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1. TBE (10X) 500 ml
Tris base 54 g

Boric acid 27.5 g

0.5 M EDTA (pH 7 .5 -8 .0 ) 20 ml

เติม d H20  ปริมาตร 450 กา!

คนสารให้ละลาย

,  . . 1 .เติม d H20  ให้ครบ 500 ทา!

ปรับ pH 8.0 ด้วย 4 M HCI

TBE (10X) -------►  TBE (1X) อัตราส่วน 1: 9 (10X: d H20 )

2. LB medium and plate
1% Tryptone

0. 5 .  Yeast extract 
1% NaCI

(Agar 15 g/L)

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง

1. ละลาย Tryptone 5 g Yeast extract 2.5 g และ NaCI 5 g ใน d H20  400 ml

2. ปรับ pH 7.0 ด้วย NaOH

3. เติม d H20  ให้ได้ปริมาตร 500 ml

4. เติม Agar 7.5 g

5. คนให้ละลาย

6. ใส่สารละลายในขวดขนาด 500 ml และปิดฝาขวดแบบหลวมๆ

7. นำเข้าเครื่อง Autoclave ใช้เวลา 1 5 - 2 0 นาที ที่อุณหภูมิ 121 °c
8. หิ้งไวให้อุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 55°c

9. เติม 50 pg / ml ampicillin

10. เทลงจานเพาะเชื้อ หิ้งไว้ให้อาหารแข็ง

1 1 .  พลิกจานอาหารเพาะเชื้อและเก็บที่ 4 °c  ในที่มีด



อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว

1. ปฏินํติตามขั้นตอนการเตรียมอาหารแข็ง โดยที่ไม่ต้องใส่ Agar

2. เตรียม LB medium 100 ml

3. เติม 50 pg / ml ampiciilin

4. ผสมให้เช้ากัน

5. เก็บที่ 4 °c  ในที่มืด

3. X -  gal stock solution ( 40 mg / ml )
1. ละลาย X - g a l  400 mg ใน dimethylformamide ( DMF )

2 . เก็บท่ี -20°c  ในขวดลีชา

3. ก่อนนำไปใช้เตรียมอาหารแข็ง ควรนำออกมาวางไว้ต้านนอกจนกระทั่งอุณหภูมิ

37°c

ผสม X - g a l (stock solution ) 40 Ml กับ sterile dH20  50 Jjl

1
spread ลงบนอาหารแข็งอย่างรวดเร็วและเบามือ

■ I
ทิ้งไว้ให้แห้งประมาณ 15 min.

เก็บในถุงดำ

** เก็บไว้ท่ี 4 °c  ไต้ 2  เดือน**

4. Glucose-Tris-EDTA 100 ml
Glucose ( M.w. 180.16) 0.9 g ( 50 mM )
EDTA ( M.W. 372.20 ) 0.372 g ( 10 mM )
Tris -  Cl pH 3.0 0.30 g ( 25 mM )

5. Tris-EDTA 100 ml
EDTA 0.0372 g ( 1 mM )
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T ris - C l  pH 8.0 0.1211 g ( 10m M  )

500 ml
0.5 M EDTA 1 ml

1 M Tris -  Cl pH 8.0 5 ml

d H,O 494 ml

6. 5 M KAc
30 ml of dH20  + 14.72 g KAc

เติม 5.75 ml Glacial acetic acid

14.25 ml d H,O

7. 10% Sodium dodecyl sulphate
ละลาย SDS 10 g ในนํ้ากลั่น 100 ml นำไปอบฆ่าเชื้อ

8. 3 M Sodium Acetate
NaAc 24.61 g เติมนํ้าให้ครบ 100 ml ปรับ pH 5.2 ด้วย G lacial acetic acid

9. Lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 9.0, 100 mM EDTA, 50 mM NaCI, 2% SDS)
Tris-HCI (ปรับ pH 9.0) 6.055 g

EDTA 37.225 g

NaCI 2.922 g

SDS 20 g

เติมนํ้ากลั่นให้ได้ปริมาตร 1 ลิตร

10. 2 mg/ml Colchicine
1. ชัง Colchicine 0.02 g

2. นำมาละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 10 ml

3. เก็บไT lนขวดทึบแสงที'อุณหภูมิ 4° C
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11. 0.075 M KC I
1. ช่ัง KCI 0.5588 g

2. นำมาละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 ml

12. 10% Giemsa
นำ Giemsa Solution ปริมาตร 5 ml ผสมกับ Sorensen Phosphate Buffer 45 ml 
วิธีเตรียม Sorensen Phosphate Buffer

Solution A 50.8 ml ผสมกับ Solution B 49.2 ml 
Solution A - ชั่ง KH2P04 9.1 g แล้วนำมาละลายในนํ้ากลั่น 1,000 ml 
Solution B - ชั่ง Na2HP04 9.5 g แล้วนำมาละลายในนํ้ากลั่น 1,000 ml

13. 2% Aceto- orcien
1. ละลาย ลี Orcine 2 g ใน glacial acetic acid ท่ีร้อน ปริมาตร 45 ml และต้มต่อให้ 

เดือดอย่างช้าๆ ใต้เครื่องดูดอากาศ เป็นเวลา 5 นาที พร้อมกับคนใปด้วย

2. กรองในขณะที่ร้อนอยู่โดยใช้กระดาษกรอง ทิ้งไวิให้เย็น และเก็บในตู้เย็น ก่อน 
นำมาใช้ ควรนำมาวางใว้ที่อุณหภูมิห้อง
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ดังนี้

1. การต ัดส ่วนโคนหาง โดยการตัดขวางของลำดัวขอปลาให้ขาดที่บริเวณโคนหางๆ!วง 
ระหว่าง anal fin และ caudal fin การเจาะเลือดโดยวิธีนี้ใชในกรณีที่ปลามีขนาดเล็ก และต้องการ 
เลือดเป็นจำนวนมาก และก่อนทำการตัดควรจะเช็ดบริเวณที่จะตัดให้สะอาดและแห้ง เพี่อป้องกัน 
การติดเชื้อจากเมือกและนี้า

2. การเจาะจากหัวใจ ตำแหน่งที่ใซ้สำหรับแทงเข็มนั้นมี 2 ตำแหน่ง คือ

2.1 การแทงเข ็มจากทางด ้าน ventral ไห้ปลาอยู่ในท่านอนหงาย แล้วแทงเข็ม 
ทางด้านท้องตรงกึงกลางระหว่าง anterior base ของ pectoral fin

2.2 การแทงเข ็มจากทางด ้านหน้าของ pectoral girdle ไห้ปลาอยู่ในท่านอน 
ตะแคง เปิดเหงือก และดันเหงือกอันสุดท้ายไปทางด้านหัว แล้วแทงเข็มทางด้านล่างประมาณ 1/3 
ของ pectoral girdle เข้าหาหัวใจ

การเจาะเลือดจากหัวใจนิยมทำในปลาที่มีขนาดใหญ่ ไม่ทำให้ปลาเสียชีวิต สามารถทำ 
ได้ทั้งในปลาที่วางยาสลบและไม่วางยาสลบ การเจาะเลือดโดยวิธีนี้ควรระวังการติดเชื้อที่บริเวณ 
เหงือก

3. การเจาะเล ีอดจากเส ้นเล ึอดแตงใหญ ่ ให้ปลาอยู่ในท่านอนหงายหรือนอนตะแคง 
แทงเข็มทีบริเวณล่วนกลางระหว่าง posterior base ของ anal fin และ anterior base ของ 
caudle fin ใกล้กับ lateral line ค่อย  ๆ แทงเข็มลงไปจนกระทั้งถึงกระดูกสันหลัง ซึ่งเล้นเลือดจะ 
อยู่ใกล้กับบริเวณนี้

การเจาะเลือดโดยวิธีนี้เป็นวิธีที่ดีและละอาด ไม่ทำให้ปลาเสียชีวิต

การเจาะเลีอดปลา
ในการเจาะเลือดปลาน้ันทำได้หลายวิธี จิรดักด้ี ต้ังตรงไพโรจน์ (2521) ได้เสนอแนะไว้



1. ก. เกล็ดบน opercles มีขนาดใหญ่กว่าเกล็ดบนลำตัว บน preopercle มีแถวของเกล็ดอยู่ 8-

10 แถว มีหนามแหลม 28-33 คู่ เรียงไปในแนวยาวตรงกลางของด้านท้อง ไม่มีจุดลีดำหรือ 
ลายขีดเฉียงอยู่ด้านบนของครีบก้น กระดูก maxillary จรดขอบด้านหลงของลูก

ตา.........................................................................................................N o to p te m s  no top te rus

