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บทคัดย่อ

	 ศึกษาโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรของปลาทรายแดง (Nemipterus hexodon)  

ในภาคใต้ตอนล่างของประเทศไทย วิเคราะห์จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 

ของยีน cytochrome oxidase subunit I ขนาด 443 คู่เบส โดยเก็บตัวอย่างปลาทรายแดง จ�ำนวน 

80 ตัว จากฝั่งทะเลอันดามัน 2 จังหวัด คือ จังหวัดสตูล จ�ำนวน 21 ตัว กับจังหวัดกระบี่ จ�ำนวน 18 ตัว 

และฝั่งทะเลอ่าวไทย 2 จังหวัด คือ จังหวัดสงขลา จ�ำนวน 21 ตัว กับจังหวัดนครศรีธรรมราช  

จ�ำนวน 20 ตัว พบว่ามีต�ำแหน่ง polymorphic site จ�ำนวน 33 ต�ำแหน่ง ซึ่งแสดงว่าประชากร 

ปลาทรายแดงในภาคใต้ตอนล่างมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ค่า haplotype diversity  

และ nucleotide diversity มีค่า 0.687±0.050 และ 0.011±0.002 ตามล�ำดับ ผลการวิเคราะห์

โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรด้วยวิธี Analysis of Molecular Variance และ Pairwise F
ST

 พบว่า
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เกิดโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร โดยแบ่งเป็นประชากรจากฝั่งทะเลอันดามันและฝั่งทะเลอ่าว

ไทย ซึง่การเกดิโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรน่าจะเกดิจากปัจจยัทางภมูศิาสตร์คอืคาบสมทุรมลายู

ที่ขัดขวางการผสมพันธุ์ระหว่างประชากรปลาทรายแดงที่อาศัยระหว่าง 2 พื้นที่จนท�ำให้เกิดความ

แตกต่างทางพันธุกรรม ผลการวิเคราะห์ประวัติประชากรจากการทดสอบ mismatch distribution 

ด้วยพารามิเตอร์ SSD และ Harpending Raggedness index, การทดสอบ neutrality test ด้วยวิธี 

Tajima’s D test และ Fu’ Fs test , การประเมินขนาดประชากรด้วยพารามิเตอร์ θ
0
 และ θ

1 
,  

การวิเคราะห์แผนผังความสัมพันธ์ระหว่างแฮโพลไทป์ (MSN) ให้ผลการทดลองในทิศทาง 

ที่แสดงว่าประชากรปลาทรายแดงในภาคใต้ตอนล่างเคยมีการขยายขนาดประชากร ผลการศึกษา

คร้ังนี้สามารถน�ำมาใช้เป็นข้อมูลในการจัดการปลาทรายแดงในภาคใต้ตอนล่างได้

ค�ำส�ำคัญ: ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ, ความหลากหลายทางพันธุกรรม, ปลาทรายแดง,  

ภาคใต้ตอนล่าง

ABSTRACT

	 Genetic diversity of the Threadfin Bream (Nemipterus hexodon) living in the 

lower part of Southern Thailand was investigated using nucleotide sequence of the 

mitochondrial DNA in cytochrome oxidase subunit I gene. Fragments of 443 bp of the 

cytochrome oxidase subunit I gene were sequenced for 80 individuals from 4 localities 

over most of the species range in the Andaman Sea (Satun (21), Krabi (18)) and the Gulf 

of Thailand (Songkhla (21), Nakhon Si Thammarat (20)). The polymorphic site was 33 

indicating that N. hexodon populations living in the lower part of Southern Thailand had 

high levels of genetic diversity. Estimated values of haplotype and nucleotide diversities 

were 0.687±0.050 and 0.011±0.002, respectively. The analysis of molecular variance 

(AMOVA) and Pairwise F
ST

 test revealed genetic differentiation of N. hexodon between the 

Andaman Sea and the Gulf of Thailand populations. Genetic separation the result from the 

gene flow disruption between populations of the Gulf of Thailand and the Andaman Sea, 

caused by a geographic barrier like the Malaysian peninsula. Mismatch distribution (SSD, 

Harpending Raggedness index), neutrality tests (Tajima’s D test, Fu’ Fs test), estimates of 

population parameters (θ
0
, θ

1
) and minimum spanning network (MSN) suggested that N. 

hexodon might have undergone a population expansion. This study provided basic 

information that could be used for management this species in lower Southern Thailand.

