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บทคัดยอ

 การพัฒนาเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชในการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae 
จํานวน 7 ชนิด ดําเนินการโดยการวิเคราะหเครื่องหมายพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD 
และ ISSR ในตัวอยางปลาทั้งหมด 7 ชนิด ไดแก ปลากดเหลือง (Hemibagrus nemurus: HN), 
ปลากดคัง (H. wyckioides: HW), ปลาแขยงขางลาย (M. vittatus: MV), ปลามังกง (อีกง) 
(M. gulio: MG), ปลาแขยงธง (M. bocourti: MB), ปลาแขยงหิน (Pseudomystus siamensis: 
PS) และปลากดพมา (Mystus leucophasis: ML) ผลการศึกษาจากการทดสอบขั้นตนดวยไพรเมอร 
RAPD จํานวน 7 ไพรเมอร คัดเลือกไพรเมอรซึ่งสามารถแยกชนิดของปลาที่นํามาศึกษาออกจากกันได
อยางชัดเจนและใหผลที่อานงาย สามารถนํามาใชในการจําแนกชนิดไดจํานวน 6 ไพรเมอร ไดแก 
OPA-04, OPA-07, OPA-10, OPA-19, OPB-08 และ OPC-02 
 สวนการศึกษาดวยเทคนิค ISSR เมื่อทดสอบขั้นตนดวยไพรเมอร ISSR จํานวน 7 ไพรเมอร 
พบวา ไพรเมอร ISSR ทั้งหมดยังไมสามารถแยกชนิดของปลาที่นํามาศึกษาออกจากกันไดอยางชัดเจน
เพราะแถบดีเอ็นเอท่ีไดไมคมชัด โดยไพรเมอรท่ีสามารถจําแนกชนิดปลาไดน้ัน สามารถใชเปนเคร่ืองมือชวย
ในการจําแนกชนิดของปลาทั้ง 7 ชนิด 
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Abstract

Molecular technique for DNA fingerprinting study in Family Bagridae was 
developed using RAPD and ISSR DNA marker. Seven species consist of  
Hemibagrus nemurus: HN, H. wyckioides: HW, M. vittatus: MV, M. gulio: 
MG, M. bocourti: MB, Pseudomystus siamensis: PS and Mystus leucophasis: ML. 
The total of 7 RPAD and 7 ISSR primers developed from Family Bagridae were 
screened. Of 6 primers which namely OPA-04, OPA-07, OPA-10, OPA-19, OPB-08 
and OPC-02 were exhibited useful extinction patterns for identifying the studied 
species and of 7 total ISSR primers were smear patterns which did not distinguish 
other species. The 6 RAPD primers could be alternative taxonomic tool for identify 
this family.   
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บทนํา

 ปลาในวงศ Bagridae เปนปลาพื้นเมือง
ของประเทศไทยอีกวงศหนึ่งที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ เน่ืองจากเน้ือมีรสชาติดีและเปนท่ีตองการ
ของผูบริโภค ปลาในวงศนี้ที่สามารถเพาะพันธุได
และนิยมนํามาเพาะเลี้ยง คือ ปลากดเหลือง 
และปลากดคัง นอกจากนี้ยังพบวาปลาในวงศนี้
มีการนํามาเลี้ยงเปนปลาสวยงาม เนื่องจาก
มีลวดลายสวยงาม สีสันมันวาว และมีรูปรางแปลก 
เชน ปลาแขยงขางลาย ปลาแขยงธง และ
ปลาแขยงหิน ซ่ึงปลาในวงศน้ีพบแพรกระจายท่ัวไป
ตามแหลงนํ้าธรรมชาติในประเทศไทย 
 Burgess (1989) รายงานวา พบปลาสกุล 
Mystus ทั่วโลกมากกวา 37 ชนิด สําหรับ
ในประเทศไทยจากการสํารวจครั้งแรกโดย Smith 
(1945) รายงานพบ 9 ชนิด ตอมา (Suvatti, 1981) 
รายงานพบ 11 ชนิด และ (สุภาพ และคณะ, 2530) 
รายงานพบ 13 ชนิด จากการสํารวจพันธุปลาระยะ
หลังพบปลาชนิดใหมเพิ่มขึ้น ซึ่งจากการศึกษา
จากเอกสารอาจสรุปชนิดปลาสกุล Mystus ที่พบ

