
บ ท ท ี่ 5

ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง

5.1 ชนิดของปลาที่ใชัในการสิกษา

จากการ๓บตัวอย่างปลาในสกุล C hita la  ท้ังลามชนิด จากแหล่งนํ้าต่างๆ และจากตลาดนัด 
จตุจักร ได้จำนวนตังแสดงในตารางที่ 4 ในการออก๓บตัวอย่างปลาจากแหล่งนํ้าธรรมชาติ พบว่า มี 
เพียงปลากรายเท่านั้นที่๓บได้ ในขณะที่ปลาตองลายและปลาสะตือผู้ทดลองได้เดินทางไปยัง
จังหวัดที่ได้มีรายงานว่าพบปลาทั้งสองชนิดแต่ไม่ได้ตัวอย่างกลับมา จึงจำเป็นต้องใชัตัวอย่างจาก
ตลาดนัดสวนจตุจักรมาทดลอง

ตารางท่ี 4 ชนิด จำนวน และสถานที่เก็บตัวอย่างปลาที่ไช้ในการทดลอง

ชนิดของปลา สถานที่เก็บตัวอย่าง จำนวน (ตัว)
ปลากราย c. ornata แม่น้ํ,าปราจีนบุรี จ. ปราจีนบุรี 

(ปลากรายปราจีนบุรี 1-3)
3

เข่ือนราษีไศล จ. ศรีสะเกษ 
(ปลากรายศรีสะเกษ 1-3)

3

แม่น้ัาชี จ. มหาสารคาม 
(ปลากรายมหาสารคาม 1-3)

3

แม่น้ัาเจ้าพระยา จ. ชัยนาท 
(ปลากรายชัยนาท)

1

ตลาดนัดจตุจักร กรุงเทพมหานคร 
(ปลากราย 1)

1

ปลาตองลาย c. b la n d ตลาดนัดจตุจักร กรุงเทพมหานคร 
(ปลาตองลาย 1)

1

ปลาสะตือ C. lop is ตลาดนัดจตุจักร กรุงเทพมหานคร 
(ปลาสะตือ 1-3)

3

รวม 15
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นอกจากนี้ ผู้ทดลองได้เลือกลำดับฌสบริเวณไชโทโครมบีของปลาสลาด Notoptem ร

notopterus (AY504822) ปลากรายอัฟริกา 2 ชนิดคือ Papyrocranus afer (AY504823) และ 
Xenomystus nigri (AF201614) จาก GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) เข้าไปในการทดลอง 
เพ่ือเป็นสิงมีชีวิตนอกกลุ่ม (outgroup species) ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

5.2 ผลการทดลองด้านพันธุศาสตรโมเลกุล

5.2.1 การสดัดจีโนมิกดึเอ็นเอ (Genomic DNA) โดยใช้ DNeasy Tissue Kit 
(QIAGEN, Germany)

ในการสดัด DNA จากเนี้อเยื่อของปลาทั้งสามชนิด ปลากราย (C. ornata) ปลาตองลาย 
(C. b lanc i) ปลาสะตือ (C. lop is) ทั้งจากดัวอย่างสดและตัวอย่างที่เก็บรักษาไข้ไน 70% เอทานอล 
ระยะแรกผู้ทดลองใช้วิธีการสดัดโดยใช้ไนโตรเจนเหลวร่วมดับการไขชุ้ดลดัดดีเอ็นเอ DNeasy 
Tissue Kit แต่เมื่อทำการตรวจสอบผลการสดัดด้วย 1% agarose gel ปรากฏว่าไม่พบแถบของจีโน 
ม ิกด ีเอ็นเอของปลาทั้งสามชนิด จึงเปลี่ยนมาใช้ lysis buffer ในการสดัดแทน ซึ่ง1ได้ผลการสดัดที่ดี 
สามารถเห็นแถบจโีนมิกดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจน แต่แถบจีโนมิกดีเอ็นเอของปลาทุกตัวที่นำมาใช้ใน 
การทดลองมีสักษณะเป็นแถบยาวลากลงมาจากด้านบนลุ่ด้านล่างของแผ่นจุ้นเมื่องจากเกิดการขาด 
ของลาย จีโนมิกดีเอ็นเอเป็นซิ้นล่วนเล็กๆ พบว่าสักษณะที่เกิดขึ้นนี้ไม่ล่งผลต่อการเพิ่มปริมาณ 
ผลิตดัณฑ์พีชีอาร์

5.2.2 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณไชโทโครมบีด้วยวิธีพีชีอาร์

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณไซโทโครมบีของปลาสกุล Chitala ทั้งลามชนิดในการ 
ทดลองนี้ใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ไพรเมอร์ L เป็น forward primer และ ไพรเมอร์ H เป็น reverse 
primer การทดลองระยะแรกประลบปัญหาไม่ลามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ จึงทำการแก็ไข 
ปัญหาโดยการลดความเข้มข้นของจีโนมิกดีเอ็นเอลง 10 เท่า 100 เท่า และ 1,000 เท่า ผลการ 
ทดลองที่ได้ยังคงเป็นแบบเดิม จึงหันมาให้ความสำคัญดับอุณหภูมิ annealing ในปฎิริยาพีชีอาร์ 
โดยเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิจากเดิม 55°c ลดลงครั้งละ 0.5°c จนพบว่าที่อุณหภูมิ 50°c ให้แทบ 
ผลิตดัณท์พีชีอาร์ที่ชัดเจนที่สุด และเมื่อตรวจลอบขนาดของบริเวณไชโทโครมบีโดยใช้ 1% agarose 
gel ใน 1X TBE ด้วยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที ได้ผลการทดลองที่ดี เห็นแถบของ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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ผลิตภัณฑ์พีชีอาร์ชดเจน ขนาดของผลิตภัณฑ์พีชีอาร์ท่ีได้มีขนาดประมาณ 1,200 คู่เบลเม่ือเทียบภับ

