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บทคัดย่อ 
 การศึกษาครั้งน้ีประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปลาพลวงหินในธรรมชาติ 2 แหล่งใน
บริเวณแม่น้ าน่าน คือ อ.บ่อเกลือ (BK) และอ.แม่จริม (MJ)  โดยวิเคราะห์เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนามา
จากปลาเวียน (Tor tambroides) (Nguten et al., 2009)  ผลการศึกษาพบว่าเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จ านวน 
3 จาก 5 ต าแหน่งท่ีวิเคราะห์ มีความหลากสภาพ (polymorphic) ในปลาพลวงหิน โดยประชากรBK และ MJ มีระดับ
ความหลากหลายภายในกลุ่มไม่แตกต่างกัน โดยมีค่าเฉลี่ยอัลลิลต่อต าแหน่งและค่า allelic richness ใน BK และ MJ 
เท่ากับ 2.33 และ 2.67 ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้สังเกตเท่ากับ  0.50 และ 0.56 และค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้คาดหมาย
เท่ากับ 0.41 และ0.53 ตามล าดับ นอกจากนี้ ทั้ง 2 ประชากรยังมีความแตกต่างทางพันธุกรรม (P<0.05)  ซึ่งคาดว่า
เป็นผลมาจากการแบ่งแยกทางภูมิประเทศของทั้งสองแหล่งน้ า 

 

Abstract 
 This study evaluated the genetic diversity of two natural populations of Neolissochilus 
stracheyi in Nan River watershed, Amphoe Bokluea (BK) and Amphoe Mae Jarim (MJ). We analyzed 
microsatellite markers originally developed for Tor tambroides (Nguten et al., 2009). Three out of 
five microsatellite loci analyzed were polymorphic . Genetic variation within BK and MJ populations 
were not different. The number of allele per locus and allelic richness averaged over three loci was 
2.33 and 2.67 for BK and MJ respectively. Observed heterozygosity value was 0.50 and 0.56 and the 
average expected heterozygosity was 0.41 and 0.53 for BK and MJ respectively. In addition, the two 
populations were genetically distinct (P<0.05) and geographic isolation of two locations may explain 
this genetic pattern.  
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1. บทน า 
 ปลาพลวงหิน หรือ Soro brook carp (Neolissochilus stracheyi (Day, 1871) ปัจจุบันได้รับการส่งเสริม
ให้มีการเพาะเลี้ยงบนพื้นที่สูงของจังหวัดน่าน เนื่องจากมีความเหมาะสมกับสภาพภูมิประเทศ  โดยการเพาะพันธุ์ใน
ปัจจุบันยังขาดองค์ความรู้ด้านพันธุกรรมของพ่อแม่พันธุ์ปลาจากแหล่งธรรมชาติ ท าให้ไม่สามารถวางแผนการ
เพาะพันธุ์ได้อย่างยั่งยืนได้  ดังนั้นข้อมูลพันธุกรรมของแหล่งพันธุ์ในธรรมชาติ จึงมีความส าคัญในการประกอบการ
พิจารณาเพื่อการสร้างประชากรตั้งต้นในการเพาะเลี้ยง เพื่อให้สามารถใช้ประโยชน์จากแหล่งพันธุกรรมอย่างสูงสุด  
โดยไม่ท าลายแหล่งพันธุกรรมที่มีค่าต่อการอนุรักษ์ (Hedrick, 2000) 
 การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปลาพลวงหินใน
ธรรมชาติในแม่น้ าน่าน จากเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ (microsatellite DNA) ซึ่งเป็น
บริเวณบนสายดีเอ็นเอที่ประกอบด้วยการเรียงตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ าช่วงสั้นๆ (simple sequence repeats, 
SSRs) เป็นเครื่องหมายพันธุกรรมที่มีความหลากหลายของอัลลิลสูง เหมาะสมต่อการใช้เฝ้าระวัง และติดตามการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของประชากรจากโรงเพาะฟักและประชากรในธรรมชาติ เพื่อป้องกันการเสื่อมของ
พันธุกรรมที่อาจเกิดจากการจัดการพ่อ แม่พันธุ์ที่ไม่ถูกต้องหรือการผสมเลือดชิด การทราบถึงข้อมูลระดับความ
หลากหลายทางพันธุกรรมจะเป็นประโยชน์ต่อการจัดการพ่อ แม่พันธุ์ การสร้างประชากรโรงเพาะฟัก เพื่อการส่งเสริม
การเพาะเลี้ยงปลาพลวงหินต่อไป 
 