ในประเทศไทยทั้งหมด 16 ชนิด (ทัศพล, 2537; 
Talwar and Jhingran, 1991; Tianpei, 1991; 
Robert, 1994) แตจากการศึกษาทางอนุกรมวิธาน
ของปลาสกุลนี้และสกุลใกลเคียงในระยะตอมา
พบวามีความสับสนทางอนุกรมวิธานคอนขางมาก
เนื่องจากลักษณะที่ใชในการจัดจําแนกมีนอยและ
ไมเดนชัดจึงเกิดความผิดพลาดของการจัดจําแนก 
(ศาสวัต, 2539) ซึ่งลักษณะที่ใชในการจําแนกนี้
มักขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมทําใหตรวจสอบผล
ผิดพลาดได บางครั้งจึงตองใชผูที่มีความชํานาญ
เปนพิเศษ แตอยางไรก็ตามการตรวจสอบลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยายังมีความจําเปนตองทําเปน
อันดับแรกแลวจึงใชวิธีอ่ืนประกอบเพ่ือใหไดขอมูล
ที่แมนยําและสมบูรณมากยิ่งขึ้น
 ปจจุบันเทคนิคทางชีวโมเลกุลตรวจสอบ
ในระดับดีเอ็นเอ สามารถวิเคราะหตัวอยางที่ถูก
เก็บไวเปนเวลานาน และสามารถตรวจสอบ
ดีเอ็นเอไดจากเนื้อเยื่อใดๆ ระยะการเจริญเติบโต 
หรือสภาพทางสรีรวิทยาใดก็ได โดยไมข้ึนกับสภาพ
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แวดลอม จึงมีการนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาชวย
ในการระบุความจําเพาะของประชากรในแตละพ้ืนท่ี 
การจําแนกชนิดของสัตวนํ้า ลักษณะสีเนื้อ
(Araneda et al., 2005) และการเจริญเติบโต 
(He et al., 2009) เปนตน (Kumla et al., 2012) 
ทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ปลากดเหลืองในประเทศไทยดวยเทคนิค RAPD 
และ ISSR พบวา ไพรเมอร OPA-10 ใหแถบ
ดีเอ็นเอขนาด 400 bp ที่จําเพาะกับปลากดเหลือง
และแถบดีเอ็นเอขนาด 1,000 bp ที่จําเพาะกับ
ประชากรของปลากดเหลืองในจังหวัดสงขลา 
นอกจากนี้ ยังพบวามีการพัฒนาการใชเทคนิค 
RAPD ในการจําแนกชนิดของปลาชนิดตางๆ 
อยางแพรหลาย ไดแก ปลา Spanish barbel  
(Callejas and Ochando, 1998), ปลาในสกุล 
Barbus (Cyprinidae) 8 ชนิด (Barbus bocagei 
(Steindachner), B. comizo (Steindachner), 
B. graellsii (Steindachner), B. guiraonis 
(Steindachner), B. sclateri G  nther, B. micro-
cephalus Almac a, B. haasi Mertens and 
B. meridionalis Risso) ในคาบสมุทร Iberian 
(Callejas and Ochando, 2001) และปลาในกลุม 
Mahseer 5 ชนิด (Tor putitora, T. tor, 
T. khudree, T. mosalmahanadicus และ 
Neolissochilus hexagonolepis) ในคาบสมุทร
อินเดีย (Mohindra et al., 2007) เปนตน 
ทําใหความรูสาขานี้ เจริญกาวหนาอยางรวดเร็ว 
สามารถนําไปใชในการจําแนกและการปรับปรุง
พันธุเพื่อประโยชนในอนาคตตอไป
 Welsh and McClelland, (1990), 
Williams et al., (1990) ไดพัฒนาเทคนิค RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNAs) 
จากเทคนิคพีซีอารแบบมาตรฐาน โดยใชไพรเมอร
สายสั้นๆ โดยทั่วไปมีขนาด 10 นิวคลีโอไทด
ซ่ึงมีลําดับเบสไมเฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด 
(arbitrary primer) และใชเพียง 1 ไพรเมอร

จับกับลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอตนแบบ ซ่ึงไพรเมอร
ท่ีใชอาจมีลําดับเบสสอดคลองกับลําดับเบสบนสาย
ดีเอ็นเอตนแบบไดหลายชวง การสังเคราะหทอน
ดีเอ็นเอจะเกิดขึ้นก็ตอเมื่อลําดับเบสที่เปนคูสมกับ
ไพรเมอรวางตัวบนสายดีเอ็นเอสายคูของดีเอ็นเอ
ตนแบบในทิศทางตรงกันขามกัน การสังเคราะห
ทอนดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD นั้น ไมจําเปน
ตองทราบลําดับดีเอ็นเอเปาหมายจึงเรียกวา random 
amplified และเนื่องจากกระบวนการดังกลาว
ใชไพรเมอรซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดอยางสุมเพื่อ
จับกับสายดีเอ็นเอ ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นอาจมี
จํานวนตั้งแต 0 ถึง 30 แถบตอตัวอยาง ซึ่งแถบ
ดีเอ็นเอเหลาน้ีมีความหลากหลายท้ังในเร่ืองการเกิด
หรือไมเกิดแถบ จํานวนแถบท่ีเกิดตลอดจนถึงขนาด
ของแถบ ในการทําปฏิกิริยา RAPD-PCR นั้น
จะใชไพรเมอรที่มีขนาดสั้นทําใหมี annealing 
temperatures ที่ตํ่า (36 - 40oC) จึงทําใหเกิด 
PCR product จํานวนมาก มีคุณสมบัติ
ในการทําซํ้าตํ่า
 ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) 
เปนเทคนิคปรับปรุงมาจากเทคนิค Micro-
satellite AFLP และ RAPD ปจจุบันนิยมกันอยาง
กวางขวาง โดยอาศัยเทคนิคพีซีอารเพิ่มจํานวน
ดีเอ็นเอท่ีบริเวณระหวาง Microsatellite 2 ตําแหนง 
ใชลําดับ Microsatellite เปนไพรเมอร (SSR 
primer) โดยสวนใหญจะมีความยาวประมาณ 
16 - 25 นิวคลีโอไทด ซึ่งจะเปนแบบ unan-
chored ก็ได หรือจะเปนไพรเมอรที่ถูกเติมดวย 
1 - 4 นิวคลีโอไทด ไดแก 3’ anchored หรือ
เปน 5’ anchored ถาเติมนิวคลีโอไทดที่ปลาย
5’ ของไพรเมอร จะทําใหเกิดจํานวนแถบดีเอ็นเอ
มากข้ึน และเกิดความแตกตางมากข้ึนดวย (highly 
polymorphic) ถาเติมนิวคลีโอไทดที่ปลาย 
3’ ของไพรเมอร จะทําใหแถบท่ีเกิดมีความชัดเจนข้ึน
เมื่อเทียบกับ 5’ anchored ไพรเมอร (Reddy, 
Sarla and Siddiq, 2002) เปนเทคนิคที่มี
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ความคลายคลึงกับเทคนิค RAPD แตใชไพรเมอร
ท่ีมีความยาวมากกวาจึงทําใหอุณหภูมิ annealing 
ที่ใชสูงกวาเพราะอุณหภูมิขึ้นกับ GC content 
ซึ่งโดยทั่วไปจะอยูในชวง 45 - 65 องศาเซลเซียส 
จึงมีความหลากหลายมากกวาและมีความสามารถ
ในการทําซํ้าดีกวา (high reproducibility) ขอดี
ของเทคนิคน้ี คือ งาย รวดเร็ว ไมจําเปนตองทราบ
ลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายท่ีเราตองศึกษากอน 
ไมตองใชสารกัมมันตรังสีเพื่อติดฉลาก มีความ-
สามารถในการทําซํ้าสูง 
 จากขอมูลทางชีวโมเลกุลเบื้องตน การทํา
การวิจัยในครั้งนี้ มีจุดมุงหมายเพื่อคัดเลือก
ไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ของปลาในกลุม Bagridae โดยใหแถบดีเอ็นเอ
ท่ีชัดเจนและแถบดีเอ็นเอท่ีไดอยูในสภาพ  หลากรูป 
(polymorphic) บอกความแตกตางของปลา
ในแตละชนิดได เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการระบุ
ชนิดของปลาในวงศ Bagridae ใหมีความถูกตอง
และแมนยํามากยิ่งขึ้น

