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การจ�ำแนกชนิดปลาซิววงศ์ย่อย Rasborinae 12 ชนิด  
โดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ด

Species identification of 12 Rasborine fish using DNA barcode
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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytochrome c oxidase I; COI (ดีเอ็นเอ
บาร์โค้ด) ในปลาซิววงศ์ย่อย Rasborinae จ�ำนวน 12 ชนิด และปลาซิวข้าวสารซึ่งเป็นปลานอกกลุ่ม จากการศึกษาพบว่า 
ล�ำดบั  นวิคลโีอไทด์ของยนี COI ของปลาทัง้ 13 ชนดิมคีวามยาวเฉลีย่เท่ากบั 634 คูเ่บส และอยูใ่นช่วง 591-648 คูเ่บส เมือ่
เปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึกบัสิง่มชีวีติต่างๆ พบว่า มปีลาซวิจ�ำนวน 4 และ 3 ชนดิ ยงัไม่มรีายงานในฐานข้อมลู GenBank 
และ BOLD ตามล�ำดับ และเมื่อศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ทั้งหมด พบว่า 
สามารถแบ่งปลาออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ๆ คอื กลุม่ของปลาซวิในวงศ์ Cyprinidae วงศ์ย่อย Rasborinae และปลาซวิข้าวสาร
ทีอ่ยูใ่นวงศ์ Adrianichthyidae นอกจากนีย้งัสามารถแบ่งสกลุของปลาซวิในวงศ์ย่อย Rasborinae ได้อย่างชดัเจนอกีด้วย
ค�ำส�ำคัญ: การจ�ำแนก  ดีเอ็นเอบาร์โค้ด  ยีน  Cytochrome c oxidase I   ปลาซิว

ABSTRACT: The aim of this study is to determine the COI sequences of 12 Rasborine fish and out group species 
(Oryzias sp.). The average of COI sequence length from 13 fish species was 634 bp (ranged from 591-648 bp). 
The similarity search was found that there are only 4 and 3 species not reported on GenBank and BOLD database,  
respectively. These sequences of COI gene were increased in the both database. The phylogenetic tree was constructed 
for analysis the evolution relationship of 13 fish species. The nodes of tree were clearly separated into 2 major branches 
belonging to Family Cyprinidae and Adrianichthyidae. The results proved that the COI gene (DNA barcode) is an 
efficiency tool to identify the 12 Rasborine fish.
Keywords: Identification, DNA barcode, Cytochrome c oxidase I, Rasborine fish
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Adrianichthyidae เปนส่ิงมีชีวิตนอกกลุม จากนั้นนําไปแชใน Absolute ethanol เก็บไวที่อุณหภูมิหองจนกวาจะใช 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากครีบปลาตัวอยาง 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากครีบของปลาตัวอยางดวยวิธี Phenol-chloroform extraction และตรวจสอบคุณภาพ

ของดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยวิธี 1% Agarose gel electrophoresis 
 

การเพ่ิมปริมาณยีน COI ดวยปฏิกิริยา PCR 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปเพิ่มปริมาณยีน COI ดวยเทคนิค PCR โดยมีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

dH2O ปริมาตร 18.75 ไมโครลิตร, 10X Taq Buffer ปริมาตร 2.25 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 ปริมาตร 1.25 ไมโครลิตร, 
0.01 mM Primers ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร, 0.05 mM dNTPs ปริมาตร 0.125 ไมโครลิตร, 0.625 U Taq DNA 
polymerase และดีเอ็นเอที่สกัดได ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และมีสภาวะการทํางานทั้งหมด 35 รอบ ดังนี้ อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที, 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที โดย
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ไดจากการศึกษาของ Ward et al. (2005) (Table 1) 
 

Table 1 Gene specific primers used for amplification of COI gene 
Primer names Sequences from 5’ to 3’ 

FishF1                          TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 
FishF2                          TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 
FishR1                          TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 
FishR2                          ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA 

Source: Ward et al. (2005) 
 

จากนั้นนํา PCR product ที่ได มาทําใหบริสุทธิ์ดวย HiYield™ Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit 
(RBC Bioscience Corp., