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บทคัดย่อ 

การศึกษาสัณฐานวิทยา และความหลากหลายของปลาสลิดในประเทศไทยโดยใช้ปลา

สลิดอายุ 8 เดือน จาก 7 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร จังหวัด

ฉะเชิงเทรา จังหวัดอยุธยา จังหวัดสระแก้ว จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม  จาก

การศึกษาความผันแปรของลักษณะภายนอกพบว่าปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรปราการ จังหวัด

สมุทรสาคร จังหวัดสระแก้ว จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม มีการแปรผัน 3 ลักษณะ คือ 
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ลายเสือ พบว่าปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรสาครมีขนาดความยาวลําตัวมากที่สุด คือ 152.57 

มิลลิเมตร ส่วนปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรามีดัชนีสมบูรณ์เพศสูงที่สุด คือ 13.68% จาก

การศึกษาความหลากหลายของปลาสลิดโดยใช้ยีน Cytochome oxidase subunit I และ 

Cytochome b นํามาทําแผนภาพอนุมานต้นไม้ด้วย MEGA 5 พบว่าสามารถจัดจําแนกปลา

สลิดจาก 7 จังหวัดได้ 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ปลาสลิดลายเสือจากจังหวัดสมุทรปราการ (SPV) 

ปลาสลิดลายเสือจากจังหวัดนครปฐม (NPTT) และปลาสลิดลายเสือจากจังหวัดเพชรบุรี 
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(PTTT) กลุ่มที่ 2 ปลาสลิดลายจุดจากจังหวัดนครปฐม (NPWD) ปลาสลิดจากจังหวัดอยุธยา 

และปลาสลิดอ้างอิง Trichogaster pectoralis accession number HQ682729 กลุ่มที่ 3 

คือ ปลาสลิดลายเสือจากจังหวัดสระแก้ว (SKTT) ปลาสลิดลายเสือจากจังหวัดสมุทรสาคร 

(SSDVT) และปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรา (CH) 
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Abstract 

The study on morphology age biodiversity of snakeskin gourami 

(Trichogaster pectoralis) in eight months of fish, that collected from 7 provinces 

of Thailand namely Samut Prakan, Samut Sakhon, Chachoengsao, Phra Nakhon 

Si Ayutthaya, Sa Kaeo, Phetchaburi and Nakhon Pathom. The external variable 

was found from Pla- salid of Samut Prakan, Samut Sakhon, Sa Kaeo, 

Phetchaburi and Nakhon Pathom.  There were three distinguished 

morphological characteristics inpla-salid as follows: 1) tiger-liked strips in Samut 

Prakan, Samut Sakhon, Sa Kaeo, Phetchaburi, Nakhon Pathom, Phra Nakhon Si 

Ayutthaya and Chachoengsao samples, 2) black bar at the middle of the body 

with black dots in Samut Prakan, Samut Sakhon, Sa Kaeo, Phetchaburi and 
Nakhon Pathom samples, and 3) bright white colour of body in Samut Prakan, 

Samut Sakhon, Sa Kaeo, Phetchaburi and Nakhon Pathom samples.  Pla- salid 

from Samut Sakhon had the longest body of 152.57 mm. and Chachoengsao 
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had the most complete of sexual integrity at 13.68 %.  The biodiversity of Pla- 

salid was studied using cytochome oxidase subunit I gene and cytochome b 

gene. The phylogenetic tree of Pla- salid was carried on with MEGA 5 program 

that could divide into three groups as: 1) Pla-salid from Samut Prakan (SPV), 

Nakhon Pathom (NPTT) and Phetchaburi (PTTT), 2) Pla-salid from Nakhon 

Pathom (NPWD), Phra Nakhon Si Ayutthaya and Trichogaster pectoralis 

accession number HQ682729, and 3) Pla-salid from Sa Kaeo (SKTT), Samut 

Sakhon (SSDVT) and Chachoengsao (CH). 
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

ปลาสลิดเป็นปลานํ้าจืด ซึ่งเป็นปลาพ้ืนบ้านของประเทศไทย มีแหล่งกําเนิดอยู่ในที่ลุ่มภาค

กลางของประเทศ มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Trichogaster pecteralis ปลาสลิดเป็นปลาที่นิยมเลี้ยงกัน

มากบริเวณภาคกลาง และสามารถพบในประเทศเพื่อนบ้านอย่าง เช่น กัมพูชา เวียดนาม มาเลเซีย 

อินโดนีเซีย อินเดีย ปากีสถาน   ศรีลังกา และฟิลิปปินส์ ซึ่งมีที่มาจากการส่งพันธ์ุปลาจากเมืองไทยไป

ยังประเทศดังกล่าว เมื่อประมาณ 80-90 ปีที่ผ่านมา การจัดจําแนกปลาจะอาศัยการสังเกตจาก

ลักษณะรูปร่าง สี ขนาดความยาว หรือการเรียงตัวของเกล็ดปลา หรือลักษณะของไข่ หรือ

องค์ประกอบอ่ืนๆที่อยู่ภายในตัวปลา  ซึ่งปลาสลิดมีรูปร่างคล้ายปลากระด่ีหม้อ แต่มีขนาดโตกว่า 

ลําตัวแบนข้างมีครีบ ท้องยาวครีบเดียว สีของลําตัวมีสีเขียวออกเทา หรือมีสีคล้ําเป็นพ้ืน และมีริ้วดํา

พาดขวางตามลําตัวจากหัวถึงโคนหาง เกล็ดบนเส้นข้างตัวประมาณ 42-47 เกล็ด ปากเล็กยืดหดได้ 
ปลาสลิดซึ่งมีขนาดใหญ่เต็มที่จะมีความยาวประมาณ 20 เซนติเมตร (กรมประมง. 2548) ปลาสลิดยัง

มีลักษณะความแตกต่างของเพศระหว่างเพศผู้และเพศเมีย โดยเพศผู้จะมีลักษณะลําตัวยาวเรียว สัน

หลัง และสันท้องเกือบเป็นเส้นขนานกัน ลายเข้มมีสีสวยกว่าเพศเมีย และมีนํ้าหนักน้อยกว่าเพศเมีย 

ปลาสลิดเพศเมียมีลักษณะลําตัวสั้นป้อม มีท้องยาวมน ไม่ขนานกับสันหลัง มีสีจาง และมีนํ้าหนัก

มากกว่าเพศผู้ (สัญชัย บุญญะธานี. 2548)  ปลาสลิดสามารถผสมพันธ์ุ และวางไข่ได้เมื่อมีอายุ 7 

เดือน โดยเกษตรกรนิยมจับปลาอายุประมาณ 8 เดือน มาจําหน่ายเพ่ือนําไปทําปลาสลิดตากแห้ง 

ขนาดของปลาสลิดที่โตเต็มที่โดยเฉลี่ยจะมีขนาดตัวยาวประมาณ 6-7 น้ิว หนัก 130-400 กรัม ปลา

สลิดจะเริ่มวางไข่ต้ังแต่เดือนเมษายน  ถึงเดือนสิงหาคม หรือช่วงในฤดูฝน  นอกจากการใช้ลักษณะ

รูปร่างทางสัณฐานวิทยาของลําตัวปลาสลิดมาใช้ในการจัดจําแนกปัจจุบันมีการนําวิธีการนําข้อมูลทาง

พันธุกรรมมาช่วยในการจัดจําแนกโดยในสิ่งมีชีวิตจําพวกโปรคาริโอตมักนิยมใช้ระดับสปีชีส์ 

สําหรับในยูคาริโอตหรือสัตว์ช้ันสูง นอกจากยีน 18S rDNA และ ITS1 ITS2 ก็ยังมียีนอ่ืนที่ได้รับความ

สนใจ โดย Steinke และคณะ (2009) ใช้ยีน Cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) มาเป็นตัว

จัดจําแนกปลาการ์ตูนที่เดินทางในอเมริกาเหนือ และ Wicht และคณะ (2010) สามารถจัดจําแนก

ปรสิตในปลาโดยอาศัยยีน Cytochrome c oxidase subunit 1 และ Cytochrome b (Cytb) 

เช่นกัน ซึ่งทั้งยีน COI และ Cytb เป็นยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรีย ถูกนํามาใช้ในเป็น Molecular 
Marker ในการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น แมลง นก สัตว์เลื้อยคลาน และ ปลา เป็นต้น 

สําหรับปลาสลิดถูกนํามาทําคาริโอไทพ์พบว่ามีจํานวนโครโมโซมเท่ากับ 46 แท่ง (ธวัช ตอนสกุล, 
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วิเชียร มากตุ่น และฮิโรชิ อูวะ. 2530) นอกจากน้ียังมีการวิเคราะห์หาความแตกต่างของปลาสลิดโดย

ใช้ไอโซไซม์ 14 ชนิด มาทําการเปรียบเทียบกัน (แสงทอง ประเสริฐวิริยะกุล. 2539) นอกจากน้ีก็มีวิธี

อ่ืนๆอีกมากมายที่นํามาช่วยในการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิต เช่น polymerase chain reaction และ 

microsatellite DNA marker technique (Pongthana. 2001) ปลาสลิดเป็นปลานํ้าจืดเศรษฐกิจที่

ทํารายได้ให้กับประเทศอย่างมาก (แสงทอง ประเสริฐวิริยะกุล. 2539) และปลาสลิดบางบ่อเป็นที่รู้จัก 

และยอมรับของคนทั่วไปว่ามีรสชาติอร่อยด้วยความมีช่ือเสียงของปลาสลิดในพ้ืนที่ ปลาสลิดจึงเป็น

เอกลักษณ์หน่ึงในคําขวัญของจังหวัดสมุทรปราการ แต่ในปัจจุบันโรงงานอุตสาหกรรมได้ขยายตัว

อย่างแพร่หลายและมีการปล่อยนํ้าเสียลงสู่แหล่งนํ้าธรรมชาติซึ่งเป็นแหล่งนํ้าที่เกษตรกรใช้ในการ
เพาะเลี้ยงปลาสลิด (เจียมจิต บุญสม. 2529) นอกจากน้ีพ้ืนที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงปลาสลิดในจังหวัด

สมุทรปราการเริ่มลดจํานวนลง จนทําให้ปริมาณปลาสลิดที่ผลิตได้ภายในจังหวัดสมุทรปราการไม่

เพียงพอต่อการนํามาแปรรูป จึงมีการนําปลาสลิดจากพ้ืนที่อ่ืนมาทําการแปรรูปแทนที่ปลาสลิดจาก

บางบ่อ ทําให้เอกลักษณ์ที่แท้จริงของปลาสลิดบางบ่อน้ันสูญหายไปเน่ืองจากปลาสลิดจากต่างพ้ืนที่มี

ลักษณะที่คล้ายคลึงกันมาก  งานวิจัยน้ีจึงมีความสนใจในการจัดจําแนกปลาสลิดที่มาจากพ้ืนที่ต่างกัน 

โดยงานวิจัยน้ีต้องการจะบอกความแตกต่างปลาสลิดที่มาจากแหล่งต่างกันโดยอาศัยการเปรียบเทียบ

ลักษณะพ้ืนฐานทางสัณฐานวิทยาและใช้ความแตกต่างทางพันธุกรรมเข้ามาช่วยในการจัดจําแนกปลา

สลิดที่มาจากแหล่งต่างกัน 



3 
 

   

1.2 วัตถุประสงคข์องการวิจัย                                                    

1. เพ่ือศึกษาและเปรียบเทียบลักษณะภายนอกโดยใช้หลักการเครือข่ายโครงยึดในปลาสลิด

สด จาก จังหวัดสมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร จังหวัดสระแก้ว จังหวัดฉะเชิงเทรา 

จังหวัดอยุธยา จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม   

 

 2. ศึกษาค่าดัชนีสมบูรณ์เพศของปลาสลิดสดจาก จังหวัดสมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร

 จังหวัดสระแก้ว จังหวัดฉะเชิงเทรา จังหวัดอยุธยา จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม        

                      

3. เพ่ือเปรียบเทียบยีน Cytochrome oxidase subunit 1 และ Cytochrome b ของปลา
สลิดจาก จังหวัดสมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร จังหวัดสระแก้ว จังหวัดฉะเชิงเทรา 

จังหวัดอยุธยา จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม  

                             

4. เพ่ือทําการจัดกลุ่มปลาสลดิโดยการทํา phylogenetic tree จากข้อมูลของยีน 

Cytochrome oxidase subunit 1 และ Cytochrome b 
 

1.3 สมมติฐานของการวิจัย 

 การเลี้ยงปลาสลิดในพ้ืนที่ๆสภาพแวดล้อมด้วยกระบวนการเลี้ยงและสายพันธ์ุสืบทอดที่

แตกต่างกัน ลักษณะรูปร่างและพันธุกรรมของปลาอาจแตกต่างกัน 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย         
 นําปลาสลิดอายุเฉลี่ย 8 เดือน จากบ่อเลี้ยงในจังหวัดสมุทรปราการ   จังหวัดสมุทรสาคร 

จังหวัดสระแก้ว จังหวัดฉะเชิงเทรา จังหวัดอยุธยา จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม มาทําการวัด

ขนาดสัดส่วน นํ้าหนัก และสังเกตรูปร่าง ลาย พร้อมทั้งช่ังนํ้าหนักของไข่ปลา และทําการสุ่มปลาเพ่ือ

เป็นตัวแทนไปสกัดดีเอ็นเอเพ่ือนําไปเพ่ิมขยายส่วนของยีน Cytochrome oxidase subunit 1 และ 

Cytochrome b ด้วยเทคนิค Polymerase Chain reaction และนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน

ที่นํามาศึกษาเพ่ือนําไปสร้างเป็นแผนภาพ phylogenetic tree  
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1.5 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับ                   

1. ข้อมลูที่ได้จากงานวิจัยจะสามารถเป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไปได้ เช่น ใช้เป็นข้อมูล

พ้ืนฐานในการส่งเสริมการเลีย้งปลาสลิด                 

2. เ ป็นข้อมูล พ้ืนฐานการยืนยันเอกลักษณ์  หรือช้ีให้ เห็นถึงสิ่ ง บ่ง ช้ีทางภูมิศาสตร์ 

(Geographic information)       

3. เป็นข้อมูลพ้ืนฐานรูปร่างของปลาสลิดจากแต่ละพ้ืนที่ 



 

บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 

2.1 อัตราการผลิตปลาสลิด 

 

ปลาสลิดเป็นปลานํ้าจืดเศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นที่นิยมเลี้ยงกันอย่างแพร่หลายเพราะเป็น

ปลาที่มีราคาดี จากสถิติในช่วงปี 2555 มีราคาปลาสลิดสดสูงสุดที่ 70 บาท (องค์การสะพานปลา. 

ม.ป.ป.) ราคาจะขึ้นกับขนาดของตัวปลาและฤดูกาลโดยปลาสลิดจะมีราคาแพงในช่วงเดือน สิงหาคม- 

กันยายน เน่ืองจากปลาสลิดให้ลักษณะเนื้อที่มีไขมันมากและมีราคาสูง ส่วนเดือน มีนาคม-เมษายน 

ปลาสลิดจะมีราคาถูก เพราะนํ้าในแหล่งนํ้าแห้ง ทําให้จับปลาได้ในปริมาณมากส่งผลให้ราคาปลา

ตกตํ่า (ศิริจรรยา เขาประเสริฐ. 2551) และ จากสถิติการส่งออกของสัตว์นํ้าของประเทศไทยในช่วงปี 

2545 พบว่าการส่งออกปลาสลิดเป็นอันดับ 4 ของสัตว์นํ้าจืด โดยมีอัตราปริมาณการผลิตปลาสลิด

เท่ากับ 24,179 ตัน คิดเป็นมูลค่า 1,099,588 ล้านบาท รองจาก ปลาดุก ปลานิล และปลาตะเพียน 

(กรมประมง. 2545) และมีอัตราการผลิตปลาสลิดทั่งโลกที่เพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเน่ืองทุกปี ดังภาพที่ 2.1 

 

 

ภาพที่ 2.1 อัตราการผลิตปลาสลิดจากทั่วโลก 

ที่มา : http://www.fao.org/fishery/species/3321/en 
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2.2 แหล่งทีพ่บปลาสลิด 

ปลาสลิดหรือปลาใบไม้เป็นปลานํ้าจืด ซึ่งเป็นปลาพ้ืนบ้านของประเทศไทย มีแหล่งกําเนิดอยู่ใน

ที่ลุ่มภาคกลาง มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Trichogaster pecteralis หรือช่ือสามัญว่า snakeskin 

gourami และนิยมเลี้ยงกันมากบริเวณภาคกลาง ส่วนที่พบในประเทศเพ่ือนบ้าน (ภาพที่ 2.2) เช่น 

กัมพูชา เวียดนาม มาเลเซีย สิงคโปร์ อินโดนีเซีย พม่า อินเดีย ปากีสถาน ศรีลังกา และฟิลิปปินส์ ซึ่ง

ส่วนใหญ่เป็นพันธ์ุปลาที่ส่งไปจากเมืองไทย เมื่อประมาณ 80-90 ปีที่ผ่านมา (กรมส่งเสริมการเกษตร. 

ม.ป.ป.)  