อุปกรณและวิธีดําเนินการศึกษา

การเก็บตัวอยาง
 รวบรวมตัวอยางปลาในวงศ Bagridae 
จากชาวประมงที่จับจากแหลงนํ้าธรรมชาติ โดยใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการคัดแยกเบ้ืองตนวา
เปนปลาคนละชนิดกัน (สืบสิน, 2527) ซึ่งประกอบ
ไปดวยปลาทั้งหมด 7 ชนิด คือ ปลากดเหลือง 
(Hemibagrus nemurus: HN), ปลากดคัง 
(H. wyckioides: HW), ปลาแขยงขางลาย 
(M. vittatus: MV), ปลามังกง (อีกง) (M. gulio: 
MG), ปลาแขยงธง (M. bocourti: MB), 
ปลาแขยงหิน (Pseudomystus siamensis: PS) 
และปลาแขยงพมา (Mystus leucophasis: ML) 
นําตัวอยางปลาแตละชนิดมาตัดบริเวณปลายครีบ
หางดานบนยาวประมาณ 1 เซนติเมตร ขณะท่ีปลา

ยังมีชีวิตอยู นําครีบหางที่ตัดลางทําความสะอาด
ดวย absolute ethanol เย็น จนกระท่ังไมมีเมือก
และเลือดติดอยู รักษาสภาพเนื้อเยื่อที่ตัดดวย
การแชใน absolute ethanol ใหทวมนําไปเก็บไว
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน 
และนําไปเก็บที่ อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
เพื่อรอการสกัดดีเอ็นเอตอไป

การสกัดดีเอ็นเอ
 สกัดดีเอ็นเอดวยวิธี Proteinase K/
Phenol-Chloroform ตามวิธีการของ Kumla 
et al. (2012) ดีเอ็นเอทั้งหมดที่สกัดไดจากเนื้อเยื่อ
ครีบปลาแตละชนิด (Genomic DNA) นํามาวัด
ปริมาณดีเอ็นแอ และตรวจสอบคุณภาพ เริ่มจาก
การเจือจางสารละลายดีเอ็นเอท่ีตองการตรวจสอบ
ที่คาการเจือจาง (dilution factor) 50 - 100 เทา 
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectro-
photometer (Shimadzu UV-160A) 
ที่ความยาวคลื่นแสง 260 nm และ 280 nm 
คาการดูดกลืนแสงท่ีไดนําไปคํานวณหาความเขมขน
และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ จากสมการที่ 1

ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ ( g/ml) = 
A260 x 50 x dilution factor …  …  …  …  …  .(1)

 ความบริสุทธ์ิของสารละลายดีเอ็นเอสามารถ
ประเมินไดจากอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 260 nm กับ 280 nm (A260/ 
A280) ดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ควรมีคาประมาณ 
1.8 
 นอกจากน้ียังตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ
ซํ้าอีกครั้ง โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส 
(agarose gel electrophoresis) นํา genomic 
DNA ที่ไดจากปลาแตละชนิด มาแยกบน 0.8 % 
agarose gel แลวยอมดวย EtBr (1 g/ml) 
ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอภายใตแสง UV 
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โดยใชเคร่ือง Gel-Doc TM 2000 (BioRad, USA) 
เพื่อตรวจสอบการปนเปอนและการแตกหักของ
โมเลกุลดีเอ็นเอ เก็บดีเอ็นเอที่เหลือไวที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาขั้นตอไป

การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD 
และ ISSR
 เจือจาง Genomic DNA ที่สกัดไดจาก
ตัวอยางปลาแตละชนิดใหมีความเขมขน 20 ng/ l 
มาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการตรวจหาลายพิมพ
ดีเอ็นเอ โดยเทคนิค RAPD ไพรเมอรที่ใช คือ 
OPA-04, OPA-07, OPA-10, OPA-17, OPA-19, 
OPB-08 และ OPC-02 (Kumla et al., 2012) 
โดยใชสวนผสมในปฎิกิริยาพีซีอารรวมทั้งหมด 
20 l ประกอบดวยสวนผสมตางๆ ดังนี้ Go Taq® 
Green Master Mix (Promega, Madison, 
USA) 10 l, 1.5 mM MgCl2, 1.6 M 
Primer, Genomic DNA 20 ng 1 l ปรับ
ปริมาตรสุดทายดวยนํ้ากลั่นใหได 20 l แลวนํา
ไปเขาเครื่อง PCR (Gene Amp® PCR system, 
9700) เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้งโปรแกรม
ควบคุมอุณหภูมิการทํางานดังน้ี pre denaturation 
ที่ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ 
denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
annealing ท่ี 36 องศาเซลเซียส 2 นาที extension 
ที่ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที จํานวน 44 รอบ final 
extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ 
แลวคางไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
 เทคนิค ISSR ไพรเมอรที่ใชคือ 814, 
844A, 844B, 17899A, HB12, HB13 และ 
HB15 (Kumla et al., 2012) โดยใชสวนผสม
ในปฎิกิริยาพีซีอาร รวม 20 l ประกอบดวย
สวนผสมตางๆ ดังนี้ Go Taq® Green Master 

Mix (Promega, Madison, USA) 10 l, 1.0 mM 
MgCl2, 0.5 M Primer, Genomic DNA 
20 ng 1 l ปรับปริมาตรสุดทายดวยนํ้ากลั่นใหได 
20 l แลวนําไปเขาเครื่อง PCR (Gene Amp® 
PCR system, 9700) เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
โดยตั้งโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิการทํางานดังนี้ 
pre denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 
จํานวน 1 รอบ denaturation ที่ 94 องศา
เซลเซียส 30 วินาที annealing ที่ 55 องศา
เซลเซียส 45 วินาที extension ที่ 72 องศา
เซลเซียส 2 นาที จํานวน 35 รอบ final exten-
sion ที่ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ 
แลวคางไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
 เมื่อสิ้นสุดการทํา PCR จากท้ังสองเทคนิค
ใหนาํ PCR product ที่ไดมาแยกตามขนาดบน 
1.5 % agarose gel และยอมดวยEtBr (1 g/ml) 
ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอภายใตแสง UV โดยใช
เครื่อง Gel-Doc TM 2000 (BioRad, USA) 
โดยใช 100 bp DNA ladder เปนแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐานเพ่ือเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีได

ผลการศึกษา

คุณภาพดีเอ็นเอ
 การสกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อครีบหางปลา
ในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด พบวา ปริมาณ
ของดีเอ็นเอที่สกัดไดอยูในชวงระหวาง 32 - 175 
ng/ l และมีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเออยูระหวาง 
1.7 - 2.0 (ตารางที่ 1) จากการตรวจสอบทั้ง
ปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอมีปริมาณเพียงพอ
สําหรับทําการศึกษาและดีเอ็นเอที่สกัดไดมีความ-
บริสุทธิ์ ไมแตกหัก เหมาะสมสําหรับทําการศึกษา
ตอไปในอนาคต
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ตารางที่ 1 ความเขมขนและความบริสุทธของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากปลาในวงศ Bagridae จํานวน 7 ชนิด

                 
ชนิดปลา

 ความเขมขนของดีเอ็นเอ ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ
 (ng/ l) (A260/ A280)