2. วิธีการทดลอง 
2.1. รวบรวมตัวอย่างภาคสนาม 
 เก็บตัวอย่างจากปลาพลวงหินในธรรมชาติ 2 แหล่ง คือ อ.บ่อเกลือ (BK) และ อ.แม่จรมิ (MJ) แหล่งละ  48 
ตัวอย่าง โดยรวบรวมเนื้อเยื่อครีบหางขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร และเก็บรักษาเนื้อเยื่อในแอลกอฮอล์ 95%  
2.2. การวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
 วิเคราะห์ตัวอย่างปลาพลวงหินเพื่อหาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยเริ่มจากสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง
ครีบโดยวิธี Salt extraction ดัดแปลงจากวิธีของ Aljanabi and Martinez  (1997)  วัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค     
อิเล็กโตรโฟรีซีสผ่านอะกาโรสเจล 1%  น าไปศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบ    
โพลีเมอเลส (Polymerase Chain Reaction, PCR) จากไมโครแซทเทลไลท์ จ านวน 5 ต าแหน่ง ได้แก่ Tt2.D01, 
Tt1.C10, Tt1.E11, Tt1.A06 และ Tt1.B01 ซึ่งเป็นไพร์เมอร์ที่พัฒนาขึ้นเพื่อใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ในปลาเวียน (Tor tambroides) (Nguten et al., 2009) และแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสผ่าน 6%  
Denaturing Polyacrylamide Gel ด้วยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิสแนวตั้ง (SCIE-PLAS SEQ3341, United Kingdom) 
และย้อมดีเอ็นเอที่แยกขนาดแล้วด้วยเทคนิค Silver Staining (Promega, USA) และวัดขนาดของอัลลิล (Base Pair, bp) 
บนแผ่นเจลที่แต่ละต าแหน่งโดยเทียบกับต าแหน่งที่แน่ชัดของล าดับเบสของ pGEM-3Zf (+) Vector (Promega, 
USA) บันทึกจีโนไทป์ของตัวอย่างปลาพลวงหิน 
2.3 การวิเคราะห์ข้อมูล  
 2.3.1 ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร โดยค านวณความถี่ของอัลลิล จ านวนอัลลิล        
ต่อต าแหน่ง ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้ โดยโปรแกรม GenAlEx version 6.1 (Peakall and Smouse, 2006) ค านวณ          
ค่า Allelic Richness โดยใช้โปรแกรม FSTAT version 2.9.3 (Goudet, 2001) ทดสอบการเบี่ยงเบนจากสมดุลฮาร์ดี 
– ไวน์เบิร์ก โดยการประเมินค่า exact p-value ด้วยวิธี markov chain ตามวิธีของ Guo and Thompson (1992) 
ในโปรแกรม GENEPOP version 4 (Rousset, 2008) และปรับระดับความน่าจะเป็น (p-value) ส าหรับการใช้ข้อมูล
วิเคราะห์ซ้ าหลายครั้ง (multiple tests) ด้วยวิธี Bonferroni correction (Rice, 1989) ทดสอบความต่างของค่า A, 
Ar Ho และHe  ภายในกลุ่มของ BK และ MJ โดยใช้ t-test  ในโปรแกรม SPSS version 14 
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 2.3.2 ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างประชากร โดยวิเคราะห์ระดับความแปรปรวนทาง
พันธุกรรม (Analysis of Molecular variance, AMOVA) โดยโปรแกรม ARLEQUIN version 3.11 (Excoffier et 
al., 2006)   
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
3.1 Cross-species amplification ของไมโครแซทแทลไลท์ในปลาพลวงหิน 
 การศึกษานี้พบไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอท่ีมีความหลากสภาพในปลาพลวงหิน จ านวน 3 จาก 5 ต าแหน่งที่
ทดสอบ โดยพบความหลากสรูปที่ต าแหน่ง Tt2.D01, Tt1.E11 และ Tt1.C10 (ตารางที่ 1)   
 ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่พบในปลาพลวงหินที่สามต าแหน่ง มีระดับที่ค่อนข้างต่ ากว่าปลาเวียน Tor 
tambroides (ชนิดทีใ่ช้พัฒนาเครื่องหมาย) และปลาสกุล Tor อีกหลายชนิด (Nguten et al., 2009) โดยในปลาพลวง
หิน พบจ านวนอัลลิลต่อต าแหน่งเท่ากับ 2 ถึง 4 อัลลิล ในขณะที่ปลาสกุล Tor พบจ านวนอัลลิลต่อต าแหน่งตั้งแต่ 2 ถึง 
18  ทั้งนี้การวิเคราะห์ไพรเมอร์ที่พัฒนาจากปลาชนิดหนึ่ง ในปลาต่างชนิด หรือต่างสกุล มีแนวโน้มที่จะพบสภาพ
หลากหลายของยีนที่น้อยลง หรืออาจไม่พบสภาพหลากหลายของยีนเลย อย่างไรก็ตามระดับความหลากสภาพของการ
ใช้เครื่องหมายข้ามชนิด ข้ึนอยู่กับความแตกต่างทางวิวัฒนาการของปลาทั้งสองชนิด (Primmer et al., 1996)   
 

