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บทคัดยอ 
จากการสรางหองสมุดจีโนมของปลาดุกอุยและคัดเลือกดวยโพรบ (GT)15 ไดพลาสมิดลูกผสมที่มี       

ชิ้นสวนดีเอ็นเอปลาดุกอุยจํานวน 2,841 โคลน ในการหาลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 173 โคลน พบวา 41 โคลน  
มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดยสามารถจําแนกประเภทของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอไดเปน perfect, 
imperfect และ  compound repeat ซึ่ งโดยสวนใหญ จะพบไมโครแซทเทลไลทประเภท  perfect repeat 
(61.36%) และมีเบสซ้ําชนิด di-nucleotide มากที่สุด และสามารถออกแบบไพรเมอรไดจํานวน 23 คู ซึ่งพบวา
ไพรเมอรจํานวน 12 คู มีความหลากหลายของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดยมีจํานวนอัลลิลอยูระหวาง 2-13  
อัลลิล และมีคา observed heterozygosity อยูในชวง 0.10-0.80 ไพรเมอรที่พัฒนาขึ้นมานี้สามารถนําไปใช
ศึกษาพันธุศาสตรประชากรและสรางแผนที่โครโมโซมของปลาดุกอุยตอไปได 
 

ABSTRACT 
 Microsatellite loci were characterized in walking catfish random clones from a small genomic 
library using a (GT)15 probe. Of 2,841 positive clones, 173 clones were sequenced and 41 of which 
contained microsatellites. They were characterized as perfect, imperfect and compound repeats. 
Most of the C. macrocephalus microsatellites isolated in this study contained dinucleotide core 
sequences with perfect repeats (63.36%). Primers for DNA amplifications using PCR were designed 
and synthesized for 23 loci. Twelve loci were polymorphic with the number of alleles ranging from     
2-13 alleles per locus and the observed heterozygosity ranging from 0.10 to 0.80. Developed 
microsatellite primers will be useful for population studies and genetic mapping of walking catfish. 
 

คํานํา 
พันธุกรรมของปลาดุกอุยซึ่งเปนปลาน้ําจืดที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจกําลังถูกคุกคามเนื่องจากการ

ขนยายแมพันธุปลาดุกอุยตางถิ่นไปผสมกับพอพันธุปลาดุกยักษ เพื่อผลิตปลาดุกลูกผสมหรือปลาดุกบิ๊กอุย     
ลูกผสมที่ไดนี้บางสวนไมเปนหมัน หากเล็ดลอดลงสูแหลงน้ําธรรมชาติอาจผสมกลับกับปลาดุกอุยได ซึ่งจะทําให
เกิดปญหาการปนเปอนทางพันธุกรรมและอาจนําไปสูการสูญพันธุของปลาดุกอุยในที่สุด การศึกษาความหลาก
หลายทางพันธุกรรมในปลาดุกอุยธรรมชาติมีความจําเปนสําหรับใชเปนขอมูลพื้นฐานในการวางแผนการอนุรักษ 
และการปรับปรุงพันธุเพื่อใหการเพาะเลี้ยงปลาดุกอุยทําไดอยางยั่งยืน 
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ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพันธุกรรมที่ไดรับการยอมรับวามีประสิทธิภาพสูงในการ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสัตวน้ํา ไมโครแซทเทลไลทเปนดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําเรียงตัวกัน
ประมาณ 1-6 นิวคลีโอไทด โดยการซ้ําติดตอกันไปเรื่อยๆ เปนชวงยาว โดยเบสซ้ําชนิดนี้พบกระจายอยูในบริเวณ
ตางๆ ของจีโนม และมีความผันแปรสูง ไมโครแซทเทลไลทมีการแสดงผลแบบลักษณะขมรวม (co-dominant) จึง
สามารถแปรผลเปนลักษณะยีโนไทพคลายขอมูลของไอโซไซมทําใหขอมูลที่ไดเหมาะสมในการวิเคราะหประชากร
หรือชนิดพันธุที่มีความใกลชิดกัน (O’Reilly และ Wright, 1995)  

