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บทคัดยอ
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาสกุล Channa 4 ชนิด คือ Channa striata, 
C. micropeltes, C. gachua และ C. lucius ในภาคตะวันออกเฉยีงเหนอืของประเทศไทยโดยใชเทคนคิ PCR-RFLP เกบ็ตวัอยาง
ปลาจํานวนทั้งหมด 112 ตัวจาก 14 จังหวัด สกัดดีเอ็นเอจากกลามเนื้อปลาแตละตัวดวยวิธี CTAB-Phenol: Chloroform 
Proteinase K และคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ผลการทดลองพบวา ไพรเมอร COI สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอไดด ีซึง่ใหผลผลิตพซีอีารในปลาท้ัง 4 ชนดิ มขีนาดเทากบั 710 bp เมือ่นาํผลผลิตพซีอีารทีไ่ดไปตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ 4 ชนิด Alu I, Hha I, Hinf I และ Taq I พบวาได single haplotypes ทั้งหมด 14, 9, 8 และ 7 รูปแบบ ตามลําดับ 
เม่ือนํา single haplotypes ที่ไดมาสรางเปน composite haplotypes ไดทั้งหมด 55 รูปแบบ ซึ่งรูปแบบ AAAA, LGEF, KFBC 
และ MHHA พบมากที่สุด คือ 8.33, 38.46, 50 และ 100 เปอรเซ็นต ใน C. striata, C. micropeltes, C. gachua และ C. lucius 
ตามลําดับ ยิ่งไปกวานั้นพบวา composite haplotypes ที่ไดไมมีการทับซอนกันเลย เมื่อนํารูปแบบการตัดมาสราง UPGMA 
dendrogram โดยใชโปรแกรมสาํเรจ็รปู NTSYSpc version 2.10p พบวาสามารถแบงความสมัพนัธทางพนัธกุรรมไดเปน 2 กลุม 
โดยกลุมท่ี 1 คือ Oxyeleotris marmorata ซึ่งเปนตัวเปรียบเทียบแยกออกจากปลาสกุล Channa อยางชัดเจน กลุมที่ 2 คือ ปลา
สกุล Channa ทั้งหมด ซึ่งแยกไดสองกลุมยอย กลุมยอยที่ 1 ประกอบดวย C. striata, C. micropeltes และ C. lucius กลุมยอย
ที่ 2 เปน C. gachua เพียงชนิดเดียวเทานั้น ซึ่งทั้งสองกลุมใหญและสองกลุมยอยของกลุมที่ 2 มีคาสัมประสิทธิ์ความเหมือน
เทากับ 59 และ 60 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

คําสําคัญ: ปลาชอน ความหลากหลายทางพันธุกรรม COI Channa PCR-RFLP 

Abstract
The objective of this research was to investigate genetic diversity of four species of snakehead fi sh genus Channa as 
Channa striata, C. micropeltes, C. gachua and C. lucius in northeastern Thailand using PCR-RFLP technique. A total 

of 112 samples were collected from 14 provinces. Genomic DNA was extracted from the muscle of each individual of 
specimens with CTAB-Phenol: Chloroform Proteinase K method and screened appropriate primers for PCR. The PCR 
product of COI primers showed 710 bp in four species. These PCR products were digested with Alu I, Hha I, Hinf I 

and Taq I restriction enzymes and found patterns of single haplotypes as 14, 9, 8 and 7, respectively. The composite 
haplotypes were constructed from single haplotypes of four enzymes and showed all 55 patterns. The highest 
percentages of composite haplotypes patterns in C. striata, C. micropeltes,C. gachua and C. lucius were 8.38, 38.46, 
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50 and 100 percentages in AAAA, KFBC, LGEF and MHHA, respectively. Moreover, the composite haplotypes showed 
non overlapping in four species. The UPGMA dendrogram of restriction haplotype was constructed using NTSYSpc 
version 2.10p. The polymorphism of Alu I, Hha I, Hinf I and Taq I digested COI products were evaluated and found 
that the fi shes were divided into 2 groups: group 1 was out group (Oxyeleotris marmorata) that separated clearly from 
the genus Channa, whereas group 2 consisted of all genus Channa which can be divided into 2 subgroups: subgroup 
1 consisted of C. striata, C. lucius and C. micropeltes and subgroup 2 was only C. gachua. The similarity coeffi cient 
between 2 groups and subgroups of group 2 exhibited approximately 59 and 60 percentages, respectively.
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บทนํา
ปลาชอนเปนปลาที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจนิยมบริโภค
อยางแพรหลาย เพราะเปนแหลงโปรตีนที่มีราคาถูก มีรสชาติ
ดี เน้ือแนน นุมหวาน และสามารถประกอบอาหารไดหลาก
หลาย1 สงผลใหปลาชอนเปนทีต่องการของผูบรโิภคมากย่ิงขึน้ 
ปลาชอนสดมีราคากิโลกรัมละ 120-190 บาท และปลาชอน
แดดเดียวหรือปลาชอนตากแหงราคากิโลกรัมละ 200 บาท2 
ปลาชอนจัดอยูในวงศ Channidae มีรูปรางเรียวทรงกระบอก 
สวนหัวโตจะงอยปากย่ืน ปากกวาง ตาโต มีฟนเปนเข้ียวบน
ขากรรไกร หัวดานบนราบลําตัวคอนขางกลม ครีบหลังและ
ครบีกนยาว ครบีหางปลายมน ครบีอกใหญ ครบีทองเลก็ เกลด็
มีขนาดใหญมีขอบเรียบ ปลาชอนมีอวัยวะชวยหายใจเปน
หลืบเน้ือสีแดงอยูในคอหอย เรียกวา suprabranchia จึง
สามารถอยูในแหลงนํ้าท่ีมีออกซิเจนต่ําได แพรพันธุโดยการ
วางไขโดยตัวผูและตัวเมียชวยกันปรับพื้นที่นํ้าตื้นๆ ใหเปน
แปลงกลม แลววางไขลอยเปนแพ และจะชวยกนัดแูลไขจนไข
ฟกเปนตวัแลวเลีย้งลูกปลาจนโตเรยีกวา “ลกูครอก” ซึง่มีสแีดง
หรือสม รูปรางคลายพอแม จากนั้นจึงปลอยใหหากินเอง พบ
ในเขตรอนของทวีปเอเชียและแอฟริกา ปจจุบันพบท้ังสิ้น 40 
ชนดิแบง เปน 2 สกลุ คอื Channa พบจาํนวน 36 ชนิดในทวปี
เอเชยี และ Parachanna ซึง่พบในทวปีแอฟรกิาจาํนวน 4 ชนดิ 
สําหรับในประเทศไทย พบ 7 ชนิด คือ ปลาชอน (C. striata) 
ปลาชะโด (C. micropeltes) ปลากาง (C. gachua) ปลากระ

