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1. พ ัน ธ ุศ าส ต รโม เล ก ุล

ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกของปลากระดูกแข็งชนิดต่างๆ โดยอาดัยข้อมูล 
ทางพันธุศาสตร์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ Miya and Nishida (2000) ได้จัดลำดับเบสของไซโท 
โครมบี (cyt b) อยู่ในกลุ่มของยีนที่มีความสามารถในการนำมาสร้างไฟโลเจเนติกในระดับที่ดี 
เซ่นเดียวกับยีน COII

จากรายงานทางวิชาการหลายฉบับ พบว่าลำดับเบสของบรีเวณไชโทโครมบีลามารถนำมา 
ตอบคำถามเกี่ยวกับความสัมพันธ์ของสิงมีชีวิตในระดับสกุลหรือชนิดได้เป็นอย่างดี (interspecific 
level) (Brito et al., 1997; Song, Near and Page, 1998; Brioley eta/., 1998; Burridge, 1999; 
Reed, deGravelle and Carpenter, 2001; Xiao et al., 2001; Durand et al., 2002; Casey et 
al., 2004; Peng e t al, 2004) แต่หากศึกษาภายในสิงมีชีวิตชนิดเดียวกัน (intraspecific level) 
ลำดับเบสของบริเวณไชโทโครมบีเพียงหนึ่งยีนไม่สามารถบอกถึงความสัมพันธ์ได้ Patamello et al. 

(1994) ศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมของปลา Salm o trutta  จากแม่นํ้าสายต่างๆ ในประเทศ 
อิตาลีและไอร์แลนด์โดยอาดัยลำดับเบสของไชโทโครมบีและ 16S rRNA บางส่วน พบว่าสามารถ 
แยกปลา ร. tru tta  ที่พบในประเทศอิตาลีและไอร์แลนด์ออกจากกันได้เป็นอย่างดี และเม่ือศึกษาใน 
ระดับประชากรของปลา ร. tru tta  ที่,พบ'ในแม่'น้ําสายต่างๆ ในประเทศอิตาลี พบว่าลำดับเบสของทั้ง 
สองบริเวณสามารถบอกการแปรผันและแยกประชากรปลาจากแม่นํ้าสายต่างๆ ออกจากกันได้
อย่างสมมูรณ์

ในการศึกษาความสัมพันธ์ภายในสิงมีชีวิตชนิดเดียวกัน (intraspecific level) นอกจาก 
ศึกษาโดยใช้ไชโทโครมบีควบคู่กับยีนบริเวณอื่น ยังลามารถใช้บริเวณลำดับเบสที่ไม่กำหนดสร้าง 
โปรตีน (non-coding region) มาศึกษาได้เซ่นกัน เซ่น บริเวณ control region (Stepien and 
Kocher, 1997; Bower, Struffer and Kocher, 1994) เนื่องจากบริเวณยีนที่ไม่ทำหน้าที่สร้าง 
โปรตีนจะมีอัตราการแปรผันเร็วกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับยีนที่ทำหน้าที่สร้างโปรตีน Bower, Struffer 
and Kocher (1994) ได้นำลำดับเบสบริเวณ control region มาศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
ภายในชนิดของปลาหมอ rock-dwelling 2 ชนิด ซึ่งอาดัยในทะเลลาบมาลาวี ประเทศอัพริกา และ
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Brown, B eckenbach and Smith (1993) ได้ศ ึกษาการแปรผันของบริเวณ control region ของ 
ปลาสเตอร์เจียนขาว 27 ตัว ซึ่งอาคัยในแม่นํ้าโคลัมเบียและแม่นํ้าเฟรเซอร์ในประเทศสหรัฐอเมริกา 
พบว่าทั้งสองรายงานให้ผลทางไฟโล เจเนติกทริที่สามารถบ่งบอกความลัมพันธ์และการแปรผันได้ 
เป็นอย่างดี

การศึกษาการแปรผันของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ นิยมดำเนินการ 2 รูปแบบ ได้แก่ 
การศึกษาการวิเคราะห์ลำตับเบส ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ไนวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ และการศึกษาโดยวิธีการใช้ 
เอนไซม์ตัดจำเพาะ หรีอ RFLP (restriction fragment length polymorphism) วิธีนีเป็นประโยชน์ 
อย่างยิ่งในการศึกษาความลัมพันธ์และวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต Hyne et al. (1989) ใช้เอนไซม์ตัด 
จำเพาะ 6 ชนิดตัดไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของปลาเทราท์ลีนํ้าตาล ( Salm o trutta) ที่อยู่ตาม 
ธรรมชาติและปลาที่เพาะเลี้ยง พบว่าความลัมพันธ์ทางพันธุกรรมของประชากรปลาตามธรรมชาติ 
และประชากรปลาที่เพาะเลี้ยงมีความแตกต่างกัน นอกจากนี้ยังพบว่ารูปแบบไมโทคอนเดรียลดี 
เอ็นเอที่ได้สามารถใช้เป็น genetic marker เพื่อวิเคราะห์แบ่งแยกประชากรปลาเทราท์สืนี้าตาลใน 
แง่ของการแพร่กระจายและการผสมข้ามพันธุระหว่างประชากรปลาทั้งสองกลุ่มได้ King et al. 

(1993) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของปลาแซลมอน (Salm o s a la r L.) ที่อาตัยในแม่นํ้า 
สองสายที่ห่างไกลกันโดยเก็บตัวอย่างปลาทั้งหมด 209ตัว เพื่อศึกษาความแปรปรวนของไมโท 
คอนเดรียลดีเอ็นเอหลังจากตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 4 ชนิด พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มปลาตาม 
ลักษณะของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอหลังจากตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะเป็น 10 กลุ่ม ซึ่งการ 
กระจายของแต่ละกลุ่มมีความแตกต่างกันในแม่นํ้าทั้งสองสาย นอกจากนั้นยังพบว่าความถี่ของ 
การแปรผันในแต่ละกลุ่มประชากรของลูกปลากับปลาที่โตเต็มวัยในปีเดียวกันของแม่นี้าหนึ่งสาย 
นั้นแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ จึงเป็นการแสดงว่า การเปลี่ยนแปลงของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 
สามารถนำมาใช้ศึกษาความอยู่รอดหรือการอพยพของปลาได้ ในขณะที่วิธี PCR-RFLP ของ 
บริเวณไชโทโครมบีลามารถนำมาใช้ในการตรวจลอบการแปรผันระหว่างชนิดของสิ่งมีชีวิตต่างๆ 
เช่น ปลาทูน่า (Chow and Inogue, 1993) ปลา Atlantic snapper (Chow, 1993)

ไฟโลเจเนติกทรีท ี่ได้จากการทดลองในครั้งน ี้แสดงถึงความสัมพันธ์ท ี่ใกล้ช ิดกันของปลา 
กราย (C. ornata) ก ับปลาตองลาย (c .b la n d ) มากกว่าปลาสะตือ (C. lopis) ได้เป็นอย่างดี ซึ่งผล 
การทดลองที่ได้สอดคล้องกับผลการศึกษาทางด้านเซลล์พันธุศาสตร์ของ ธวัซ ดอนสกุล และวิเชียร 
มากตุ่น (2532) พบว่า ปลากรายมีความใกล้ช ิดก ับปลาตองลายมากกว่าปลาสะตือ เน ื่องจากปลา 
กรายและปลาตองลายต่างมีจำนวนโครโมโซม 2ท = 42 ในขณะที่ปลาสะตือมีจำนวนโครโมโซม 2ท 
= 38 (ธวัช ดอนสกุล, สนทนา, 20 เมษายน 2549) อย ่าง1ไรก็ดี ผลการทดลองทางไฟโลเจเนติกใน 
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้ผลที่ไม่สอดคล้องกับผลทางด้านสัณฐานวิทยา ซึ่งศึกษาโดย Roberts (1992)
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ที่รายงานว่าปลาสะตือและปลาตองลายมีความใกล้ชิดกันมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบลักษณะ 
ลวดลายบนลำตัว เช่นเดียวกับการศึกษาโดยใช้ isozyme ของ พนม กระจ่างพจน์ลอดสุข, ศรีรัตน์ 
สอดสุข และ เฉลิมชัย สุวรรณรักษ์(2543)

ข้อจำกัดของการศึกษาวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีคือ จำนวนตัวอย่างปลาท่ีใช้ในการทดลองยังมี 
น้อย และแหล่งท่ีมาของตัวอย่างยังไม่หลากหลายเพียงพอต่อการวิเคราะห์ความลัมพันธ์ภายใน 
ปลาชนิดเดียวกัน โดยเฉพาะอย่างย่ิงในปลาตองลาย และปลาสะตือ เน่ืองจากปลาท้ังสองชนิดน้ี 
หาได้ยากในแหล่งน้ีาธรรมชาติ การแพร่กระจายของปลาในสกุล Chitala ได้มีการสำรวจคร้ังล่าสุด 
โดย Roberts (1992) สรุปได้ว่า ปลาสกุลน้ีมีเพียงปลากรายท่ีมีการแพร่กระจายอย่างกว้างขวาง 
ตามแหล่งนํ้าในประเทศไทย ในขณะที่ปลาตองลายและปลาสะตือไม่สามารถพบได้ทั่วไป 
เน่ือง1จากเป็นปลาท่ีมีถ่ินอาศัยเฉพาะ จากการสำรวจของ Bain and Humphrey (1980) ได้ 
พิจารณาให้ปลาตองลายและปลาสะตือเป็นปลาชนิดที่หายาก อยู่ในขั้นใกล้สูญพันธุ 
(endangered) และถูกคุกคาม (threatened) ตามสำตับ แสดงว่า สถานภาพของปลาท้ังสองชนิด 
ในแง่ของความหายากในธรรมชาติน้ันได้เป็นท่ีประจักษ์และยอมรับมาเป็นเวลานาน

ในการศึกษาทางด้านไฟโลเจเนติกทรี จำเป็นต้องมีส ิ่งมีช ีวิตนอกกลุ่มเพ ื่อใช้เป ็นจุดอ้างอิง 
เปรียบเทียบลักษณะที่พบในสิ่งมชีีวิตในกลุ่มกับสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม หลักของการเลือกสิ่งมีชีวิตนอก 
กลุ่มคือ สิ่งมีชีวิตที่มีความลัมพันธ์ใกล้ชิดกับสิ่งมีชีวิตในกลุ่ม หรอเป็นกลุ่มใกล้เคียงกับสิ่งมีชีวิตใน 
กลุ่ม ในการทดลองนี้จ ึงเล ือก ปลาสลาด (N. notopterus) ปลากรายอ ัฟร ิกา 2 ชนิด คือ P. afer 
แ ล ะX. n igri มาเป ็นส ิ่งม ีช ีว ิตนอกกล ุ่ม เน ื่องจากปลาท ั้งสามชน ิดอย ู่ใน วงศ ์ Notopteridae 
เช่นเดียวกับปลาในสกุล Chitala 3 ชนิด และม ีล ักษณ ะทางล ัณ ฐานวิทยาคล ้ายคล ึงก ัน คือ สำตัว 
แบนช้าง ครีบก้นยาว (ครีบก้นและครีบหางเชื่อมต่อกัน) และครีบหลังเล็ก (Nelson, 1994) และเมื่อ 
เปรียบเท ียบสำต ับเบสบริเวณไชโทโครมปีของปลาลลาด (AY504822) และปลากรายอ ัฟร ิกา 
(AY504823) และ (AF201614) ชื่งได้จาก GenBank กับปลาสกุล Chitala พบ'ว่ามีความ'ใกล้ชิดกัน 
ทางพันธุกรรม เหมาะสมในการนำมาใช้เป ็นสิ่งม ีชีว ิตนอกกลุ่ม และเม ื่อนำลำดับเบสของปลาทั้ง 
สามชนิดไปหาค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมเปรียบเทียบกับลำดับเบสบริเวณไชโทโครมปีของ 
ปลาสกุล Chitala พบว่า N. notopterus ให ้ค ่าความแตกต่างทางพ ันธุกรรมน ้อยกว่า P. afer และ 
X. n ig ri จึงลันนิษฐานได้ว่า N. notopterus เป็นสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่มที่ม ีความใกล้ช ิดก ับปลาสกุล 
Chitala มากกว่า P. afer และ X. nigri