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาไพรเมอรสําหรับไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอในปลาดุกอุย เพื่อใช
ศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมในปลาดุกอุยธรรมชาติจากแหลงน้ําตางๆ  หรือเพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลง
ทางพันธุกรรมของประชากรพอแมพันธุในโรงเพาะฟก การวางแผนการจัดการพอแมพันธุ หรือใชตรวจสอบพันธุ
ประวัติในปลาตางครอบครัว และใชสรางแผนที่โครโมโซมของปลาดุกอุยเพื่อการปรับปรุงพันธุแบบ Marker-
Assisted selection  
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
การสรางหองสมุดจีโนมและการคัดเลือกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจากหองสมุดจีโนม 
 สกัดดีเอ็นเอจากเลือดปลาดุกอุย 1 ตัว ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Taggard และคณะ (1992) ตัด        
ดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ AluI, RsaI และ HincII เชื่อมตอดีเอ็นเอขนาด 300-1,000 คูเบส เขากับพลาสมิด 
pUC18SmaI/BAP และนําพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน E. coli XL1-Blue ดวยวิธี electrotransformation  
ตรวจสอบโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาแอมพิซิลิน, X-gal และ IPTG โดยโคโลนีที่มีสีขาวจะเปนโคโลนีที่มี 
พลาสมิดลูกผสมที่มีชิ้นสวนดีเอ็นเอของปลาดุกอุย คัดเลือกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยโพรบ (GT)15 
โดยวิธี Colony hybridization ที่ดัดแปลงจาก Grunstein และ Hogness (1975) 
 
การหาลําดับเบสและการออกแบบไพรเมอร 
 ห า ลํ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไท ด ต า ม ห ลั ก ก า ร  dideoxynucleotide chain termination โด ย ก า ร ใ ช 
BigDyeTerminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit และวิเคราะหผลดวย ABI Prism377 DNA 
Sequencer ออกแบบไพรเมอรจากลําดับเบสที่อยูขนาบขางไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร Primer 3 (Rozen และ Skaletsky, 1998) และ OLIGO (National Bioscience Inc.) 
 
การทดสอบไพรเมอรและความหลากหลายของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ 

ทดสอบระดับความหลากหลายของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอแตละตําแหนงในปลาดุกอุยจากแหลง
ตางๆ 10 ตัว โดยตั้งอุณหภูมิและเวลาของเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ ดังนี้   1) 94 oC 3 นาที จํานวน 1 รอบ 
2) 94 oC 30 วินาที, annealing temperature (ตารางที่ 1) 30 วินาที, 72 oC 1 นาที จํานวน 35-40 รอบ และ 3) 
72 oC 5 นาที  จํานวน  1 รอบ  แยกดีเอ็นเอบน  denatured polyacrylamide gel ความเขมขน  4.5% โดยใช 
sequencing gel apparatus (BioRad) ขนาด 30 x 40 เซนติเมตร ผานกระแสไฟฟา 60 W นานประมาณ  2      
ชั่วโมง แลวยอมเจลดวยวิธี silver staining ซึ่งขนาดของอัลลิลจะเทียบกับ M13 sequence ladder 