ปลากดเหลือง 
(Hemibagrus nemurus: HN) 125.5 1.7
ปลากดคัง 
(H. wyckioides: HW)  32.5 1.9
ปลาแขยงขางลาย 
(M. vittatus: MV) 180.0 1.8
ปลามังกง (อีกง) 
(M. gulio: MG) 120.0 1.9
ปลาแขยงธง 
(M. bocourti: MB) 112.5 1.8
ปลากดพมา 
(Mystus leucophasis: ML) 175.0 2
ปลาแขยงหิน 
(Pseudomystus siamensis: PS) 132.5 1.8

ดีเอ็นเอมาตรฐาน (marker 100 bp ladder) 
(ภาพท่ี 1 - 3) แตเม่ือใชไพรเมอร OPA-17, OPB-
08, และ OPC-02 พบวาสามารถสรางแถบดีเอ็นเอ
ท่ีมีตําแหนงตางกันกับปลาบางชนิดเทาน้ัน เม่ือเทียบ
กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (ภาพที่ 2 - 4) แถบ
ดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับปลาแตละชนิดที่ ได
จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของแตละไพรเมอรน้ัน 
สามารถเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อชวยในการแยก
ความแตกตางระหวางปลาในวงศ Bagridae 
แตละชนิดได แถบดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดทั้งหมด
มีขนาดประมาณ 300 - 3,000 bp (ภาพที่ 1 - 4)
 จากการทดสอบสังเคราะหทอนดีเอ็นเอจาก
ดีเอ็นเอตนแบบของปลาในวงศ Bagridae โดยใช 
ISSR ไพรเมอรทั้ง 7 แบบ (814, 844A, 844B, 
17899A, HB12, HB13 และ HB15) พบวา
การสังเคราะหทอนดีเอ็นเอจากไพรเมอรทั้งหมด
ใหแถบดีเอ็นเอไมชัดเจน รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ได

ผลการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD 
และ ISSR
 จากการใช RAPD ไพรเมอรทั้ง 7 แบบ 
ท่ีใชทดสอบการสังเคราะหทอนดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอ
ตนแบบของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด 
พบวา ไพรเมอร OPA-04, OPA-07, OPA-10, 
OPA-19, OPB-08 และ OPC-02 ทําใหเกิด
การสังเคราะหทอนดีเอ็นเอที่เห็นเปนแถบดีเอ็นเอ
ชัดเจน โดยแบงไดเปนแถบสีเขม (major band) 
และแถบสีจาง (minor band) และสามารถ
สังเคราะหทอนดีเอ็นเอจากตัวอยางปลาท้ัง 7 ชนิดได 
รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอรทั้ง 6 แบบ
อยูในสภาพหลากรูป (polymorphic) ระหวางปลา
แตละชนิด การทํา PCR-RAPD โดยใชไพรเมอร 
OPA-04, OPA-07, OPA-10 และ OPA-19 
พบวาตําแหนงแถบดีเอ็นเอของปลาแตละชนิด
มีตําแหนงที่ตางกันทั้ง 7 ชนิดเมื่อเทียบกับแถบ



วารสาร มทร.อีสาน ปที่ 6 ฉบับที่ 1 มกราคม - มิถุนายน 2556  87

สวนใหญอยูในรูปแบบเดียวกัน (monomorphic) 
ระหวางปลาแตละชนิด จึงไมสามารถนําไปใชแยก
ความแตกตางระหวางปลาในวงศ Bagridae แตละ
ชนิดได แตก็ยังมีไพรเมอรบางสวน รูปแบบแถบ
ดีเอ็นเอท่ีไดอยูในสภาพหลากรูป (polymorphic) 
ไดแก ไพรเมอร 814 17899A HB13 และ HB15 
ที่สามารถนําแถบดีเอ็นเอท่ีไดไปใชแยกความ-
แตกตางระหวางปลาในวงศ Bagridae บางชนิดได 
แถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดท้ังหมดมีขนาดประมาณ 
250 - 3,000 bp (ภาพที่ 4 - 7)