Keywords: mitochondrial DNA, genetic diversity, Threadfin Bream, Lower Southern
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บทน�ำ

	 ปลาทรายแดง (Nemipterus hexodon) เป็นปลาหน้าดินที่อาศัยบริเวณพื้นทราย 

ปนโคลนบริเวณชายฝั่งในเขตน�้ำลึกตั้งแต่ 10 - 80 เมตร พบแพร่กระจายทั่วไปตามชายฝั่งทะเล 

ในเขตร้อน ในประเทศไทยพบตลอดทั้งชายฝั่งทะเลอันดามันและฝั่งทะเลอ่าวไทย (Russell, 1990) 

จัดเป็นปลาเศรษฐกิจที่ส�ำคัญและมีการจับเป็นปริมาณมากด้วยเรือประมงพาณิชย์ เป็นปลาท่ีนิยม

น�ำมาเป็นวัตถุดิบในการผลิตซูริมิเนื่องจากเนื้อปลามีสีขาว มีไขมันต�่ำและไม่มีกลิ่นคาว (Hatstuti 

et al., 2017) จากสถิติการประมงพบว่าปริมาณปลาทรายแดงเร่ิมมีการจับได้ในปริมาณท่ีลดลง

เนื่องจากมีการท�ำประมงที่ผิดกฏหมาย เช่น เรืออวนลาก เรืออวนรุน (Fishery Statistics Analysis 

and Research Group, 2017) ดังนั้นจึงควรมีแนวทางในการจัดการ ซึ่งการจัดการทรัพยากร 

ปลาทรายแดงอย่างยั่งยืนนั้นจ�ำเป็นต้องใช้ข้อมูลทางพันธุกรรมเพื่อพิจารณาประกอบ แต่พบว่า

ข้อมูลทางพันธุกรรมของประชากรปลาทรายแดงยังไม่เคยมีมาก่อน 

	 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมเป็นการศึกษาเพื่อให้ทราบว่าประชากร 

มพีนัธุกรรมแตกต่างกนัมากน้อยเพยีงใด และมกีารแยกออกเป็นประชากรย่อยหรอืไม่ โดยประชากร

ย่อยอาจมีการผสมพันธุ์ข้ามกลุ่มซึ่งท�ำให้เกิดโอกาสในการถ่ายเทยีน ถ้ามีการถ่ายเทของยีนมาก

ประชากรก็จะแตกต่างกันน้อยและถ้ามีการถ่ายเทของยีนน้อยหรือไม่มีเลยประชากรก็จะแตกต่าง

กันมากขึ้น ปัจจัยส�ำคัญที่ท�ำให้เกิดโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรคือสิ่งกีดขวางทางภูมิศาสตร์  

ซึ่งท�ำให้ประชากรย่อยไม่สามารถแพร่กระจายเพื่อมาผสมพันธุ์กันได้ และปัจจัยจากความสามารถ

ในการแพร่กระจายของสมาชกิภายในประชากร ซึง่หากประชากรมคีวามสามารถในการแพร่กระจาย

ได้อย่างจ�ำกัด จะท�ำให้โอกาสที่จะมีการผสมพันธุ์ระหว่างประชากรจึงเกิดขึ้นได้น้อยและมีโอกาส 

ที่จะเกิดความแตกต่างทางพันธุกรรมมากขึ้น (Panithanarak, 2017) โดยภาคใต้ตอนล่างของ

ประเทศไทยตั้งอยู่ระหว่างสองฝั่งทะเลคือ ฝั่งทะเลอันดามันและฝั่งทะเลอ่าวไทยซึ่งถูกขวางกั้น 

ด้วยคาบสมุทรมลายู จึงอาจเป็นปัจจัยในการขัดขวางการถ่ายเทพันธุกรรมระหว่างประชากรทั้งสอง

ฝั่งทะเลและอาจส่งผลต่อความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ 

	 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมายพันธุกรรมที่มีความ 

หลากหลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากไม่มีระบบตรวจสอบความถูกต้องจากการจ�ำลองดีเอ็นเอ 

(proofreading) และมกีารถ่ายทอดพนัธกุรรมทางเดยีว จงึท�ำให้ไม่เกดิการแลกเปล่ียนทางพนัธกุรรม 

(recombination) และไม่จ�ำเป็นต้องใช้ตัวอย่างเพื่อศึกษาในปริมาณมาก (Boore, 1999) โดยล�ำดับ

นิวคลีโอไทด์จากยีน cytochrome oxidase subunits I เคร่ืองหมายพันธุกรรมท่ีนิยมน�ำมาใช้ในการ

ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในปลาทะเลหลายชนิด เช่น ปลา Lateolabrax maculates 

(Wang et al., 2017), ปลา Larimichhys polyacis (Zhang et al., 2017) และปลา Sardinella 

longiceps (Sukumaran et al., 2016) อีกท้ังเครื่องหมายทางพันธุกรรมดังกล่าวสามารถน�ำไป

วิเคราะห์ประวัติประชากรเพื่อใช้ในการอธิบายสาเหตุของการแยกกลุ ่มประชากรตามสภาพ
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ภูมิศาสตร์และการวิเคราะห์ประวัติประชากรได้ การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความ 

หลากหลายทางพันธุกรรมเพื่อใช้ในการอธิบายการเกิดโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรและ 

ประวัติประชากรของปลาทรายแดงในภาคใต้ตอนล่าง ซึ่งข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถน�ำไป

ใช้ในการจัดการอนุรักษ์ประชากรปลาทรายแดงในธรรมชาติได้อย่างมีประสิทธิภาพและยังคงไว ้

ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรม

วิธีการ

	 1.1		 การเก็บตัวอย่างและการสกัดดีเอ็นเอ

			   เก็บตัวอย่างปลาทรายแดงตัวเต็มวัยจากฝั่งทะเลอันดามัน ได้แก่ จังหวัดสตูล  

(บ้านบ่อเจ็ดลูก) และจังหวัดกระบี่ (อ่าวท่าเลน) และจากฝั่งทะเลอ่าวไทย ได้แก่ จังหวัดสงขลา  

(บ้านสะกอม) และจังหวัดนครศรีธรรมราช (บ้านปลายทอน) จ�ำนวน 80 ตัว โดยเก็บตัวอย่างระหว่าง

เดือน มกราคม-เมษายน 2561 (ตารางที่ 1) น�ำตัวอย่างมาตรวจสอบเพื่อยืนยันชนิดตาม Russell 

(1990) จากนั้นน�ำชิ้นเนื้อน�้ำหนักประมาณ 20-30 มิลลิกรัม มาสกัด total genomic DNA ด้วย 

ชุดสกัดจากชิ้นเนื้อ (TIANamp Genomic Mini Kit, TAIWAN)

	 1.2		 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย

			   ออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายขนาดประมาณ 600 คู่เบส 

ของยีน cytochrome oxidase subunits I โดยใช้ล�ำดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงจากยีน cytochrome 

oxidase subunits I ในปลา N. hexodon จากฐานข้อมูล NCBI หมายเลข Accession number 

KY362820.1 (Hung et al., 2017) ซึ่งได้ไพรเมอร์ดังน้ี NH_COI_H1 5’ CCT TTA TCT CTT ATT 

TGG TGC C 3’ และ NH_COI_L1 5’ GAA GAG ATG TTG ATA AAG AAT GGG 3’ จากน้ัน 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ (Polymerase Chain Reaction : PCR) โดยใช้

ปริมาตรรวมในหลอด PCR ขนาด 50 ไมโครลิตรซึ่งประกอบด้วย 10X Taq buffer 5 ไมโครลิตร,  

25 mM MgCl
2
 7.5 ไมโครลติร, 2 mM dNTPs mix 4 ไมโครลิตร, 10 µM primer forward 2 ไมโครลิตร,

10 µM primer reverse 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (Thermo SCIENTIFIC, USA)  

0.5 ไมโครลิตร (2.5 unit), DNA template 5 ไมโครลิตร (50-100 ng) และ Ultrapure water  

24 ไมโครลิตร  หลังจากนั้นเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเครื่อง Major Cycler, CYCLER-25 

(TAIWAN) โดยใช้อุณหภูมิดังนี้ Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 4 นาที,  

จากนั้น denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 40 วินาที, annealing ที่อุณหภูมิ 51 องศาเซลเซียส 

1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาทีรวมเป็นจ�ำนวน 35 รอบ ใช้อุณหภูมิ

สุดท้ายที่ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที แล้วน�ำผลการท�ำปฏิกิริยา PCR ไปตรวจสอบด้วยเทคนิค 

agarose gel electrophoresis น�ำผลผลิต PCR ที่ได้ท�ำให้บริสุทธิ์ด้วย Gel/PCR Purification  
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Mini Kit (TIANgel Mini DNA Purification Kit, TAIWAN) จากน้ันส่งดีเอ็นเอบริสุทธิ์ท่ีได้ไปหา 

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่หน่วยบริการ (1ST Base Laboratory, Malaysia)

	 1.3		 การวิเคราะห์ข้อมูล

			   1.3.1	 ความหลากหลายทางพันธุกรรม

				    น�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากหน่วยบริการมาเทียบด้วยล�ำดับนิวคลีโอไทด์