ผลการทดลอง 
 
 จากการสรางหองสมุดจีโนมไดพลาสมิดลูกผสมที่มีชิ้นสวนดีเอ็นเอของปลาดุกอุย จํานวน 2,841 โคลน 
และคัดเลือกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทไดจํานวน 302 โคลน ซึ่งในจํานวนนี้มี 173 โคลน ที่มีขนาดและความ
เขมขนของชิ้นสวนดีเอ็นเอปลาดุกอุยเหมาะสมในการนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด และพบวามีไมโครแซทเทลไลท
ดีเอ็นเอจํานวน 44 ตําแหนง จาก positive clones จํานวน 41 โคลน โดยแตละตําแหนงจะตองมีจํานวนชุดของ
เบสซ้ํามากกวาหรือเทากับ 6 ชุด สําหรับ di-nucleotide repeat มากกวาหรือเทากับ 4 ชุด สําหรับ tri-nucleotide 
repeat และมากกวาหรือเทากับ 3 ชุด สําหรับ tetra-, penta-, hexa-nucleotide repeat (Stalling และคณะ, 1991) 
 สามารถจําแนกไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอได 3 ประเภท คือ perfect repeat, imperfect repeat และ 
compound repeat ตามหลักการของ Weber (1990) โดยพบไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอประเภท perfect repeat 
ที่มีเบสซ้ําชนิดเดียวกันไปเรื่อยๆ จํานวน 27 ตําแหนง (61.36%) ประเภท imperfect repeat ที่มีเบสอื่น 1-3 เบส 
เขาแทรกในลําดับเบสซ้ํา จํานวน 15 ตําแหนง (34.09%) และประเภท compound repeat ที่มีเบสซ้ําหลายชนิด
ติดตอกัน จํานวน 2 ตําแหนง (4.55%) และสามารถแบงออกเปนไมโครแซทเทลไลทแบบ di-nucleotide 35 
ตําแหนง โดยมี core sequence เปน (CA)n, (GT)n,(CT)n, (GA)n และ (TA)n, แบบ tri-nucleotide 5 ตําแหนง 
โดยมี  core sequence เปน  (TTA)n, (ATT)n, (CAT)n,(TAA)n และ (AAT)n, แบบ  tetra-nucleotide 2 ตําแหนง 
โดยมี  core sequence เปน   (TAAA)n และ  (AAAG)n และ  แบบ  penta-nucletide 2 ตําแหน ง  โดยมี  core 
sequence เปน (TTGAA)n จํานวนชุดซ้ําของไมโครแซทเทลไลทอยูระหวาง 3-42 ชุด 
 จาก  41 โคลน ที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจํานวน 44 ตําแหนง สามารถออกแบบไพรเมอรได 23 คู 
พบไพรเมอรที่มีความหลากหลายของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ (polymorphic) จํานวน 12 คู และไพรเมอรที่  
ไมมีความหลากหลายของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ (monomorphic) จํานวน 4 คู สวนอีก 7 คูไพรเมอรไมเกิด 
PCR product ลําดับนิวคลี โอไทดของคู ไพรเมอร , ขนาดของอัลลิล , จํานวนอัลลิล  และคา  observed 
heterozygosity ในแตละตําแหนงนั้นแสดงรายละเอียดไวใน Table 1 สวนรูปแบบของอัลลิล (band pattern)   
ในบางตําแหนงแสดงไวใน Figure 1  
 



Table 1 Primer sequences, core sequences, annealing temperature, sizes of PCR products, number of alleles, observed heterozygosity (HO), expected 
heterozygosity (HE) and GenBank Accession Number for 16 microsatellite loci. 

 
Locus Primer sequences (5’-3’) Core sequences T (ann.) Size of  No. of  HO HE* GenBank 

   (oC) PCR products (bp) allele   Accession 
Cma-5* TTT AGT CAA CGT GGC ACT GG (CA)26 55  248-286 11 0.70 0.93 AY 185606 

 TTA TCG GGT TTC GCA ACA AT       
Cma-6* GGG CAC TAA GGG GTC GCT CTC (GT)5(GA)8 50  232-239 3 0.30 0.28 AY 185607 

 GGG GCT TCT GGG ACA TCC TCT        
Cma-8* CCG TGA TAC AAC TGT GAC T (CA)26 55  212-286 12 0.40 0.95 AY185608 

 CGG TGC ACT GAA AGG        
Cma-12* ATG ACC CTG TAA ATC TCC (GT)2AT(GT)6(AT)2(GT)3 50  108 1 0.00 0.00 AY 185609 

 CTA CAT TCT CTC CGT CTC T        
Cma-13* TGA GGG GAG GCA GGA G (CA)42 55  224-248 9 0.60 0.91 AY 185610 

 TGT TTC TCA CTC TTG GCA TTT        
Cma-14* TAG AGA CAT TTA CGC TTC A (GT)34 50  178-212 10 0.50 0.87 AY 185611 

 TGC AAA GGC TAA TCA A        
Cma-17* CGC CAT TGT TGT GAT AAA G (CA)27 55  184-250 13 0.70 0.94 AY 185612 

 GAT GAA GAT AAA AGC GAA GGA        
Cma-19* ATC AGA GCC CTT TCA TCA CC (GA)8 50  131-136 2 0.10 0.10 AY 185613 

 CGT GCG AGT TCC CAG AG        
* Nei’s (1978) unbiased heterozygosity were computed using Yeh et.al (1999) 