ดีเอ็นเอมาตรฐาน Hyper ladder II (Bioline, บ.ร.A.) ดังภาพท่ี 7

1 , 2 0 0  คู่เบส

M 1 2 3 4 5

I
I

ผลิตภัณฑ์พี?อาร์

ภาพท่ี 7 ผลการทำปฏิกิริยาลูกโช่พีชีอาร์บริเวณไชโทโครมบีหลังจากแยกใน 1% agarose gel 
ใน 1X TBE ด้วยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที 

lane M = Hyper ladder II 
lane 1 ะะ Blank 
lane 2-3 = c. b la n d  
lane 4 = c. lopis  
lane 5 = c. ornata

5.2.3 การทำผลิตภัณฑ์พี?อารนUJริสุทธโดยการสกัดออกรากแผ่นจุ้น

ใข้ชุดสกัด QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) เพ่ือทำให้ผลิตภัณฑ์พีชี 
อาร์ท่ีต้องการปราศจากหรือมีช้ินส่วนของไพรเมอร์ท่ีจับกันเอง (primer-dimer) หรือดีเอ็นเอท่ีไม่ 
ต้องการน้อยท่ีสุด เม่ือเสร็จลินการสกัด ได้ผลิตภัณฑ์พีชีอาร์ของบริเวณไชโทโครมบีท่ีบริสุทธ้ิพร้อมท่ี 
จะนำไปเช่ือมต่อภับดีเอ็นเอพาหะและเข้าคู่เชลล์แบคทีเรียต่อไป

ใ : a s  1 ฯ R M
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5.2.4 การนำผลิตกัณฑ์พี?อาร์เข้าฟูเชลล์แบคทีเรีย การสกัดพลาสมิดเพ่ีอดีกษา 
ลำดับเบส

หลังจากทำการเช่ือมต่อผลิตภัณฑ์พีชีอาร์ภับดีเอ็นเอพาหะ pGEM-T Easy Vector และส่ง 
ถ่ายเข้าล่เชลล์แบคทีเรีย E. c o li ลายพันธุ XL1-Blue โดยใช้วธีคัดเลือกแบบ blue-white selection 
พบว่า ได้จำนวนโคโลนีสืขาวมากพอสมควรจากปลาสกุล C hita la  15 ตัวอย่าง จึงคัดเลือกโคโลนลี 
ขาวจำนวน 10 โคโลนีต่อ 1 ตัวอย่าง มาสภัดพลาสมิดเพ่ือตรวจลอบการเช่ือมต่อของดีเอ็นเอพาหะ 
และช้ินส่วนผลิตภัณฑ์พีชีอาร์ด้วยเอนไซม์ EcoRI โคโลนีท่ีมีช้ินส่วนผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ท่ีต้องการเม่ือ 
ตัดด้วยเอนไซม์และตรวจสอบด้วย 1% agarose gel จะให้แถบดีเอ็นเอลองแถบ แถบบนสุดคือ 
ดีเอ็นเอพาหะ และแถบท่ีอยู่ด้านล่างคือ แถบของผลิตภัณฑ์พีชีอาร์ท่ีต้องการ เม่ือเทียบภับดีเอ็นเอ 
มาตรฐานแล้วพบว่ามีขนาดใกล้เคียงกับแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 1,200 คู่เบส (ภาพท่ี 8) และส่ง 
พลาสมิดโคลนน้ันไปหาลำดับเบสท่ีบริษ้ทํ Macrogen Inc. (Republics of South Korea) ทั้งสาย 
forward และ reverse

M 1 2 3 4 5 6 7

1,200 คู่เบส I -------------------------------_ ดีเอ็นเอพาหะ 
ผลิตกัณฑ์พี?อาร์

ภาพที่ 8 ผลการตรวจลอบการเชื่อมต่อของผลิตภัณฑ์พีชีอาร์และดีเอ็นเอพาหะด้วย 1 % agarose 
gel ใน 1X TBE ที่กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที 

lane M = Hyper Ladder I 
lane 1-3 = c. ornata

lane 4 -  c . b la n d  
lane 5-7 = c . lop is
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5.2.5 การวิเคราะห์ไฟโ«เจเนตกทรึ