 

      
ภาพที่ 2.2 ภาพการแพร่กระจายของปลาสลิด 

ที่มา : http://www.fao.org/fishery/species/3321/en 
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2.3 การจัดจําแนกปลาสลิด 

ปลาสลิดจัดอยู่ใน Family Anabantidae ซึ่งมีช่ือสามัญหลายช่ือ เช่น snakeskin gourami, 

sepat Siam ซึ่งเป็นปลาที่อยู่ในวงศ์เดียวกับปลาสลิด ได้แก่ ปลาหมอ ปลาหมอตาล ปลาแรด ปลา

กริม ปลากัด และปลากระด่ี (สัญชัย บุญญะธานี. 2548)  

อนุกรมวิธาน (Taxonomy)                     

การจัดจําแนกช้ันทางวิทยาศาสตร์ (Berg. 1947) 

Phylum :  Vertebrata 
      Subphylum  :  Craniata 

 Superclass:  Gnothostomata 

     Series: Pisces 

                    Class: Teleostomi 

                         Subclass: Acytimopterygii 

        Order: Cypriniformes 

              Suborder: Anabantoidel, Labyrinthici 

                                           Family: Anabantidae 

      Genus: Trichogaster Bloch. 1809 

Species: Trichogaster pectoralis Regan. 1910 
 

2.3.1 การจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology 

identification)  

การจัดจําแนกสปีชีส์ของปลาแบบด้ังเดิมจะยึดการศึกษารูปร่าง ลักษณะภายนอก (ภาพที่ 2.3) 

รวมถึงรูปแบบของสี ขนาดและจํานวนเกล็ด ตําแหน่งและจํานวน ชนิดรัศมีของครีบ หรือการหา

ความสัมพันธ์จากการวัดขนาด และอัตราส่วนของตัวปลา (Strauss and Bond. 1990) และยัง

สามารถหาความแตกต่างในสปีชีส์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกันมากโดยดูจากซี่ของเหงือกปลา (Fahmida. 

2002) ในบางคร้ังมีการศึกษาจากส่วนของกระดูกหู (otoliths) และอาหารที่พบอยู่ในกระเพาะอาหาร

ของฟอสซิล (Pierce and Boyle. 1991; Granadeiro and Silva. 2000) นอกจากลักษณะรูปร่าง

ทางสัณฐานวิทยาของลําตัวปลายังมีการใช้ระยะของการเจริญไม่ว่าจะเป็นไข่หรือระยะเป็นตัว 
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ภาพที่ 2.3 ภาพแสดงการวัดสัดส่วนปลา 

ที่มา : http://www.fishbase.org/identification/Morphometrics     

/centimeters/Index.php 

 

รูปร่างลักษณะของปลาสลดิ (Morphology of Trichogaster pectoralis) 

การศึกษาตัวอ่อนของปลา ชนิด ลักษณะของไข่และความดกของไข่มาใช้ในการช่วยในการจัด

จําแนก (Amornsakun et al.  2004) มีเวปไซด์ที่ให้ข้อมูลมากมายเกี่ยวข้องกับลักษณะรูปร่างของ

ปลา (www.fishbase.org) และลักษณะจําเพาะของกระดูกหู (www.pescabase.org) ปลาสลิดมี

รูปร่างคล้ายปลากระด่ีหม้อ แต่ขนาดโตกว่า ลําตัวแบนข้างมีครีบ ท้องยาวครีบเดียว สีของลําตัวมีสี

เขียวออกเทาหรือมีสีคล้ําเป็นพ้ืน และมีริ้วดําพาดขวางตามลําตัวจากหัวถึงโคนหาง เกล็ดบนเส้นข้าง

ตัวประมาณ 42-47 เกล็ด ปากเล็กยืดหดได้ ปลาสลิดซึ่งมีขนาดใหญ่เต็มที่จะมีความยาวประมาณ 20 

เซนติเมตร (กรมประมง. 2548) ปลาสลิดยังมีความแตกต่างของเพศระหว่างเพศผู้และเพศเมียโดย

เพศผู้จะมีลักษณะลําตัวยาวเรียว สันหลังและสันท้องเกือบเป็นเส้นขนานกัน ลายเข้มมีสีสวยกว่าเพศ

เมีย และมีนํ้าหนักน้อยกว่าเพศเมีย ปลาสลิดเพศเมียมีลักษณะลําตัวสั้นป้อม มีท้องยาวมนไม่ขนานกับ

สันหลัง มีสีจางและมีนํ้าหนักมากกว่าเพศผู้ (สัญชัย บุญญะธานี. 2548)  ปลาสลิดสามารถผสมพันธ์ุ

และวางไข่ได้เมื่อมีอายุ 7 เดือน ปลาสลิดขนาดโตเต็มที่โดยเฉล่ียจะมีขนาดตัวยาวประมาณ 6-7 น้ิว 

นํ้าหนักประมาณ 130-400 กรัม ปลาสลิดจะเร่ิมวางไข่ต้ังแต่เดือนเมษายน ถึงเดือนสิงหาคม หรือ
ในช่วงฤดูฝน แม่ปลาตัวหน่ึงๆ จะสามารถวางไข่ได้หลายคร้ัง แต่ละคร้ังจะได้ปริมาณไข่ประมาณ 

4,000-10,000 ฟอง ในฤดูวางไข่ท้องแม่ปลาจะอูมเป่งออกมาทั้งสองข้าง ลักษณะของไข่ปลาสลิดมีสี

เหลือง (กรมส่งเสริมการเกษตร. ม.ป.ป.)  
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2.3.2 การจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular Biology 

identification) 

สําหรับการจัดจําแนกแบบด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาแบบด้ังเดิมจะอาศัยโปรตีนที่จําเพาะ 

โดยใช้เทคนิคทาง electrophoresis เช่น isoelectrofocusing (IEF) (Rehbein. 1990) Capillary 

electrophoresis (CE) (Kvasnicka. 2005), HPLC (Hubalkova et al. 2007) หรือใช้เทคนิค

ทางด้านภูมิคุ้มกันวิทยามาใช้ เช่น Enzyme-Link ImmunoSorbent (ELISA) ซึ่งในปัจจุบันมีหลาย

บริษัทที่พัฒนา ELISA diagnostic kit ออกมาใช้ในการตรวจสอบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด (Asensio et 

al. 2008)   แต่การตรวจสอบด้วยโปรตีนมีข้อจํากัดคือ ต้องใช้ตัวอย่างที่สดใหม่ จึงทําให้เกิดการ

พัฒนาการตรวจสอบทางด้าน DNA ขึ้นมา เน่ืองจาก DNA เป็นแหล่งของข้อมูลทางพันธุกรรม และ

DNA สามารถทนต่อการบรรจุกระป๋อง ทนต่อความร้อน นอกจากน้ี DNA สามารถจับกับสับสเตรท

(substrate) ได้หลากหลายและพบในทุกเน้ือเย่ือ และมีข้อมูลในส่วนที่เป็นทั้ง coding และ non-

coding region  (Teletchea et al. 2005) ดังน้ันการตรวจสอบโดยใช้ DNA จึงถูกพัฒนาและได้รับ
ความนิยมนําไปใช้ประโยชน์อย่างหลากหลายมากกว่าการตรวจทางโปรตีน การจัดจําแนกโดยใช้ 

DNA จะถูกนํามาใช้ในการบอกความแตกต่างในสปีชีส์โดยการสกัด DNA มาจากช้ินส่วนของกล้ามเน้ือ 

ครีบ หรือเลือด  (Lockley and Bardsley. 2000 ; Teletchea et al. 2005) ซึ่งการจัดจําแนกด้วย 

DNA ด้วยวิธีแรกเร่ิมจะใช้ PCR-RFLP, PCR-sequencing และ PCR specific primer และใน

ปัจจุบันมีการนําเทคนิคใหม่ๆเข้ามาใช้ในการจัดจําแนก เช่น PCR-SSCP, PCR-RAPD, PCR-DGGE, 

PCR-ALFP การ cloning และ sequencing นอกจากน้ีก็มีเทคนิค real-time PCR และ microarray 

เป็นต้น เทคนิคเหล่านี้ถูกนําไปประยุกต์ใช้ในการจัดจําแนกหรือตรวจสอบตัวอย่างปลา โดยดูจากการ

งานวิจัยที่อ้าง 10 ปี ที่ผ่านมา ต่ังแต่ปี ค. ศ. 1997-2007 ดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งแต่ละวิธีมีข้อดี

ข้อเสียแตกต่างกัน โดยพบว่าวิธี PCR-RFLP มีผู้นําไปใช้มากที่สุด รองลงมาคือ เทคนิค PCR –

sequencing ซึ่งเป็นวิธีที่ราคาถูกและให้ผลรวดเร็ว                    

               

2.4 เทคนคิทางอณูชีววิทยาที่นํามาใช้ในการจัดจําแนกสปีชีสข์องสิง่มีชีวิต 

2.4.1 เทคนิค PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)   

เทคนิค PCR-RFLP เป็นเทคนิคที่นําช้ินส่วนของยีนที่ถูกเพ่ิมจํานวนด้วยเทคนิค PCR มาตัด

ด้วยเอนไซม์ endonuclease ซึ่งจะมีความจําเพาะกับบริเวณจุดตัด เป็นผลให้ได้ช้ินส่วนของ DNA ที่

มีขนาดแตกต่างกัน และช้ินส่วนดังกล่าวจะถูกนําไปแยกด้วย agarose gel electrophoresis เทคนิค

น้ีเป็นเทคนิคที่ง่าย และเสถียร และราคาถูกเมื่อเทียบกับเทคนิค PCR-sequencing แต่ข้อเสียของวิธี

น้ีคือ อาจมีการตัดแบบไม่สมบูรณ์เกิดขึ้น และความหลากหลายภายในสปีชีส์อาจจะถูกตัดออกไปหรือ
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เพ่ิมเข้ามาในส่วนของจุดตัด และเทคนิคน้ีต้องการความรู้พ้ืนฐานของยีนที่ต้องการนํามาตัดจาก

ตัวอย่างอีกด้วย (Lockley and Bardsley. 2000) 
 

2.4.2 เทคนิค PCR –sequencing  

เทคนิค PCR –sequencing เป็นเทคนิคที่ใช้หาลําดับของสาย DNA โดยทําการเพ่ิมจํานวน

ช้ินส่วน DNA ที่สนใจด้วยเทคนิค PCR ก่อน จากน้ันนําช้ินส่วน PCR product ไปทําให้บริสุทธ์ิ และ

นําไปหาลําดับเบส (Lockley and Bardsley. 2000; Asensio. 2007) ซึ่งการหาลําดับเบสแบบเดิม

จะใช้เวลานาน และต้องใช้ผู้ที่มีความชํานาญในการทําและมีราคาสูง แต่ในปัจจุบันทั้งปัญหาของราคา

และระยะเวลาที่นานในการทําน้ันลดลง และถูกนํามาใช้ในการหาลําดับของยีน 16S rRNA หรือการ

หา SNPs (single nucleotide polymorphism) เพ่ือใช้บอกความแตกต่างของแต่ละสปีชีส์กันอย่าง

แพร่หลาย (Maretto et al. 2007) เทคนิค sequencing ใหม่น้ันเรียกว่า pyrosequencing โดย

เทคนิคน้ีอาศัยการตรวจสอบ pyrophosphate (PPi) ที่ถูกปล่อยออกมาจาก dNTPs ในระหว่างการ

สังเคราะห์สาย DNA ซึ่งสามารถตรวจสอบได้ช่วงคลื่นแสงที่สามารถมองเห็นได้ โดยจํานวนของแสง

จะสัมพันธ์กับนิวคลีโอไทด์ (Ronaghi. 2001)  
 

 2.4.3 เทคนิค PCR specific primer       

 เทคนิค PCR specific primer จะอาศัยความข้อมูลของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความจําเพาะ

ของในแต่ละสปีชีส์นําไปใช้ในการออกแบบ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจง ที่สามารถให้ช้ินส่วนของ 

DNA ที่มีขนาดแตกต่างกัน เช่นการทํา Multiplex PCR ซึ่งมีออกแบบprimerมากกว่า 1คู่ ให้จําเพาะ

กับเป้าหมายที่สนใจได้หลายๆเป้าหมายและสามารถนํามาตรวจสอบผลได้พร้อมกันในเวลาเดียวกัน 

ซึ่งเทคนิคน้ีมีความจําเพาะเจาะจงและช่วยประหยัดเวลา (Michelini et al. 2007) 
 

2.4.4 เทคนิค PCR specific primer      

 เทคนิค PCR specific primer จะอาศัยความข้อมูลของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความจําเพาะ

ของในแต่ละสปีชีส์นําไปใช้ในการออกแบบ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจง ที่สามารถให้ช้ินส่วนของ 

DNA ที่มีขนาดแตกต่างกัน เช่นการทํา Multiplex PCR ซึ่งมีออกแบบprimerมากกว่า 1คู่ ให้จําเพาะ

กับเป้าหมายที่สนใจได้หลายๆเป้าหมายและสามารถนํามาตรวจสอบผลได้พร้อมกันในเวลาเดียวกัน 

ซึ่งเทคนิคน้ีมีความจําเพาะเจาะจงและช่วยประหยัดเวลา (Michelini et al. 2007) 
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ตารางที่ 2.1 การเปรียบเทียบ 10 วิธี ที่ใช้ในการจัดจําแนกสปีชีส์ของปลาในช่วงปี ค.ศ. 1997-2007 
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+ No Yes/ 

No 
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PCR-specific 

primers 

+ Yes Yes No Yes Yes + + + Fast Low 

taxonomic 

range 

PCR-SSCP + No Yes No Yes Yes/

No 

+ + + Fast Reproducib-

ility 

Real-time 

PCR 

++ No Yes Yes No Yes ++ + + Quantity of 

information 

Cost 

PCR-RAPD +++ No Yes No No Yes/

No 

+ + + Fast Quality of 

genomic DNA 

PCR-DGGE ++ No Yes No Yes Yes + + + Fast Discriminatory 

power 

PCR-AFLP +++ No Yes No No Yes/

No 

+ ++ ++ Sensitivity Quality of 

genomic DNA 

Cloning and 

Sequencing 

+ Yes No ? No ? ++ +++ +++ Admixtures Cost 

Microarray + Yes No ? No Yes ++++ +++ +++ Admixtures Developing 

time 
 

ที่มา : Teletchea. (2009) 
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2.4.5 เทคนิค Real time PCR      

 เทคนิค Real time PCR หรือที่เรียกว่า Real time quantitative PCR (qPCR) โดยเทคนิคน้ี

จะมีการเพ่ิมปริมาณของ DNA และสามารถวัดปริมาณ DNA ที่เพ่ิมจํานวนขึ้นในแต่ละรอบได้โดย

อาศัย florescent reporter ที่เติมลงไป โดยตัว reporter น้ีเป็นโมเลกุลของสาย oligonucleotide 
ที่มีสีของ florescent ติดอยู่ที่ปลาย 5’ และ มี florescence quencher ติดอยู่ที่ปลาย 3’ ซึ่งสาย

ของ oligonucleotide น้ีจะถูกออกแบบให้สามารถเข้าจับกับตําแหน่งระหว่างสอง primer ซึ่ง

กระบวนการสังเคราะห์ DNA สายใหม่ Taq DNA polymerase จะย่อยโพรบและปล่อยโมเลกุลของ 

reporter น่ันคือ สี fluorescences ออกมา ปริมาณของสี fluorescences จะเป็นสัดส่วนโดยตรง

กับปริมาณของช้ินส่วน PCR product ที่เพ่ิมขึ้นมาในระหว่างการทํา PCR (Lockley and Bardsley. 