อ้างอิงของยีน cytochrome oxidase subunits I ในปลา N. hexodon จากฐานข้อมูล NCBI  

หมายเลข Accession number  KY362820.1จากน้ันจัดเรียงล�ำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อเปรียบเทียบ 

multiple alignment ในตัวอย่างปลาระหว่างประชากรด้วยโปรแกรม Clustal W 1.83 (Chenna  

et al., 2003) ค�ำนวณค่า genetic variation ได้แก่ ค่า polymorphic site, จ�ำนวน haplotype, 

haplotype diversity, π (Nei, 1987) และ nucleotide diversity, π (Nei, 1987) โดยใช้โปรแกรม 

DnaSP version 5.00 (Librado & Rozas 2009)

			   1.3.2	 โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร

				    วิเคราะห์โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรด้วยวิธี Analysis of Molecular 

Variance (AMOVA) เพื่อเปรียบเทียบระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในและระหว่าง

ประชากรโดยใช้โปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010) โดยวิเคราะห์

ค่า F-statistic ได้แก่ Φ
CT

, Φ
SC

 และ Φ
ST

 ใช้การท�ำซ�้ำ 10,000 permutations แบ่งการวิเคราะห์ 

เป็น 2 แบบ แบบที่ 1 แบ่งประชากรเป็น 4 กลุ่มตามจังหวัดท่ีเก็บตัวอย่าง (single region) ได้แก่

จังหวัดสตูล, จังหวัดกระบี่, จังหวัดสงขลาและจังหวัดนครศรีธรรมราช และแบบท่ี 2 แบ่งกลุ่ม

ประชากรตามสภาพภูมิศาสตร์ ได้แก่ กลุ่มประชากรในฝั่งทะเลอันดามันประกอบด้วยจังหวัดสตูล

กับจังหวัดกระบี่และกลุ่มประชากรในฝั่งทะเลอ่าวไทยประกอบด้วยจังหวัดสงขลากับจังหวัด

นครศรีธรรมราช วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรด้วยวิธี pairwise F
ST  

ใช้การท�ำซ�้ำ10,000 permutations โดยใช้โปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier & 

Lischer, 2010)

			   1.3.3	 ประวัติประชากร

				    วิเคราะห์ประวัติประชากรโดยใช้การทดสอบ 4 วิธีได้แก่ (1) วิเคราะห์ 

mismatch distribution เพื่อทดสอบการขยายขนาดของประชากรภายใต้สมมติฐาน sudden 

expansion model โดยใช้ค่าทดสอบ Harpending Raggedness index (Harpending, 1994)  

เพื่อทดสอบการเข้ากันได้ของค่าทดสอบกับค่าคาดหวัง และการทดสอบ sum of squared  

deviations (SSD) เพื่อทดสอบ goodness-of-fit ทุกวิธีการวิเคราะห์ใช้การท�ำซ�้ำ 10,000 permutations 

โดยใช้โปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010) (2) ทดสอบ selective 

neutrality โดยวิเคราะห์ค่า Tajima’s D (Tajima, 1989) และ Fu’s Fs (Fu, 1997) เพื่อทดสอบ 

การเบี่ยงเบนไปจากประชากรสมดุลตาม neutral evolution (3) ประเมินขนาดของประชากร 
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ด้วยพารามิเตอร์ θ
0
 และ θ

1
 เมื่อ θ

0
 คือขนาดประชากรก่อนขยายขนาด และ θ

1
 คือ ขนาด 

ประชากรหลังขยายขนาด และมีค่าเท่ากับ 2Nµ เมื่อ N คือค่า effective female population  

size และ µ คือ ค่า mutation rate (4) สร้างแผนผังความสัมพันธ์ระหว่างแฮโพลไทป์ (Minimum 

Spanning Network, MSN) โดยใช้ค่า mean number of pairwise differences ระหว่าง 

แฮโพลไทป์ด้วยโปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010) ใช้การท�ำซ�้ำ  

10,000 permutations

ผลการทดลอง

	 ความหลากหลายทางพันธุกรรม

	 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome oxidase subunits I ที่ท�ำการวิเคราะห์ 

ขนาด 443 คู่เบส พบว่ามีต�ำแหน่ง align sites จ�ำนวน 443 ต�ำแหน่ง แบ่งเป็น monomorphic sites 

410 ต�ำแหน่ง และ polymorphic sites 33 ต�ำแหน่ง (singleton variable site 4 ต�ำแหน่ง 

และ parsimony variable site 29 ต�ำแหน่ง) พบจ�ำนวนแฮโพลไทป์ท้ังหมด 14 แฮโพลไทป์ประกอบ