จากข้อมูลทางไฟโลเจเนติกทรี แสดงให้เห็นว่าปลาในสกุล Chitala มีฐานพันธุกรรมท่ีแคบ 
มาก หากในอนาคตเกิดป็ญหาทางด้านสภาพแวดล้อม อาหาร หรีอถ่ิน'ท่ีอยู่อาดัย ปลาในสกุลน้ี 
อาจเกิดการลดจำนวนลงอย่างรวดเ!วหรือสูญพันธุได้ ดังน้ันข้อมูลทางดีเอ็นเอจะลามารถช่วยใน
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การวางแผนการทำประมงได้อย่างถูกต้อง และช่วยในการวางแผนการอนุรักษ์สัตว์น้ํา ในรัฐ
วอชิงตัน ประเทศสหรัฐอเมริกา มีการศึกษาดีเอ็นเอและ isozyme ของปลาชีอคอาย แซลมอน 
(Oncorhynchus nerka) 2 ประชากร คือประชากรท่ีอาศัยในทะเลลาบและประชากรท่ีมีการอพยพ 
ย้ายถ่ิน เน่ืองจากประชากรปลาในประ๓ ทหลังมีจำนวนน้อยลงมาก หากผลการศึกษาพบว่า
พันธุกรรมของท้ัง V ประชากรไม่แตกต่างกัน การรณรงค์เพ่ืออนุรักษ์ประชากรปลาท่ีอพยพย้ายถ่ิน 
จะเป็นส่ิงท่ีไม่จำเป็น(อุทัยรัตน์ณ นคร,2543)

2. เซลล์พันธุสาสตร์

ในต่างประเทศ การศึกษาโครโมโซมโดยวิธีเพาะเล้ียงเชลล์เม็ดเลือดขาวของปลามีรายงาน 
ในบทความวิชาการหลายฉปับ และปลาท่ีใช้ในการทดลองส่วนมากอาศัยในเขตหนาว เช่น ปลา 
เทราท์ลืน้ําตาล (Blaxhall, 1983) ปลาเรนโบว์ เทราท์ (Al-Sabti, 1985) ปลาแชนแนล แคทฟิช 
(Wolters et al., 1981) ปลาทอง (Heckman and Brubaker, 1970) อุณหภูมิท่ีใช้ในการบ่ม 
เพาะเล้ียงเซลล์เม็ดเลือดขาวจึงอยู่ในช่วง 20-30°C ในขณะท่ีอุณหภูมิท่ีใช้ในการบ่มเพาะเล้ียง 
เชลล์เม็ดเลือดขาวของปลาเขตร้อนเช่น ปลาบึก จะเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ 37 °c (เกรียงศักด้ิ เม่ง 
อำพัน และคณะ, 2547)

ช่วงเวลาในการเจาะเลือดของปลานับเป็นส่ิงสำคัญประการหน่ึง ช่วงเวลาท่ีเหมาะแก่การ 
เจาะเลือดปลาคือ เวลาประมาณ 10.00-11.00นาฟกา เน่ืองจากช่วงเวลาน้ีปลาจะมีการแบ่งเชลล์ 
มากท่ีลุด (วีณา วิลาสเดชานนท์, 2520)

Peter Nowell (1960) ค้นพบสารไฟโทฮีมแอกกลูตินิน (T cell mi toge ก)ในปี ค.ศ. 1960 
การเลียงเซลล์เม็ดเลือดขาวจึงได้นำมาใช้ในการศึกษาโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ซึ่งให้ผล 
การทดลองที่ดี แต่น ักวิทยาศาสตร์ก็ยังพบความยากสำบากเกี่ยวกับวิธีการทดลอง Heckman and 
Brubaker (1970) พบว่า PHA ที่เตรียมใหม่ลามารถเหนี่ยวนำให้เซลล์เม็ดเลือดขาวของปลาทอง 
แบ่งตัวได้ ในขณะท่ี PHA ทีเ่ตรียมเพื่อการค้าไม่ลามารถเหนี่ยวนำได้ Heckman et al. (1971) 
พบว่าการเจริญเติบโตของเซลล์เม็ดเลือดขาวของปลาเรนโบว์ เทราทํขึ้นอยู่กับความอิ่มตัวของก๊าช 
ออกซิเจนที่ใช้ใน การทดลอง