2000) 
 

2.4.6 เทคนคิ PCR-RAPD (PCR Random Amplified polymorphic DNA) 
เทคนิค PCR-RAPD ประกอบไปด้วยการเพ่ิมจํานวน DNA โดย PCR โดยใช้ primer สายสั้นๆ

ซึ่งจะทําการสุ่มจับกับจีโนม และนําไปแยกช้ินส่วนของ PCR product ด้วยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis ซึ่งข้อดีของวิธีน้ีก็คือ ไม่จําเป็นต้องทราบข้อมูลพ้ืนฐานของยีนของตัวอย่างที่สนใจ

นํามาตรวจสอบ แต่ข้อเสียคือ ไม่สามารถนํามาทําซ้ําได้ และหากมีหลายสปีชีส์ที่รวมกันอยู่จะไม่

สามารถแยกออกได้ และหากมีการปนเป้ือนจะทําให้ไม่สามารถบอกผลได้ เทคนิคน้ีถูกนําไปใช้บอก

ความแตกต่างหรือวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตในระหว่างสปีชีส์ 
 

2.4.7 เทคนิค PCR-AFLP (PCR Amplified Fragment Length Polymorphism) 

เทคนิค PCR-AFLP เป็นเทคนิคที่ใช้ในการคัดเลือกเป้าหมายที่จะนํามาเพ่ิมจํานวนด้วยเทคนิค 

PCR และใช้เป็นจุดตัดจาก genomic DNA เทคนิค PCR-AFLP จะใช้ restriction enzyme ตัด 

genomic DNA โดยทําการเช่ือมต่อ adaptors ที่ปลายของของช้ินDNA และเมื่อทําการเพ่ิมจํานวน

ช้ินส่วนของDNA ก็จะเป็นการเพ่ิมช้ินส่วนของ adaptorที่ต่อไว้ด้วย หลังจากนั้นช้ินส่วนที่ถูกเพ่ิม

จํานวนจะถูกแยกด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis (Vos et al. 1995) 
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2.5 ยีนเป้าหมายที่นํามาใช้ในการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิต (DNA marker target) 

เน่ืองจากมีวิธีการศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตหลายรูปแบบโดยใช้ยีนในการจัดจําแนกอย่าง

กว้างขวาง แต่ไม่มีข้อตกลงหรือจัดลําดับอย่างเป็นทางการว่ายีนใดของส่วนใดบนยีนจะเป็นตัวแทน

ข้อมูลที่ดีสําหรับเป็นตัวแทน (molecular marker) ในการศึกษาวิวัฒนาการ อย่างไรก็ตามข้อมูลจีโน

ไทป์ที่ถูกนํามาใช้วิเคราะห์ และศึกษาวิวัฒนาการในด้านของการเป็น molecular marker มากที่สุด

คือ ดีเอ็นเอจากภายในนิวเคลียส (nuclear rDNAs) และ ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย (mtDNA) 
 

2.5.1 Nuclear rDNA และความสัมพันธท์างวิวัฒนาการ 

Nuclear rDNA ซึ่งควบคุมการสร้าง rRNAs ถูกนํามาใช้ในการวิเคราะห์ทางวิวัฒนาการอย่าง

กว้างขวาง nuclear rDNA ของสิ่งมีชีวิตช้ันสูง มีการจัดเรียงตัวในลักษณะของ tandem repeat ซึ่ง

ซ้ํากันประมาณ 5,000 ครั้ง แต่ละ repeat unit ประกอบด้วยยีนที่ควบคุมการสร้าง nuclear small 

subunit (SSU), large subunit (LSU) และ 5.8S rDNA แต่ละส่วนจะถูกคั่นด้วย spacer โดย SSU 

และ LSU rDNAs ถูกคั่นด้วย external transcribed spacer (ETS) จํานวน 2 บริเวณ และ non- 

transcribed spacer จํานวน 1 บริเวณ ซึ่ง spacer ทั้งสองชนิดน้ีเรียกรวมกันว่า intergenic 

spacer (IGS) ส่วน 5.8S rDNA อยู่ระหว่าง Internal transcribed spacers (ITS) 2 บริเวณ คือ 

ITS1 และ ITS2 
 

2.5.2 mtDNA และความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

 mtDNA ของสัตว์พหุเซลล์มีลักษณะเป็นวงกลมปิด ยกเว้นใน Cnidarians ซึ่งเป็นเส้นตรงหน่ึง

หรือสองเส้น (Warrior and Gall. 1985; Bridge et al. 1992) ขนาดของ mtDNA มีต้ังแต่ 11-17 

kbp บางชนิดมีขนาดประมาณ 40 kbp (Wolstenholme. 1992) อย่างไรก็ตาม ลําดับเบสของ 

mtDNA ไม่เปลี่ยนแปลงมากนัก เน่ืองจากขนาดที่ใหญ่น้ัน เน่ืองจากความยาวของ non coding 

region (Harrisson. 1989) หรือ iteration ของ mtDNA บางส่วน (Moritz and Brown. 1987; 

Stanton et al. 1994) นอกจากน้ีพบว่า mtDNA มีวิวัฒนาการที่เร็วกว่า nuclear genome ดังน้ัน

ยีนที่ถูกถอดรหัสเป็นโปรตีนในไมโตคอนเดรีย จึงถูกนํามาใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ

ของสิ่งมีชีวิต ในระดับ families, genera, species และ populations เน่ืองจากการเกิด
กระบวนการการแทนที่ของเบส (substitution) ใน codon ตําแหน่งที่ 3 (Wobble positions) 

ดังน้ันลําดับเบสบนยีนที่สร้างโปรตีนจึงถูกนํามาใช้ในการหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระดับ 

species และ populations (Navajas et al. 1996) ในทางตรงกันข้ามลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน

ที่ถูกสร้างจาก mtDNA มีความอนุรักษ์สูงกว่าลําดับเบส จึงนิยมนํามาใช้ในการหาความสัมพันธ์ทาง

วิวัฒนาการระดับ families หรือ orders (Liu and Beckenbach. 1992 ; Frati et al. 1997)  



14 
 

   

ถึงแม้ว่า mtDNA จะมีวิวัฒนาการที่รวดเร็วกว่า nuclear genome แต่ก็พบว่า 12S rDNA มีดีกรีของ

การอนุรักษ์สูงใกล้เคียงกับ SSU rDNA และมักใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการในระดับ 

phyla หรือ subphyla (Ballard et al. 1992) ในขณะที่ 16S rDNA มักใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์

ระดับวิวัฒนาการระดับ families หรือ genera (Black and Piesman. 1994; Kambhampah et 
al. 1996) และเมื่อเปรียบเทียบกับ nuclear rDNA แล้ว พบว่าการออกแบบ universal primer ให้

สอดคล้องกับการทํา PCR amplification ของ mtDNA ค่อนข้างทําได้ยาก เน่ืองจากมีความผันแปร

ของลําดับเบสค่อนข้างสูง ดังน้ันจึงมักจะพบข้อมูลของยีนใน mtDNA จํานวนไม่มากนัก ในการ

นํามาใช้ศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ เช่น 12S rDNA, 16S rDNA, Cytb, NADH 

dehydrogenase 1 (ND1) และ COI โดยทั่วไป 12S rDNA และ 16S rDNA มีความอนุรักษ์สูง

มากกว่ายีนอ่ืนๆใน mtDNA ยีน COI อนุรักษ์มากกว่ายีน COII และ COIII นอกจากน้ียังพบว่า ยีน 

ND1 อนุรักษ์มากกว่ายีนที่สร้างเอนไซม์ NADH dehydrogenase ชนิดอ่ืน แต่อย่างไรก็ตามพบว่า

ดีกรีของการอนุรักษ์ของยีน COI มากกว่า Cytb และ Cytb มากกว่า ND1 และในปัจจุบันมีข้อมูลของ

ยีน 12S และ 16S rDNA, Cytb, COI และ ND1 เน่ืองจากลําดับของการอนุรักษ์ในลําดับเบสค่อนข้าง

สูงจึงทําให้ง่ายต่อการออกแบบ universal primer สําหรับการทํา PCR 
 

2.6 การคัดเลอืก molecular markers หรือ gene regions 

 กระบวนการคัดเลือก molecular markers หรือ gene regions เป็นขั้นตอนที่สําคัญในการ

วิเคราะห์ทางวิวัฒนาการ การเลือก molecular markers หรือ gene regions ที่ไม่เหมาะสม และไม่

สอดคล้องกับประเด็นคําถาม จะทําให้ได้ข้อมูลความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่ไม่ถูกต้อง และมีความ

คลาดเคลื่อน ยกตัวอย่างเช่น ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการในกลุ่มของสิ่งมีชีวิตที่มีความ

ใกล้ชิดกันมากจะนิยมใช้ข้อมลูของ coding genes ใน mtDNA เช่น ยีน Cytb, COI, COII, ND1 หรือ 

ND2 และ nuclear rDNA spacers เช่น IGS หรือ ITS มากกว่าใช้ nuclear SSU, LSU และ 5.8S 

rDNA 
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ยีนท่ีนิยมนํามาใช้หาความสมัพันธท์างวิวัฒนาการ      

2.6.1 Nuclear ribosomal genes 

ยีน 16S rRNA ในปี 1965 Dubnau และคณะ ได้ศึกษาบริเวณอนุรักษ์ของลําดับเบสใน

ยีน 16S rRNA จากลําดับเบสของเชื้อในสปีชีส์ Bacillus (Dubnau et al. 1965) และยีนนี้ถูก

นํามาใช้ในการจัดจําแนกแบคทีเรีย แต่ในขณะเดียวกันลําดับเบสบริเวณอนุรักษ์ ของยีน16S rRNA 

ก็ไม่สามารถใช้บอกวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่มีอัตาการวิวัฒนาการเท่าๆกัน แต่คุณสมบัติของสิ่งน้ี

ช่วยบอกความแตกต่างของแบคทีเรียที่ต่างกลุ่มกันได้ (Gutell et al. 1993; Woese. 1987; 

Clarridge. 2004)  ยีน 16S rRNA มีขนาด 1,550 bp และประกอบไปด้วยทั้งบริเวณที่มีความผัน

แปร และอนุรักษ์ที่มีลักษณะจําเพาะกับกลุ่ม (Chen et al. 1989) ยีน 16S สามารถพบได้ในทุกส

ปีชีส์ของแบคทีเรีย และสามารถวัดความสัมพันธ์ของสปีชีส์ในแบคทีเรียได้ นอกจากนี้ยังใช้ในการ

หาแบคทีเรีย unknown การศึกษา 16S และ 23S rRNA จะเป็นส่วนสําคัญในการจัดจําแนก

แบคทีเรีย และใช้ในการจัดจําแนกแบคทีเรียที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ (Clarridge. 2004)   
 

2.6.2 Mitochondrial genes (mtDNA) 

ข้อมูลจากไมโตคอนเดรียมีความสําคัญอย่างมากในการศึกษาการจัดจําแนกในระดับสปีชีส์ 

ยีนในไมโตคอนเดรียมีความผันแปรและสามารถแบ่งเป็นส่วนๆ โดยส่วนใหญ่ๆจะเป็น non-coding 
DNA  การใช้ไมโตคอนเดรียช่วยเพ่ิมอัตราการศึกษาการจัดจําแนกมากข้ึนโดยใช้การตัดจําเพาะของ

เอนไซม์ที่จําเพาะเจาะจงกับลําดับเบสที่แตกต่างในสาย DNA (Brown et al. 1982) 

ยีน Cytochrome c oxidase subunit I/II (COI/II) เป็นเอนไซม์ที่มีความสําคัญในการ

ขนส่งอิเล็คตรอนในขบวนการ electron transport chain และสามารถพบได้ในทั้งแบคทีเรียและไม

โตคอนเดรีย ยีนของCOI และ COII มีขนาดเท่ากับ 2 หน่วย จาก 7 หน่วยใน cytochrome c 

oxidase complex  โดยยีน COI มีขนาดประมาณ 894 bp และทั้ง COI และCOII ยีนถูกใช้ในการ

แก้ปัญหาในการจัดลําดับในแมลงที่มีความใกล้ชิดทางสปีชีส์กัน และในส่วนของ subfamilies  

families และ order โดยยีน COI จะมีวิวัฒนาการช้าหากเทียบกับยีนอ่ืนๆในไมโตคอนเดรีย (Russo 

et al. 1996) จึงนิยมถูกนํามาใช้ในการศึกษา Molecular phylogenies อย่างแพร่หลาย ยีน COI 

และ COII ถูกนํามาใช้ในการจัดจําแนกสปีชีส์ในพยาธิ และในปัจจุบันยีน COI ถูกนํามาใช้เป็น 

barcode ในการจัดแบ่งกลุ่มของแมลง (Zhang and Sota. 2007) 
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ยีน Cytochrome b เป็นยีนที่มีขนาดประมาณ 1,143 bp และถูกรายงานว่าใช้เป็น 

marker ในการหาความสัมพันธ์ของส่ิงมีชีวิตที่มีความใกล้ชิดกันมาก ยีน Cytb จะมีประโยชน์มาก 

และถูกนําไปใช้ในการหาสัญญาณ และจัดกลุ่มของจีนัส Peromyscus (หมัดกวาง) (Bradley et al. 

2007) และใช้ในการจัดจําแนก 5 จีนัส ของนก Indo-Himalayan ในระดับสปีชีส์ นอกจากน้ียังมีการ
ใช้ในส่วนของยีนควบคุม (control region (CR)) ร่วมในการจัดจําแนกด้วย (Randi et al. 2001) 

 

2.7 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

ดุจฤดี ปานพรหมมินทร์ และนนทวี ปานพรหมมินทร์ (2557) ได้นําเอา DNA barcode ไปใช้

ในการจัดจําแนกชนิดปลาในวงศ์เสือตอ จํานวน 4 ชนิดได้แก่ ปลาเสือตอลายใหญ่ ปลาเสือตอลายเล็ก ปลา

เสือตอลายคู่ ปลากระพงลายคู่ โดยนํายีน Cytochrome c oxidase I มีทําการออกแบบไพร์เมอร์ ซึ่งข้อมูล

ของยีนในปลาดังกล่าวยังไม่พบในฐานข้อมูล GenBank และ BOLD และพบว่า COI สามารถใช้แยกวงศ์ของ

ปลาเสือได้อย่างชัดเจน และสามารถแยกวงศ์ปลาเสือจากปลาในวงศ์ใกล้เคียงได้อีกด้วย 

ดุจฤดี ปานพรหมมินทร์ และศิริภรณ์ อ่วมเจริญ (2557) ได้ทําการจําแนกชนิดปลาจากพ้ืนที่ปก

ปักพันธุกรรมพืชในมหาวิทยาลัยพะเยาโดยใช้ยีน Cytochrome c oxidase I พบว่าวิธีน้ีสามารถจําแนก

ปลาได้ 11 ชนิด ได้อย่างถูกต้อง โดยสามารถแบ่งปลาออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ คือ ปลาในอันดับเพอร์ซิฟอร์

เมส ไซพรินิฟอร์เมส และซิลูริฟอร์เมส 

 Pongthana และคณะ (1999) ได้ทําการเก็บตัวอย่างกล้ามเนื้อ ตับ ไต เลือดและหัวใจ มาจาก

ปลาสลิดจากในประเทศไทยมา 5 จังหวัด ได้แก่ สมุทรปราการ พิษณุโลก สุพรรณบุรี อุบลราชธานี และ
ปัตตานี เพ่ือนํามาศึกษาหาความแตกต่างของ isozyme จํานวน 14 ตัว พบว่าจากการศึกษา ปลาจาก

จังหวัดสมุทรปราการมีความใกล้เคียงกับปลาสลิดจากพิษณุโลก และปลาจากจังหวัดปัตตานีน้ีมีความ

แตกต่างจากปลาสลิดจังหวัดพิษณุโลกมาก และจากการศึกษาทางสัณฐานวิทยา พบว่า ระยะห่างของหัว

ปลาสลิดจากจังหวัดพิษณุโลกมีขนาดยาวกว่ามาตรฐาน ส่วนปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรปราการและ

สุพรรณบุรีมีลักษณะใกล้เคียงกัน และ ขนาดความยาวของหัวปลาในจังหวัดอุบลราชธานีใกล้เคียงกับ

ปัตตานี 

Lin และคณะ (2005) ได้ทําการจัดจําแนกปลาทูน่า 4 สายพันธ์ุได้แก่ Thunnus thynnus, 

Thunnus alalunga, Thunnus obsus, Thunnus albacores โดยใช้ยีน Cytb มาทําการออกแบบไพร์

เมอร์ จากน้ันมาทํา PCR-RFLP โดยตัดด้วยเอนไซม์ BSP1286, HincII และ RsaI ซึ่งสามารถจัดจําแนกปลา

เศรษฐกิจเหล่าน้ีได้อย่างรวดเร็ว 
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Persis และคณะ (2009) ทําการจัดจําแนกและหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปลา Carangid 

ซึ่งเป็นปลามีความสําคัญทางเศรษฐกิจในแถบบริเวณชายฝั่ง Kakinda ในประเทศอินเดีย สามารถใช้ยีน 

Cytochrome c oxidase - I (COI) ในไมโตคอนเดรียในการจัดจําแนกปลาออกเป็น 5 กลุ่ม จากปลาทั้งหมด 

28 สปีชีส์ ซึ่งเป็นวิธีที่รวดเร็วและให้ผลดี โดยทําการเพ่ิมปริมาณยีน COI ด้วยไพร์เมอร์ที่จําเพาะให้มี    
ผลิตภัณท์ขนาด 650 bp จากน้ันนําลําดับนิวคลีโอไทด์ไปทําการเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม Clastal W 

และ phylogentic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 3.1  
 

Filonzi และคณะ (2010) ได้ทําการตรวจสอบปลาที่จําหน่ายในตลาดในประเทศอิตาลีในปี 2008 

โดยใช้ Molecular Barcode จากยีนในไมโตคอนเดรีย คือ  Cytochrome b และ Cytochrome c 

oxidase ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปลาพบว่าจากจํานวนตัวอย่าง 69 ผลิตภัณฑ์ มีทั้งหมด 27 

สปีชีส์ และพบว่า 22 (32%) ตัวอย่างติดฉลากผิด และมีการติดฉลากสลับสปีชีส์จํานวน 18 (26%) ตัวอย่าง 

ซึ่งก่อให้เกิดความผิดพลาดในปริมาณสารอาหารและทางด้านสิ่งแวดล้อมด้วย 
 

Kochzius และคณะ (2010) ได้นําเทคโนโลยี DNA barcode ร่วมกับ DNA microarray มาใช้ใน

การจัดจําแนกปลาทะเลจากยุโรปซึ่งเป็นปลาเศรษฐกิจ จํานวน 50 สปีชีส์ ซึ่งในการทดลองจะใช้การ

ออกแบบไพร์เมอร์จากยีนในส่วนของไมโตคอนเดรีย ได้แก่ 16S rRNA, Cytochrome b และ Cytochrome 

c oxidase I ซึ่งจากการทดลองเบ้ืองต้นพบว่า ยีน Cytochrome b และ Cytochrome c oxidase I 

เหมาะสมในการนํามาใช้ในการจัดจําแนกปลา แต่ยีน 16S rRNA จะมีความผิดพลาดในการตรวจปลาที่มีสาย

พันธ์ุใกล้เคียงกัน แต่อย่างไรก็ตามการนํา เทคนิค DNA microarray มาใช้ยังต้องมีการพัฒนาต่อไปอีก 
 



 

     บทที่ 3  
 

ระเบยีบวิธีวิจัย 
 

3.1 อุปกรณ์ และสารเคมี ที่ใช้ในการทดลอง 
 

3.1.1 เครื่องมือวิจัย 
 

1. โกร่งบดสาร (mortar) 

2. ชุดประกอบเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (Gel Electrophoresis Set; Bio-Rad) 
3. ไมโครปิเปตต์ (micropipette); Biorad 