เม่ือได้ลำดับเบสแต้ว ใช้โปรแกรม Chromas ในการตรวจสอบและเปรียบเทียบคู่ช้อมูล 
ลำดับเบสซองดีเอ็นเอทั้งลาย forward และ reverse เพ่ีอให้ได้ลำดับเบสท่ีถูกต้องยิ่งข้ึน พบว่า 
กราฟอิเล็กโตรพีโรแกรมท่ีได้มีความชัดเจนไม่มีการช้อนทับกันของเต้นกราฟท่ีเกิดจากการปนเข้ึเอน 
ซองลำดับเบสของตัวอย่างอื่นๆ หรือการจับกันเองของไพรเมอร์’แต่กราฟอิเล็กโตรทีเโรแกรมท่ีได้ 
บริเวณส่วนหน้าและส่วนท้ายของการอ่านลำดับเบส ไม,ลามารถอ่านผลได้ และลำดับเบสมีความ 
ชัดเจนเพียงบริเวณส่วนกลางของบริเวณไชโทโครมบี จึงได้ตัดทอนส่วนท่ีอ่านผลไม่ได้ออก สุดท้าย 
ได้ลำดับเบสบริเวณไซโทโครมบีท่ีมีความยาว 805 คู่เบส (ไม่รวมแกป (gap) 1 ตัวก่อนท่ีจะนำเช้า 
โปรแกรม Clustal X) ต่อจากน้ันเปล่ียนลำดับเบสให้อยู่ในรูปแบบ FASTA (ภาพท่ี 9) ก่อนเช้าคู่ 
กระบวนการจัดเรียงลำดับเบสและเปรียบเทียบโดยใช้โปรแกรม Clustal X
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>CN1
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTGCCCGCTCCAGTTAATATCTCAGCCTGATGAAACTTCGG
CTCTTTA TTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGGACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAG ACATTTC
AACCGCCTTCTCATCAGTAACACACATTTGCCGAGATGTTAACTATGGTTGATTAATCCGAAACATCCACGCAAACGG
CGCCTCCTTCTTCTTCATCTGCA TTTA TCTACACGTAGCCCG AGGTCTCTACTACGGCTCCTATCTCTACA AAGAAAC
ATGAAACGTAGGAGTAATTCTACTATTACTAGTAATAATGACCGCCTTCGTAGGATACGTCCTACCTTGAGGACAAAT
ATCATTCTGAGGGGCCACA GTTATTACAAATCTTTTATCCGCCATCCCCTACATCGGAGACGCCTTAGTACAATGAAT
CTGAGGAGGCTTCTCAGTAGACAACGCAACACTAACTCGATTCTTTGCATTCCACTTCCTATTCCCATTCCTAATCGC
AGGCGCAACCATCATACACCTCCTTTTCCTACATGAAACAGGATCTAACAATCCAGTAGGACTAAACTCAGACACAGA
CA AAGTACCATTTCATCCATACTTTTCATATAAAGA CTTATTCGGATTCATTATTATA CTCTTAG CCCTTACAACACT
AGCACTATTCTCACCCAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCACACCCGCAAACCCACTAGTCACCCCTCCACACAT
TAAGCCCGAATGATATTTCCTATTT

>KB1
CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGACTAATATTTCAGCCTGATGAAACTTCGG
CTCCCTGCTAGGA ATCTGCCTTATCGTCCAA ATTCTCACCGG ACTATTCCTAGCCATACATTACACACCTGACA TTTC
AACCGCCTTCTCCTCAGTAGCACACATCTGCCGAAATGTCAATTACGGTTGACTAATCCGAAACATCCATGCAAACGG
CG CCTCCTTCTTCTTCATCTGTATCTA CCTACACGTAGCTCG AGGCCTCTACTACGGCTCATATCTCTATAAAGA AAC
ATGAAACGTAGGGGTTATCCTCCTACTCCTAGTAATAATGACCGCCTTTGTAGGATACGTACTACCCTGGGGGCAAAT
ATCATTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAACCTTTCATCCGCCGTCCCCTACACTGGAAATGCTTTAGCACAATGAAT
CTGAGGAG GTTTTTCAGTGGACAACGCAACA CTAACCCGATTTTTCGCA TTCCACTTCCTATTCCCCTTCCTAATTG C
AGGCGCAACCATCATACACCTCCTTTTCTTACACGAAACAGGATCCAGCAACCCAACAGGACTAAATTCAGACACAGA
CA AAGTGCCATTTCACCCATACTTCTCATACAAAGACCTGCTCGGATTTATTATTATACTCCTAGCCCTTGCAACACT
AGCACTATTTTCACCAAACCTACTAGGAGACCCAGAAAACTTCACACCCGCAAACCCATTAGTCACCCCTCCACACAT
CAAACCCGAATGATACTTCCTATTT

>KB2
CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGACTAATATTTCAGCCTGATGAAACTTCGG
CTCCCTGCTAGGA ATCTGCCTTATCGTCCAA ATTCTCACCGG ACTATTCCTAGCCATACATTACACACCTGACA TTTC

เ ^ ^ ^ ^ ^
ATGAAACGTAGGGGTTATCCTCCTACTCCTAGTAATAATGACCGCCTTTGTAGGATACGTACTACCCTGGGGGCAAAT
ATCATTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAACCTTTCATCCGCCGTCCCCTACACTGGAAATGCTTTAGCACAATGAAT
CTG AGGAG GTTTTTCAGTGGACAACGCAACA CTAACCCGATTTTTCGCA TTCCACTTCCTATTCCCCTTCCTAATTG C
AGGCGCAACCATCATACACCTCCTTTTCTTACACGAAACAGGATCCAGCAACCCAACAGGACTAAATTCAGACACAGA
CA AAGTGCCATTTCACCCATACTTCTCATACAAAGACCTGCTCGGATTTATTATTATACTCCTAGCCCTTGCAACACT
AGCACTATTTTCACCAAACCTACTAGGAGACCCAGAAAACTTCACACCCGCAAACCCATTAGTCACCCCTCCACACAT
CAAACCCGAATGATACTTCCTATTT