Hartley and Home (1983) จึงได้ทำการทดลองหาสภาวะที่เหมาะลมที่สุดต่อการ 
เจริญเติบโตของเชลล์เม็ดเลือดขาว โดยใช้ปลาเรนโบว์ เทราท์เป็นสัตว์ทดลอง พบว่า ลภาวะที่ 
เหมาะลมที่สุดคือที่ความเข้มข้น 5% PHA และ 10% F B S  เป็นเวลา 5 กัน ที่อุณหภูมิ 20 ° c  และ 
พบว่าก๊าชออกซิเจนไม่มีผลกระทบและไม่มีความจำเป็นในการเจริญเติบโตของเม็ดเลือดขาวของ
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ปลาเรนโบว์ เทราท์ ในขณะท่ีการทดลองในปลาแซลมอนและปลาคาร์ปของ Blaxhall (1983) 
รายงานว่าความเข้มข้น 20% FBS จะให้ค่าการแบ่งต้วของเซลล์ท่ีดีท่ีสุด อย่างใรก็ตาม การทดลอง 
เล้ียงเซลลํโดยท่ัวไปจะใข้ค่าความเข้มข้นซอง FBS อยู่ในรเวง 10%-20% ข้ึนอยู่กับสิงมีชีวิตท่ีใข้ใน 
การทดลอง (เกรียงกักด้ี เม่งอำพัน และคณะ, 2547; Fiadson et al., 1980; Al-Sabti, 1985; 
Visoottiviseth and Chanwanna, 2001)

การแข็งต้วและการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงของปลาเป็นปัญหาสำกัญอีกหน่ึงข้อของ 
การทดลองในคร้ังน้ี Klontz and Smith (1968) ได้เขียนถึงการแข็งตัวของเลือดปลาไว้ในหนังสือ 
“Methods of Animal Experimentation Vol. 3" ไว้ว่า ปลามีกระบวนการการแข็งตัวของเลือด 
เกิดข้ึนในรเวงเวลาท่ีรวดเร็วมาก ประมาณ 15-45 วินาที ข้ึนอยู่กับชนิดของปลาท่ีนำมาทดลอง ใน 
บางกรณีการแข็งตัวของเลือดเกิดข้ึนในเข็มฉีดยาก่อนท่ีเลือดจะเข้าส่กระบอกฉีดยา ทำให้เกิดการ 
อุดตันภายในเข็ม ตังน้ันในการถึกษาเก่ียวกับเลือดปลาจึงจำเป็นต้องใข้สารป้องกันการแข็งตัวของ 
เลือด โดยทัวไปใข้ Heparin (Blaxhall and Daisley, 1973; Blaxhall, 1985) ปริมาณของ Fleparin 
ท่ีใซ้ในการทดลองคร้ังน้ีมีฃนาด 500 บ ต่อมีลลิลิตร แต่เม่ือเข้าส่กระบวนการเล้ียงเชลล์เม็ดเลือด 
ขาว กลับพบว่าเม็ดเลือดแดงเกิดการตกตะกอนและจับเป็นก้อนในบางครั้ง อาจเป็นไปได้ว่า 
ปริมาณ Fleparin ท่ีใช้'น้อยเกิน'ไป เม่ือใส่ลงในชวดเล้ียงเซลล์ท่ีมีอาหารอยู่แล้ว Fleparin จึงเจือจาง 
ลง

Blaxhall and Daisley (1973) ได้กล่าวถึงลาเหตุอีกประการท่ีมีผลต่อการถึกษาเชลล์เม็ด 
เลือดของปลาคือ การปนเฟ้อนของเมือกปลาและน้ําท่ีปลาอากัยอยู่ แบคทีเรียท่ีพบมากในการ 
เพาะเล้ียงเซลล์ท่ัวไปคือ Mycoplasma ไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าหรือมองไม่เห็น โดยจะ 
ปนเฟ้อนมากับอาหารเล้ียงเชลล์ เชร่ัม ทริปชิน หรือข้ันตอนกระบวนการต่างๆ