4. หม้อน่ึงความดัน (autoclave); Hirayama รุ่น Ha-300 MII 

5. หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 25 x 150 มิลลิลิตร ; MEMERT รุ่น 

E760 

6. หลอดทดลองพลาสติก (Microcentrifuge tube) 

7. หลอดทดลองพลาสติก (eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลลิติร 

8. หลอดพลาสติกดูดสาร (tip) ขนาด1-10, 10-100 และ100-1,000ไมโครลิตร 

9. หลอดทดลองพลาสติกสําหรบัใช้ทําพีซีอาร์  

10. ตู้บ่มเช้ือ (incubator); Memmert 

11. ตู้อบลมร้อน  (Hot air oven); MEMMERT รุ่น um 600 

12. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (-80 องศาเซลเซียส); Thermo scientific รุ่น 702 

13. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (-20 องศาเซลเซียส) 

14. เคร่ืองถ่ายภาพด้วย UV (Gal documentary); BioRad รุ่น XR 

15. เคร่ืองปั่นเหว่ียงอัตโนมัติ ; Hermle  รุ่น Z32HK 
16. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (power supply); Bio-Rad รุ่น PowerPac 300 

17. เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer);  Vortex geniez รุ่น G560E 

18. เคร่ืองพีซีอาร์ (PCR Thermal Cycle); Eppendorf รุ่น vapor. Protect 

19. เคร่ืองช่ังไฟฟ้า 2  ตําแหน่ง (electronic digital balance); OHAUS 

20. ถังไนโตรเจนเหลว (Nitogen tank) 

21. เวอร์เน่ียคาริเปอร์ (virnier caliper)
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3.1.3 สารเคมี 

1.   สารละลาย Tris-borate buffer (TBE buffer)  

2.   อะกาโรสเจล (agarose gal); Seakem 

3.   โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chlorich ); UNIVAR  

4.   เอทิเดียมโบรไมด์ (Ethidium Bromide) ; Sigma 

5.   ฟีนอลคลอโรฟอร์ม(Phenol chloroform); Sigma 

6.   สารละลาย Lysis buffer  

7.   เอทานอลความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (70% ethanol) 
8.   เอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ (absolution ethanol) 

9.   Taq DNA polymerase (1 U/μl) บริษทั invitrogen 

10. Proteinase K (invitrogen) 

11. ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ ความเข้มข้น 20 μM (COIF) 

12. รีเวิร์ดไพรเมอร์ ความเข้มข้น 20 μM (COIR) 

13. ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ ความเข้มข้น 20 μM (CytbF) 

14. รีเวิร์ดไพรเมอร์ ความเข้มข้น 20 μM (CytbR) 

 

3.1.4 แหล่งทีม่าของปลาสลิดที่ใชใ้นการวิจัย 

สั่งซื้อปลาสลิดสดอายุเฉลี่ย 8 เดือน (อายุที่พร้อมจําหน่าย) จากบ่อเพาะเลี้ยงจาก

เกษตรกร ทั้งหมด 7 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร จังหวัดสระแก้ว จังหวัด

ฉะเชิงเทรา จังหวัดอยุธยา จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม ขนส่งมาโดยแช่ในลังโฟมที่มีนํ้าแข็ง

ตลอดเวลา 

 
3.2 วิธีดําเนนิการวิจัย 

3.2.1  เก็บตัวอย่างปลาสลิดและศึกษาลักษณะภายนอก 

เก็บตัวอย่างปลาสลิดสดทั้งเพศผู้และเพศเมียอายุเฉลี่ย 8 เดือน โดยรวมบ่อละ 100 ตัว 

จากบ่อเลี้ยงทั้งหมด 7 จังหวัด โดยสุ่มเลือกมาจังหวัดละ 1 บ่อ ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ จังหวัด

สมุทรสาคร จังหวัดสระแก้ว จังหวัดฉะเชิงเทรา จังหวัดอยุธยา จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม

นําตัวอย่างปลาสลิดที่จับมาใส่ในลังโฟมแช่นํ้าแข็งตลอดเวลาขณะทําการทดลอง  

     



20 
 

   

3.2.1.1 ศึกษาขนาดของปลาสลิด  

วัดขนาดปลา ดังน้ี ความยาวหัว(HT) ความยาวเหยียด(TL) ความยาวมาตรฐาน(TT) ความ

ยาวปาก(MT) ความกว้างตา(ET) ความยาวหลัง(PT) และความลึกลําตัว(DT) และช่ังนํ้าหนัก(WT) 

ด้วยเวอร์เนียคาลิปเปอร์ แบบดิจิทัล (มีหน่วยเป็นมิลลิเมตร) ดังภาพที่ 3.1 รวมไปถึงช่ังนํ้าหนักด้วย

เครื่องช่ัง 2 ตําแหน่ง (มีหน่วยเป็นกรัม) และบันทึกภาพ และนําไปหาผลการหาความสัมพันธ์ระหว่าง

ความยาวเหยียด และน้ําหนักของปลาสลิด  

 

ภาพที่ 3.1 แสดงการวัดสัดส่วนปลา 
ที่มา : ดัดแปลงมาจาก http://www.fishbase.org/identification/Morphometrics 

        /centimeters/Index.php 

 

3.2.1.2 การเปรียบเทียบลกัษณะสณัฐานวิทยา (อนันต์ เคนท้าว และพรพิมล เจียระนัยปรีเปรม. 

2553) 

การเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาโดยใช้หลักการของระบบเครือข่ายโครงยึด การ

ทดสอบความแตกต่างจากการวัดจุด 8 จุด ของปลาสลิดใน 7 จังหวัด โดยจุด A วัดต้ังแต่ปากถึงตา 

จุด B วัดต้ังแต่ตาถึงปลายเหงือก จุด C วัดต้ังแต่ ปากถึงขอบเหงือกบน จุด D วัดต้ังแต่ ปากถึงขอบ

เหงือกล่าง จุด E วัดต้ังแต่ขอบเหงือกล่างถึงโคนหาง จุด F วัดต้ังแต่ขอบเหงือกบนถึงโคนหาง จุด G 

วัดต้ังแต่ปลายเหงือกถึงโคนหาง จุด H วัดต้ังแต่ ปากถึงโคนหาง ดังภาพที่ 3.2 

(TL) 

(TT) 

(PT) 

(MT) 

(ET) 

(HT) 

(DT) 
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ที่มา :  ภาพถ่ายโดย พรพิมล กาญจนวาศ (2015) 

ภาพที่ 3.2 การศึกษาสัณฐานวิทยาโดยใช้ข้อมูลเครือข่ายโครงยึดในปลาสลิดจากจังหวัดต่างๆ  

 

3.2.1.3 การศึกษาค่าดัชนีความสมบูรณ์เพศ (gonadosomatic index ; G.S.I.) (ธนิษฐา   ทร

รพนันทน์. 2543)  

ทําโดยนําปลาสลิดเพศเมียมาช่ังนํ้าหนักและผ่าท้องเพ่ือนําไข่ออกมาช่ังนํ้าหนัก ตัวอย่าง

ปลาที่วัดขนาดเสร็จเรียบร้อยแช่ลงในสารละลายเอทานอล 95% ในภาชนะปิดและนําไปเก็บที่ -20 

องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปใช้ในการทดลองขั้นตอนการสกัดดีเอ็นต่อไป 

           ค่าดัชนีความสมบูรณ์เพศ (G.S.I.) = (GW/BW)x103 

   GW = นํ้าหนักของรังไข่ (กรัม) 

   BW = นํ้าหนักของปลาตัวที่มีรังไข่รวมอยู่ด้วย (กรัม) 
 

3.2.2  การวิเคราะห์ทางสถิติ                

วิเคราะห์ค่าอัตราส่วนต่างๆ เช่น ค่าอัตราส่วนความยาวหัวต่อความยาวลําตัวมาตรฐานเป็น

ต้น โดยการทดสอบความแตกต่างของปลาสลิดจากทั้ง 7 แหล่ง โดยการทดสอบทางสถิติโดยวิธี One-

Way ANOVA ด้วยโปรแกรม Microsoft office Excel 2007 
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3.2.3 การสกัดดีเอ็นเอของปลาสลิด เพื่อใช้ในการจัดจําแนกทางอณูชีววิทยา  

การสกัดดีเอ็นเอจากปลาสลิด 

นําตัวอย่างปลาที่แช่ไว้ในเอทานอล 95% มาทําการตัดบริเวณครีบ เนื้อ และตับ นํามา

ทําการบดด้วยโกร่งพร้อมทั้งเติมไนโตรเจนเหลวเพ่ือช่วยในการบดตัวอย่าง นําผงของตัวอย่างปลาท่ีถูก

บดละเอียดปริมาณ  250 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 

lysis buffer ที่ผสม Proteinase K ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส เป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง เติมสารละลายฟีนอลคลอโรฟอร์มปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้ว

นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 10 นาที ปิเปตต์ส่วนใสด้านบนใส่

ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม absolute ethanol เย็นจัดปริมาตร 2 

เท่าของปริมาตรสารละลายผสมให้เข้ากัน  นําไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วเทสารละลายส่วนใสท้ิง เติมเอทานอลความเข้มข้น 70 
เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน  5 

นาที แล้วเทสารละลายส่วนใสทิ้งแล้วตากตะกอนดีเอ็นเอทิ้งไว้ 1 คืน จากน้ันละลายดีเอ็นเอด้วย

สารละลาย   TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ตรวจวัดคุณภาพดีเอ็นเอท่ีสกัดได้โดยนําดีเอ็นเอท่ี

สกัดได้มาทําการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 0.8 

เปอร์เซ็นต์ เพื่อดูความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอที่สกัดได้ แล้วเก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ในหลอดหลอดเซนตริ

ฟิวจ์ที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปทดสอบด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

 

3.2.4  เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้ยีนจากไมโตคอนเดรีย Cytochrome c oxidase 

subunit I โดยใช้ primer COIF/COIR ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction) 

ทําการเตรียม reaction mixture ปริมาตร  50  ไมโครลิตร ประกอบด้วย นํ้ากลั่นปริมาตร 

39.7 ไมโครลิตร, 1X Buffer , 0.1 mM dNTPs, 0.2 μM Forward primer คือ 5’ CTA GTA TTT 

GGT GCT TGG 3’ , 0.2 μM Reverse primer คือ 5’ AAG TAG GAC GGC TGT AAT 3’, 0.3 

U/μl Taq DNA polymerase และดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดย นําไปเข้าเคร่ือง   พีซี
อาร์ และต้ังโปรแกรมเครื่อง Thermal cycle โดยมีสภาวะดังตารางที่ 3.1 ทําการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมทั้งหมด 35 รอบ จากน้ันทําการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสบน อะ

กาโรสเจล ความเข้มข้น 1.2 เปอร์เซ็นต์ แล้วนําเจลที่ได้ไปย้อมสีเอทีเดียมโบรไมด์นาน 1 นาที แล้ว

ล้างออกโดยการแช่ในนํ้าอีก 20 นาที จากน้ันดูผลภายใต้แสงยูวี 
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ตารางที่ 3.1 คอนดิช่ันที่ใช้ในการทํางาน PCR จํานวน 35 รอบ 

 

3.2.5 เพิ่มปรมิาณสารพนัธกุรรมโดยใช้ยนีจากไมโตคอนเดรีย Cytochrome b โดยใช้ 

primer CytbF/CytbR ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 

ทําการเตรียม reaction mixture ปริมาตร  50  ไมโครลิตร ประกอบด้วย นํ้ากลั่นปริมาตร 

39.7 ไมโครลิตร, 1X Buffer , 0.1 mM dNTPs, 0.2 μM Forward primer คือ 5’ GTA GCC CAC 

ATC TGC CGA GAC 3’ , 0.2 μM Reverse primer คือ 5’ GGC GGA AAG TCA GAG TTC GTT 
3’ , 0.3 U/μl Taq DNA polymerase และดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดย นําไปเข้าเคร่ือง  

พีซีอาร์ และตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermal cycle โดยมีสภาวะดังตารางที่ 3.2 ทําการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมทั้งหมด 35 รอบ จากน้ันทําการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสบน    

อะกาโรสเจล ความเข้มข้น 1.2 เปอร์เซ็นต์ แล้วนําเจลที่ได้ไปย้อมสีเอทีเดียมโบรไมด์นาน 1 นาที แล้ว

ล้างออกโดยการแช่ในนํ้าอีก 20 นาที จากน้ันดูผลภายใต้แสงยูวี 

 

ตารางที่ 3.2 คอนดิช่ันที่ใช้ในการทํางาน PCR จํานวน 35 รอบ 

Condition CytbF/CytbR  

องศาเซลเซียส (๐C) 

เวลา 

Pre-denaturation 94๐C  2 นาที 

Denaturation 94 ๐C  30 วินาที 

Annealing 58 ๐C  30 วินาที 

Extention 72 ๐C  1 นาที 

Final Extention 72 ๐C  3 นาที 

 

 

Condition COIF/COIR 

องศาเซลเซียส (๐C) 

เวลา 

Pre-denaturation 94๐C  2 นาที 

Denaturation 94 ๐C  30 วินาที 

Annealing 45 ๐C  30 วินาที 

Extention 72 ๐C  1 นาที 

Final Extention 72 ๐C  3 นาที 
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3.2.6 ทํา PCR product ให้บริสทุธิ์ สําหรับหาลําดับนวิคลีโอไทด์ 

โดยใช้ชุด Gel Extraction Kit จากประเทศ Netherland ปิเปตสารละลาย QG Buffer     

800 ไมโครลิตร ใส่ลงไปในหลอดที่ได้จากการตัดเจล บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนเจลละลาย

แล้ว ปิเปตต์ใส่ในคอลัมน์ นําไปปั่นตกที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เติม

สารละลาย QG Buffer 500 ไมโครลิตรลงไปล้างคอลัมน์ นําไปป่ันตกที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทสารละลายทิ้งไป เติมสารละลาย PE Buffer  750 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว้

เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือเป็นการตกตะกอนดีเอ็นเอ นําไปป่ันตกที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทท้ิง ป่ันตกคอลัมน์อีกครั้ง ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที ปิเปตสารละลาย EB Buffer ใส่ 20 ไมโครลิตร ทิ้งไว้เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอเป็นเวลา 5 นาที 

เปลี่ยนใส่ในไมโครทิวใหม่ ป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที    

 

3.2.7 หาลําดับนิวคลีโอไทด์ 

หานิวคลีโอไทด์โดยการส่ง sequencing โดยส่งไปที่บริษัท แปซิฟิค ไซเอ็นซ์ จํากัด โดยใช้

หลักการ Sanger DNA sequencing 

 

3.2.8 การวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytochrome b และ Cytochrome c 

oxidase subunit I  

 หลังจากที่ได้ผลของลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytochrome c oxidase subunit I และ 

Cytochrome b ของตัวอย่าง นําไป Blast เพ่ือเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank ในเว็ป  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov และนําไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของปลาสลิดปลาสลิด 

Trichogaster pectoralis  accession number AY763758 และปลาสลิด Trichogaster 

pectoralis  accession number HQ682729 โดยใช้โปรแกรม clastalW ในเว๊ป 
http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/  

 

3.2.9 ทําการจัดกลุ่มด้วย Phylogenetic Tree Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis (MEGA 5) 

ทํา Alignment ด้วยโปรแกรม Bioedit ร่วมกับยีนจากปลาสลิดสายพันธ์ุอ้างอิง คือ ปลา

สลิด Trichogaster pectoralis  accession number AY763758 (สําหรับยีน cytb) และ ปลาสลดิ 

Trichogaster pectoralis  accession number HQ682729 (สําหรับยีน COI)  และยีนจากปลา

กระด่ีสายพันธ์ุใกล้เคียง 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ ปลากระด่ีหมอ้ Trichogaster trichopterus accession 

number 758371569, ปลากระด่ีนาง Trichogaster microlepis accession number 
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836614043, ปลากระด่ีมุก  Trichogaster leerii accession number 769829725 และใช้ 

Outgroup เป็นปลาดุกด้าน Clarias batrachus accession number 687814729 โดยนําข้อมูลที่

ได้จากการเปรียบเทียบในโปรแกรม Bioedit มาจัดกลุ่มโดยใช้โปรแกรม MEGA 5 ซึ่งเป็นโปรแกรม

วิเคราะห์หาการเปลี่ยนแปลงทางวิวัฒนาการระดับดีเอ็นเอและโปรตีน จากการสร้างแผนภาพอนุมาน

ต้นไม้ โดยกําหนดค่า bootstap เท่ากับ 2,000 

 



 

บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

4.1  ผลการศกึษาสัณฐานวิทยาของปลาสลิดจากจังหวัดต่าง ๆ ในประเทศไทย  

จากการเก็บตัวอย่างปลาสลิดสดทั้งเพศผู้และเพศเมียอายุเฉลี่ย 8 เดือน จากบ่อเลี้ยง

ทั้งหมด 7 จังหวัด ได้แก่ สมุทรปราการ สมุทรสาคร ฉะเชิงเทรา อยุธยา สระแก้ว เพชรบุรี และ

นครปฐม มาวัดขนาดความยาวหัว(HT) ความยาวเหยียด(TL) ความยาวมาตรฐาน(TT) ความยาวปาก
(MT) ความกว้างตา(ET) ความยาวหลัง(PT) และความลึกลําตัว(DT) และช่ังนํ้าหนัก(WT) เพ่ือนํามา

ทดสอบหาความแตกต่างของลักษณะสัณฐานวิทยาของปลาสลิดใน 7 จังหวัด ด้วยวิธี One-Way 

ANOVA จากผลการศึกษาพบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ภาคผนวกที่ 1ข 

ซึ่งแสดงว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปลาสลิดทั้ง 7 จังหวัดน้ันมีความแตกต่างกันในทุกค่าที่วัด 
 

4.1.1 การกระจายความกว้างของความยาวเหยียดของปลาสลิด 

จากการศึกษาปลาสลิดอายุ 8 เดือน จากบ่อปลาทั้ง 7 จังหวัด คือ สมุทรปราการ 

สมุทรสาคร ฉะเชิงเทรา อยุธยา สระแก้ว เพชรบุรี และนครปฐม โดยวัดระยะความยาวต้ังแต่บริเวณ
ปากจนถึงปลายหางปลาทุกตัวจากทุกจังหวัด ดังแสดงในภาพที่ 3.1 และนํามาหาค่ามธยฐาน พบว่ามี

ความยาวเหยียดตํ่าสุด ความยาวเหยียดสูงสุด และมีค่ากลางของความยาวดังตารางที่ 1 โดยจากผล

การศึกษาจะพบว่าปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรสาครมีค่ากลางของความยาวเหยียดที่สุด คือ 152.57 

มิลลิเมตร เมื่อเปรียบเทียบกับอีก 6 จังหวัด ซึ่งรวมไปถึงค่าความยาวเหยียดสูงที่สุด คือ 191.46 

มิลลิเมตร รองลงมาคือ ปลาสลิดจากจังหวัดนครปฐม สมุทรปราการ เพชรบุรี สระแก้ว และอยุธยา 

ตามลําดับ ส่วนค่ากลางของความยาวเหยียดตํ่าสุดพบในปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรา คือ 138.90 

มิลลิเมตร และมีค่าความยาวเหยียดตํ่าที่สุดอยู่ที่ 115.51 มิลลิเมตร 
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ภาพที่ 3.1 การวัดระยะความยาวเหยียดของตัวปลา 

ที่มา : ดัดแปลงมาจาก http://www.fishbase.org/identification/Morphometrics 

        /centimeters/Index.php 

 

 

ตารางที่ 4.1 แสดงการเปรียบเทียบความยาวเหยียด (total length, TL) จากทั้งหมด 7 จังหวัด  

 

สถานที ่ ความยาวเหยยีดตํ่าที่สุด 

(มม.) 