Table 1  (continue) 
 

Locus Primer sequences (5’-3’) Core sequences T (ann.) Size of  No. of  HO HE* GenBank 
   (oC) PCR products (bp) allele   Accession 

Cma-20* TGT AAA CCA GGG CTG ATT TGT TG (GT)26 60  213-255 10 0.50 0.93 AY 185614 
 AAA CGG TGG GGA CAA ACT GTA TC        

Cma-21* CTC GCT TAA AGG CAA GTT CAC TC (CT)9 60  178-200 10 0.80 0.89 AY 185615 
 CGC CAT ATA GCC ATA GAG GTG TG        

Cma-22* TGT GTA CGA GTG TGT TTC TCA GTG (GT)10 50  184-216 6 0.50 0.67 AY 185616 
 CAG TTA CAC ACT CAC GCA AAT CAG        

Cma-23* GCA ACC CAA CAA TGT GTT TAC AG (AAT)6GAG(AAT)5N13(CA)3GC(CA)3 55  262-278 2 0.20 0.19 AY 185617 
 TAT GAA AAA TAA CGT GCC TAC CG        

Cma-24* GCC TCT AAT CCG TCG TAA AAA TG (CA)5CG(CA)2CG(CA)7CG(CA)4 55  236-254 3 0.30 0.28 AY 185618 
 TCA TGG GTA AAT CTG GCA GAA AG        

Cma-25* TCA CAA GAG TTG TTT CAT TTG CTG (AAAG)2AAGC(AAAG)4 55  198 1 0.00 0.00 AY 185619 
 GGC TCT ACT CGA CAG GAA GTC AG        

Cma-26* TTT CAA AAT CTG GCT ATT CCA AGC (TTA)7 55 376 1 0.00 0.00 AY 185620 
 TCA GCC AGT CAA ATT CAA TGT AGC        

Cma-27* GGA AAC ATG TTG CGG TTA GTT TAG (ATT)2C(ATT)3C(ATT)2C(ATT)4 65 288 1 0.00 0.00 AY 185621 
 GTA AGC AGC CAG ACA AAA TGA CG        

* Nei’s (1978) unbiased heterozygosity were computed using Yeh et.al (1999) 
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Figure 1  Banding patterns of Cma-5*, Cma-8*, Cma-13* and Cma-17* 
 