ข. เกล็ดบน opercles และเกล็ดบนลำตัวมีขนาดเท่ากัน บน preopercle มีแถวของเกล็ดอยู่ 
12-13 แถว มีหนามแหลม 37-45 คู่ เรียงไปในแนวยาวตรงกลางของด้านท้อง มี'จุดลีดำ 
หรือลายขีดเฉียงอยู่ด้านบนของครีบก้น.....................................................................................2

2. ก. กระดูก maxillary ยาวถึงด้านหลังลูกตา บน preopercle มีแถวของเกล็ดอยู่ 20-23 แถว...3 
ข. กระดูก maxillary จรดขอบด้านหลังของลูกตาหรือเลยออกไปเล็กน้อย บน preopercle มี

แถวของเกล็ดอยู่ 12-16 แถว มีจุดสืนํ้าตาลเล็กกระจายไปตามด้านข้างลำตัวและครีบก้น 
...............................................................................................................C h ita la  lop is

3. ก. มีจุดกลมลีดำขนาดใหญ่ 5-10 จุด เหนือครีบก้น บน preopercle มีแถวของเกล็ดอยู่ 20-23

แถว.........................................................................................................................C hita la  ornata

ข. มีลายขีดเฉียงๆ 12-13 แถบ ด้านข้างลำตัวและครีบก้น บน preopercle มีแถวของเกล็ดอยู่ 
23 แถว

หลักในการวิเคราะห์ชนิด (Key to species) (สืบสิน สนธิรัตน์, สุภาพ มงคลประสิทธ้ิ และประ
จิตรวงตัรัตน์, 2514)

C hita la  b la n d
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คำส ัพท ี่เก ี่ยวข ้องเาบส ิงม ี?ว ิตนละล ักษณะท ี่ใข ้ในการส ืกษาแบบคลาต ิสต ิกส ์ (อัจฉริยา

รังษิรุจิ, 2549) (ภาพที่ 29)

ส ิงม ี?ว ิตในกล ุ่ม (ingroup)

สิ่งมีชีวิตที่ต้องการคีกษๆ เช่น สิ่งมีชีวิตสปีชีลั A, B, C 
สิงม ี?ว ิดนอกกล ุ่ม (outgroup)

สิ่งมีชีวิตที่มีความสัมพันธ์ใกลชีดกับสิ่งมีชีวิตในกลุ่ม หรือเป็นกลุ่มใกล้เคียง (sister

group) มีความสำคัญในการใช้เป็นจุดอ้างอิงเพื่อเปรียบเทียบลักษณะที่พบในสิ่งมีชีวิตในกลุ่มกับ 
สิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม และประเมินว่าลักษณะใดเป็นสักษณะของบรรพบุรุษหรือลักษณะที่โบราณกว่า 
(primitive character) โดยทั่วไปลักษณะที่พบในสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม จะถือว่าเป็นลักษณะที่

โบราณกว่า เช่น สิ่งมีชีวิตสปีชีลั O 
สินแนปพอมอร์ชีเ (synapomorphy)

มาจากคำว่า syn ซึ่งหมายถืงร่วมกัน และ apomorphy ซึ่งหมายถึงลักษณะที่พัฒนา 
แล้ว ดังนั้น ชินแนปพอมอร์ทีเ จึงหมายถึงลักษณะร่วมที่พัฒนาแล้ว (derived character) ซึ่งม ี
ความสำคัญในการคัดจำแนกสิ่งมีชีวิตในเชิงวิวัฒนาการ เช่น ลักษณะที่พัฒนาแล้ว และพบ 
ร่วมกันในสิ่งมีชีวิตแต่ละสปีชีลั เช่น ลักษณะ C1 เป็นลักษณะร่วมที่พัฒนาแล้วของลปีช ีล ั A, B 
และ C ลักษณะ 02เป็นลักษณะร่วมที่พัฒนาแล้วของสปีชีลั B และ C 
สิมพ ล ีสิโอมอร์หีเ (symplesiomorphy)

มาจากคำว่า sym ซึ่งหมายถึงร่วมกัน และ plesiomorphy หมายถึงลักษณะที่โบราณ 
ดังนั้น ชิมพลีชิโอมอร์ทีเ จึงหมายถึงลักษณะที่โบราณและพบร่วมกันในสิ่งมีชีวิตในกลุ่ม แต่ 
ลักษณะโบราณเหล่านี้ไม่ควรนำมาใซในการคัดจำแนกสิ่งมีชีวิตเชิงวิวัฒนาการ เช่น ลักษณะ C3 
เป็นลักษณะร่วมที่ยังไม่ได้พัฒนาของสปีชีลั A และ B 
ออแทปพอมอร์ฟ ิ (autapomorphy)