จากการถึกษาโครโมโซมโดยวิธีกดให้แบนในปลากราย (C. ornata) พบว่าโครโมโซมท่ีนับ 
ได้มีจำนวนประมาณ 2ท = 42 เน่ืองจากโครโมโซมท่ีได้ยังมีการซ้อนทับกัน และการกระจายตัวยัง 
ไม่ดีพอทำให้ไม่สามารถบอกจำนวนท่ีแท้จริงได้ แต่ผลการทดลองน้ีให้ผลใกล้เคียงกับผลการ
ทดลองของ ธวัซ ดอนสกุล และ วิเชียร มากตุ่น (2532) ซ่ึงรายงานจำนวนโครโมโซมของปลากราย 
2ก = 42

การถึกษาลักษณะโครโมโซมท่ีได้จากการกดเซลล์ครีบหางให้แบน ไม่จำเป็นต้องฆ่าปลา 
ซ่ึงจะเหมาะสมกับปลาท่ีหายากและมีขนาดใหญ่พอสมควรได้ รวมท้ังจำเป็นต้องอนุรักษ์ไว้เพ่ือเป็น 
พ่อแม่พันธุ นอกจากน้ันระยะเวลาท่ีใข้ในการทดลองน้อยกว่าการเพาะเล้ียงเชลล์เม็ดเลือดขาว คือ 
ประมาณ 1 ว้น และเสืยค่าใช้จ่ายน้อย (Blaxhall, 1975) การทดลองในปลาท่ีอายุยังไม่มากนักจะ 
ลามารถเห็นโครโมโซมระยะเมทาเฟสได้มากกว่าปลาท่ีอายุมากแล้ว เน่ืองจากปลาท่ีอายุน้อยมีการ
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แบ่งเซลล์มากเพ่ือให้ร่ารกายเจริญเติบโต (วรจุฒิ จุฬาลักษณานุถูล, สนทนา, 9 มกราคม 2548) 
ผลการคืกษาตังกล่าวจะเป็นประโยชน์ทางด้านพันธุกรรม การจัดการพ่อแม่พันธุและอนุกรมวิธาน 
ต่อไปในอนาคต

ครีบหางท่ีติดไปทำการทดลองจะสามารถงอกใหม่ใด้ภายใน 2-3 วัน แต่เพ่ือให้ได้ครีบหาง 
ท่ีมีขนาดกว้างพอท่ีจะนำไปทดลองควรให้เวลาประมาณ 1 อาทิตย์ ครีบหางท่ีงอกใหม่จะมีสิท่ีอ่อน 
กว่าครีบบริเวณอ่ืนและลามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (Denton, 1973)

ปัญหาที่พบในการคืกษๆโครโมโซมโดยวิธีกดให้แบนนั้นคือ ได้จำนวนเชลล์ที่อยู่ในระยะ 
เมทาเฟสน้อย Drewry (1964) ให้วิธีทำให้ปลาที่จะทดลองมีอาการบาดเจ็บ เพื่อให้ร่างกายปลาม ี
การสร้างเซลล์ขึ้นมาทดแทน ในขณะที่ S ick  e t  a l . (1962) ให้วิธีฉีดสารละลายโคลชิชีนเข้าล่ตัว 
ปลา แต่วิธีนี้ไม่เหมาะกับชนิดของปลาที่มีอยู่น้อย เน่ืองจากทำให้ปลาเลียๆเวิต

ปัญหาท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดจากการเตรียมสไลด์ท่ีไม่ชำนาญเพียงพอ เชํน โครโมโซมเกาะตัว 
แน่น เกิดจากการให้เวลาในการทำให้เซลล์พองตัวน้อยเกินไป เซลล์เกาะตัวกันเป็นก้อน เกิดจาก 
การคงสภาพเซลลํใม่ดีพอ มีเกล็ดลีอยู่บนสไลด์ แก้ปัญหาโดยนำลีย้อมไปกรองด้วยกระดาษกรอง 
มองเห็นเซลล์สว่างหรีอมีดเกินไป เกิดจากการให้เวลาในการย้อมลีน้อยหรือมากเกินไป (Denton, 
1973) เพราะฉะน้ันการทำสไลดีให้สวยงามได้น้ัน ต้องอาตัยเวลาและทักษะการแกฝนให้มีความ 
ชำนาญต่อไป
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สรุปผลการทดลอง
1. พันธุศาสตรโมเลกุล