>KP3
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTCAGCCTGATGAAACTTCGG
CTCTTTA TTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGGACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAG ACATTTC
AACCGCCTTCTCATCAGTAACACACATTTGCCGAGATGTCAACTATGGTTGATTAATCCGAAACATCCACGCAAACGG
CGCCTCCTTCTTCTTCATCTGCA TTTA TCTACACGTAGCCCG AGGTCTCTACTACGGCTCCTATCTCTACA AAGAAAC
ATGAAACGTAGGAGTAATTCTACTATTACTAGTAATAATGACCGCCTTCGTAGGATACGTCCTACCTTGAGGACAAAT
ATCATTCTGAGGGGCCACAGTTATTACAAATCTTTTATCCGCCATCCCCTACGTCGGAGACGCCTTAGTACAATGAAT
CTGAGGAG GCTTCTCAGTAGACAA CGCA ACACTAACTCGATTCTTTGCATTCCACTTCCTATTCCCATTCCTAA TCGC
AGGCGCAACCATCATACACCTCCTTTTCCTACATGAAACAGGATCTAACAATCCAGTAGGACTAAACTCAGACACAGA
CAAAGTACCATTTCATCCATACTTTTCATATAAAGA CTTATTCGGATTCATTATTATA CTCTTAG CCCTTACAACACT
AGCACTATTCTCACCCAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCACACCCGCAAACCCACTAGTCACCCCTCCACACAT
TAAGCCCGAATGATATTTCCTATTT

ภาพท่ี 9 ตัวอย่างของลำดับเบสบริเวณไชโทโครมบีในรปแบบซอง F ASTA
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ในการใ,รโปรแกรม Clustal X ผู้ทดลองได้เลือกลำดับเบสบริเวณไชโทโครมบีของปลาดลาด 
Notopterus notopterus (AY504822) ปลากรายอั'ฝริกา 2 ชนิดคือ Papyrocranus afer 

(AY504823) และ Xenomystus n ig ri (AF201614) จาก GenBank (www.ncbi.กเกา.nih.gov) เข้า 
ไปทดลองด้วย และเพื่อเป็นสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม นำไปวิเคราะห์ต่อไป และเมื่อนำข้อมูลลำดับเบส 
ทั้งหมดมาจัดเรียงลำดับด้วยโปรแกรม Clustal X แล้ว ได้ผลดังภาพที่ 10

CLUSTAL X ( 1 .6 4 b )  m u l t i p l e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t

1
Sg2
S g 3

K P 2

M H 3

K P 3

S g l

C N 1

C O L 2KP1
CBL2
N _ _ n o t o p t e r u s

P a p y r o c r a n u s

X e n o m y s t u s

CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGACTAATATTTC
CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGACTAATATTTC
CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGACTAATATTTC
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTCCCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTC
cccaatcgcaaaaattgttaacgacgcattXattgacctacccgctccagttaatatctc
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTC 
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTC 
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTC 
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTC 
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAGTTAATATCTC CCCAATCGCAAAAAT'îrGTTAACGACGCATTAATTGACCTGCCCGCTCCAGTTAATATCTC 
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTGCCCGCTCCAGTTAATATCTC c c cAAT c GCAAAAAT T GT TAAC GAC GCAT TAAT T GAC c TAC c C GC T C cAGT T AAT AT C T c 
CCCCATCGCAAAAATTGTTAACGACGCACTAATCAACCTACCAGCCCCAGTTAACATCTC 
CCCAATTGCAAAAATTATTAACGACGCACTCATTGACCTCCCTGCCCCAGTTAATATTTC 
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCCCTCATTGACCTCCCAACCCCCCTAAATATTTC 
CCCAATTGCAAAAATTGTTAATGACGCCCTCATCGACCTCCCTACTCCAGTAAACATCTC * ไ*โ* ** ********* * ** *** * * ** **** ** * ** ★ * ** **
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AGCCTGATGAAACTTCGGCTCCCTGCTAGGAATCTGCCTTATCGTCCAAATTCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCCCTGCTAGGAATCTGCCTTATCGTCCAAATTCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCCCTGCTAGGAATCTGCCTTATCGTCCAAATTCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTA.GGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGGAGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGGAGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTCGGCTCTTTATTAGGAATCTGCCTCATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTTGGCTCXCTGCTAGGAATCTGCCTTATCGTCCAAATCCTCACCGG
AGCCTGATGAAACTTTGGTTCCCTACTAGGACTTTGCCTCATTGTACAAATCCTAACCGGTACCTGATGAAACTTTGGCTCCCTGCTAGGTCTGTGCCTAATTACTCAAATCTTAACCGG
AGCTTGATGAAACTTCGGCTCTCTTCTGGGCCTATGCTTAATTACACAAATCTTAACAGG★  *********** ** *★ ★  * ★ * * * * * * * ***** * * * * *
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ACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACATTTCAACCGCCTTCTCATCAGTAACACA
ACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACATTTCAACCGCCTTCTCATCAGTAACACAACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACATTTCAACCGCCTTCTCATCAGTAACACA
ACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACATTTCAACCGCCTTCTCATCAGTAACACAACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACATTTCAACCGCCTTCTCATCAGTAACACA
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ACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACATTTCAACCGCCTTCTCATCAGTAACACA
ACTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACATTTCAACCGCCTTCTCATCAGTAACACA
GCTATTTCTAGCCATACACTATACATCAGATATTTCAACCGCCTTCTCCTCTGTAACACA
ACTGTTCCTAGCTATACATTATACATCAGACATCTCAACTGCCTTCTCCTCAGTAGTACA
ACTCTTCCTAGCCATACATTACACATCAGATATCTCAACCGCCTTCTCCTCAGTAGTCCA
GCTCTTTCTAGCCATACACTACACGTCCGACATCTCCACCGCCTTCTCATCCGTTGTACA
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CAAACCC-GAATGATACTTCCTATTT
CAAACCC-GAATGATACTTCCTATTT
CAAACCC-GAATGATACTTCCTATTT
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
TAAGCCC-GAATGATATTTCCTATTT 
CAAGCC-TGAGTGATACTTCCTATTT 
TAAACC-AGAATGATACTTCCTATTT 
TAAACC- AGAATGATATTTTCTATTC TAAGCC-AGAATGATACTTCCTATTT★  ★  ★  ★  ★  ★  ★  ★ ไ*r ★  ★  ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★