ตารางที่ 1 จ านวนอัลลิลต่อต าแหน่งที่พบจากเครื่องหมาย 5 ต าแหน่ง ที่พบในปลาพลวงหินเทียบกับปลาชนิดอื่นๆ 
ที่รายงานใน  Nguten et al. (2009)    

ชนิดปลา N. stracheyi 
(การศึกษานี้) 

T. tambroides 
(ชนิดที่ใช้พัฒนาเครื่องหมาย) 

T. douronensis T. khudree T. putitora T. tor 
 

ต าแหน่ง N A N A N A N A N A N A 

Tt2.D01 85 3 50 9 36 13 19 7 4 3 5    6 

Tt1.E11 96 4 48 7 35 18 0 - 0 - 0 - 

Tt1.C10 96 2 50 2 36 9 18 7 4 5 5 6 

Tt1.A06 48 1 50 3 36 3 19 1 0 - 3 2 

Tt1.B01 48 1 50 1 36 14 19 4 2 1 5 8 

N คือ จ านวนตัวอย่าง, A คือ จ านวนอัลลิลต่อต าแหน่ง  
 

3.2 ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร 
 ประชากรปลาพลวงหินในธรรมชาติทั้ง 2 ประชากร มีระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร
ที่ไม่แตกต่างกัน  (P>0.05)  โดย   BK และ MJ มีจ านวนอัลลิลเฉลี่ยต่อต าแหน่งและ Allelic Richness เท่ากับ 2.33 
และ 2.67 (เฉลี่ยที่ 3 ต าแหน่งที่มีความหลากสภาพ) ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Ho) เท่ากับ 0.50 และ 0.56 
และ ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้จากการคาดหมาย (He) เท่ากับ 0.41 และ 0.53 ทั้งนี้สัดส่วนของจีโนไทป์ที่ทุกต าแหน่งที่พบ
ในทั้งสองกลุ่ม ไม่เบี่ยงเบนจากค่าที่คาดหวังภายใต้สมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก  
 ระดับความหลากหลายที่พบในกลุ่มปลาพลวงหินท้ัง 2 แหล่ง มีค่าใกล้เคียงกับค่าท่ีพบในปลา นวลจันทร์เทศ 
7 ประชากรจากธรรมชาติ  ที่มีจ านวนอัลลิลต่อต าแหน่งเท่ากับ 2.29 – 3.29 ค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้สังเกตมีค่าเฉลี่ยอยู่
ระหว่าง 0.39-0.40 และค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้คาดหมายมีค่าเฉลี่ยทุกต าแหน่งอยู่ระหว่าง 0.39-0.41 (ที่ไมโครแซทเทล
ไลท์ 7 ต าแหน่ง) (Chauhan et al., 2007)   ในขณะที่ปลา Elopichthys bambusa  จ านวน 5 ประชากรในแม่น้ า 
Yangtze ประเทศจีน มีจ านวนอัลลิลเฉลี่ยต่อต าแหน่งเท่ากับ 4.80 และมีค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้สังเกตอยู่ระหว่าง 0.15-
1.00 (ท่ีไมโครแซลเทลไลท์ 9 ต าแหน่ง) (Abbas et al., 2010)  อย่างไรก็ตาม  ระดับความหลากหลายทางพันธุกรรม
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ในปลาพลวงหินจากการศึกษานี้ มีค่าค่อนข้างต่ าเมื่อเทียบกับค่าที่พบในปลาชนิดอื่นในบริเวณแม่น้ าน่าน เช่น ปลาหมู
งวง (Yasuhikotakia nigrolineata) บริเวณแม่น้ าว้า จ.น่าน ที่พบค่าเฉลี่ยจ านวนอัลลิลต่อต าแหน่งเท่ากับ 28 อัลลิล 
และค่าเฮตเทอโรไซโกซิตี้สังเกตมีค่ายู่ระหว่าง 0.11-0.97 (ที่ไมโครแซลเทลไลท์ 5 ต าแหน่ง) (วงศ์ปฐม และอภิรดี, 
2553) ทั้งระดับเฮทเทอโรไซโกซิตีที่มีค่าค่อนข้างสูงในบางต าแหน่ง ในปลา E. bambusa (Abbas et al.,  2010) และ 
Y. nigrolineata (วงศ์ปฐม และอภิรดี, 2553) จนเบี่ยงเบนจากสมดุลฮาร์ดี – ไวน์เบิร์ก น่าจะเป็นผลมาจากการที่ปลา