สง (C. lucius) ปลาชอนงูเหา (C. marulius) ปลาชอนขาหลวง 
(C. marulioides) และปลาชอนดําหรือพรุ (C. melasoma) 
ปลาขนาดเลก็สดุคอื ปลากาง ซึง่มขีนาดโตเตม็ทีไ่มเกนิ 1 ฟตุ 

และใหญทีส่ดุคอื ปลาชะโด ทีใ่หญไดถงึ 1-1.5 เมตร3 เนือ่งจาก
อิทธิพลทางภูมิศาสตรทั้งลักษณะ ภูมิประเทศ ภูมิอากาศ ลม

มรสมุปรมิาณนํา้ฝน และสภาพชลธีวทิยาของแหลงนํา้ ทัง้สภาพ
นํ้าเปรี้ยวหรือเปนกรดสูง4 เปนอิทธิพลและปจจัยทางสิ่ง

แวดลอมมีผลตอลกัษณะท่ีปรากฏ (phenotype) ของปลาชอน5 
อีกท้ังปลาชอนยังสามารถนํามาเปนตัวบงช้ีความสมดุลทาง
ธรรมชาติที่ดี6 

 การเพาะเล้ียงปลาชอนไดรับความสนใจเปนอยาง
มากและอัตราการบริโภคยังมีแนวโนมสูงขึ้นเร่ือยๆ จาก
รายงานทางสถิติของกรมประมง ในป พ.ศ. 2555 พบวา
ปรมิาณปลาชอนท่ีจบัจากแหลงนํา้ธรรมชาติมปีรมิาณเทากบั 
24.7 พันตัน แตขอมูลปริมาณการจับจากธรรมชาติและการ
เพาะเลี้ยงในปเดียวกันมีคาเทากับ 28.8 พันตัน แสดงถึง
จํานวนการเพราะเลี้ยงที่นอย7 ทําใหผลผลิตสวนใหญไมเพียง
พอตอทองตลาดจึงมคีวามตองการจากแหลงนํา้ธรรมชาติมาก
ขึน้ตามไปดวย เปนผลใหปลาชอนในธรรมชาติมจีาํนวนลดลง 
ประกอบกับการเส่ือมโทรมของถ่ินทีอ่ยูอาศยัตามธรรมชาติยงั
มโีอกาสท่ีปลาชอนจะตกอยูในสภาวะถูกคกุคามได จากขอมลู
ทางสถิติป 2555 มูลคาเพิ่มของผลผลิตจากปลาชอนท่ีจับได
ในแหลงธรรมชาตแิละการเพาะเลีย้งมมีลูคาสูงถงึ 2,316 ลาน
บาท7 การเพาะเล้ียงปลาชอนเพ่ือเพ่ิมผลผลิตและตอบสนอง
ตอความตองการของการบริโภคอยางเพียงพอ จะชวยลด
ปรมิาณการจับปลาจากแหลงนํา้ธรรมชาติไดเปนอยางดี ขอมลู
ทางพนัธกุรรมถอืเปนขอมลูทีส่าํคญัอยางหนึง่ทีช่วยในการคดั
เลอืกพอ-แมพนัธุในการเพาะเล้ียง ดงัน้ันการศกึษาความหลาก
หลายทางพันธุกรรมของปลาชอนจึงมีความสําคัญในการ
วางแผนการอนุรักษ และการปรับปรุงพันธุเพื่อใชในการเพาะ
เลี้ยงรวมทั้งสามารถพัฒนาในเชิงพาณิชย
 อนันต เคนทาว8 วิเคราะหลักษณะมอรโฟเมทริกส
และความแปรผันทางสัณฐานวิทยาของปลาสกุล Channa 3 
ชนดิ 8 กลุมประชากรไดแก ปลาชอน ปลากาง และปลากระสง
พบวามีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาท้ังภายในชนิดและ