ภาพที่ 10 การเปรียบเทียบลำดับเบสบริเวณไซโทโครมบีของปลา 6 ชนิดโดยไข้โปรแกรม Clustal X 
มีความยาว 806 คู่เบส (สินํ้าเงิน-กลุ่มปลาสะตือ สิเขียว-กลุ่มปลากราย สีแดง-กลุ่มปลา 
ตองลาย และสิชมพู-สิงมีขีวิตนอกกลุ่ม) เครื่องหมาย -  (gap) แสดงการเกิดอินเชอริชัน 
หรือดีลีชั1นของลำดับเบส

KB1 = ปลาสะตือ 1 MH3 = ปลากรายมหาสารคาม 3
KB2 = ปลาสะตือ 2 KP1 = ปลากรายปราจีนบุรี 1

CLM = ปลาสะตือ 3 KP2 = ปลากรายปราจีนบุรี 2

CN1 = ปลากรายชัยนาท KP3 = ปลากรายปราจีนบุรี 3
Sg1 = ปลากรายศรีสะเกษ 1 COL2 = ปลากราย 1

Sg2 = ปลากรายศรีสะเกษ 2 CBL2 = ปลาตองลาย 1

Sg3 = ปลากรายศรีสะเกษ 3 N_notopterus = ปลาสลาด
MH1 = ปลากรายมหาสารคาม 1 Papyrocranus = ปลากรายอัฟริกา
MH2 = ปลากรายมหาสารคาม 2 Xenomystus = ปลากรายอัฟริกา

เมีอนำลำดับเบสบริเวณไซโทโครมบีความยาว 805 คู่เบสของดัวอย่าง 18 ดัวอย่างเข้าคู่ 
โปรแกรม Clustal X เพื่อเปรียบเทียบลำดับเบส ได้ความยาวจากการจัดเรียงลำดับเบส 806 คู่เบส 
โดยแต่ละตัวอย่างเกิด indel ขึ้น 1 ตำแหน่ง มีรเวงของ G+C content อยู่ระหว่าง 41%-45% และ 
G+C content เฉลี่ยเท่ากับ 43% (ตารางที่ 5)

เปลี่ยนผลการเปรียบเทียบลำดับเบสด้วยโปรแกรม Clustal Xไห้อยู่ในรูปของ NEXUS ไฟล์ 
(ภาพที่ 11) และนำเข้าคู่โปรแกรม PAUP* ver.4.0b10 เพื่อสร้างไฟโลเจเนติกทรื
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#NEXUS

begin  tax a ;dim ensions ntax=18 nchar=806;
form at m issing=? gap=- m atchchar=. in te r le a v e  datatype=dna;
o p tio n s  gapmode=missing;
m atrix

C0L2
CBL2
N _notopterus
Papyrocranus
Xenomystus
end;

CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGA
CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGA
CCCAATCGCAAAAATTATCAACGACACATTAATTGACCTACCCGCCCCGA
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTGCCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTPiATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTACCCGCTCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCATTAATTGACCTGCCCGCTCCAG
CCCCATCGCAAAAATTGTTAACGACGCACTAATCAACCTACCAGCCCCAG
CCCAATTGCAAAAATTATTAACGACGCACTCATTGACCTCCCTGCCCCAG
CCCAATCGCAAAAATTGTTAACGACGCCCTCATTGACCTCCCAACCCCCCCCCAATTGCAAAAATTGTTAATGACGCCCTCATCGACCTCCCTACTCCAG

ภาพที่ 11 ตัวอย่างรปแบบ NEXUS ไฟล์ที่ใชในการวิเคราะห์และสร้างไฟโลเจเนติกท่รี
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การหาค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม โดยใช้โปรแกรม PAUP* ver.4.0b10 (ตารางที่ 6 
ภาคผนวก ข) พบว่า ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมเมื่อพิจารณาในสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่มอยู่ระหว่าง 
0% -11.4% และเมี่อรวมสิงมีชีวิตนอกกลุ่มเข้าไปพิจารณาจะได้ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมอยู่ 
ระหว่าง 13.1%-20.4% (ตารางที่ 5)

ดังตารางที่ 6 (ภาคผนวก ซ) ในปลาชนิดเดียวกัน ซึ่งเก็บตัวอย่างจากแหล่งที่มาเดียวกัน จะ 
ให้ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมน้อยเข้น ในกลุ่มปลาสะตือ (หมายเลข 1-3) มีความแตกต่างทาง 
พันธุกรรมเพิยง 0.12% ในขณะที่กลุ่มปลากราย (หมายเลข 4-14) อาจไม่พบความแตกต่างทาง 
พันธุกรรม (0%) หรือมีความแตกต่างทางพันธุกรรมเพียง 0.12%-0.37% และหากเปรยบเทียบใน 
ปลาต่างชนิดกัน ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมจะสูงมากกว่า 10% (10.35%-20.4%) แต่เม่ือนำ 
สิงมีชีวิตนอกกลุ่มเปรียบเทียบกับสิงมีชีวิตในกลุ่ม N. no top te rus  ให้ค่าความแตกต่างทาง