ไปด้วยแฮโพลไทป์ที่เป็น shared haplotype  จ�ำนวน 6 แฮโพลไทป์ โดยแฮโพลไทป์ NH02  

มีการ shared haplotype กับทุกกลุ่มประชากร ส่วนแฮโพลไทป์ NH01, NH04, NH06 มีการ  

shared haplotype กับกลุ่มประชากรในฝั่งทะเลอันดามัน และแฮโพลไทป์ NH12, NH13 มีการ 

shared haplotype กับกลุ่มประชากรในฝั่งทะเลอ่าวไทย (ตารางที่ 1) พบ rare haplotype  

จ�ำนวน 8 แฮโพลไทป์ โดยทุกกลุ่มประชากรมี rare haplotype  พบว่าจังหวัดกระบี่มี rare  

haplotype มากที่สุดคือ 3 แฮโพลไทป์ รองลงมาคือจังหวัดสตูลและจังหวัดนครศรีธรรมราช  

2 แฮโพลไทป์ และจงัหวดัสงขลา 1 แฮโพลไทป์ ค่า haplotype diversity และค่า nucleotide diversity 

ของประชากรรวม มีค่า 0.687±0.050 และ 0.011±0.002 (ตารางท่ี 2)
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ตารางที่ 1	การกระจายของแฮโพลไทป์จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome oxidase  

	 subunit I ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในปลาทรายแดงแต่ละจังหวัดตามแนวชายฝั่ง 

	 ในภาคใต้ตอนล่างของประเทศไทย

Haplotype

	 NH01	 10	 5			   15

	 NH02	 7	 6	 15	 14	 42

	 NH03	 1				    1

	 NH04	 1			   2	 3

	 NH05	 1				    1

	 NH06	 1	 4			   5

	 NH07		  1			   1

	 NH08		  1			   1

	 NH09		  1			   1

	 NH10				    1	 1

	 NH11				    1	 1

	 NH12			   2	 2	 4

	 NH13			   2	 1	 3

	 NH14			   1		  1

	 Total	 21	 18	 20	 21	 80

Satun Krabi Songkhla Nakhon Si Thammarat Total
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	 โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร

	 จากการศกึษาโครงสร้างทางพนัธกุรรมของประชากรพบว่ามคีวามแตกต่างของโครงสร้าง

ทางพันธุกรรมเมื่อวิเคราะห์จากประชากรรวมทั้งหมด (single region) โดยมีค่า Φ
ST

 =0.084  

และมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยประชากรมคีวามแปรปรวนภายใน 91.51 เปอร์เซน็ต์ (ตาราง

ที่ 3) เมื่อวิเคราะห์โดยแบ่งกลุ่มประชากรเป็นฝั่งทะเลอันดามันและฝั่งทะเลอ่าวไทย พบว่าท้ังสอง

กลุ่มประชากรมีความแตกต่างกันโดยมีค่า Φ
CT

 = 0.037 และมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

โดยประชากรมีความแปรปรวนภายใน 90.37 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 3) ผลการวิเคราะห์ค่า  

pairwise F
ST

 พบว่ามีความแตกต่างทางพันธุกรรมอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) ระหว่าง

ประชากรจังหวัดสตูล กับ จังหวัดสงขลา และจังหวัดนครศรีธรรมราช, จังหวัดกระบี่ กับ จังหวัด

สงขลาและจังหวัดนครศรีธรรมราชและไม่พบความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างจังหวัดสตูล 

กับจังหวัดกระบี่, จังหวัดสงขลา กับ จังหวัดนครศรีธรรมราช (ตารางท่ี 4)

 

ตารางที่ 2	ค่าความหลากหลายทางพนัธกุรรมของล�ำดบันิวคลีโอไทด์จากยนี cytochrome oxidase  

	 subunit I ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของปลาทรายแดงท่ีอาศัยตามตามแนวชายฝั่ง 

	 ในภาคใต้ตอนล่างของประเทศไทย

Locality

Satun	 21	 6	 23	 0.686(0.075)	 0.006(0.002)

Krabi	 18	 6	 20	 0.797(0.056)	 0.019(0.004)

Songkhla	 21	 6	 26	 0.557(0.124)	 0.006(0.004)

Nakhon Si Thammarat	 20	 4	 24	 0.437(0.130)	 0.010(0.005)

         Total	 80	 14	 33	 0.687 (0.050)	 0.011(0.002)

No. No.

haplotypes

No.

polymorphic sites

Haplotype 

diversity (h)

Nucleotide diversity (π)

(ในวงเล็บคือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
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Source of variation

