาม่ัมมีระดับพันธุกรรมที่ใกลเคียงกับปลาชนิดอ่ืน เชน ปลา 
Elopichthys bambusa ในแมนํ้า Yangtze ประเทศจีน จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท           
9 ตําแหนง พบวามีจํานวนแอลลีลตอตําแหนงเฉล่ีย 4.80 และคา Ho = 0.15 - 1.00 (Abbas et al., 
2010) และปลา Cirrhinus mrigala จํานวน 7 ประชากร ใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 7 ตําแหนง มี
คา Ho = 0.38 - 0.41 และ He = 0.38 - 0.40 (Chauhan et al., 2007)   
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ความหลากหลายทางพันธุกรรมในปลาทองถิ่นทั้ง 4 ชนิด ในแมนํ้านานคอนขางใกลเคียงกับ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมในปลานํ้าจืดในการศึกษาอ่ืนๆ และระดับพันธุกรรมมีความสอดคลองกับ
การแพรกระจายของปลา ทั้งน้ีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาในระบบนิเวศแหลงนํ้า
ไหลมีปจจัยอ่ืนที่เก่ียวของ เชน สภาพภูมิประเทศที่ขัดขวางการแพรกระจาย หรือ การไหลหลากของนํ้า
ที่มีผลในการเพิ่มระดับการแพรกระจายของปลา (Barson et al., 2009; Frankham et al., 2009) 
ความตองการพื้นที่เพื่อการวางไขหรือแหลงหาอาหาร (So et al., 2006) การดําเนินงานอนุรักษปลา
ทองถิ่นในปจจุบันที่มุงเนนไปที่การกําหนดเขตพื้นที่อนุรักษอาจมีประสิทธิภาพไมเพียงพอ เชน Jang et al. 
(2003) พบวาปลาอาศัยอยูในบริเวณเขตอนุรักษเพียงบางชวงชีวิตแสดงถึงเขตพื้นที่อนุรักษที่ยังไม
ครอบคลุมพื้นที่ที่แทจริงของปลา ดังน้ันการวางแผนอนุรักษจําเปนตองมีขอมูลชีววิทยาและองคความรู
หลายดานเพื่อประสิทธิภาพในการดําเนินงาน (Smith & Jones, 2007; Nithirojpakdee et al., 2012) 
การศึกษาน้ีไดแสดงขอมูลที่สะทอนใหทราบถึงสถานการณทางพันธุกรรมของประชากรปลาทองถิ่น เพื่อ
เปนประโยชนตอการอนุรักษแหลงพันธุกรรมและการเพาะพันธุเพื่อฟนฟูประชากรธรรมชาติรวมถึงสราง
ประชากรโรงเพาะฟกสงเสริมการเพาะเล้ียงเพื่อชุมชนตอไป 
 

สรุปผลการวิจัย   
 1. การพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลทสําหรับศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในปลาทองถิ่น 4 ชนิด ไดไพรเมอรจํานวน 4 - 7 คู ที่มีความหลากรูปแบบสําหรับการนําไป
ศึกษาความหลากหลายในปลาแตละชนิด 
 2. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาแตละชนิดมีความแตกตางกันออกไป อาจเปนผล
มาจากจํานวนประชากร การแพรกระจายและปจจัยส่ิงแวดลอม  
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