วิจารณผล 
 
 จากการสรางหองสมุดจีโนมปลาดุกอุยในครั้งนี้พบ positive clones ประมาณ 10% (302/2,841) ซึ่งมี
คาสูงกวา 1.33% (32/2,400) ตามรายงานของ Na-Nakorn และคณะ  (1999) แตเปอรเซ็นต positive clones ที่
มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอมีคาเพียง 23.6% (41/173) ซึ่งมีคาคอนขางต่ําเมื่อเทียบกับคา 75% จากการศึกษา
ของ Na-Nakorn และคณะ (1999) ที่เปนเชนนี้อาจเน่ืองมาจากการคัดเลือก false positive clones หรือไดโคลน
ที่มีสัญญาณไมชัดเจนติดมาดวย ปญหานี้สามารถแกไขไดโดยนํา positive clones ไปทํา hybridization ซ้ํา เพื่อ
คัดเลือก clones ที่มีสัญญาณชัดเจนอีกครั้งหนึ่งกอนนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด (Miller และ Kapuscinski, 
1996) หรือ เพิ่ ม ขั้ นตอนการทํ า  enrichment ก อน  colony hybridization ซึ่ งจะทํ าให ได  positive clones           
สูงประมาณ 20-90% ในขณะที่การสรางหองสมุดจีโนมแบบดั้งเดิมสวนใหญจะได positive clones ประมาณ 
0.5-10% เท านั้น  (Billotte และคณะ , 1999) ซึ่ งในปลา  channel catfish พบวาในการทํา  enrichment ได 
positive clones 50 โคลน ที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอทั้งหมด และในจํานวนนี้มี positive clones จํานวน     
36 โคลน ที่มี flanking region เพียงพอในการออกแบบไพรเมอร (Waldbieser และ Bosworth, 1997)  
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 เปอรเซ็นตความสําเร็จในการพัฒนาไพรเมอรจาก positive clones ที่นําไปทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด
ในครั้งนี้ เทากับ 13.29% (23/173) ซึ่งมีคาใกลเคียงกับเปอรเซ็นตความสําเร็จ 12.5% (4/32) ที่ Na-Nakorn และ
คณะ (1999) ไดรายงาน ซึ่งเปอรเซ็นตความสําเร็จของการพัฒนาไพรเมอรในปลาดุกอุยทั้งสองครั้งนี้มีคา       
ใกลเคียงกับในปลาชนิดอื่นๆ เชน African catfish (Galbusera และคณะ, 1996), common carp (Aliah และ
คณะ, 1999) และ brown trout (Estoup และคณะ, 1993),  แตพบวามีเปอรเซ็นตความสําเร็จต่ํากวาเมื่อเทียบ
กับปลา channel catfish ที่มีเปอรเซ็นคความสําเร็จในการพัฒนาไพรเมอร เทากับ 25% (Waldbieser และ 
Bosworth, 1997) เหตุผลที่ทําใหไมสามารถออกแบบไพรเมอรไดในทุก positive clones เนื่องจากลําดับของ    
ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเออยูติดกับ vector มากเกินไป หรือการที่มีจํานวนชุดซ้ํานอยเกินกวาจะนับเปนไมโคร-
แซทเทลไลทดีเอ็นเอ หรือจากการที่ core sequence เปนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอที่มีจํานวนชุดซ้ําสูงมาก    
จนทําใหมี flanking region ไมเพียงพอในการออกแบบไพรเมอร 
 จํานวนอัลลิลที่พบมีคาอยูระหวาง 2-13 อัลลิลตอตําแหนงนั้นมีคาคอนขางต่ําเมื่อเทียบกับคา 5-30    
อัลลิลตอตําแหนง จากรายงานของ Na-Nakorn และคณะ (1999) สาเหตุอาจเนื่องมาจากการใชปลาดุกอุยเพียง 
10 ตัวในการทดสอบความหลากหลาย การใชปลาดุกอุยจํานวนมากขึ้นในการทดสอบนาจะพบจํานวนอัลลิลตอ
ตําแหนงมากขึ้น พบวาจํานวนอัลลิลตอตําแหนงมีคาใกลเคียงกับปลา African catfish (5-14) (Galbusera และ
คณะ, 1996) และ channel catfish (3-17) (Waldbieser และ Bosworth, 1997) แตจํานวนอัลลิลตอตําแหนงใน
ปลาดุกอุยต่ํากวา ปลา whiting (14-23) (Rico และคณะ, 1997) และปลา red sea bream (16-32) (Takagi 
และคณะ,1997) และสูงกวาปลา common carp  (5-9) (Aliah และคณะ, 1999) และปลา brown trout (5-6) 
(Estoup และคณะ,1993)  
 ไพรเมอรของปลาดุกอุยที่ไดพัฒนาในครั้งนี้สามารถนําไปใชในการศึกษาโครงสรางประชากรธรรมชาติ  
เพื่อวางแผนการอนุรักษ การจัดการพอแมพันธุ  การติดตามการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของประชากรโรงเพาะฟก
การตรวจสอบพันธุประวัติ การสรางแผนที่โครโมโซมของปลาดุกอุย หรือใชกับปลากลุม clariid ชนิดอื่นที่มีความ
ใกลชิดทางวิวัฒนาการไดเชนกัน  
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