จากการสกัดดีเอ ็นเอและเพ ิ่มปริมาณผลิตภัณฑ์พ ีช ีอาร์บริเวณไชโทโครมบี โดยใช้คู่ไพร 
เมอร์ที่ด ัดแปลงมาจาก Brito et al. (1997) ซึ่งใช้โนการทดลองของปลาสกุล Leuciscus พบ'ว่า,ได้ 
แถบผลิตภัณฑ์พีชีอ'าร์ของปลาสกุล Chitala มีขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส

การศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมของปลาสกุล Chitala ท ี่พบในประเทศไทยโดยอาดัย 
ลำดับเบสของบริเวณไซโทโครมบี โดยวิธี neighbor-joining และ maximum parsim ony พบว่าพัง 
สองวิธีสามารถบอกความสัมพันธ์ของปลาทั้ง 3 ชนิดได้เป ็นอย่างดี (interspecific level) โดยปลา 
กราย (C. ornata) มีความสัมพันธ์กับปลาตองลาย (C. blanc!) มากกว่าปลาสะตือ (C. lopis) แต่ 
หากพิจารณาความสัมพันธ์ภายในกลุ่มของปลากรายที่ม ีแหล่งที่มาจากแหล่งนํ้าและจังหวัดต่างกัน 
(intraspecific level) ลำด ับ เบสของบร ิเวณ ไซโทโครมบ ีไม ่สามารถบอกถ ึงความส ัมพ ันธ ์ใด ้ 
จำเป็นต้องศึกษาควบคู่ไปกับลำดับเบสบริเวณที่ไม่กำหนดการสร้างโปรตีนเช่น บริเวณ 16S rRNA 
และบริเวณ control region

จากข้อมูลทางไฟโลเจเนติกทรี แสดงให้เห็นว่าปลาในสกุล Chitala มีฐานพันธุกรรมที่แคบ 
มาก หากในอนาคตเกิดปัญหาซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อประชากรปลา ปลาในสกุลน ี้อาจเกิดการ 
ลดจำนวนลงอย่างรวดเร็วหริอสูญพันธุได้ ดังทั้นข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมของปลากลุ่มนี้ จะ
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ก้อนของเม็ดเลือดแดง หรอพบแต่เม็ดเลือดแดง และในบางครั้งพบการปนเนี้อนของเชื้อแบคทีเรีย 
จึงเปลี่ยนวิธีการสืกษาโดยใช้การขูดเซลล์ครีบหางและนำมากดให้แบน หรีอเรียก1ว่า วิธี squash  ใน 
ครั้งนี้ได้ทดลองในปลากรายและปลาตองลาย แต่ได้ผลโครโมโซมของปลากรายเพียงชนิดเดียว
เท่านั้น จำนวนโครโมโซมโดยประมาณของปลากรายที่นํบได้คือ 2ท=42แต่ไม่สามารถนำมาจ ัดคารี 
โอ'ไทป'ได้ เนื่องจากโครโมโซมที่ได้มีขนาดเล็ก และยังไม่กระจายดีเท่าที่ควร นอกจากนี้จำนวนเซลล์ 
ที่อยู่ในระยะเมทาเฟสที่พบในการทดลองมีไม่มากพอ การคืกษาจำนวนและรูปร่างของโครโมโซม 
โดยวิธีกดให้แบนโดยใช้ครีบหางนั้น พบว่าเป็นวิธีที่เหมาะสมกับปลาที่หายาก เนื่องจากไม่ทำให้ 
ปลาเสียชีวิต นอกจากนี้ ส่วนหางบรีเวณที่ถูกตัดจะสามารถงอกใหม่ภายในเวลา 2-3 วันและ 
สามารถตัดหางบรีเวณนั้นมาคืกษาโครโมโซมต่อไปได้
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