พันธุกรรม 13.1%-13.8% ซึ่งน้อยกว่าค่าของ P. a fe r และ X. n ig r i ที่ให้ค่าความแตกต่างทาง 
พันธุกรรม 18.9%-20.4%

นำค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมที่ได้มาสร้างเป็นไฟโลเจเนติกทรืโดยใช้วิธี neighbor

joining (NJ) จากไฟโลเจเนติกทรืที่ได้พบว่า ปลาในกลุ่มปลาสะตือ (สีนํ้าเงิน) ได้แยกออกมาจาก 
กลุ่มของปลากราย (สีเชียว) และปลาตองลาย (สีแดง) อย่างชัดเจน แต่ภายในปลาชนิดเดียวกัน เข้น 
ในปลากรายพบความแตกต่างทางพันธุกรรมใกล้เคียงกันมาก แม้ว่าจะได้ตัวอย่างปลาจากหลาย

พื้นที่ก็ตาม (ภาพที่ 12)

เพี่อให้ได้ไฟโลเจเนติกทรืที่สามารถบอกถึงระดับความล้มพันธ์และมีความถูกต้องแม่นยำขึ้น 
จึงนำข้อมูลของลำดับเบสทั้ง 18 ตัวอย่างรวมทั้งสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่มทั้งลามชนิดที่อยู่ในรูปของ

NEXUS ไฟล์ มาเข้าโปรแกรม PAUP* ver.4.0b10 อีกครั้งและใช้วิธี maximum parsimony (MP) 
ในการวิเคราะห์
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N e ig h b o r - jo in in g ส ะ ต ือ !

ส ะ ต ือ 2 

ส ะ ต ือ ร

ก ราย ช ัย น าท  

I  ก ร า ย 1

ก รา ย ศ ร ีส ะ เก ษ ! 

ก รา ย ศ ร ีส ะ เก ษ 2 

ก ร า ย ป ร า จ ีน บ ุร ี!

_  ก รา ย ม ห า ส า รค า ม ร

I ก ร า ย ม ห า ส า รค า ม ! 

ก ร า ย ม ห า ส า รค า ม 2 

ก ร า ย ป ร า จ ีน บ ุร ี2 

ก รา ย ศ ร ีส ะ เก ษ ร  

ก ร า ย ป ร า จ ีน บ ุร ีร  
ต อ งล าย ! _________

c . lopis clade

c . bland

N. notopterus (AY504822)

_ _ P. a fe r (AY504823)
I X. n/'gr/'(AF201614)

0 .0 !

ภาพที !2  ไฟโลเจเนติกทรีจากวิธี neighbor-joining โดยใช้โปรแกรม PAUP* ของปลาสกุล C h i t a l a  3 
ชนิด อาดัยลำดับเบสไชโทโครมบีและใช้ P. afer, X. n ig r i และ N. no to p te ru s  เป็นสิงมีชีวิต 
นอกกลุ่ม

จากข้อมูลลำดับเบสในรูปแบบ NEXUS ไฟล์ของบริเวณไชโทโครมบี 18 ตัวอย่าง นำมาสร้าง 
ไฟโลเจเนติกทรีโดยใช้หลักการ่วิเคราะห์แบบ maximum parsimony และหาไฟโลเจเนติกทริที่ดีที่สุดโดย 
การหาแบบ branch and bound จากลำดับเบสบริเวณไซโทโครมบี 806 คู่เบส มีลักษณะที่คงที ่
(constant characters) 536 (66.5%) คู่เบส และมีลักษณะที่นำไปใช้ในการวิเคราะห์หาไฟโลเจเนติกทร ี
ได (ชินแนปพอมอทีเ) และไม่ไดั (ออแทปพอมอทีเ) (parsimony-informative and uninformative) 168 
(20.8%) และ 102 (12.7%) คู่เบส ตามลำดับ (ตารางที่ 5)
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จากการวิเคราะห์ พบว่าไดใฟโลเจเนติกทรีที่มีจำนวนการเปลี่ยนแปลงน้อยที่สุด 413 ข้ัน 
จำนวน 1 ต้น (ภาพที 13) ค่า consistency index (Cl) เท่ากับ 0.7918 ค่า homoplasy index (HI) 
เท่ากับ 0.2082 และค่า retention index (RI) เท่ากับ 0.8041 จากผลการทดลอง แสดงให้เห็นว่าปลา 
สะตือ (สีนํ้าเงิน)ปลากราย (สืเขียว) และปลาตองลาย (สืแดง) แยกออกจากกันไต้อย่างซัดเจน โดยปลา 
กรายจะมีความไกลชิดกับปลาตองลายมากกว่าปลาสะตือ จากนั้นหาค่า\ jทลแตรปโดยใช้ค่าการลุ่ม

1000 คร้ัง ไต้ผลการทดลองดังภาพที่ 13 ไนกลุ่มของปลาสะตือ (สีนํ้าเงิน) และปลากราย (สีเขียว) มีค่า 
ความเชื่อมั่นถึง 100% ในขณะที่ค่าความเชี่อมั่นระหว่างกลุ่มปลากราย (สีเขียว) และกลุ่มปลาตองลาย 
มีค่าเท่ากับ 72% ซึ่งอยู่ไนชิวงค่าที่ยอมรับไต้ และเมื่อวิเคราะห์ระหว่างกลุ่มปลาสะตือและกลุ่มปลา 
กราย-ตองลาย ไต้ค่าความเชื่อมั่นถึง 100% จงยอมรับว่ากิ่งกัานของไฟโลเจเนติกทรีต้นนี้มีความ 
น่าเช่ือถึอ
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ตารางที่ 5 ลักษณะลำดับเบสบริเวณไซโทโครมบีบางส่วนของปลาลกุล C h ita la  3 ชนิดและสิ่งมีชีวิต 
นอกกลุ่มรวม 18 ตัวอย่าง