สรุปและวิจารณผลการศึกษา

ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยาง
อยูระหวาง 1.7 - 2.0 โดยดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์นั้น
ควรมีคา 1.8 ขึ้นไป (Sambrook et al., 1989; 
Sambrook and Russel, 2001) ไพรเมอร
ท่ีนํามาใชในการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
RAPD สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในปลา
ไดหลายๆ ชนิด ใหแถบดีเอ็นเอที่เปน polymor-
phic band สูง และใหแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะ
กับปลาแตละชนิด ซ่ึงสามารถนําไปใชในการจําแนก
ชนิดของปลาในวงศ Bagridae ได คือไพรเมอร 
OPA-04, OPA-07, OPA-10, OPA-19, OPB-08 
และ OPC-02 สอดคลองกับการทดลองของ 
(Kumla et al., 2012) ทําการศึกษาความ-
หลายหลายทางพันธุกรรมของปลากดเหลือง
ในประเทศไทยดวยเทคนิค RAPD และ ISSR 
พบวา ไพรเมอร OPA-10 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 
400 bp ท่ีจําเพาะกับปลากดเหลืองและแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 1,000 bp ที่จําเพาะกับประชากรของปลา
กดเหลืองในจังหวัดสงขลา นอกจากนี้ยังพบวา
มีการพัฒนาการใชเทคนิค RAPD ในการจําแนก
ชนิดของปลาชนิดตางๆ อยางแพรหลาย ไดแก 
ปลา Spanish barbel (Callejas and Ochando,
1998), ปลาในสกุล Barbus (Cyprinidae) 