ความยาวเหยยีด

สูงสุด (มม.) 

มัธยฐาน (มม.) 

สมุทรปราการ 119.69 170.24 149.62 

สมุทรสาคร 128.75 191.46 152.57 

ฉะเชิงเทรา 115.51 173.73 138.90 

อยุธยา 116.05 181.39 144.41 

สระแก้ว 123.92 172.20 144.62 

เพชรบุรี 124.70 174.72 147.98 

นครปฐม 123.75 176.95 149.70 
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4.1.2 ค่าดัชนีสมบูรณ์เพศของปลาสลิด 

  จากการศึกษาพบว่าเมื่อปลามีความยาวเพ่ิมมากขึ้น ก็จะมีนํ้าหนักของรังไข่เพ่ิมมากขึ้นด้วย 

โดยปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรปราการมีค่าดัชนีสมบูรณ์เพศระหว่าง 3.79-22.29% จังหวัด

สมุทรสาคร มีค่า 5.83-22.73% จังหวัดฉะเชิงเทรามีค่า 1.45-33.43% จังหวัดอยุธยา มีค่า 0.29-

1.89% จังหวัดสระแก้ว มีค่า 1.29-11.28% จังหวัดเพชรบุรีมีค่า 0.45-14.93% และจังหวัดนครปฐม 

มีค่า 1.60-17.10% ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยจะเห็นได้ว่าปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรามีค่า

กลางดัชนีสมบูรณ์เพศสูงสุด คือ 13.68% รองลงมาคือ สมุทรสาคร สมุทรปราการ นครปฐม เพชรบุรี 

สระแก้ว ได้แก่ 12.37%, 10.35%, 8.37%, 8.31% และ 5.35% ตามลําดับ ส่วนจังหวัดที่มีค่าดัชนี
สมบูรณ์เพศตํ่าที่สุด ได้แก่ จังหวัดอยุธยา โดยมีค่ากลางของดัชนีสมบูรณ์เพศตํ่าที่สุด คือ 0.67% 

นอกจากนี้จากข้อมูลที่ได้จากการวัดขนาดของตัวอย่างปลายังพบว่าปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรา

น้ัน จะมีขนาดที่เล็กที่สุดที่มีไข่ระยะสมบูรณ์เพศ คือ มีขนาด 122.94 มิลลิเมตร เท่าน้ัน ในขณะท่ี

ปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรปราการ สมุทรสาคร อยุธยา สระแก้ว เพชรบุรี และนครปฐม จะมีขนาด

ความยาว 131.38 มิลลิเมตร,136.35 มิลลิเมตร, 141.84 มิลลิเมตร, 134.50 มิลลิเมตร, 143.87 

มิลลิเมตร และ 134.47 มิลลิเมตร ตามลําดับ จะเห็นได้ว่าปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรามีค่ากลาง

ของดัชนีสมบูรณ์เพศมากที่สุด และสามารถเข้าสู่ระยะเจริญพันธ์ุเร็วที่สุด น่ันคือ มีขนาดเพียง 122.94 

มิลลิเมตร เท่าน้ันก็สามารถให้ไข่ได้แล้ว ในขณะท่ีจังหวัดอยุธยามีค่าเฉลี่ยดัชนีสมบูรณ์เพศน้อยที่สุด 

คือ 0.67% และต้องมีขนาดถึง 141.84 มิลลิเมตร จึงจะเข้าสู่วัยเจริญพันธ์ุ ซึ่งอาจจะเนื่องมาจาก

ลักษณะทางนิเวศวิทยา และอาหารที่ปลาสลิดได้รับในแต่ละแหล่งน่ันเอง 
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ตารางที่ 4.2 ค่าดัชนีสมบูรณ์เพศของปลาสลิดเพศเมีย (อายุ 8 เดือน) 

สถานที ่ ค่าดัชนีสมบูรณ์เพศ

ตํ่าสุด 

ค่าดัชนีสมบูรณ์เพศ

สูงสุด 

ค่ามัธยฐานของ

ดัชนีสมบูรณ์

เพศ 

ขนาดทีเ่ล็ก

ที่สุดที่มีไข่

ระยะสมบูรณ์

เพศ 

(มม.) 

สมุทรปราการ 3.79% 25.29% 10.35% 131.38  

สมุทรสาคร 5.83% 22.73% 12.74% 136.35  

ฉะเชิงเทรา 1.45% 33.43% 13.68% 122.94  

อยุธยา 0.29% 1.89% 0.67% 141.84  

สระแก้ว 1.29% 11.28% 5.35% 134.50  

เพชรบุรี 0.45% 14.93% 8.31% 143.87  

นครปฐม 1.60% 17.10% 8.37% 134.47  

 

4.1.3 ความแปรผนัของลักษณะสณัฐานภายนอกของปลาสลิด 

ความแปรผันของลักษณะสัณฐานภายนอกของปลาสลิดทั้ง 7 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด

สมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร จังหวัดฉะเชิงเทรา จังหวัดอยุธยา จังหวัดสระแก้ว จังหวัดเพชรบุรี 

และจังหวัดนครปฐม มีการแปรผัน 3 ลักษณะ ได้แก่ 1) ลายแถบดําคล้ายลายเสือ 2) ลายแถบดํา 1 

แถบกลางตัว และ 3) ไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ดังภาพที่ 4.1 

 

 

 
 

  

 

 

 

ภาพที่ 4.1 ความแปรผันทางสัณฐานภายนอกของปลาสลิด 

สําหรับความแปรผันของปลาสลิดในแต่ละจังหวัดมีดังน้ี  
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 ปลาสลิดของจังหวัดสมุทรปราการ มี 3 แบบ ได้แก่ 1) ลายแถบดําคล้ายลายเสือ 2) ลาย

แถบดํา 1 แถบกลางตัว และ 3) ไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ตัวอย่างปลาสลิดจากสมุทรปราการ ดัง

ภาพที่ 4.2ก 

 ปลาสลิดของจังหวัดสมุทรสาคร มี 3 แบบ ได้แก่ 1) ลายแถบดําคล้ายลายเสือ 2) ลายแถบ

ดํา 1 แถบกลางตัว และ 3) ไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ตัวอย่างปลาสลิดจากสมุทรสาคร ดังภาพที่ 

4.2ข 

 ปลาสลิดของจังหวัดฉะเชิงเทรา มี 1 แบบ ได้แก่ ลายแถบดําคล้ายลายเสือ ตัวอย่างปลาสลิด

จากฉะเชิงเทราดังภาพที่ 4.2ค 
 ปลาสลิดของอยุธยา มี 1 แบบ ได้แก่ ลายแถบดําคล้ายลายเสือ ตัวอย่างปลาสลิดจากอยุธยา 

ดังภาพที่ 4.2ง 

 ปลาสลิดของสระแก้ว มี 3 แบบ ได้แก่ ลายแถบดําคล้ายลายเสือ ลายแถบดํา 1 แถบกลางตัว 

และไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ตัวอย่างปลาสลิดจากสระแก้ว ดังภาพที่ 4.3ก 

 ปลาสลิดของเพชรบุรี มี 3 ลายแถบดําคล้ายลายเสือ ลายแถบดํา 1 แถบกลางตัว และไม่มี

แถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ตัวอย่างปลาสลิดจากเพชรบุรี ดังภาพที่ 4.3ข 

 ปลาสลิดของนครปฐม มี 3 แบบ ได้แก่ ลายแถบดําคล้ายลายเสือ ลายแถบดํา 1 แถบกลาง

ตัว และไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ตัวอย่างปลาสลิดจากนครปฐม ดังภาพที่ 4.3ค 
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ภาพที่ 4.2 ปลาสลิดจากจังหวัดต่าง ๆ ก) สมทุรปราการ ข) สมทุรสาคร ค) ฉะเชิงเทรา และ ง) 

อยุธยา 

 

 

 
 

 

 
 
 
 

ภาพที่ 4.3 ปลาสลิดจากจังหวัดต่าง ๆ ก) สระแก้ว ข) เพชรบุรี และ ค) นครปฐม 

หมายเหตุ  ปลาท่ีนํามาเปรียบเทียบสัณฐานวิทยาร่วมกัน จะต้องมีอายุจากบ่อปลาเท่ากัน จึงจะ

เปรียบเทียบลักษณะต่าง ๆ ได้ ในที่น้ีคือ อายุ 8 เดือน 

ข 

ง

ข 

ค 

ก 

ก 

ค 
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4.1.4 การเปรยีบเทียบลักษณะสณัฐานวิทยา  

การเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาโดยใช้หลักการของระบบเครือข่ายโครงยึด สําหรับ

การทดสอบความแตกต่างจากการวัดจุด 8 จุด ของปลาสลิดใน 7 จังหวัด ดังภาพที่ 3.2  ปรับใช้ตาม

วิธีของ อนันต์ เคนท้าว และพรพิมล เจียระนัยปรีเปรม (2553) และทําการเปรียบเทียบด้วยวิธี One-

Way ANOVA ผลการศึกษาพบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ภาคผนวกที่ ข  

โดยในค่า H คือ ระยะต้ังแต่ปากถึงโคนหาง พบว่าปลาสลิดในแต่ละจังหวัดมีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสําคัญโดยสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีลักษณะคล้ายคลึงกันได้ 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 คือ จังหวัด

สระแก้ว เพชรบุรี และนครปฐม กลุ่มที่ 2 ได้แก่จังหวัด สมุทรปราการ และสมุทรสาคร กลุ่มที่ 3 
ได้แก่ จังหวัดอยุธยา และกลุ่มที่ 4 ได้แก่ จังหวัดฉะเชิงเทรา ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับค่า A (ระยะจาก

ปากถึงตา) ซึ่งจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีลักษณะคล้ายคลึงกันได้ 4 กลุ่มเช่นเดียวกัน ส่วนค่า B (ระยะจาก

ตาถึงช่องเหงือก) พบว่าสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีความคล้ายคลึงกันได้ดังน้ี กลุ่มที่ 1 ได้แก่ จังหวัด

เพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม กลุ่มที่ 2 ได้แก่ จังหวัดสระแก้ว และสมุทรสาคร กลุ่มที่ 3 ได้แก่ 

จังหวัดอยุธยา และฉะเชิงเทรา ส่วนกลุ่มที่ 4 ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ ค่า C (ระยะจากปากถึง

ขอบเหงือกบน) พบว่าสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีความคล้ายคลึงกันได้ดังน้ี กลุ่มที่ 1 ได้แก่จังหวัด 

สระแก้ว อยุธยา นครปฐม กลุ่มที่ 2 ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ สมุทรสาคร ฉะเชิงเทรา กลุ่มที่สาม 

ได้แก่จังหวัด เพชรบุรี ส่วนค่า D (ระยะจากปากถึงขอบเหงือกล่าง) พบว่าสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มี

ความคล้ายคลึงกันได้ดังน้ี กลุ่มที่ 1 ได้แก่จังหวัด สระแก้ว และเพชรบุรี กลุ่มที่ 2 ได้แก่จังหวัด 

สมุทรสาคร อยุธยา และนครปฐม และกลุ่ม 3 ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ และฉะเชิงเทรา ค่า E 

(ระยะจากขอบเหงือกล่างถึงโคนหาง) พบว่าสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีความคล้ายคลึงกันได้ดังน้ี 

กลุ่มที่ 1 ได้แก่จังหวัด สระแก้ว สมุทรปราการ และอยุธยา กลุ่มที่ 2 ได้แก่ จังหวัดสมุทรสาคร 

เพชรบุรี และนครปฐม กลุ่มที่3 ได้แก่ จังหวัดฉะเชิงเทรา ค่า F (ระยะจากขอบเหงือกบนถึงโคนหาง) 

พบว่าสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีความคล้ายคลึงกันได้ดังน้ี กลุ่มที่ 1 ได้แก่ จังหวัดสระแก้ว อยุธยา 
เพชรบุรี และนครปฐม กลุ่มที่ 2 ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ และสมุทรสาคร กลุ่ม 3 ได้แก่ จังหวัด

ฉะเชิงเทรา และค่า G (ระยะจากเหงือกถึงโคนหาง) พบว่าสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีความ

คล้ายคลึงกันได้ดังน้ี กลุ่มที่ 1 ได้แก่ จังหวัดอยุธยา สระแก้ว ฉะเชิงเทรา กลุ่มที่ 2 ได้แก่ จังหวัด

สมุทรปราการ สมุทรสาคร และเพชรบุรี และกลุ่มที่ 3 ได้แก่ จังหวัดนครปฐม ดังรายละเอียดใน

ตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 แสดงค่าสัณฐานวิทยาของปลาสลิดประเทศไทย 

ค่าสัณฐานวิทยาของปลา กลุ่มปลาสลิด 

H, A กลุ่มที่ 1 คือ จังหวัดสระแก้ว เพชรบุรี และนครปฐม กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 
สมุทรปราการ และสมุทรสาคร กลุ่มที่ 3 ได้แก่ อยุธยา และกลุ่มที่ 4 

ได้แก่ ฉะเชิงเทรา 

B กลุ่มที่ 1 ได้แก่ จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 

สระแก้ว และสมุทรสาคร กลุ่มที่ 3 ได้แก่ อยุธยา และฉะเชิงเทรา 

ส่วนกลุ่มที่ 4 ได้แก่ สมุทรปราการ 

C กลุ่มที่ 1 ได้แก่ สระแก้ว อยุธยา นครปฐม กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 

สมุทรปราการ สมุทรสาคร ฉะเชิงเทรา กลุ่มที่ 3 ได้แก่ เพชรบุรี 

D กลุ่มที่ 1 ได้แก่ สระแก้ว และเพชรบุรี กลุ่มที่ 2 ได้แก่ สมุทรสาคร 

อยุธยา และนครปฐม และกลุ่มที่ 3 ได้แก่ สมุทรปราการ และ

ฉะเชิงเทรา 

E กลุ่มที่ 1 ได้แก่ สระแก้ว สมุทรปราการ และอยุธยา กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 

สมุทรสาคร เพชรบุรี และนครปฐม กลุ่มที่ 3 ได้แก่ ฉะเชิงเทรา 

F กลุ่มที่ 1 ได้แก่ สระแก้ว อยุธยา เพชรบุรี และนครปฐม กลุ่มที่ 2 

ได้แก่ สมุทรปราการ และสมุทรสาคร กลุ่มที่ 3 ได้แก่ ฉะเชิงเทรา 

G กลุ่มที่ 1 ได้แก่ อยุธยา สระแก้ว ฉะเชิงเทรา กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 
สมุทรปราการ สมุทรสาคร และเพชรบุรี และกลุ่มที่ 3 ได้แก่ 

นครปฐม 

 
 

เมื่อหาอัตราส่วนของระยะจากตาถึงช่องเหงือก (B) ต่อระยะต้ังแต่ปากถึงโคนหาง (H) ค่าดัง

ตารางที่ 4.4 พบว่าปลาสลิดจากจังหวัดนครปฐมมีอัตราส่วนระยะจากตาถึงช่องเหงือก (B) ต่อระยะ
ต้ังแต่ปากถึงโคนหาง (H) สูงที่สุด คือ 0.27 ปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรปราการมีอัตราส่วนระยะจาก