ระหวางชนิดและ Rahim และคณะ5 ศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของ C. striata ในคาบสมุทรมาเลเซียดวย
เทคนิค PCR-RFLP ของยีน mtDNA cyt b พบวามคีวามแตก
ตางกันทางพันธุกรรมโดยมีอิทธิพลจากปจจัยทางสภาพ 
แวดลอมและภูมิศาสตร ทั้งนี้ในรายงานการศึกษาดังกลาว

แสดงใหเห็นวาปลาสกุล Channa มีความแปรผันทางสัณฐาน
วิทยาสูง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยถือเปน
พื้นท่ีที่มีความหลากหลายทางภูมิศาสตรอยางมากจึงเหมาะ
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สมทีจ่ะทาํการศกึษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของปลา
ชอนในสกุล Channa โดยใชเทคนิค PCR-RFLP เนื่องจาก
สะดวก รวดเรว็ ไมใชสารกมัมนัตรงัส ีใชสกัดดเีอน็เอเพยีงเลก็
นอยและยงัสามารถบอกความแตกตางของแถบดเีอน็เอทีเ่ปน 
homozygotes และ heterozygotes ได 

วัตถุประสงค
 เพื่อตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ปลาในสกุล Channa ในภาคตะวันออกเหนือของประเทศไทย
โดยใชเทคนิค PCR-RFLP 

วิธีการวิจัย
 1.  การเก็บตัวอยางและการสกัดดีเอ็นเอ 
  ทาํการสาํรวจและเกบ็ตวัอยางปลาสกลุ Channa 
จากแหลงนํา้ธรรมชาติ เชน หวย หนอง คลอง บงึ ในพืน้ทีภ่าค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 14 จังหวัด ไดแก 
จังหวัดนครพนม มุกดาหาร บึงกาฬ สกลนคร กาฬสินธุ 
มหาสารคาม อุดรธานี อุบลราชธานี หนองบัวลําภู หนองคาย 
อํานาจเจริญ บุรีรัมย ศรีสะเกษ และชัยภูมิ (Figure 1) ศึกษา
ลกัษณะสณัฐานวทิยาภายนอกและจดัจาํแนกชนดิของปลาใน
สกุล Channa โดยศึกษาลักษณะแถบสีของลําตัว ความยาว
ของลําตัว ลักษณะของหาง ลักษณะการเรียงตัวของเกล็ด
บริเวณหัวและใตคาง จํานวนเกล็ดบริเวณเสนขางลําตัว 
ลกัษณะของเกลด็ และลกัษณะบรเิวณคอคอด ตามวธิกีารของ 
Smith9; Courtenay and Williams3; Vishwanath and 
Geetakumari10; อนันต เคนทาว8

Figure 1  Map of northeastern Thailand showing 

sampling sites of genus Channa

  สกัด genomic DNA จากเนื้อเยื่อกลามเนื้อของ
ปลา ดวยวิธี CTAB Phenol Chloroform Proteinase 
K Method ตามวิธีการของ Thaewnon-ngiw และคณะ11

โดยทําการตัดเนื้อเยื่อของปลาจากตัวอยางปริมาตร 0.5 cm3 
ใสใน centrifuge tube บดใหละเอียดแลว นําไปเติม CTAB 
buffer เติม Proteinase K (10 mg/ml) นําไป incubated 
ที่ 55-60 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง จากนั้นนํามาเติม Phenol: 
Chloroform: Isoamyl alcohol (25: 24: 1) กลับหลอดไปมา
ใหเขากนัเปนเวลา 10 นาท ีจากน้ันนาํไปปนเหว่ียงทีค่วามเร็ว 
12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาของเหลวที่แยกชั้นอยู
ดานบนใสหลอด centrifuge tube หลอดใหม จากนั้นเติม 
Chloroform: Isoamyl alcohol (24: 1) กลับหลอดไปมาใหเขา
กันเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาของเหลวที่แยกชั้นอยู
ดานบนใสในหลอด centrifuge tube หลอดใหม เติม absolute 
ethanol ที่เย็นจัด 2 เทาของปริมาตรรวม ผสมใหเขากันแลว
ตั้งทิ้งไว 3 ชั่วโมง หรือ overnight ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใหดีเอ็นเอตกตะกอน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดหรือเทสวนบน
ทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม ethanol 70 เปอรเซ็นต 
แลวตั้งท้ิงไว 10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ทําซํ้าอีกครั้ง ดูดสวนบนทิ้ง
ควํ่าหลอดลงบนกระดาษทิชชูประมาณ 30 นาที แลวเปดฝา
หลอดข้ึนเพ่ือใหเอทานอลระเหยออกใหหมด แลวละลาย
ดเีอน็เอดวย TE buffer (10 mM Tris-HCL pH 7.4 และ 1 mM 
EDTA) นํา DNA solution ที่ไดเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซยีส เพือ่นาํไปตรวจสอบคณุภาพดเีอน็เอโดยวธิ ีagarose 
gel electrophoresis ความเขมขน agarose 0.8 เปอรเซ็นต 

กระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 45 นาท ีและตรวจสอบความ
เขมขนของดีเอ็นเอดวยวิธี UV spectrophotometry 

ทีค่วามยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร แลวหา
อัตราสวนระหวางคาดูดกลืนแสงที่ OD

260
/OD

280
 nm 

 
 2.  ขัน้ตอนการเพิม่ปรมิาณ genomic DNA ดวย

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)
  ทําการคัดเลือกหาไพรเมอรที่เหมาะสมโดยใช
ไพรเมอร 7 ไพรเมอร (LSU2-3, LSU2-4, 16S rDNA, 18S 

rDNA, 28S rDNA, COI และ COI Fish12) โดยทําปฏิกิริยาใน
ปริมาตร 25 μl ซึ่งประกอบดวย dH

2
O, 0p buffer, 2 mM 

MgCl
2
, 0.2 mM dNTP, 1 U/μl Taq DNA polymerase, 0.4 

μM Primer [F] และ [R] และ DNA sample (50 ng/μl) ตาม

วิธีการของ Thaewnon-ngiw และคณะ11 แลวทําการเพิ่ม
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ปริมาณดีเอ็นเอโดยใชอุณหภูมิ Initial denaturation ที่ 95 

องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ตามดวย 35 รอบของ denaturation 
ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที annealing ที่ 54 
องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที และ extention ที่ 72 องศา
เซลเซียส นาน 1.10 นาที และ fi nal extention ที่ 72 องศา
เซลเซยีส นาน 10 นาที ตามวธิขีอง Lakra และคณะ13 จากนัน้
นําผลผลิตของปฏิกิริยา PCR มาทําการตรวจสอบขนาดดวย
เทคนิค agarose gel electrophoresis ความเขมขน agerose 
1 เปอรเซ็นต กระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที แลว
นําเอาไพรเมอรที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดดีไปทําการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตอไป 

 3. การตัดโมเลกุลดีเอ็นเอดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะดวยเทคนิค Restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) 
  นํา PCR product มาคัดเลือกหาเอ็นไซมตัด
จําเพาะ 14 ชนิด ไดแก Alu I, Hinf I, Pvu II, Sau 3AI, Bgl I, 
Dde I, Hae III, Hha I, Ssp I, Taq I, Hind III, Eco RI, Pst I 
และ Sma I โดยมีสวนผสมในการทําปฏิกิริยาดังนี้ ใช dH

2
O, 

10X buffer, 10X BSA, 40 mM spermidine, (10U/μl) restriction

enzyme ผสมใหเขากันแลวเติม PCR product นําไปบม
ไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง ยกเวน 
Taq I บมไวที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และ Sma I บมไว
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นนําไปวิเคราะหผลการ
ตัดของเอ็นไซมตัดจําเพาะดวยเทคนิค agrarose gel 
electrophoresis ความเขมขน agarose 2 เปอรเซ็นต 
กระแสไฟฟา 80 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากน้ันนําไป
ยอมดวย ethidium bromide (10 μl/ml) นาน 10 นาที ลางสี
สวนท่ีเกนิออกดวยนํา้กลัน่ 5 นาท ีแลวนาํไปตรวจดใูตแสง UV 
และบันทึกภาพ แลวคัดเลือกเอนไซมที่เหมาะสมไปใชในการ
วิเคราะหโดยเทคนิค PCR-RFLP ตอไป

 4.  การวิเคราะหขอมูล
  นํารูปแบบของโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีไดจากการตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาวิเคราะหหาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมโดยโดยวิธี UPGMA ดวยโปรแกรม NTSYS pc 
Version 2.10p เพื่อสรางเปน dendrogram 

ผลการศึกษา
 1.  ผลการเก็บตัวอยาง และการสกัดดีเอ็นเอ
ของปลาสกุล Channa 
  เก็บตัวอยางปลาสกุล Channa จากแหลงนํ้า
ธรรมชาติในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบ
ปลาสกุล Channa จํานวน 112 ตัวอยางที่เก็บไดจาก 14 
จงัหวดั นาํมาจดัจาํแนกโดยใชลกัษณะสัณฐานวทิยาภายนอก 

พบวาสามารถแบงกลุมได 4 ชนดิคอื C. striata, C. micropeltes,
C. gachua และ C. lucius และไดทําการเก็บตัวอยาง
ปลาบูทราย (Oxyeleotris marmorata) มาเปนตัวเปรยีบเทยีบ 
(out group) ในการศึกษาคร้ังนี้ เนื่องจากมีลักษณะสัณฐาน
วิทยาที่ใกลเคียงกันกับปลาในสกุล Channa มากที่สุด และ
จัดอยูในอันดับ Perciformes เหมือนกัน
  ดเีอน็เอทีส่กัดไดจากเนือ้เยือ่ปลา สกลุ Channa 
ทัง้ 4 ชนดิ และตวัอยางเปรยีบเทยีบ มกีารแตกหกัอยูมากและ
มีการปนเปอนของโปรตีนและอารเอ็นเออยูมาก จึงตองกําจัด
พวกโปรตีนและอารเอ็นเออีกรอบ โดยนําหลอดที่มีการปน
เปอนมายอยดวย Proteinase K และ RNase แลวทาํการสกัด
ซํ้าอีกคร้ัง เมื่อนําดีเอ็นเอท่ีไดมาตรวจสอบคุณภาพ พบวา
ดเีอน็เอท่ีไดมกีารปนเปอนลดลง และเม่ือทาํวดัคาดูดกลืนแสง 
(optical density) ดวยวธิ ีUV Spectrophotometer ซึง่ดเีอ็นเอ
ที่ไดในครั้งแรกมีคาประมาณ 1.3-1.9 และเมื่อสกัดซํ้าอีกคร้ัง 
พบวาดีเอ็นเอมีคาประมาณ 1.6-1.7 ซึ่งแสดงถึงดีเอ็นเอที่มี
ความบริสุทธิ์มากขึ้น 