8 ชนิด (Barbus bocagei (Steindachner), 
B. comizo (Steindachner), B. graellsii 
(Steindachner), B. guiraonis (Steindachner), 
B. sclateri G nther, B. microcephalus 
Almac a, B. haasi Mertens and 
B. meridionalis Risso) ในคาบสมุทร Iberian 
(Callejas and Ochando, 2001) และปลา
ในกลุม Mahseer 5 ชนิด (Tor putitora, 
T. tor, T. khudree, T. mosalmahanadicus 
และ Neolissochilus hexagonolepis) 
ในคาบสมุทรอินเดีย (Mohindra et al., 2007) 
 จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของปลา
ในวงศ Bagridae โดยใชเทคนิค ISSR ดวย
ไพรเมอร 7 ชนิดนั้น เมื่อนําไปผานกระบวนการ
สรางลายพิมพดีเอ็นเอโดยอาศัยเทคนิค PCR พบวา 
ใหแถบดีเอ็นเอไมชัดเจน รูปแบบแถบดีเอ็นเอ
ที่ไดสวนใหญอยูในรูปแบบเดียวกัน (monomor-
phic) แตก็ยังมีไพรเมอรบางสวนใหรูปแบบแถบ
ดีเอ็นเอที่อยูในสภาพหลากรูป (polymorphic) 
ไดแก ไพรเมอร 814 17899A HB13 และ HB15 
ที่สามารถนําไปใชแยกความแตกตางระหวางปลา
ในวงศ Bagridae บางชนิดได ทั้งนี้อาจเปนเพราะ
สภาวะในการทําปฏิกิริยา PCR ยังไมเหมาะสม
สําหรับไพรเมอรที่เราใช ทําใหเกิดการจับคูเบส
ผิดพลาด (mismatch) ระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอ
ตนแบบ จึงเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีไดไมชัดเจนมีลักษณะ
เปนปน (smear) ทําใหการอานผลจากแถบดีเอ็นเอ
เปนไปไดยากขึ้น (Williams et al., 1990)
 ผลจากการศึกษาครั้งนี้ แสดงใหเห็นวา
เทคนิค RAPD สามารถนํามาใชศึกษาความ-
หลากหลายทางพันธุกรรมของปลาในวงศ 
Bagridae ได เพราะใหแถบดีเอ็นเอที่เปน poly-
morphic band สูง แถบดเีอ็นเอที่อยูในตําแหนง
แตกตางกันนั้น ยังบงบอกความแตกตางทาง
พันธุกรรมของปลาแตละชนิดไดอยางชัดเจน 
และแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะกับปลาในแตละชนิด   
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ที่ไดจากท้ังสองเทคนิคนั้นควรมีการศึกษาตอไป 
เนื่องจากแถบดีเอ็นเอไดจากการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม โดยใชไพรเมอรแบบสุม จึงมีคุณสมบัติ
ในการทําซํ้าตํ่า ซึ่งอาจจะใหผลแตกตางไปจากเดิม
ถามีการเปลี่ยนแปลงสภาวะตางๆ ดั้งนั้นเพื่อ
ใหผลที่มีความแนนอนและแมนยํามากยิ่งขึ้น
ควรนําแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค RAPD และ 
ISSR ไปพัฒนาตอโดยใชเทคนิค Sequence-
characterized amplified region; SCAR 
(Araneda et al., 2005) ซึ่งเปนการใชไพรเมอร
ท่ีมีความจําเพาะและใหแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว
ท่ีจําเพาะกับลักษณะท่ีเราสนใจท่ีจะศึกษา นอกจากน้ี
ยังมีคุณสมบัติในการทําซ้ําสูงอีกดวย
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รูปที่ 1 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด จากการทํา PCR-RAPD 
 โดยใชไพรเมอร OPA-04 และ OPA-07 (Lane M: marker 100 bp ladder) ลูกศร
 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับปลาแตละชนิด โดยเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอ
 ของปลาแตละชนิดกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานทางดานซายมือ
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รูปที่ 2 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด จากการทํา PCR-RAPD 
 โดยใชไพรเมอร OPA-10 และ OPA-17 (Lane M: marker 100 bp ladder) 
 ลูกศรแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับปลาแตละชนิดโดยเปรียบเทียบขนาดของแถบ
 ดีเอ็นเอของปลาแตละชนิดกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานทางดานซายมือ
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รูปที่ 3 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด จากการทํา PCR-RAPD 
 โดยใชไพรเมอร OPA-19 และ OPB-08 (Lane M: marker 100 bp ladder) 
 ลูกศรแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับปลาแตละชนิดโดยเปรียบเทียบขนาดของแถบ
 ดีเอ็นเอของปลาแตละชนิดกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานทางดานซายมือ
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รูปที่ 4 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด จากการทํา PCR-ISSR 
 และ PCR-RAPD โดยใชไพรเมอร HB12 และ OPC-02 (Lane M: marker 100 bp 
 ladder) ลูกศรแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับปลาแตละชนิด โดยเปรียบเทียบขนาด
 ของแถบดีเอ็นเอของปลาแตละชนิดกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานทางดานซายมือ
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รูปที่ 5 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด จากการทํา PCR-ISSR 
 โดยใชไพรเมอร 814 และ 844A (Lane M: marker 100 bp ladder) ลูกศรแสดงแถบดีเอ็นเอ
 ที่มีความจําเพาะกับปลาแตละชนิด   โดยเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอของปลาแตละชนิด
 กับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานทางดานซายมือ
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รูปที่ 6 รูปแบบ ลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด จากการทํา PCR-ISSR 
 โดยใชไพรเมอร 844B และ 17899A (Lane M: marker 100 bp ladder) ลูกศร 
 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับปลาแตละชนิด โดยเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอ
 ของปลาแตละชนิดกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานทางดานซายมือ
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รูปที่ 7 รูปแบบ ลายพิมพดีเอ็นเอของปลาในวงศ Bagridae ทั้ง 7 ชนิด จากการทํา PCR-ISSR 
 โดยใชไพรเมอร HB13 และ HB15 (Lane M: marker 100 bp ladder) ลูกศร
 แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะกับปลาแตละชนิดโดยเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอ
 ของปลาแตละชนิดกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานทางดานซายมือ
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