ตาถึงช่องเหงือก (B) ต่อระยะต้ังแต่ปากถึงโคนหาง (H) ตํ่าที่สุด คือ 0.19 และปลาสลิดจากจังหวัด

สระแก้วและอยุธยามีค่าเท่ากันที่ 0.21 
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ตารางที่ 4.4 แสดงค่าอัตราส่วนของระยะจากตาถึงช่องเหงือก (B) ต่อระยะต้ังแต่ปากถึงโคนหาง (H) 

สถานที ่ อัตราส่วน B/H 

สระแก้ว 0.21 
สมุทรปราการ 0.19 

อยุธยา 0.21 

ฉะเชิงเทรา 0.24 

สมุทรสาคร 0.25 

เพชรบุรี 0.23 

นครปฐม 0.27 

 

ด้วยเทคนิคการจัดจําแนกกลุ่ม สามารถแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างของลักษณะทาง

สัณฐานของกลุ่มประชากรท่ีมาจากแหลงอาศัยที่แตกต่างกัน และสามารถจําแนกกลุ่มประชากร

ดังกล่าวออกจากกันได้ อย่างไรก็ตามแม้ว่าผลการทดสอบทางด้านสัณฐานวิทยาจะบ่งช้ีว่าปลาแต่ละ

จังหวัดต่างมีลักษณะทางสัณฐานที่เป็นลักษณะเฉพาะตัว แต่เน่ืองจากปลาในการทดลองน้ีเกิดมาจาก

การเพาะเลี้ยง ซึ่งไม่อาจทราบได้ว่าผู้เลี้ยงได้มีการนําปลาจากท่ีใดบ้างมาใช้เพ่ือการปรับปรุงสายพันธ์ุ 

ดังน้ันข้อมูลทางสัณฐานวิทยาอาจจะไม่เพียงพอ จําเป็นที่จะต้องใช้ข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุลในการ

ตรวจสอบด้วยอีกวิธีหน่ึง 

4.2. ผลการศกึษาทางอณชูวีวิทยาของปลาสลิดจากจังหวัดต่าง ๆ ในประเทศไทย  

4.2.1 การศึกษายีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) 

ผลจากการสุ่มตัวอย่างปลาสลิดจาก 7 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร

(SS) อยุธยา(AY)  ฉะเชิงเทรา(CH) สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม(NP) มาทํา 

polymerase chain reaction (PCR) ของยีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) ของปลา

สลิด โดยเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ใน GenBank ของยีน Cytochrome oxidase subunit I 
(COI) ของปลาสลิด Trichogaster pectoralis  accession number HQ682729 โดยขนาดของ 
PCR product มีขนาด 528 bp และการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytochrome 

oxidase subunit I (COI) ของปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) อยุธยา(AY)  

ฉะเชิงเทรา(CH) สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และนครปฐม(NP)  ดังภาพที่ 4.4 จากภาพพบว่าสามารถ

แบ่งปลาออกเป็น 2 ใหญ่ คือกลุ่มที่ 1 เป็นปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรปราการ

(SP) สมุทรสาคร(SS) ฉะเชิงเทรา(CH) สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และนครปฐม(NP)   กลุ่มที่ 2 เป็น

ปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบกลางตัวจากจังหวัดสระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และนครปฐม(NP) ปลา
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สลิดที่ไม่มีแถบดําตัวสีขาวนวลจากสระแก้ว(SK) ปลาสลิดลายแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดอยุธยา 

และปลาสลิดสายพันธ์ุอ้างอิง Trichogaster pectoralis  accession number HQ682729  
 
 
SSDVTF                     TTAGTT-GCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
CHF                        TTAGTT-GCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
PTTT2F                     TTAGTT-GCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
SPVF                       TTAGTT-GCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
NPTT2F                     TTAGTTTGCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 50 
SKTT3F                     TTAGTTTGCTTATCCGAGCAGA-TTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
HQ682729_T.pectolaris      TAAGTTTGCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 50 
SKWF                       GTAGTTTGCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 50 
AY2F                       CTAGTT-GCTTATCCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
NPWD1F                     TTAGTT-GCTTATCCGAGCATA-TTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 48 
PTWD4F                     TTAGTTCGCTTATCCGAGCATA-TTAAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
SKD2F                      ATAGTTTGCTTATCCGAGCAGA-TTGAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
AY1F                       TTAGTTTGCTTATCCGAGCATA-TTGAGTCAACCAGGAGCTCTTCTCGGA 49 
                             **** ************* * ** ************************ 
 
SSDVTF                     GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
CHF                        GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
PTTT2F                     GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
SPVF                       GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
NPTT2F                     GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 100 
SKTT3F                     GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
HQ682729_T.pectolaris      GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 100 
SKWF                       GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 100 
AY2F                       GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
NPWD1F                     GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 98 
PTWD4F                     GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
SKD2F                      GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
AY1F                       GACGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACAGCACATGCCTTTGTAATAAT 99 
                           ************************************************** 
 
SSDVTF                     TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
CHF                        TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
PTTT2F                     TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
SPVF                       TTTTTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
NPTT2F                     TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 150 
SKTT3F                     TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
HQ682729_T.pectolaris      TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 150 
SKWF                       TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 150 
AY2F                       TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
NPWD1F                     TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 148 
PTWD4F                     TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
SKD2F                      TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
AY1F                       TTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGTTTTGGGAACTGACTTG 149 
                           *** ********************************************** 
 
SSDVTF                     TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
CHF                        TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
PTTT2F                     TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
SPVF                       TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
NPTT2F                     TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 200 
SKTT3F                     TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
HQ682729_T.pectolaris      TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 200 
SKWF                       TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 200 
AY2F                       TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
NPWD1F                     TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 198 
PTWD4F                     TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
SKD2F                      TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
AY1F                       TACCTTTAATGATCGGTGCCCCAGACATAGCATTTCCCCGAATAAACAAT 199 
                           ************************************************** 
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SSDVTF                     ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
CHF                        ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
PTTT2F                     ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
SPVF                       ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
NPTT2F                     ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 250 
SKTT3F                     ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
HQ682729_T.pectolaris      ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 250 
SKWF                       ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 250 
AY2F                       ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
NPWD1F                     ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 248 
PTWD4F                     ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
SKD2F                      ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
AY1F                       ATAAGCTTTTGACTTCTACCTCCATCCTTCCTGCTTCTTCTTGCTTCCTC 249 
                           ************************************************** 
 
SSDVTF                     TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
CHF                        TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
PTTT2F                     TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
SPVF                       TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
NPTT2F                     TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 300 
SKTT3F                     TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
HQ682729_T.pectolaris      TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 300 
SKWF                       TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 300 
AY2F                       TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
NPWD1F                     TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 298 
PTWD4F                     TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
SKD2F                      TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
AY1F                       TGGAGTAGAGGCGGGGGCTGGTACTGGTTGGACAGTGTACCCCCCTTTAG 299 
                           ************************************************** 
 
SSDVTF                     CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTTTCT 349 
CHF                        CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTTTCT 349 
PTTT2F                     CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGAGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTTTCT 349 
SPVF                       CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGAGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTTTCT 349 
NPTT2F                     CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGAGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTTTCT 350 
SKTT3F                     CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTTTCT 349 
HQ682729_T.pectolaris      CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTCTCT 350 
SKWF                       CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTCTCT 350 
AY2F                       CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTCTCT 349 
NPWD1F                     CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTCTCT 348 
PTWD4F                     CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTCTCT 349 
SKD2F                      CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTCTCT 349 
AY1F                       CTAGCAACCTAGCTCACGCAGGGGCTTCCGTTGACTTAACCATCTTCTCT 349 
                           ********************** *********************** *** 
 
SSDVTF                     CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
CHF                        CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
PTTT2F                     CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
SPVF                       CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
NPTT2F                     CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 400 
SKTT3F                     CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
HQ682729_T.pectolaris      CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 400 
SKWF                       CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 400 
AY2F                       CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
NPWD1F                     CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 398 
PTWD4F                     CTTCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
SKD2F                      CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
AY1F                       CTCCATCTAGCTGGTGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATTAATTTTATTAC 399 
                           ** *********************************************** 
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SSDVTF                     TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
CHF                        TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
PTTT2F                     TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
SPVF                       TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
NPTT2F                     TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 444 
SKTT3F                     TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
HQ682729_T.pectolaris      TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 444 
SKWF                       TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 444 
AY2F                       TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
NPWD1F                     TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 442 
PTWD4F                     TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
SKD2F                      TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 
AY1F                       TACAATTATCAACATGAAACCCCCTGCAATTTCTCAATATCAAA 443 

                    ******************************************** 

ภาพที่ 4.4 แสดงการปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytochrome oxidase subunit I 
(COI) ของปลาสลิดจาก จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมทุรสาคร(SS) ฉะเชิงเทรา(CH) อยุธยา(AY) 

สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม(NP) กับลําดับนิวคลีโอไทด์ใน GenBank ของ 

Cytochrome oxidase subunit I (COI) ของปลาสลิด Trichogaster pectoralis  accession 

number HQ682729  

 
4.2.2 การศึกษายีน Cytochrome b (Cytb) 

ผลจากการสุ่มตัวอย่างปลาสลิดจาก 6 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร

(SS) อยุธยา(AY) สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม(NP) มาทําการสกัดดีเอ็นเอ และนํามาทํา 

Polymerase chain reaction (PCR) ของยีน Cytochrome b (Cytb) โดยให้ขนาดของ PCR 

product มีขนาดเท่ากับ 750 bp และเมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

Cytochrome b (Cytb) ของปลาสลิดจากจังหวัด จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) อยุธยา

(AY)  สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม(NP) มาเปรียบเทียบกับยีน Cytochrome b (Cytb)  

ของ Trichogaster pectoralis  accession number AY763758 ดังภาพที่ 4.5 จากภาพสามารถ

แบ่งกลุ่มปลาสลิดได้เป็น 2 กลุ่ม ใหญ่ๆ โดย กลุ่มที่ 1 ได้แก่ ปลาสลิดจากอยุธยา(AY) และปลาสลิด 

Trichogaster pectoralis  accession number AY763758 จะมีความใกล้เคียงกัน ส่วนกลุ่มที่ 2 

ได้แก่ ปลาสลิดจากสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และนครปฐม(NP) 

จะมีความใกล้เคียงกัน 
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PTWD1F                    GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
SST8F                     GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
SST5F                     GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
SKTTF                     GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
NPTT1F                    GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
PTTT2F                    GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
SSDVT10F                  GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
SSDVT15F                  GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
SPV1F                     GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
NPWD1F                    GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
AY2F                      GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
AY763758T.pectolaris      GGAGCATCCTTCTTCTTTATCTGCATCTACCTTCACATCGGACGTGGCCTTTATTATGGC 60 
                          ************************************************************ 
 
PTWD1F                    TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
SST8F                     TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
SST5F                     TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
SKTTF                     TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
NPTT1F                    TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
PTTT2F                    TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
SSDVT10F                  TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
SSDVT15F                  TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
SPV1F                     TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
NPWD1F                    TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
AY2F                      TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
AY763758T.pectolaris      TCATACATCTATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTAATTCTGCTACTACTCACAATAATA 120 
                          ************************************************************ 
 
PTWD1F                    ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
SST8F                     ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
SST5F                     ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
SKTTF                     ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
NPTT1F                    ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
PTTT2F                    ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
SSDVT10F                  ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
SSDVT15F                  ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
SPV1F                     ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
NPWD1F                    ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
AY2F                      ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
AY763758T.pectolaris      ACCGCTTTCGTAGGCTATGTCCTTCCCTGAGGACAAATATCTTTCTGAGGTGCAACCGTC 180 
                          ************************************************************ 
 
PTWD1F                    ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGGAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
SST8F                     ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGGAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
SST5F                     ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGGAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
SKTTF                     ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGAAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
NPTT1F                    ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGAAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
PTTT2F                    ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGAAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
SSDVT10F                  ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGAAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
SSDVT15F                  ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGAAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
SPV1F                     ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGAAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
NPWD1F                    ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGGAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
AY2F                      ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGGAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
AY763758T.pectolaris      ATTACAAACCTCCTCTCCGCCATCCCTTATGTAGGGAACACTCTAGTTCAATGAATCTGA 240 
                          *********************************** ************************ 
 
PTWD1F                    GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
SST8F                     GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
SST5F                     GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
SKTTF                     GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
NPTT1F                    GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
PTTT2F                    GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
SSDVT10F                  GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
SSDVT15F                  GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
SPV1F                     GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
NPWD1F                    GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
AY2F                      GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
AY763758T.pectolaris      GGCGGATTCTCCGTAGACAACGCCACTCTTACTCGATTCTTTGCCTTCCACTTTCTCCTC 300 
                          ************************************************************ 
 
PTWD1F                    CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
SST8F                     CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
SST5F                     CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
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SKTTF                     CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
NPTT1F                    CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
PTTT2F                    CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
SSDVT10F                  CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
SSDVT15F                  CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
SPV1F                     CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
NPWD1F                    CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
AY2F                      CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
AY763758T.pectolaris      CCCTTTATTATTGCAGCAGCAACTATTATCCACTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGCTCT 360 
                          ************************************************************ 
 
PTWD1F                    AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
SST8F                     AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
SST5F                     AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
SKTTF                     AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
NPTT1F                    AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
PTTT2F                    AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
SSDVT10F                  AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
SSDVT15F                  AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
SPV1F                     AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
NPWD1F                    AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
AY2F                      AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
AY763758T.pectolaris      AATAACCCAGTAGGCCTAAATTCAAACGTAGATAAAATTACTTTTCATCCATACTTCTCT 420 
                          ************************************************************ 
 
PTWD1F                    TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
SST8F                     TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
SST5F                     TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
SKTTF                     TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
NPTT1F                    TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
PTTT2F                    TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
SSDVT10F                  TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
SSDVT15F                  TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
SPV1F                     TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTGTTC 480 
NPWD1F                    TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTATTC 480 
AY2F                      TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTATTC 480 
AY763758T.pectolaris      TACAAAGATCTTCTAGGATTTGCAGCAATATTAATTGCCCTAATCTTATTATCCTTATTC 480 
                          ******************************************************** *** 
 
PTWD1F                    TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
SST8F                     TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
SST5F                     TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
SKTTF                     TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
NPTT1F                    TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
PTTT2F                    TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
SSDVT10F                  TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
SSDVT15F                  TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
SPV1F                     TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCG 540 
NPWD1F                    TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCA 540 
AY2F                      TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCA 540 
AY763758T.pectolaris      TCACCAAATCTTTTAGGAGACCCAGATAATTTCACACCCGCCAACCCCCTAGTCACCCCA 540 
                          ***********************************************************  
 
PTWD1F                    CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
SST8F                     CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
SST5F                     CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
SKTTF                     CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
NPTT1F                    CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
PTTT2F                    CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
SSDVT10F                  CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
SSDVT15F                  CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
SPV1F                     CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCAATTCCA 600 
NPWD1F                    CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCGATTCCA 600 
AY2F                      CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCGATTCCA 600 
AY763758T.pectolaris      CCCCACATTAAACCAGAGTGATACTTCTTATTTGCTTACGCCATCTTACGGTCGATTCCA 600 
                          ***************************************************** ****** 
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PTWD1F                    A 601 
SST8F                     A 601 
SST5F                     A 601 
SKTTF                     A 601 
NPTT1F                    A 601 
PTTT2F                    A 601 
SSDVT10F                  A 601 
SSDVT15F                  A 601 
SPV1F                     A 601 
NPWD1F                    A 601 
AY2F                      A 601 
AY763758T.pectolaris      A 601 
                          * 
                         

ภาพที่ 4.5 แสดงการปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytochrome b (Cytb) ของปลาสลิด

จาก จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) อยุธยา(AY) สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และนครปฐม
(NP) กับลําดับนิวคลีโอไทด์ใน GenBank ของ Cytochrome b ของปลาสลิด Trichogaster 

pectoralis accession number AY763758 

 

4.2.3 แผนภาพอนุมานต้นไม้ (phylogenetic tree) จากยีน Cytochrome oxidase 

subunit I (COI)  

ผลการทํา Alignment ของยีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) ของปลาสลิดจาก 

7 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) อยุธยา(AY)  ฉะเชิงเทรา(CH) สระแก้ว

(SK) เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม(NP)  ด้วยโปรแกรม Bioedit ร่วมกับยีน Cytochrome oxidase 

subunit I จากปลาสลิดสายพันธ์ุอ้างอิง คือ ปลาสลิด Trichogaster pectoralis accession 

number HQ682729 และยีน Cytochrome oxidase subunit I จากปลากระด่ีสายพันธ์ุใกล้เคียง 

3 สายพันธ์ ได้แก่ ปลากระด่ีหม้อ Trichogaster trichopterus accession number 758371569  

ปลากระด่ีนาง Trichogaster microlepis accession number 836614043  ปลากระด่ีมุก  

Trichogaster leerii accession number 769829725 และใช้ยีน Cytochrome oxidase 

subunit I ของปลาดุกด้าน Clarias batrachus accession number 687814729 เป็น Outgroup 
โดยนําข้อมูลที่ได้จากการเปรียบเทียบในโปรแกรม Bioedit และนํามาจัดกลุ่มโดยใช้โปรแกรม MEGA 

5 เพ่ือสร้างแผนภาพอนุมานต้นไม้ โดยกําหนดค่า bootstap เท่ากับ 2,000 โดยใช้วิธีในการวิเคราะห์

แบบ Maximum likelihood (ภาพที่ 4.6)  Neighbor joining (ภาพที่ 4.7)  และ Maximum 

parsimony (ภาพที่ 4.8)  ตามลําดับ  
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ภาพที่ 4.6 แผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome oxidase subunit I ของปลาสลิดจาก 7 