 2. ผลการเพิ่มปริมาณ genomic DNA ดวย
เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)
  นํา genomic DNA ที่ไดมาทําจากการคัดเลือก
หาไพรเมอรทีเ่หมาะสมในการเพ่ิมปรมิาณดเีอน็เอ จาก 7 ไพร
เมอร พบวา ไพรเมอร COI Fish (Forward = 5´ TCA ACC 
AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC 3´ และ Reverse = 5´ 

TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA 3´)12 

สามารถเพิ่มปริมาณ genomic DNA ไดดีที่สุด โดยพบแถบ
ดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดเทากับ 710 bp ซึ่งเทากันทุกตัวในปลา
สกุล Channa (Figure 2) แตไพรเมอรอื่นๆ ไมสามารถเพิ่ม

ปรมิาณดเีอน็เอของปลาในกลุม Channa บางชนดิได อาจเกดิ
จากการจับกันอยางไมจําเพาะ non-specifi c ของดีเอ็นเอแม
แบบ กับ primer
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 3. ผลการตัดโมเลกุลดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัด
จําเพาะดวยเทคนิค Restriction fragment length 
polymorphism (RFLP)
  จากการนําโมเลกุลของดีเอ็นเอของปลาสกุล 
Channa ทัง้ 4 ชนดิ และตัวอยางเปรียบเทียบท่ีไดจากการเพ่ิม
ปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร COI Fish มาคัด
เลอืกหามาตดัดวยเอนไซมตดัจาํเพาะทีเ่หมาะสม 14 ชนดิ พบ
วามีเอนไซมตัดจําเพาะ 10 ชนิดคือ Alu I, Bgl I, Dde I, Hae 
III, Hha I, Hind III, Hinf I, Pst I, Sau 3AI และ Taq I สามารถ
ตดัโมเลกลุดเีอน็เอของปลาท้ัง 4 ชนิดและปลาตัวเปรยีบเทยีบ
ได แตที่ตัดแลวกอใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมพบ 
4 ชนิด คือ Alu I, Hha I, Hinf I และ Taq I ผลการตัดพบวา
สามารถตัดโมเลกุลของ PCR product จากไพรเมอรดังกลาว
ได single haplotypes 14(A-N), 9(A-I), 8(A-H) และ 7(A-G) 
รูปแบบตามลําดับ (Figure 3 และ Table 1-4) จากนั้นนําคา 
single haplotypes ที่ไดมาสรางเปน composite haplotypes 
พบท้ังหมด 55 รูปแบบ โดยพบในปลา C. striata 43 รูปแบบ 
พบรูปแบบ AAAA มากที่สุด รองลงมาพบรูปแบบ ACAA, 
GCAA, DBDB และ DBDA มีคาความถี่ของ composite 
haplotypes เทากับ 8.33 และ 5.56 เปอรเซ็นตตามลําดับ ใน
ปลา C. micropeltes พบ 7 รูปแบบโดยพบรูปแบบ KFBC 
มากท่ีสุด รองลงมาพบรูปแบบ JFAC มีคาความถ่ีของ 
composite haplotypes เทากับ 38.46 และ 23.08 เปอรเซ็นต
ตามลําดบั ในปลา C. gachua ได 3 รปูแบบ พบรูปแบบ LGEF 
มากท่ีสุด และรองลงมาพบรูปแบบ LGEC มีคาความถี่ของ 
composite haplotypes เทากับ 50 และ 42.86 เปอรเซน็ตตาม
ลําดับ ในปลา C. lucius ได composite haplotypes รูปแบบ
เดียวเทาน้ันคือ รูปแบบ MHHA มีคาความถี่ของ composite 

haplotypes เทากับ 100 เปอรเซ็นต และในตัวอยางเปรียบ
เทียบพบรูปแบบ NIDA มคีวามถีข่อง composite haplotypes 
เทากับ 100 เปอรเซ็นต