ถูกท าให้แยกออกจากกัน มีผลในการลดโอกาสการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมระหว่างประชากร และปลาในบริเวณที่ถูกแยก
ยังมีจ านวนลดลง  ทั้งนี้การศึกษาน้ีคาดว่าน่าจะเป็นเพราะธรรมชาติการกระจายพันธุ์ของปลาพลวงหินที่มีแหล่งที่อยู่ที่
ค่อนข้างจ าเพาะ (อมรชัย, 2551) ท าให้ขนาดประชากรอาจไม่ใหญ่นัก  ประกอบกับอาจไม่มีการแลกเปลี่ยนยีนกับ
แหล่งอื่น และจ านวนลดลงอย่างรวดเร็วเนื่องจากการจับที่เกินกว่าก าลังการผลิตของธรรมชาติท าให้สูญเสียความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมอย่างรวดเร็ว นอกจากนั้นยังอาจเป็นผลมาจากเครื่องหมายพันธุกรรมที่ใช้ในการศึกษานี้ท่ีมีความหลากหลายต่ า 
3.3 ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากร 
 ปลาพลวงหินทั้ง 2 แหล่งที่อยู่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมอย่างมีนัยส าคัญ (ค่า Global FST = 0.571, 
P<0.05; AMOVA) โดย ความแปรปรวนที่เกิดจากความแตกต่างระหว่างประชากร 57.81 % และความแปรปรวนที่
เกิดจากความแตกต่างระหว่างสมาชิกในประชากร 42.19 %  ทั้งนี้ความแตกต่างทางพันธุกรรมของ 2 กลุ่มประชากร 
คาดว่าเป็นผลมาจากการแบ่งแยกกันของล าน้ าอย่างชัดเจน  โดยล าน้ าใน อ. บ่อเกลือ และ อ. แม่จริม มีระยะทางห่าง
กันกว่า ระหว่าง 200 กิโลเมตร ประกอบกับประชากรของแต่ละแหล่งน่าจะมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมอย่าง
รวดเร็วและที่เป็นอิสระจากกัน ส่งผลต่อการมีความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากร ซึ่งความแตกต่างลักษณะ
นี้เป็นปรากฏการณ์ที่พบทั่วไปในสัตว์น้ าจืดชนิดอื่น เช่น ปลาโมงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ธวัชชัย และคณะ, 
2555) และประชากรปลาเทโพในประเทศไทย (นภาพร และคณะ, 2551) และปลา Campostoma anomalum 
บริเวณ Mill Creek catchment Ohio, USA. (Waits et al., 2008) ปลา cottus bairdi จากบริเวณ Nantahala 
River (North Carolina, USA) (Lamphere and Blum, 2012) 

4. สรุป 
 1. เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาส าหรับปลาเวียน จ านวน 3 จาก 5 ต าแหน่งที่ทดสอบมีความ
หลากสภาพในปลาพลวงหิน  
 2. ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรปลาพลวงหินทั้ง 2 ประชากร คือ อ.บ่อเกลือ และอ.แม่จริม          
มีความหลากหลายที่ไม่ต่างกัน  
 3. ปลาพลวงหินทั้ง 2 ประชากร มีความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากร ตามสภาพภูมิศาสตร์อย่างชัดเจน 

5. กิตตกิรรมประกาศ 
 การวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณด าเนินการวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยการแห่งชาติ ได้รับ
การสนับสนุนด้านเครื่องมือจากศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพ มทร.ล้านนา และภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์                
ม.บูรพา  
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