1) Single region

Among populations	 3	 19.819	 0.214Va	 8.49	 Φ
ST 

= 0.084*

Within populations	 76	 176.031	 2.316 Vb	 91.51	

            Total	 79	 195.850	 2.530		

2) Andaman sea and Gulf of Thailand 

Among groups	 1	 9.177	 0.096Va	 3.75	 Φ
CT 

= 0.037*

Among populations within groups	 2	 10.642	 0.150Vb	 5.88	 Φ
SC 

= 0.096

Within populations	 76	 176.031	 2.316Vc	 90.37	 Φ
ST 

= 0.061*

            Total	 79	 195.850	 2.562		

df Sum of 

squares

Satun Krabi Songkhla Nakhon Si Thammarat

Satun	 -			 

Krabi	 0.120			 

Songkhla	 0.023*	 0.154*	 -	

Nakhon Si Thammarat	 0.045*	 0.114*	 0.030	 -

Variance 

components

Percentage of 

variation

p-value

ตารางที่ 3	ผลการวิเคราะห์โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร ทดสอบด้วยวิธี AMOVA และค่า 

	 ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของปลาทรายแดงที่อาศัยตามตามแนวชายฝั่งในภาคใต้ 

	 ตอนล่างของประเทศไทย

*significant differentiation (p<0.05)

*significant differentiation (p<0.05)

ตารางที่ 4	ความแตกต่างทางพันธุกรรมทดสอบด้วยวิธี pairwise FST ระหว่างกลุ ่มของ 

	 ปลาทรายแดงวิเคราะห์จากข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 

	 จากยีน cytochrome oxidase subunit I
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	 ประวัติประชากร

	 จากการวิเคราะห์ประวัติประชากรโดยใช้การทดสอบ 4 วิธี ได้ผลดังน้ี (1) การทดสอบ 

mismatch distribution พบว่าค่า SSD มค่ีา 0.104 และไม่มนียัส�ำคญัทางสถติ ิและค่า Harpending 

Raggedness index มีค่า 0.357 และไม่มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (ตารางที่ 5) (2) การทดสอบ selective  

neutrality ด้วยวิธี neutrality test พบว่าค่า Tajima’ s D มีค่าติดลบในทุกจังหวัดและมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ โดยมีค่าของประชากรรวมคือ -1.843 และมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ส่วนค่า Fu’ Fs มีค่าติดลบ 

ในทุกจังหวัดและมีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดยมีค่าของประชากรรวมคือ -5.515 และมีนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติ (ตารางท่ี 5) (3) ค่าพารามิเตอร์ θ
0
 และ θ

1
 ของประชากรรวมมีค่า 0.000 และ 99999.000 

ตามล�ำดับ โดยในทุกจังหวัดมีค่า θ
1
  มากกว่า θ

0
 (ตารางท่ี 5) (4) แผนผังความสัมพันธ์ระหว่าง 

แฮโพลไทป์ (MSN) พบว่ามีรูปร่างแบบดาว (star topologies) โดยมีแฮโพลไทป์ NH02 เป็น  

common haplotype ซึ่งมีสมาชิกจากทุกกลุ่มประชากร และเชื่อมต่อด้วยแฮโพลไทป์จากสมาชิก

ฝั่งทะเลอันดามันและทะเลอ่าวไทยด้วยการกลายพันธุ์ 1- 2 ครั้ง ซึ่งสามารถแบ่งกลุ่มประชากร 

ได้เป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยประชากรทั้งหมดจากฝั่งทะเลอันดามันคือ จังหวัดสตูล 

และจังหวัดกระบี่ และกลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยประชากรจากฝั่งทะเลอันดามัน คือจังหวัดสตูล 

และจังหวัดกระบี่ ร้อยละ 24 และประชากรจากฝั่งทะเลอ่าวไทย คือจังหวัดสงขลา และจังหวัด

นครศรีธรรมราช ร้อยละ 76 (ภาพที่ 1) 

ตารางที่ 5	ค่าพารามิเตอร์ในการทดสอบ mismatch distribution (SSD, Rag ), การทดสอบ  

	 neutrality test (Tajima’s D, Fu’ s Fs) และ การประเมินขนาดประชากร (θ
0
 , θ

1
)  

	 วิเคราะห์จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอจากยีน cytochrome  

	 oxidase subunit I

Locality

Satun	 0.011	 0.103	 -2.210*	 -4.658*	 0.423	 99999.000

Krabi	 0.108	 0.102	 -1.873*	 -4.781*	 1.255	 99999.000

Songkhla	 0.154	 0.324	 -2.194*	 -4.107*	 1.570	 99999.000

Nakhon Si Thammarat	 0.247	 0.310	 -1.147*	 -5.322*	 0.001	 99999.000

Total	 0.104	 0.357	 -1.843*	 -5.515*	 0.000	 99999.000

SSD Rag Tajima’s D Fu’ s Fs θ
0

θ
1

*significant differentiation (p<0.05)
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สรุปและวิจารณ์ผล