 4. ผลการวเิคราะหรปูแบบโมเลกุลดีเอ็นเอจาก
การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดวยโปรแกรม NTSYSpc 
version 2.10p
  นาํแถบดเีอน็เอทีไ่ดจากการตดัดวยเอนไซมตดั
จําเพาะมาวิเคราะหหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลา
สกลุ Channa พบวาสามารถแบงความสมัพันธทางพนัธกุรรม
ไดเปน 2 กลุมใหญ กลุมที่ 1 คือ O. marmorata และ กลุมที่ 
2 ประกอบดวยปลาสกุล Channa ทั้งหมดซึ่งสามารถแยกได
สองกลุมยอย คือกลุมยอยที่ 1 ประกอบดวย C. striata, C. 
micropeltes และ C. lucius กลุมยอยที่ 2 ประกอบดวย C. 
gachua ซึ่งท้ังสองกลุมใหญมีคาสัมประสิทธิ์ความเหมือน
เทากบั 59 เปอรเซน็ต และคาสัมประสทิธ์ิความเหมอืนระหวาง
กลุมยอยทั้งสองกลุมของกลุมที่ 2 นั้นมีคาเทากับ 60 
เปอรเซ็นต (Figure 4)

 

I---------
C. striataC.

------ I I---------- -
. micropeltesC. ga

---I I-------------I I
achuaC. lucius 

 

I--------------I 

Figure 2  The PCR products of four species of Channa
using COI primers. 
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Figure 3 PCR-RFLP patterns of COI gene in Channa and Oxyeleotris marmorata (out group) digested with four 
restrictions enzyme : Alu I (a), Hha I (b), Hinf I (c) and Taq I (d) (lane M=100 bp DNA Ladder, lane   
1=Uncut,  lane 2-4=Channa striata, lane 5-6=C. micropelte, lane 7-8=C. gachua, lane 9-10=C. lucius and  
lane 11= out group)

Table 1 Restriction fragment patterns of COI in Channa and outgroup after Alu I digestion

 Restriction patterns (Single haplotypes)
COI-Alu I (bp)

A B C D E F G H I J K L M N
- - - - - - - - 550 550 550 - - -
- - - - - - - - - - - - 500 -
- - - - - - - 450 450 - - - - -
- - - - - - 400 - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - 380
- - - - - - - - - - - - 350 -
- - - - - - - - 340 - -

320 320 320 320 320 - 320 320 320 - - 320 - 320
290 290 290 290 290 290 290 290 290 290 290 - - 290
- - - - - - - - - 270 270 - 270 270

250 250 250 - - 250 250 250 - - 250 - -
220 220 - 220 - - - 220 220 - - - - -
- - - - 210 210 210 - - 210 210 - - -
- 190 - - - - - - - - - - - -

180 180 180 180 180 180 180 180 180 - - - - -
- - 160 - - - - - - - - - - -

150 - - 150 - 150 - 150 - - 150 - - -
- - - - 140 - 140 - - - - - - -
- 130 - - - - - - - - - - - 130
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Table 2 Restriction fragment patterns of COI in Channa and outgroup after Hha I digestion 
Restriction patterns (Single haplotypes)

COI-Hha I (bp)
A B C D E F G H I
- - - - - - - - 710

600 600 600 600 600 - - 600 -
- - - - - 500 500 - -
- - - - - - 260 - -

250 - - 250 - 250 - 250 -
- - - - - - 200 - -

130 130 - 130 130 - - - -
- - - 70 70 - - - -

Table 3 Restriction fragment patterns of COI in Channa and outgroup after Hinf I digestion
Restriction patterns (Single haplotypes)

COI-Hinf I (bp)
A B C D E F G H
- - 710 710 - - - 710
- - - - - - 600 -

500 500 - - - - - 500
- - - - - 450 - -
- - - - 370 370 - -
- - - - - - - -
- 250 - - 250 250 - -

220 220 220 - 220 220 220 220
- - - - - - - 90
- - - - - - - 50

Table 4 Restriction fragment patterns of COI in Channa and outgroup after Taq I digestion 
Restriction patterns (Single haplotypes)

COI-Taq I (bp)
A B C D E F G
- - 600 600 600 600 -
- - - - - - 550

310 310 - 310 - - -
230 230 - 230 - - -
- 100 - - - 100 -
- 70 - - 70 - -
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O. marmorata

C. lucius 

C. gachua

C. micropeltes 

C. striata 

Figure 4  UPGMA dendrogram showing the genetic relationships of COI gene in Channa striata, C. micropeltes, 
C. gachua,C. lucius and Oxyeleotris marmorata after Alu I, Hha I, Hinf I and Taq I digestion analyzed by 