Sequence characteristics The partial region of Cytochrome b

805
Length (ingroup) (bp) 805
Length (outgroup) (bp) 806
Aligned length (bp) 41-45
G+C content range (%) 43
G+C content mean (%) 0-11.4
Sequence divergence range (ingroup) (%) 13.1-20.4
Sequence divergence range (total) (%) 2
Number of indels (total) 1

Size of indels (total) (bp) 536 (66.5)
Number of constant sites (%) 270 (33.5)
Number of variable sites (%) 168 (20.8)
Number of informative sites (%) 102 (12.7)
Number of autapomorphic sites (%) 149

Number of unambiguous transitions 86
Number of unambiguous transversions 
Transition/transversion ratio (ts/tv ratio)

1.73
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M a x im u m  p a r s im o n y

1 0 0

--------------- f
P. a fe r (AY504823) 
X. n ig ri (AF201614)

N. notopterus  (AY504822)

1 0 0

72

1 0 0

8 6

1 0 0 «/I
1
1

สะต ือ1 
สะต ีอ2
สะตือร 
กรายชัยนาท1 \
กราย1
กรายศรีสะเกษ1 
กรายศรีสะเกษ2
กรายปราจีนบุร ีร
กรายมหาสารคาม3 
กรายมหาสารคามใ
กรายมหาสารคาม2 
กรายศรีสะเกษ3

c . ornata c l a d e

กรายปราจ ีนบ ุร ี1 
กรายปราจีนบ ุร ี2

ต ' อ ง ล า ย 1 __________  c . bland

-  outgroup ------ปลากราย (Chitala ornata)

_ _ _  ปลาละตีอ (Chitala lopis) _ _ _  ปลาตองลาย (Chitala b la n d )

ภาพที 13 ไฟโลเจเนติกทรีจากวิธี maximum parsimony และค่าบูทลแตรป (%) โดยใช้โปรแกรม
PAUP* ver.4.0b10 ของปลาลกุล C hita la 3 ชนิด อาPโยลำดับเบสไชโทโครมบี และกำหนดให้
P. afer, X. n ig r i และ N. no top te rus เป็นสิงมีช้วิตนอกกลุ่ม
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5 . 3  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ด ้า น เ ช ล ล ์พ ัน ธ ุศ า ส ต ร ์

จากวิธีที่ 1 ซึ่งเป็นวิธีเจาะเลือดจากปลา แล้วนำมาเพาะเลี้ยงเชลล์เม็ดเลือดขาว โดย'ไข ้
อาหารเลี้ยงเชลล์ RPMI 1640 (GIBCO) เพี่อเตรียมโครโมโชม ได้มีการคืกษาลภาพที่เหมาะสมต่อ 
การแบ่งเซลล์ของปลา เข้นการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเพี่อให้เกิดความเหมาะสมในการแบ่งเชลล์

ของปลาแต่ละชนิด โดยเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในร!วงระหว่าง 22-37°C หรือแม้กระทั่งความเข้มข้น 
ของไฟโทฮึมแอกกลูตินิน ต้ังแต่ 5-15% และ Fetal Bovine Serum ต้ังแต่ 15-30% ก็ยังไม่พบการ 
แบ่งตัวของเซลล์ที่ทำให้เห็นโครโมโซม ซึ่งเป็นไปได้ว่า เทคนิคที่ใข้ยังไม่เหมาะลมกับการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ของปลาในสกุลนี้ เนื่องจากผลการเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ใด้ทดลองมานั้น

ล์วนมากเกิดการตกตะกอนของเซลล์ การเกาะเป็นก้อนของเม็ดเลือดแดง และเกิดการปนเนี้อนของ 
เช้ือแบคทีเรีย โดยสามารถสังเกตได้จากลักษณะสิของอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์จากลืแดงจะ

เปลี่ยนเป็นสีแดงคลํ้า ขุ่น มีชั้นของแบคทีเรียลอยอยู่บริเวณผิวหน้าอาหาร ในบางกรณีพบแต่เม็ด 
เลือดแดงหรือพบเม็ดเลือดขาวแต่ไม่มีการแบ่งตัว และเมื่อเริ่มทดลองชั้าอีกครั้งที,สภาวะเดิม ผล 
การทดลองที่ได้ก็ไม่ประสบผลสำเร็จ นอกจากนี้ผู้ทดลองได้ทำการเปลี่ยนอาหารที่ใข้เลี้ยงเซลล์เม็ด 
เลือดขาวแล้วเร!นกันคือ medium199 (GIBCO) และ DMEM (GIBCO) ซึ่งผลการทดลองที่ได้ไม่ 
แตกต่างจากการใช้อาหารเลี้ยงเชลล์ชนิด RPMI 1640 (ภาพที่ 14-20)

1 0  pm

ภาพที่ 14 ลักษณะเม็ดเลือดขาวที'ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์โดยไข้อาหาร RPMI 1640 (GIBCO