	 ความหลากหลายทางพันธุกรรม

	 จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome oxidase subunit I ในปลาทรายแดงที่ 

ท�ำการวิเคราะห์จ�ำนวน 443 คู่เบส พบต�ำแหน่ง polymorphic site ถึง 33 ต�ำแหน่งซึ่งแสดงว่า 

มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ดังนั้นจึงเหมาะสมในการน�ำมาใช้เป็นเครื่องหมายทาง

พันธุกรรม การศึกษาครั้งนี้พบแฮโพลไทป์จ�ำนวน 14 แฮโพลไทป์และมีการ share haplotype  

จ�ำนวน 6 แฮโพลไทป์ และมี rare haplotype ซึ่งเป็นแฮโพลไทป์เฉพาะของแต่ละจังหวัด จ�ำนวน  

8 แฮโพลไทป์ ซึ่งสามารถใช้ rare haplotype ในการระบุแหล่งพันธุกรรมของแต่ละจังหวัดได้  

(Xu et al., 2009) อีกทั้งการเกิด rare haplotype จ�ำนวนมากในประชากรแสดงว่าประชากรมีความ

สามารถในการเพิ่มขนาดประชากรสูง (Lewontin, 1974) ซึ่งพบว่าในปลาทะเลหลายชนิดที่อาศัย

บริเวณชายฝั่งของประเทศไทยมีจ�ำนวน rare haplotype เป็นจ�ำนวนมาก เช่น ปลาจวด (Pennahia 

anea) (Kanjana et al., 2018) กับปลาตะกรับ (Scatophagus argus) ในภาคใต้ของประเทศไทย 

(Supmee, 2015) และปลากระบอก (Liza subviridis) ในทะเลอ่าวไทย (Suppapan, 2015) เป็นต้น 

ส�ำหรับค่า haplotype diversity ทุกกลุ่มประชากรมีค่าสูงกว่าค่า nucleotide diversity ซึ่งเกิดจาก 

ภาพที่ 1	 ความสัมพันธ์ระหว่างแฮโพลไทป์จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome oxidase  

	 subunits I ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ของปลาทรายแดง : ขนาดวงกลมแสดงตาม 

	 สัดส่วนของจ�ำนวนสมาชิกในแต่ละแฮโพลไทป์, เส้นท่ีเชื่อมระหว่างแฮโพลไทป์คือ 

	 การเกิดการกลายพันธุ ์จ�ำนวนหน่ึงคร้ัง, เส้นท่ีขีดขวางระหว่างเส้นท่ีเชื่อมระหว่าง 

	 แฮโพลไทป์ คือ การกลายพันธุ์เพิ่มขึ้นหน่ึงครั้ง
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ประชากรมีการสะสมการกลายพันธุ์แบบใหม่ในอย่างรวดเร็ว (Watterson, 1984) รูปแบบดังกล่าว

พบได้ในประชากรที่มีการขยายขนาดประชากรและพบได้ในปลาหลายชนิด เช่น ปลา small yellow 

croaker (L. polyacis) (Zhang et al., 2017), ปลา Chinese sea bass (L. maculatus) (Wang  

et al., 2017) และ ปลา Indian oil sardine (S. longiceps) (Sukumaran et al., 2016) เป็นต้น 

	 โครงสร้างทางพันธุศาสตร์ประชากร

	 จากการศึกษาโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรด้วยวิธี AMOVA และ pairwise F
ST

  

พบว่าประชากรปลาทรายแดงในภาคใต้มีความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรฝั่งทะเล

อันดามันและฝั่งทะเลอ่าวไทย ซึ่งน่าจะเกิดจากปัจจัยทางภูมิศาสตร์จากการขวางกั้นของคาบสมุทร

มลายูขัดขวางการผสมพันธุ์ระหว่างประชากรปลาทรายแดงจากฝั่งทะเลอันดามันและฝั่งทะเล 

อ่าวไทย จึงท�ำให้เกิดเป็นโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร ซึ่งเคยมีรายงานการเกิดโครงสร้าง 

พันธุศาสตร์ประชากรของปลาทะเลชนิดอื่นที่อาศัยระหว่างสองฝั่งทะเลดังกล่าว เช่น ปลาจวด  

(P. anea) (Kanjana et al., 2018) กับปลาตะกรับ (S. argus) ในภาคใต้ของประเทศไทย (Supmee, 

2015) และม้านํ้า (Hippocampus kuda) (Panithanarak et al., 2010) เป็นต้น ส�ำหรับผลการศึกษา 

pairwise F
ST

 พบว่าประชากรปลาทรายแดงท่ีอาศัยในฝั่งทะเลเดียวกันไม่พบความแตกต่าง 

ทางพันธุกรรมน่าจะเกิดจากประชากรปลาทรายแดงมีความสามารถในการกระจายพันธุ ์ได้ดี  

ซึ่งรูปแบบกระจายพันธุ์ของตัวอ่อนของปลาทรายแดงสามารถกระจายพันธุ์ได้ดีโดยมีระยะเวลา 