NTSYSpc version 2.10p.
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วิจารณและสรุปผล
เมื่อนําตัวยางที่ไดไปจัดจําแนกโดยใชลักษณะสัณฐานวิทยา
ภายนอกสามารถจําแนกได 4 ชนิด สอดคลองกับการศึกษา
ของวีระยุทธ สุภิวงค14 ที่ศึกษาพันธุศาสตรเซลลของปลาวงศ 
Channidae ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนอืของประเทศไทยทีพ่บ 
4 ชนิดเชนกัน และยังมีรายงานวาพบชนิด C. gachua ใน
จังหวัดบึงกาฬ กาฬสินธุ และหนองบัวลําภู และ C. lucius ใน
จังหวัดบึงกาฬ8 แตการศึกษาคร้ังนี้ในพ้ืนที่ดังกลาวไมพบท้ัง
สองชนิด ในประเทศไทยมีรายงานวาพบสกุล Channa ตาม
แหลงนํ้าธรรมชาติ 7 ชนิด และพบการแพรกระจายในภาค
ตะวนัออกเฉยีงเหนอืท้ังหมด 5 ชนิด แตในการศกึษาครัง้นีพ้บ
เพียง 4 ชนิดซึ่งไมพบการแพรกระจายของ C. marulius ใน
พื้นที่ทําการสุมเก็บตัวอยาง อาจมีสาเหตุจากหลายปจจัยทั้ง
สภาพแวดลอมและฤดูกาลในชวงเวลาท่ีเก็บตัวอยาง 
 เมือ่นาํ genomic DNA ทีไ่ดจากการสกัดดเีอน็เอ มา
ทาํจากการคัดเลอืกหาไพรเมอรทีเ่หมาะสมในการเพ่ิมปรมิาณ
ดเีอน็เอ จาก 7 ไพรเมอร และเพิม่ปรมิาณ genomic DNA ดวย
เทคนิค PCR พบวาที่ตําแหนงยีน COI ไพรเมอร COI Fish12 
สามารถเพิ่มปริมาณ genomic DNA ไดดีที่สุด เนื่องจาก
ตําแหนงยีน COI มีขอดีกวายีนในไมโตคอนเดรียบริเวณอื่นๆ 
คือมีขนาดไมยาวเกินไป สามารถเพิ่มปริมาณดวย universal 
pirmer ไดอยางมีประสิทธิภาพ ครอบคลุมขอบเขตของความ
สมัพนัธทางวิวฒันาการในกลุมสตัวไดอยางด ีนอกจากน้ีลาํดับ
ดีเอ็นเอของยีน COI ยังใหความแตกตางในสัตวที่มีความ
สัมพันธใกลชิดกันมากไดอีกดวย14 ในการศึกษาคร้ังไดทําการ
ทดสอบในยีนตําแหนง COI ถึงสองยีนแตไมสามารถเพิ่ม
ปรมิาณ genomic DNA ทัง้นีอ้าจมีสวนจากความแตกตางของ
เบสท่ีมีความจําเพาะของเบสตอชนิดของปลา และเม่ือเพ่ิม
ปรมิาณของ genomic DNA ทีไ่ดมขีนาด PCR product เทากบั 
710 bp มีขนาดเทากันทุกตัว ซึ่งเหมาะสําหรับที่จะนํามาตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะแตกตางจากรายงานการวิจัยของ 
Lakra และคณะ13 ทีม่ขีนาดของ PCR product เทากบั 561 bp 

ซึ่งมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรและอุณหภูมิ
เดียวกันทั้งนี้อาจเกิดจาก PCR condition ที่แตกตางกัน 
เน่ืองจากในการศึกษาคร้ังน้ีใช PCR condition ตามวิธกีารของ 

Thaewnon-ngiw และคณะ11 และรายงานการวจิยักอนหนาของ 
Ward และคณะ12 มีขนาดของ PCR product เทากับ 655 bp 

มขีนาดใกลเคยีงกับการศกึษาคร้ังน้ี และยงัพบขนาดของ PCR 
product เทากับ 600 bp และ 582 bp ในรายงานการวิจัยของ 
Benziger และคณะ15 และ Song และคณะ16 ตามลําดบั ทัง้สาม
รายงานมีการเพ่ิมปริมาณโดยใชไพรเมอรเดยีวกัน แตมคีวาม
แตกตางกันท่ี PCR condition และอุณหภูมิที่ใชในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอ นอกจากน้ีในรายงานของ Adamson และ
คณะ17 ใชไพรเมอร Cyt b GLUDG-L (5’-TGA CTT GAA RAA 
CCA YCG TTG-3’) และ CB3-H (5’-GGC AAA GAG AAA 
RTA TCA TTC-3’)18 มีขนาด PCR product เทากับ 809 bp 
และยังมีการศึกษาโดยใชตําแหนงยีน COI ไพรเมอร L6154 
(5’-AYC ARC AYY TRT TYT GRT TCT-3’) และ H6556 
(5’-TGR AAR TGI GCI ACW ACR TA-3’) ของ Jamaluddin 
และคณะ19 พบขนาด PCR product เทากับ 368 bp และ 
Rahim และคณะ5 ศึกษาโดยใชไพรเมอร Forward: cyt b1 
(5ʹ-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3ʹ) และ 
Reverse: cyt b2 ( 5ʹ-GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT 
CCT CA-3ʹ)20 พบขนาดเทากบั 356 bp จะเหน็ไดวาขนาดของ 
PCR product ในแตละรายงานการศกึษามขีนาดทีแ่ตกตางกนั
ถึงแมจะมีการเพิ่มปริมาณที่ตําแหนงยีน COI เหมือนกันแตมี
ลําดับเบสของไพรเมอรตางกัน
 เมื่อทําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 4 ชนิด คือ 