BRL, บ.S A )  5% PHA 20% FBS ที่อุณหภูมิ 32°c ย้อมด้วยสีย้อม Giemsa
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ภาพที่ 15 ลักษณะเม็ดเลือดขาวอีกหนึ่งลักษณะที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์โดยใชํ[อาหาร RPMI 
1640 5% PHA 20% FBS ที่อุณหภูมิ 32°c ย้อมด้วยลืย้อม Giemsa

ภาพท่ี 16 ลักษณะเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil (ลูกศรช้ี) และเม็ดเลือดแดงท่ีได้จากการ
เพาะเล้ียงเชลล์โดยไย้อาหาร Medium 199 (GIBCO BRL, บ.S.A.) 5% PHA
20% FBS ท่ีอุณหภูมิ 3 0 ° c  ย้อมด้วยลืย้อม Giemsa
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ภาพท่ี 17 ลักษณะเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil (ลูกศรช้ี) และเม็ดเลือดแดงท่ีได้จากการ
เพาะเลี้ยงเชลล์โดยใช้อาหาร Medium 199 5% PHA 20% FBS ท่ีอุณหภูมิ 30°c
ย้อมด้วยสืย้อม Giemsa

ภาพท่ี 18 ลักษณะเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil (ลูกศรช้ี) และเม็ดเลือดแดงที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเชลล์โดยใช้อาหาร Medium 199 5% PHA 20% FBS ที่อุณหภูมิ 30°c
ย้อมด้วยสีย้อม Giemsa
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10 pm

ภาพที, 19 ลักษณะเม็ดเลือดขาวซนิด monocyte (ลูกศรช้ี) และเม็ดเลือดแดงท่ีได้จากการ 
เพาะเล้ียงเชลล์โดยได้อาหาร Medium 199 5% PHA 20% FBS ท่ีอุณหภูมิ 30°c 
ย้อมด้วยลีย้อม Giemsa

ภาพท่ี 20 ลักษณะเม็ดเลือดขาวชนิด Basophil ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชลล์โดยได้อาหาร
Medium 199 5% PHA 20% FBS ที่อุณหภูมิ 30°c ย้อมด้วยลีย้อม Giemsa
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วิธีที่ 2 คือการตัดครีบหางมาคืกษาโครโมโซมโดยวิธีกดให้แบน พบว่า เป็นวิธีที่เหมาะสม 
และสะดวก อีกทั้งในการปฎิป้ติทดลองใช้เวลาน้อย เม ื่อเท ียบกับการเพาะเลี้ยงเชลล์เม ็ดเลือดขาว 
คือประมาณ 1 วันเท่านั้น ในการทดลองครั้งนี้ ได้ทดลองในปลากราย และปลาตองลาย แต่เห็น 
เพียงโครโมโซมของปลากรายเท่านั้น

การคืกษาจำนวนและรูปร่างของโครโมโซมโดยวิธีกดให้แบนโดยใช้ครีบหางนั้น พบว่าเป็น 
วิธีที่เหมาะลมกับปลาในประเทศไทย และไม่ทำให้ปลาเลียชีวิต เหมาะสมกับปลาท่ีหายาก
นอกจากน้ี ส่วนหางบริเวณที่ถูกตัดจะสามารถงอกใหม่ภายในเวลา 2-3 วัน และลามารถตัดหาง 
บริเวณนั้นมาคืกษาโครโมโซมต่อไปได้ จากการคืกษาโครโมโซมปลากรายท่ีเตรียมได้จากการนำ
ครีบหางมากดให้แบนในจำนวนการทดลองทั้งหมด 5 คร้ัง แต่ละครั้งได้จำนวนสไลด์3-4 สไลด์ ได้ 
เชลล์ที่เห็นระยะเมทาเฟสประมาณ 20 เซลล์ แต่ส่วนมากจะกระจายไม่ดี หรือโครโมโซมหดสัน 
เกินไป จากการทดลองครั้งที่ดีที่สุดพบว่าจำนวนโครโมโซมของปลากรายมีจำนวนประมาณ 2ท = 
42 แต่ไม่สามารถนำมาจัดคาริโอไทป๋ได้ เนื่องจากโครโมโซมที่ได้มีขนาดเล็ก และยังไม่กระจายดี 
เท่าท่ีควร นอกจากนี้จำนวนเซลล์ที่อยู่ในระยะเมทาเฟสที่พบในการทดลองมีไม่มากพอ (ภาพท่ี 21- 
28)

ภาพที่ 2 1  ผลการตรวจหาระยะเมทาเฟสโดยวิธีกดให้แบนโดยใช้ครีบหางของปลากราย c . ornata 

ย้อมด้วยสีย้อมอะซิโต-ออชีน มีจำนวนโครโมโซมประมาณ 2ก = 42
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ภาพท่ี 22-23 ผลการตรวจหาระยะเมทาเฟสโดยวิธีกดให้แบนโดยใซ้ครีบหางของปลากราย 
c. ornata ย้อมด้วยสีย้อมอะซิโต-ออซีน



ภาพท่ี 24-25 ผลการตรวจหาระยะเมทาเฟสโดยวิธีกดให้แบนโดยใช้ครีบหางของปลากราย 
c . ornata ย้อมด้วยสีย้อมอะช้โต-ออชีน
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c . ornata ย้อมด้วยสิย้อมอะ?'โต-ออชีน
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ภาพที่ 28 ผลการตรวจหาระยะเมทาเฟสโดยวิธีกดให้แบนโดยใช้ครีบหางของปลากราย
c. ornata ย้อมด้วยสีย้อมอะซิโต-ออชีน
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