ที่ใช้ในการเคลื่อนที่ตามกระแสน�้ำได้นานกว่า 35 วัน (Wellington & Victor, 1989) จึงท�ำให้มีโอกาส

ในการเคล่ือนย้ายประชากรเพื่อเจริญเติบโตรวมกับประชากรอื่นและผสมพันธุ ์กับสมาชิก 

ต่างประชากรในฝั่งทะเลเดียวกันท�ำให้เกิดการถ่ายเทยีนระหว่างประชากร จึงท�ำให้ไม่พบความ 

แตกต่างทางพันธุกรรมของประชากรปลาทรายแดงที่อาศัยในฝั่งทะเลเดียวกัน ซึ่งสอดคล้องกับ 

การไม่เกิดความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างปลาทะเลชนิดอื่นท่ีอาศัยในฝั่งทะเลเดียวกัน เช่น  

ฝั่งทะเลอันดามันได้แก่ ปลาตะกรับ (Supmee, 2015) และฝั่งทะเลอ่าวไทย ได้แก่ ปลากระบอก 

(Suppapan, 2015) เป็นต้น จากการเกิดโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรของปลาทรายแดงใน 

ภาคใต้ของประเทศไทย สามารถก�ำหนดท�ำแนวทางในการอนุรักษ์ได้โดยการใช้พ่อแม่พันธุ์ของ 

แต่ละฝั่งทะเลปล่อยเพ่ือขยายพันธุ์ภายในฝั่งทะเลเดียวกันเพื่อไม่ให้มีการปนเปื้อนทางพันธุกรรม

และคงไว้ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรม 

	 ประวัติประชากร 

	 จากการศกึษาประวตัปิระชากรพบว่าประชากรปลาทรายแดงในทะเลอนัดามนัเคยมกีาร

ขยายขนาดประชากร ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา 4 วิธีได้แก่ (1) การทดสอบ mismatch 

distribution พบว่ายอมรับการเกิด sudden expansion model และมีรูปแบบการกระจายตัว 

แบบ unimodal ซึ่งยอมรับสมมติฐานของการทดสอบการขยายขนาดประชากร (2) การทดสอบ 

selective neutrality ด้วยวิธี neutrality test จากการทดสอบ Tajima’s D test และ Fu ‘s Fs test  
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พบว่า มีค่าติดลบซึ่งแสดงว่าประชากรเบี่ยงเบนไปจากประชากรสมดุล ซึ่งค่า D statistic ที่ม ี

ค่าติดลบบ่งบอกว่าประชากรก�ำลังถูกคัดเลือกโดยการคัดการกลายพันธุ์ที่ไม่เหมาะสมทิ้งไปหรือ 

อาจก�ำลังมีการขยายขนาดประชากรเกิดข้ึน (Yang, 2006) และค่า Fs statistic ซึ่งเป็นค่าสถิต ิ

ที่ใช้ทดสอบการขยายขนาดประชากรส�ำหรับเครื่องหมายทางพันธุกรรมท่ีเป็นนอนรีคอมบิเนชัน 

(Ramirez-Soriano et al., 2008) พบว่ามีค่าติดลบด้วยเช่นกัน จึงเป็นการยืนยันว่าประชากร 

ปลาทรายแดงเคยมกีารขยายขนาดประชากร (3) ค่าพารามเิตอร์ θ
1
 มค่ีามากกว่า θ

0
 ในทุกประชากร 

แสดงว่าประชากรทีม่คีวามสามารถในการสบืพนัธุใ์นเวลาปัจจบุนัมจี�ำนวนมากกว่าจ�ำนวนประชากร

ที่ผ่านมา ซึ่งบ่งบอกว่าประชากรเคยมีการขยายขนาดประชากร (4) แผนผังความสัมพันธ์ระหว่าง 

แฮโพลไทป์ พบว่าเป็นรูปแบบดาว (star like) ซึ่งพบได้ในประชากรที่เคยมีการขยายขนาดประชากร 

(Slatkin & Hudson, 1991) และจากแผนผังสามารถแบ่งกลุ่มประชากรตามสภาพภูมิศาสตร์ 

เป็นประชากรฝั่งทะเลอันดามันและฝั่งทะเลอ่าวไทยได้ ซึ่งสอดคล้องกับผลการเกิดโครงสร้าง 

พันธุศาสตร์ประชากร 
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