Alu I, Hha I, Hinf I และ Taq I โดยพบวาสามารถตัดได single
haplotypes 14 9 8 และ 7 รูปแบบตามลําดับ ซึ่งมีทั้งรูปแบบ
ที่มีความจําเพราะตอชนิด และในบางชนิดพบ single 
haplotypes หลายรูปแบบ อาจเปนเพราะวายีนที่ใชในการ
ศึกษาในครั้งนี้ไมเปนบริเวณ conserve sequence ของปลา
ทาํใหได restriction patterns ทีไ่มเหมอืนกนั จะเห็นไดวาปลา
ชนดิเดยีวกนัทีอ่าศยัอยูในทองถิน่แตกตางกัน หรือแมแตพวก
ที่อาศัยในบริเวณเดียวกัน อาจมีพันธุกรรมท่ีแตกตางกันโดย
ไมสามารถสังเกตไดจากลักษณะภายนอก21 จากน้ันนําคา 
single haplotypes ที่ไดมาสรางเปน composite haplotypes 

พบทั้งหมด 55 รูปแบบ โดยพบ 43 รูปแบบในปลา C. striata 
ซึ่งตางจากการศึกษาของ Rahim และคณะ5 ที่ศึกษาดวย
เทคนิคเดียวกันแตตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิดคือ 
HpyCH4 IV, Mbo II, Mnl I, Nla IV และ Tsp509 พบ 
composite haplotypes ในปลา C. striata ทัง้หมด 29 รปูแบบ 

โดยแบบรปูแบบ BAAAB มากท่ีสดุ 20 เปอรเซน็ต ซึง่มรีปูแบบ
ของ composite haplotypes ที่พบนอยกวาการศึกษาในคร้ัง
นีเ้นือ่งจากขนาด PCR product อยูในชวงส้ันกวา มขีนาดเพยีง 

356 bp จงึทาํใหไมสามารถตดัได single haplotypes ไดหลาย
รูปแบบ ในปลา C. micropeltes พบ 7 รูปแบบ ในปลา 
C. gachua ได 3 รูปแบบ ในปลา C. lucius พบ รูปแบบเดียว

เทานัน้คอื รปูแบบ MHHA และในตัวอยางเปรียบเทียบพบรูป
แบบ NIDA รปูแบบเดยีว และยงัพบวา composite haplotypes 

ที่ไดทั้งหมดไมมีการทับซอนกันเลย ดังนั้นจึงสามารถใช 
composite haplotypes ในการจัดจําแนกปลาสกุล Channa 
ไดเปนอยางดี
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 จากการนาํแถบดเีอน็เอทีไ่ดจากเทคนคิ PCR-RFLP 
มาวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม
สําเร็จรูป NTSYSpc version 2.10p พบวาสามารถแบงความ
สมัพนัธทางพนัธกุรรมไดเปน 2 กลุมใหญ คอื ตวัอยางเปรยีบ
เทียบและปลากลุม Channa ทั้งหมด จาก dendrogram ของ
ปลากลุม Channa พบวาปลา C. gachua แตกตางจากปลา

กลุม Channa ชนดิอืน่โดยมีคาสัมประสิทธิค์วามเหมือนเทากบั 
60 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษากอนหนา
ของ Adamson และคณะ17 ที่ศึกษาความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการโดยสราง phylogram โดยพบวาปลา C. gachua 
แตกตางจากปลา C. lucius, C. micropeltes และ C. striata 
และยังสอดคลองกับการศึกษาของ Lakra และคณะ13 ที่สราง 
Phylogenetic tree จากการวิเคราะห Neighbor-Joining (NJ) 
และ Maximum Parsimony (MP) พบวาปลา C. gachua แตก
ตางจากปลา C. striata จากการศกึษาครัง้นี ้C. striata มคีวาม
แปรผันทางพันธกุรรมมากท่ีสดุ และจะเห็นไดวาความแปรผัน
ทางพันธกุรรมของปลา C. striata คอนขางสอดคลองกับแหลง
ที่เก็บ ตัวอยางในประชากรเดียวกันจัดอยูในกลุมเดี่ยวกัน แต
มีบางประชากรมีความแปรผันที่แตกตางกันไปทําใหเกิด
ลกัษณะท่ีใกลเคยีงกับประชากรกลุมอืน่มากกวา อาจเกิดจาก
กระบวนการอิสระจากการคัดเลือกความถี่ของยีนประชากร
แบบสุม การแปรผันทางพันธุกรรมเพ่ือใหเกิดการอยูรอด 
การกลายพนัธุของยนีหรอืเกดิจากการแลกเปลีย่นยนีระหวาง
ประชากรกอใหเกดิความแปรผันทีห่ลายหลากแตกตางกันทาง
พันธุกรรมแมเพียงเล็กนอย ก็กอใหเกิดวิวัฒนาการ จนการ
เปนความแตกตางมากข้ึนเร่ือยๆ จนกลายเปนลักษณะทีแ่ตก
ตางกัน รองลงมาคือประชากรปลา C. micropeltes และ 
C. gachua ตามลําดับ แต C. lucius ไมพบความแปรผันทาง
พันธุกรรมแมจะเปนตัวอยางที่เก็บจากพื้นที่ที่แตกตางกัน 
 ดงันัน้ควรทีจ่ะศกึษาความหลากหลายทางพนัธกุรรม
ในการจัดจําแนกปลากลุม C. striata เพื่อท่ีจะพัฒนาเปน
เครื่องหมายจําเพาะสําหรับปลา C. striata เพื่อใชในการคัด

เลือกหาพอแมพันธุในการเพาะเลี้ยงเชิงพาณิชยตอไป
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