ลักษณะที่พัฒนาแล้ว และพบเฉพาะในสิ่งมีชีวิตสปีชีสํใดสปีชีลัหนึ่งในสิ่งมีชีวิตในกลุ่ม

เนื่องจากดังกล่าวนี้ไม่พบร่วมกันในสิ่งมีชีวิตในกลุ่มอื่นๆ ดังนั้นจึงไม่สามารถนำมาใช้ไนการคัด

จำแนกสิ่งมีชีวิตเชิงวิวัฒนาการได้ เช่น ลักษณะ C3 เป็นลักษณะที่พัฒนาแล้ว และพบในสปีชีลั C 
เท่าน้ัน

สอโมเพล? (homoplasy)

ลักษณะที่เหมีอนกัน แต่เกิดขึ้นอย่างเป็นอิสระ ไม่ได้มีจุดกำเนิดเดียวกันหรือไม่มี

บรรพบุรุษร่วมสุดท้ายด้วยกัน อาจเกิดจากวิวัฒนาการแบบขนาน (parallel evolution)

วิวัฒนาการแบบลู่เข้า (convergent evolution) หรือการยันกลับ (reversal) โดยทั่วไปฮอโมเพลชี
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อาจทำให้เกิดความลับลนว่าเป็นชินแนปพอมอร์ฟิ จึงทำให้ผลการวิเคราะห์ทางคลาดิสติกสั
ผิดพลาดได้ เช่น ลักษณะ C4 เป็นลักษณะร่วมท่ีพัฒนาแล้ว อาจเกิดจากวิวัฒนาการแบบขนาน
วิวัฒนาการแบบลู่เข้า หรือการผันกลับ

C i o d i s t i c  c h c f r c ic ï  รุ;]โ*ร

Character Outgroup sp.(O)
Cl 0
C2
C3

C4

0

0

0

Ingroup species

À  B
1

c

---------- ; 1 1 1 1
;"0...1 1 1 ;

----! 0 0: r  ■ 1 '1 1 ; 
1

0

' 11 . ^ .  ..; . r r - ~ ,
Symplcsiomorphy

Synapomorphy Autapomorphy

ภาพที่ 29 อธิบายคำลัพท์เฉพาะที่เกี่ยวข้องกับสิ่งมีชีวิตและลักษณะที่ใข้ในการสืกษาคลาดิสติกล ั
(«เจฉรืยา รังษิรุจิ, 2549)



86U n c o r r e c t e d  ( " p " )  d i s t a n c e  m a t r i x

1 2 3 4
1 KB1 -
2 KB 2 0 . 0 0 0 0 0 -
3 CLM 0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4 -
4 CN1 0 . 1 0 9 3 2 0 . 1 0 9 3 2 0 . 1 1 0 5 6 -
5 S g i 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 8 0 7 0 . 0 0 2 4 8
6 S g 2 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 8 0 7 0 . 0 0 2 4 8 0 .
7 K P 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 8 0 7 0 . 0 0 2 4 8 0 .
8 MH 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 8 0 7 0 . 0 0 2 4 8 0 .
9 MH1 0 . 1 0 8 0 7 0 . 1 0 8 0 7 0 . 1 0 9 3 2 0 . 0 0 3 7 3 0 .

1 0 MH2 0 . 1 0 8 0 7 0 . 1 0 8 0 7 0 . 1 0 9 3 2 0 . 0 0 3 7 3 0 .
1 1 S g 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 8 0 7 0 . 0 0 2 4 8 0 .
1 2 COSM2 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 6 8 3 0 . 1 0 8 0 7 0 . 0 0 2 4 8 0 .
1 3 KP 1 0 . 1 0 7 0 3 0 . 1 0 7 0 3 0 . 1 0 8 2 7 0 . 0 0 2 4 8 0 .
1 4 COL2 0 . 1 0 9 3 2 0 . 1 0 9 3 2 0 . 1 1 0 5 6 0 . 0 0 0 0 0 0 .
1 5 C B L 2 0 . 1 1 3 2 9 0 . 1 1 3 2 9 0 . 1 1 4 5 3 0 . 1 0 7 0 6 0 .
1 6 N n o t o p t e r u s 0 . 1 3 0 6 6 0 . 1 3 0 6 6 0 . 1 3 1 9 1 0 . 1 3 8 0 8 0 .
1 7 P a p y r o c r a n u s 0 . 1 9 6 8 0 0 . 1 9 6 8 0 0 . 1 9 8 0 5 0 . 1 9 1 7 2 0 .
1 8 X e n o m y s t u s 0 . 1 9 6 5 3 0 . 1 9 6 5 3 0 . 1 9 7 7 7 0 . 1 9 1 5 2 0 .