จังหวัด เมื่อใช้วิธี Maximum likelihood  

 

ภาพที่ 4.7 แผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome oxidase subunit I ของปลาสลิดจาก 7 

จังหวัด เมื่อใช้วิธี Neighbor joining  
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ภาพที่ 4.8 แผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome oxidase subunit I ของปลาสลิดจาก 7 

จังหวัด เมื่อใช้วิธี Maximum parsimony  

 

จากแผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome oxidase subunit I ของปลาสลิดจาก 7 

จังหวัด ได้แก่ จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) อยุธยา(AY)  ฉะเชิงเทรา(CH) สระแก้ว(SK) 

เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม(NP)  เมื่อใช้วิธี Maximum likelihood จะสามารถจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่

ใกล้เคียงกันได้ 4 กลุ่มใหญ่ๆ ดังน้ี กลุ่มที่ 1 คือ out group (ปลาดุกด้าน Clarias batrachus 

accession number 687814729) และปลากระด่ีทั้ง 3 สายพันธ์ุ คือ ปลากระด่ีหม้อ Trichogaster 

trichopterus accession number 758371569, ปลากระด่ีนาง Trichogaster microlepis 

accession number 836614043, ปลากระด่ีมุก  Trichogaster leerii accession number 

769829725 ซึ่งสามารถแยกออกมาจากปลาสลิดอย่างชัดเจน กลุ่มที่ 2 คือ ปลาสลิดลายแถบดํา

คล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรปราการ(SPV) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดนครปฐม
(NPTT) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดเพชรบุรี(PTTT) กลุ่มที่ 3 คือ ปลาสลิดแถบดํา

คล้ายลายเสือจากจังหวัดสระแก้ว(SKTT) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรสาคร

(SSDVT) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดฉะเชิงเทรา(CH) กลุ่มที่ 4 คือ ปลาสลิดลาย

แถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัดนครปฐม (NPWD) ปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัว

จากจังหวัดสระแก้ว(SKWD) ปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัดเพชรบุรี(PTWD) 

ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดอยุธยา(AY) ปลาสลิดอ้างอิง Trichogaster pectoralis 
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accession number HQ682729 และปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัดสระแก้ว

(SKD) และเมื่อใช้วิธี Neighbor joining และ Maximum parsimony สามารถจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่

ใกล้เคียงกันได้ 4 กลุ่มใหญ่ๆ เช่นเดียวกับการจัดกลุ่มโดยใช้วิธี Maximum likelihood ซึ่งทั้ง 3 วิธี 

ให้ผลสอดคล้องกันเป็นไปในทิศทางเดียวกัน 

 

4.2.4 แผนภาพอนุมานต้นไม้ (phylogenetic tree) จากยีน Cytochrome b (Cytb)  

ผลการทํา Alignment ของยีน Cytochrome b ของปลาสลิดจาก 6 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด

สมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) อยุธยา(AY)  สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม(NP) ด้วย

โปรแกรม Bioedit ร่วมกับยีน Cytochrome b จากปลาสลิดสายพันธ์ุอ้างอิง คือ ปลาสลิด 

Trichogaster pectoralis  accession number AY763758 และยีน Cytochrome b จากปลา

กระด่ีสายพันธ์ุใกล้เคียง 3 สายพันธ์ ได้แก่ ปลากระด่ีหม้อ Trichogaster trichopterus accession 

number 758371569 ปลากระด่ีนาง Trichogaster microlepis accession number 

836614043 ปลากระด่ีมุก  Trichogaster leerii accession number 769829725 และใช้ยีน 

Cytochrome b ของปลาดุกด้าน Clarias batrachus accession number 687814729 เป็น 

Outgroup โดยนําข้อมูลที่ได้จากการเปรียบเทียบในโปรแกรม Bioedit และนํามาจัดกลุ่มโดยใช้

โปรแกรม MEGA 5 เพ่ือสร้างแผนภาพอนุมานต้นไม้ โดยกําหนดค่า bootstap 2,000 โดยใช้วิธีใน
การวิเคราะห์แบบ Maximum likelihood (ภาพที่ 4.9), Neighbor joining (ภาพที่ 4.10)  และ 

Maximum parsimony (ภาพที่ 4.11)  ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4.9 แผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome b ของปลาสลิดจาก 6 จังหวัด เมื่อใช้วิธี 

Maximum likelihood  

 
ภาพที่ 4.10 แผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome b ของปลาสลิดจาก 6 จังหวัด เมื่อใช้วิธี 

Neighbor joining  
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ภาพที่ 4.11 แผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome b ของปลาสลิดจาก 6 จังหวัด เมื่อใช้วิธี 

Maximum parsimony  

 

จากแผนภาพอนุมานต้นไม้ของยีน Cytochrome b ของปลาสลิดจาก 6 จังหวัด ได้แก่

จังหวัดสมุทรปราการ(SP) สมุทรสาคร(SS) อยุธยา(AY)  สระแก้ว(SK) เพชรบุรี(PT) และ นครปฐม
(NP) เมื่อใช้วิธี Maximum likelihood จะสามารถจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่ใกล้เคียงกันได้ 4 กลุ่มใหญ่ๆ 

ดังน้ี กลุ่มที่ 1 คือ out group (ปลาดุกด้าน Clarias batrachus accession number 

687814729) และปลากระด่ีทั้ง 3 สายพันธ์ุ คือ ปลากระด่ีหม้อ Trichogaster trichopterus 

accession number 758371569, ปลากระด่ีนาง Trichogaster microlepis accession number 

836614043, ปลากระด่ีมุก  Trichogaster leerii accession number 769829725 ซึ่งสามารถ

แยกออกมาจากปลาสลิดอย่างชัดเจน กลุ่มที่ 2 คือ ปลาสลิดอ้างอิง Trichogaster pectoralis  

accession number AY763758 ปลาสลิดลายแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดอยุธยา(AY2) และ

ปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัดนครปฐม (NPWD) กลุ่มที่ 3 คือ ปลาสลิดแถบดํา

คล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรสาคร(SST) และปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัด

เพชรบุรี(PTWD) กลุ่มที่ 4 คือ ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสระแก้ว(SKTT) ปลาสลิด

แถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดนครปฐม(NPTT) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดเพชรบุรี

(PTTT) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรปราการ(SPV) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลาย

เสือจากจังหวัดสมุทรสาคร(SSDVT) เมื่อใช้วิธี Neighbor joining และ Maximum parsimony จะ
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สามารถจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่ใกล้เคียงกันได้ 4 กลุ่มใหญ่ๆ เช่นเดียวกับการจัดกลุ่มโดยใช้วิธี Maximum 

likelihood ซึ่งทั้ง 3 วิธี ให้ผลสอดคล้องกันเป็นไปในทิศทางเดียวกัน 

สรุปผลจากการนําลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytochrome oxidase subunit I และ

Cytochrome b ของปลาสลิด มาทําแผนภาพอนุมานต้นไม้จะสามารถจัดกลุ่มปลาสลิดที่มีความ

คล้ายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด์จะมาอยู่ในกลุ่มเดียวกันเสมอ และพบได้ทั้งการจัดโดยใช้ยีน 

Cytochrome oxidase subunit I และ ยีน Cytochrome b ในทุกวิธีของการจัดกลุ่ม โดยสามารถ

แบ่งได้เป็นกลุ่มหลักๆ 3 กลุ่ม ดังตารางที่ 4.5 คือ กลุ่มที่ 1 ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัด

สมุทรปราการ(SPV) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดนครปฐม(NPTT) และปลาสลิดแถบดํา
คล้ายลายเสือจากจังหวัดเพชรบุรี(PTTT) กลุ่มที่ 2 ปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจาก

จังหวัดนครปฐม(NPWD) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดอยุธยา(AY) และปลาสลิดอ้างอิง 

Trichogaster pectoralis accession number HQ682729 กลุ่มที่ 3 คือ ปลาสลิดแถบดําคล้าย

ลายเสือจากจังหวัดสระแก้ว(SKTT) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรสาคร(SSDVT) 

และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดฉะเชิงเทรา(CH) 
 

ตารางท่ี 4.5 แสดงการจัดกลุ่มของปลาสลิดโดยใช้ยีน Cytochrome oxidase subunit I และ

Cytochrome b ของปลาสลิด มาทําแผนภาพอนุมานต้นไม้ 

กลุ่ม จังหวัด 

1 ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรปราการ(SPV) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลาย

เสือจากจังหวัดนครปฐม(NPTT) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดเพชรบุรี
(PTTT) 

2 ปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัดนครปฐม (NPWD) ปลาสลิดแถบดํา

คล้ายลายเสือจากจังหวัดอยุธยา (AY) 

3 ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสระแก้ว(SKTT) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือ

จากจังหวัดสมุทรสาคร(SSDVT) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 

(CH) 

 



 

บทที่ 5 

อภิปรายผลการวิจัย 

จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของปลาสลิด โดยการศึกษาขนาดความยาวของตัวปลาสลิดอายุ 

8 เดือน จาก 7 จังหวัด พบว่าปลาทั้ง 7 จังหวัดมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกันอย่างมี

นัยสําคัญ (P<0.05) ปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรสาครมีขนาดความยาวของลําตัวมากที่สุดโดยดูจากค่า

ความยาวเหยียด คือ 152.57 มิลลิเมตร และปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรามีขนาดตัวสั้นที่สุด คือ 
139.57 มิลลิเมตร โดยขนาดของปลาสลิดที่สามารถโตเต็มที่จะมีความยาวได้ถึง 250 มิลลิเมตร (พร

ชัย จารุรัตน์จามร และประภาส โฉลกพันธ์รัตน์. 2520) ซึ่งขนาดความยาวของตัวปลาน้ันข้ึนกับ

อาหารท่ีปลาสลิดได้รับในระหว่างการเพาะเลี้ยง โดยปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรสาครมีขนาดลําดับตัว

ยาวกว่าแหล่งที่อ่ืนๆเนื่องจากปลากินอาหารเม็ดซึ่งมีสารอาหารที่ส่งเสริมให้ปลามีขนาดใหญ่และโตไว 

ในส่วนความสมบูรณ์เพศของปลาสลิดพบว่าปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรามีดัชนีสมบูรณ์เพศสูงที่สุด 

คือ 13.68% และ ปลาสลิดจากจังหวัดอยุธยามีความสมบูรณ์เพศน้อยที่สุด คือ 0.67% ความสมบูรณ์

เพศเป็นการหาค่าที่บอกความสัมพันธ์ระหว่างน้ําหนักอวัยวะสืบพันธ์ุ (Gonad Weight, GW) กับ

นํ้าหนักตัว (Body Weight, BW) หากปลาสลิดมีค่าดัชนีสมบูรณ์เพศสูงปลาก็เหมาะสมต่อการผสม

พันธ์ุและการวางไข่เพ่ือขยายพันธ์ุมากกว่าปลาที่มีค่าดัชนีสมบูรณ์เพศตํ่า โดยทั่วไปปลาสลิดสามารถ

ผสมพันธ์ุและว่างไข่ได้เมื่อมีอายุครบ 7 เดือน (พรชัย จารุรัตน์จามร และคณะ. 2543) จากการศึกษา

ความผันแปรของลักษณะภายนอกพบว่าปลาสลิดมี 3 ลักษณะ คือ 1) ลายแถบดําคล้ายลายเสือ 2) 

ลายแถบดํา 1 แถบกลางตัวหรือเรียกว่าลายจุด และ 3) ไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ซึ่งปลาสลิดจาก

จังหวัดสมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร จังหวัดสระแก้ว จังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม มีการ

แปรผัน 3 ลักษณะ แต่ปลาสลิดจากจังหวัดอยุธยาและฉะเชิงเทรามีเพียงลักษณะเดียวคือ มีแถบดํา

คล้ายลายเสือซึ่งสีของปลาสลิดเกิดจากเม็ดสี melanophores ที่ปลาสร้างขึ้น เซลล์สร้างจุดสีสามารถ
หดหรือขยายตัวได้โดยรวดเร็วเกิดจากการกระตุ้นโดยระบบประสาททําให้ปลาสามารถเปลี่ยนสี และ

ลวดลายให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ นอกจากน้ีลักษณะการแปรผันที่แตกต่างกันอาจเกิดจากการผสม

ข้ามสายพันธ์ุ (cross breeding) ของปลาสลิด ทําให้เกิดลายที่มีลักษณะแตกต่างกัน จากการ

เปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาโดยใช้หลักการของระบบเครือข่ายโครงยึดสามารถจัดกลุ่มของปลา

สลิดที่มีระยะจุดความใกล้เคียงกันในแต่ละจุด ดังแสดงกลุ่มปลาสลิดในตารางที่ 4.3 และเมื่อ

เปรียบเทียบอัตราส่วนจากตาถึงช่องเหงือกต่อความยาวดังตารางที่ 4.4 พบว่า ปลาสลิดจากจังหวัด

นครปฐมมีอัตราส่วนระยะจากตาถึงช่องเหงือกต่อความยาวสูงที่สุด คือ 0.27 ปลาสลิดจากจังหวัด

สมุทรปราการมีอัตราส่วนตํ่าที่สุด คือ 0.19 และปลาสลิดจากจังหวัดสระแก้วและอยุธยามีค่าเท่ากันที่ 

0.21 Pongthana และคณะ (1999) ได้ทําการจัดจําแนกปลาสลิดในประเทศไทยโดยศึกษาจากความ
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แตกต่างของ izozyme 14 ชนิด พบว่าปลาสลิดจากจังหวัดสมุทรปราการมีความใกล้เคียงกับปลา

สลิดจากจังหวัดพิษณุโลก และปลาสลิดจากจังหวัดพิษณุโลกจะมีความแตกต่างจากปลาสลิดจาก

จังหวัดปัตตานีอย่างมาก และจากการศึกษารูปร่างปลาสลิดโดยวัดอัตราส่วนความยาวของหัวปลาต่อ

ความยาวของลําตัวปลาพบว่าปลาจากจังหวัดพิษณุโลกจะมีความแตกต่างจากปลาจากจังหวัดอ่ืนๆ 

ส่วนปลาจากจังหวัดสมุทรปราการจะมีอัตราส่วนความยาวหัวต่อลําตัวปลาเท่ากับปลาจังหวัด

สุพรรณบุรี คือ 0.28 และปลาจากจังหวัดอุบลราชธานีมีอัตราส่วนความยาวหัวต่อลําตัวปลาเท่ากับ

ปลาจังหวัดปัตตานี คือ 0.27 (Pongthona. 1999)  

จากการศึกษาความหลากหลายของปลาสลิดโดยใช้ยีน Cytochome oxidase subunit I 
และCytochome b นํามาทําแผนภาพอนุมานต้นไม้พบว่าสามารถจัดจําแนกปลาสลิดจาก 7 จังหวัด

ได้ 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรปราการ(SPV) ปลาสลิด

แถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดนครปฐม (NPTT) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัด

เพชรบุรี (PTTT) กลุ่มที่ 2 ปลาสลิดลายแถบดํา 1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัดนครปฐม(NPWD) ปลา

สลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดอยุธยา(AY) และปลาสลิดอ้างอิง Trichogaster pectoralis 

accession number HQ682729 กลุ่มที่ 3 คือ ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสระแก้ว 

(SKTT) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรสาคร (SSDVT) และปลาสลิดแถบดําคล้าย

ลายเสือจากจังหวัดฉะเชิงเทรา(CH) ซึ่งจากผลการวิจัยพบว่าปลาสลิดที่มีลักษณะสีและลายภายนอก

คล้ายกันแต่เมื่อนํามาทําการจัดกลุ่มโดยใช้ยีนCytochome oxidase subunit I และ Cytochome 

b อาจจะถูกจัดอยู่ต่างกลุ่มกัน มีหลายรายงานที่มีการใช้ยีน Cytochome oxidase subunit I และ 

Cytochome b มาใช้ในการในการจัดจําแนกสปีชีส์ของปลา(Lin et al. 2005; Persis et al. 2009; 

Filonzi et al. 2010; Kochzius et al. 2010) และมีรายงานยืนยันว่าการใช้ยีน 16S rRNA จะมีความผิด

พลาดในการตรวจปลาที่มีสายพันธ์ุใกล้เคียงกัน (Kochzius et al. 2010) แต่สําหรับงานวิจัยน้ีใช้ยีน 

Cytochome oxidase subunit I และ Cytochome b มาทําการจัดจําแนกปลาสลิดภายในสปีชีส์
เดียวกัน ซึ่งให้ผลการวิจัยยังไม่ชัดเจนเท่ากับปลาที่อยู่ต่างสปีชีส์กัน ซึ่งเห็นได้จากบางก่ิงของแผนภาพ

อนุมานต้นไม้ที่มีค่าตํ่ากว่า 50 จํานวนมาก แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานการใช้ยีน Cytochome b ใน

การจัดจําแนกนก Indo-Himalayan ในระดับสปีชีส์ (Randi et al. 2001)  

สําหรับการเปรียบเทียบวิธีการจัดกลุ่มปลาสลิดด้วยวิธีทางลักษณะทางสัณฐานวิทยาและวิธี

ทางอณูชีววิทยาจะให้ผลการจัดกลุ่มของปลาสลิดแตกต่างกัน ซึ่งอาจเป็นไปได้เน่ืองจากส่ิงมีชีวิตที่มี

ลักษณะภายนอกเหมือนกันแต่อาจมีลํานับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน หรือสิ่งมีชีวิตที่ลักษณะภายนอก

แตกต่างกันแต่อาจมีลําดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกัน นอกจากยังมีปัจจัยเรื่องสายพันธ์ของปลาสลิดที่

นํามาเป็นตัวอย่างยังไม่ทราบแหล่งกําเนิดหรือที่มาของพ่อพันธ์ุแม่พันธ์ุปลาได้อย่างชัดเจน เน่ืองจาก

เกษตรกรอาจนําพ่อพันธ์ุแม่พันธ์ุปลาสลิดมาจากจังหวัดอ่ืนๆเพ่ือต้องการให้ได้ผลผลิตที่ดีขึ้น จึงอาจมี
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ผลกระทบต่อการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาทําให้ไม่สามารถแยกสายพันธ์ุของปลาสลิด

ได้อย่างชัดเจน ดังน้ันจึงควรศึกษาด้วยวิธีทั้ง 2 แบบ ควบคู่กันไปเพ่ือเป็นการยืนยันผลซึ่งกันและกัน 

 

 



 

             บทที่ 6                   

           สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

6.1 สรปุผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

1. ความแปรผันของลักษณะสัณฐานภายนอกของปลาสลิดทั้ง 7 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด

สมุทรปราการ จังหวัดสมุทรสาคร จังหวัดฉะเชิงเทรา จังหวัดอยุธยา จังหวัดสระแก้ว จังหวัดเพชรบุรี 

และจังหวัดนครปฐม มีการแปรผัน 3 ลักษณะ ได้แก่ 1) ลายแถบดําคล้ายลายเสือ 2) ลายแถบดํา 1 

แถบกลางตัว และ 3) ไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล โดยปลาสลิดของจังหวัดสมุทรปราการ สมุทรสาคร 

สระแก้ว เพชรบุรี และ นครปฐม มี 3 แบบ ได้แก่ 1 ลายแถบดําคล้ายลายเสือ 2 ลายแถบดํา 1 แถบ

กลางตัว และ 3 ไม่มีแถบดํา ตัวมีสีขาวนวล ส่วนปลาสลิดของจังหวัดฉะเชิงเทรา และอยุธยา มี 1 

แบบ ได้แก่ ลายแถบดําคล้ายลายเสือ 

2. การเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาโดยใช้หลักการของระบบเครือข่ายโครงยึดปรับใช้ตาม

วิธีของ อนันต์ และพรพิมล (2553) จากการวัดจุด 8 จุด ของปลาสลิดใน 7 จังหวัด และทําการ

เปรียบเทียบด้วยวิธี One-Way ANOVA ผลการศึกษาพบว่าปลาทั้ง 7 จังหวัด มีลักษณะภายนอก
แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

3. จากการศึกษาพบว่าเมื่อปลามีความยาวเพ่ิมมากขึ้น ก็จะมีนํ้าหนักของรังไข่เพ่ิมมากขึ้นด้วย 

โดยจะเห็นได้ว่าปลาสลิดจากจังหวัดฉะเชิงเทรามีค่ากลางดัชนีสมบูรณ์เพศสูงสุด คือ 13.68% 

รองลงมาคือ สมุทรสาคร สมุทรปราการ นครปฐม เพชรบุรี สระแก้ว ได้แก่ 12.37%, 10.35%, 

8.37%, 8.31% และ 5.35% ตามลําดับ ส่วนจังหวัดที่มีค่าดัชนีความสมบูรณ์เพศตํ่าที่สุด ได้แก่ 

จังหวัดอยุธยา โดยมีค่ากลางของดัชนีความสมบูรณ์เพศตํ่าที่สุด คือ 0.67% จะเห็นได้ว่าปลาสลิดจาก

จังหวัดฉะเชิงเทรามีค่ากลางของดัชนีสมบูรณ์เพศมากท่ีสุด และสามารถเข้าสู่ระยะเจริญพันธ์ุเร็วที่สุด 

น่ันคือ มีขนาดเพียง 122.94 มิลลิเมตร เท่าน้ันก็สามารถให้ไข่ได้แล้ว ในขณะที่จังหวัดอยุธยามี

ค่าเฉล่ียดัชนีสมบูรณ์เพศน้อยที่สุด คือ 0.67% และต้องมีขนาดถึง 141.84 มิลลิเมตร จึงจะเข้าสู่วัย

เจริญพันธ์ุ ซึ่งอาจจะเน่ืองมาจากลักษณะทางนิเวศวิทยา และอาหารที่ปลาสลิดได้รับในแต่ละแหล่ง 

4. จากการศึกษาโดยใช้ยีน Cytochrome oxidase subunit I และ ยีน Cytochrome b มา

สร้างเป็นแผนภาพอนุมานต้นไม้ สามารถจัดกลุ่มปลาสลิด ได้ 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ปลาสลิดแถบดํา

คล้ายลายเสือจากจังหวัดสมุทรปราการ (SPV) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดนครปฐม 

(NPTT) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดเพชรบุรี (PTTT) กลุ่มที่ 2 ปลาสลิดลายแถบดํา 
1 แถบ กลางลําตัวจากจังหวัดนครปฐม (NPWD) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดอยุธยา 

(AY) และปลาสลิดอ้างอิง Trichogaster pectoralis accession number HQ682729 กลุ่มที่ 3 คือ 
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ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดสระแก้ว (SKTT) ปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัด

สมุทรสาคร (SSDVT) และปลาสลิดแถบดําคล้ายลายเสือจากจังหวัดฉะเชิงเทรา (CH)  

5. งานวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าปัจจัยที่สําคัญที่มีผลต่อรูปร่างและลักษณะของปลาสลิดที่แตกต่าง

กัน คือ ปัจจัยภายนอก ได้แก่ สภาพแวดลอ้ม ดิน นํ้า แสงแดด และรวมถึงการให้อาหาร ซึ่งมผีลต่อ

รูปร่าง ลักษณะ สี และลายที่เกิดขึ้นบนตัวปลาสลิด ส่วนปัจจัยภายในด้านพันธุกรรมของปลาสลิดใน

แต่ละจังหวัดน้ันมีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย ซึ่งปลาสลิดบางแหล่งอาจมาจากต้นกําเนิดพ่อพันธ์ุ

แม่พันธ์ุสายพันธ์ุเดียวกันหรือใกล้เคียงกัน 
 

6.2 ข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยน้ีมีข้อจํากัดเรื่องแหล่งที่มาของตัวอย่างปลาสลิดซึ่งไม่สามารถระบุที่มาของพ่อพันธ์

และแม่พันธ์ุปลาสลิดได้ และไม่สามารถนําตัวอย่างมาจากทุกๆบ่อภายในจังหวัดได้ หรือนําตัวอย่างมา

จากทุกจังหวัดในประเทศไทยได้ นอกจากน้ีตัวอย่างปลาสลิดบางจังหวัดเป็นปลาจากคลองธรรมชาติ

จึงไม่สามารถควบคุมอายุของปลาสลิดที่จับขึ้นมาได้  จึงมีข้อเสนอแนะให้งานวิจัยเรื่องถัดไปที่ทําการ
ทดลอง โดยการหาประวัติสายพันธ์ุปลาสลิดที่ใช้ในการทดลอง หรือ หาปลาสลิดสายพันธ์ุดังเดิมมาทํา

จะทําให้ได้ผลการทดลองที่สามารถแบ่งกลุ่มปลาได้ชัดเจนย่ิงขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. สารเคมี 

   

    1.1 การเตรียม Tris-borate buffer (TBE buffer)  

 

 1.21 M Tris-base                    10.80   กรัม 

     0.89 M Boric acid          5.50    กรัม 
      0.025 M EDTA pH 8           30.93   กรัม 

   นําส่วนประกอบต่าง ๆ ไปละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บรรจุลงในขวดฝา

เกลียว ทําการปิดฝาเกลียวโดยคลายเกลียวให้หลวม และปิดทับอีกคร้ังด้วยกระดาษ นําไปฆ่าเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 

      1.2 การเตรียม EDTA ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8 (50 mM EDTA pH 8) 

 

 ช่ัง Disodium Ethylenediamine tetraacetate – 2H2O หนัก 18.61 กรัม ในนํ้ากลั่น 

100 ml  คนให้ละลายเป็นเน้ือเดียวกันใส่ในบีกเกอร์ โดยใช้้ Magnetic stirrer เติม NaOH เพ่ือปรับ

ค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้พีเอช 8.0 ซึ่งเป็นพีเอช ที่ EDTA จะละลายหมดพอดี จากน้ันนํา

สารละลายบรรจุลงในขวดฝาเกลียว ทําการปิดฝาเกลียวโดยคลายเกลียวให้หลวม และปิดทับอีกครั้ง

ด้วยกระดาษ นําไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 

15 นาที    

 
   1.3 การเตรียม SDS ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ (2% SDS) 
 

  ช่ัง SDS หนัก 2 กรัม นําไปละลายด้วยนํ้ากลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากน้ันนํา

สารละลายบรรจุลงในหลอดทดลองฝาเกลียว ทําการปิดฝาเกลียวโดยคลายเกลียวให้หลวม และปิด

ทับอีกครั้งด้วยกระดาษ นําไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 

เป็นเวลา 15 นาที 
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   1.4  การเตรียม loading dry 
 

  ช่ัง Bromphenol blue หนัก 0.0005 กรัม เติม EDTA ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ

จากน้ันเติม glycerol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บรรจุสารในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 

 

    1.5  การเตรียม Lysis buffer 
 

 เตรียมสําหรับ 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วยสารเคมีต่าง ๆ ดังน้ี 

  50 mM Tris-HCl (pH 8.0)   0.788   กรัม 
  50 mM EDTA (pH8.0)   2.080   กรัม 

  3% Sodium dodecyl sulfate  3.000   มิลลิลิตร 

 นําส่วนประกอบต่าง ๆ ไปละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บรรจุลงในขวด จากน้ัน

นําไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 

1.6  การเตรียมเจลสําหรับเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 

 เตรียมถาดรองเจล (gel mould) วางบนพ้ืนเรียบ แล้วช่ังอะกาโลสหนัก 1.2 กรัม เติม 0.5X 

electrophoresis buffer (TBE) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ทําให้อะกาโลสละลายด้วยความร้อน แล้วทิ้งไว้ให้

เย็นลงถึงประมาณ 60 องศาเซลเซียส จากน้ันเทอะกาโลสเจลลงในถาดรองเจลท่ีเตรียมไว้ 

พยายามอย่าให้เกิดฟองอากาศ แล้วเสียบหวีลงที่ปลายด้านหน่ึงของถาดรองเจล รอให้เจลแข็งตัว 

หลังจากเจลแข็งตัวแล้วนําถาดไปวางใน electrophoresis tank เท buffer TBE ลงไปจนท่วมเจลให้

บัพเฟอร์ท่วมเจลข้ึนมาประมาณ 1-2 มิลลิเมตร แล้วค่อย ๆ ดึงหวีออก 
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ภาคผนวก ข 

1. ผลการทดสอบความแตกต่างของลักษณะสัณฐานวิทยา 8 ลักษณะของปลาสลิดใน 7 จังหวัด 
โดย One Way ANOVA ด้วยโปรแกรม Microsoft office Excel 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

TT Between Groups 25297.090 6 4216.182 27.278 .000

Within Groups 128753.687 833 154.566   

Total 154050.776 839    

TL Between Groups 19038.831 6 3173.138 31.127 .000

Within Groups 84917.497 833 101.942   

Total 103956.328 839    

MT Between Groups 9395.597 6 1565.933 804.919 .000

Within Groups 1620.563 833 1.945   

Total 11016.160 839    

HT Between Groups 2251.743 6 375.291 40.381 .000

Within Groups 7741.704 833 9.294   

Total 9993.447 839    

ET Between Groups 118.217 6 19.703 19.665 .000

Within Groups 834.610 833 1.002   

Total 952.827 839    

DT Between Groups 16691.125 6 2781.854 90.893 .000

Within Groups 25494.555 833 30.606   

Total 42185.680 839    

PT Between Groups 3482.697 6 580.449 40.313 .000

Within Groups 11994.088 833 14.399   

Total 15476.785 839    

WT Between Groups 146896.852 6 24482.809 32.026 .000

Within Groups 636791.328 833 764.455   

Total 783688.180 839    

*p>0.05 = ไม่มีความแตกต่าง 
*p<0.05 = มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ 
2. ผลการทดสอบความแตกต่างจากการวัดจุด 8 จุด ของปลาสลิดใน 7 จังหวัด โดย One Way 
ANOVA ด้วยโปรแกรม Microsoft office Excel 

 



ธธ 
 

   

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

A Between Groups 158.570 6 26.428 11.966 .000

Within Groups 139.146 63 2.209   

Total 297.716 69    

B Between Groups 2254.862 6 375.810 13.208 .000

Within Groups 1792.489 63 28.452   

Total 4047.350 69    

C Between Groups 2102.326 6 350.388 18.145 .000

Within Groups 1216.540 63 19.310   

Total 3318.866 69    

D Between Groups 2274.713 6 379.119 24.952 .000

Within Groups 957.209 63 15.194   

Total 3231.922 69    

E Between Groups 3380.956 6 563.493 7.208 .000

Within Groups 4925.295 63 78.179   

Total 8306.251 69    

F Between Groups 5248.866 6 874.811 17.684 .000

Within Groups 3116.579 63 49.470   

Total 8365.445 69    

G Between Groups 3818.529 6 636.422 10.247 .000

Within Groups 3912.732 63 62.107   

Total 7731.262 69    

H Between Groups 19197.674 6 3199.612 41.345 .000

Within Groups 4875.504 63 77.389   

Total 24073.179 69    

 
*p>0.05 = ไม่มีความแตกต่าง 

*p<0.05 = มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ 
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ภาคผนวก ค 

ประวัติย่อคณะผู้วิจัย 

คณะผู้วิจัย 

หัวหน้าโครงการวิจัย 

ภาษาไทย   นางสาวพรพิมล กาญจนวาศ   

ภาษาอังกฤษ   Miss Pornpimon Kanjanavas 

ตําแหน่งปัจจุบัน   อาจารย์ประจํา กลุ่มวิชาจุลชีววิทยา สาขาวิชา 

วิทยาศาสตร์ชีวภาพ 

สถานที่ทํางาน  คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยหัวเฉียว 

เฉลิมพระเกียรติ 

ที่อยู่  254 พระยาสุเรนทร์ 21 ถนนพระยาสุเรนทร์ แขวงบางชัน เขต

คลองสามวา จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

โทรศัพท์   083-9080717 หรือ 02-3126300 ต่อ 1256 

E – mail address       kanjanavas@hotmail.com  

ผู้ร่วมวิจัย 

1. ภาษาไทย   นางสาวชุตาภา คุณสุข   

ภาษาอังกฤษ   Miss Chutapa Kunsook 

ตําแหน่งปัจจุบัน  อาจารย์ประจําภาควิชาชีววิทยา  

สถานที่ทํางาน   คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยราชภัฏรําไพ

พรรณี           

ที่อยู่    99/11 หมู่ 10 ตําบล ท่าช้าง อําเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี  

22000  

โทรศัพท ์  089-9907360 หรือ 039-319111 ต่อ 8918 
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2.  ภาษาไทย   นางสาวอลิษา สุนทรวัฒน์  

ภาษาอังกฤษ   Miss Alisa  Soontornwat 

ตําแหน่งปัจจุบัน  อาจารย์ประจํา กลุ่มวิชาจุลชีววิทยา สาขาวิชาวิทยาศาสตร์

ชีวภาพ 

สถานที่ทํางาน   คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระ

เกียรติ 

ที่อยู่   53/10 ซอยติวานนท์ 20 ตําบลบางกระสอ อําเภอเมือง จังหวัด

นนทบุรี       

โทรศัพท์   089-0203104 หรือ 02-3126300 ต่อ 1256 

 

3. ภาษาไทย  ผศ.สุภาภรณ์ วรรณภิญโญชีพ   

ภาษาอังกฤษ   Asst. Prof. Supaporn Wannapinyosheep 

ตําแหน่งปัจจุบัน  อาจารย์ประจํา กลุ่มวิชาจุลชีววิทยา สาขาวิชาวิทยาศาสตร์

ชีวภาพ 

สถานที่ทํางาน   คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระ

เกียรติ 

ที่อยู่   555 หมู่ 1 ถนนรัตนราช ตําบลบางบ่อ อําเภอบางบ่อ จังหวัด

สมุทรปราการ  10560 

โทรศัพท์   0897671555  หรือ 02-3126300 ต่อ1256 

 

4.  ภาษาไทย  รศ.ดร.เดชาวุธ นิตยสุทธิ   

ภาษาอังกฤษ  Assoc. Prof. Dr. Dechavudh Nityasuddhi 

ตําแหน่ง  อาจารย์ประจํา กลุ่มวิชาสถิติ  สาขาวิชาคณิตศาสตร์และสถิติ   

สถานที่ทํางาน   คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระ

เกียรติ 

โทรศัพท์   081-867-0675 หรือ 02-3126300 
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   5.  ภาษาไทย  นางสาววิภาวรรณ  วิทยกฤตศิริกุล   
ภาษาอังกฤษ  Miss Vipawan Vitayakritsirikul 

ตําแหน่งปัจจุบัน  อาจารย์ประจํา กลุ่มวิชาชีวเคมี สาขาวิชาวิทยาศาสตร์กายภาพ  

สถานที่ทํางาน   คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระ

เกียรติ 

ที่อยู่    311 ซอยสหมติร ถนนมหาพฤฒาราม บางรัก  

กรุงเทพมหานคร 

โทรศัพท์   02-3126300 
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