U n c o r r e c t e d  ( " p " ) d i s t a n c e m a t r i x  ( c o n t i n u e d )

1 1 1 2 1 3 1 4

1 1 S g 3 -
1 2 COSM2 0 . 0 0 0 0 0 -
1 3 K P 1 0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 -
1 4 COL2 0 . 0 0 2 4 8 0 . 0 0 2 4 8 0 . 0 0 2 4 8 -
1 5 C B L 2 0 . 1 0 4 5 8 0 . 1 0 4 5 8 0 . 1 0 3 5 0 0 . 1 0 7 0 6
1 6 N n o t o p t e r u s 0 . 1 3 6 8 4 0 . 1 3 6 8 4 0 . 1 3 5 8 4 0 . 1 3 8 0 8 0
1 7 P a p y r o c r a n u s 0 . 1 9 0 4 7 0 . 1 9 0 4 7 0 . 1 9 0 7 8 0 . 1 9 1 7 2 0
1 8 X e n o m y s t u s 0 . 1 9 0 2 8 0 . 1 9 0 2 8 0 . 1 9 0 6 0 0 . 1 9 1 5 2 0

6 7 8 9 1 0

0 . 0 0 0 0 0
0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 -
0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4 -

0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 0 0 0 -
0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4
0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4
0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 0 . 0 0 1 2 4 0 . 0 0 1 2 4
0 . 0 0 2 4 8 0 . 0 0 2 4 8 0 . 0 0 2 4 8 0 . 0 0 3 7 3 0 . 0 0 3 7 3
0 . 1 0 4 5 8 0 . 1 0 4 5 8 0 . 1 0 4 5 8 0 . 1 0 5 8 2 0 . 1 0 5 8 2
0 . 1 3 6 8 4 0 . 1 3 6 8 4 0 . 1 3 6 8 4 0 . 1 3 8 0 8 0 . 1 3 8 0 8
0 . 1 9 0 4 7 0 . 1 9 0 4 7 0 . 1 9 0 4 7 0 . 1 9 1 7 2 0 . 1 9 1 7 2
0 . 1 9 0 2 8 0 . 1 9 0 2 8 0 . 1 9 0 2 8 0 . 1 9 1 5 3 0 . 1 9 1 5 3

1 6 1 7 1 8

0 . 1 7 7 8 3
0 . 1 8 1 3 7  0 . 1 7 9 1 5

5

00000
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 1 2 4
0 0 1 2 4
0 0 0 0 0
00000
0 0 0 0 0
0 0 2 4 8
1 0 4 5 8
1 3 6 8 4
1 9 0 4 7
1 9 0 2 8

1 5

. 1 3 5 4 0

. 2 0 4 0 0

. 1 8 8 8 2

ตารางที 6 ค่าความห่างทางพันธุกรรม (genetics distance) ของปลากราย ปลาตองลาย และปลาสะตือ รวม15 ตัวอย่าง (1-15) และส่ิงมีชีวิตนอกกลุ่ม (16-18) 
โดยใชีโปรแกรม PAUP* ver.4.0b10
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นางสาวเวอร์จีเนีย เฉลิมชัยกิจ เกิดเม่ือวันท่ี 30 ตุลาคม พุทธชักราช 2523 ท่ีรัฐ 
เวอร์จีเนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา จบการชักษาระดับมัธยมชักษาตอนปลายท่ีโรงเรียนลายน้ําผ้ึง 
กรุงเทพมหานครในปีพุทธชักราช 2540 จบการชักษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บัณฑิต
(ชีววิทยา) จากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร 
ในปีพุทธชักราช 2544 และได้เป็นนิสิตระดับปรีญญาโทในสาขาพันธุศาสตร์ ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และได้รับทุนการชักษาต่อระดับ
ปรญญาโท-เอก ในประเทศ โครงการพัฒนาอาจารย์ ลาชาชาดแคลน ทบวงมหาวิทยาลัย
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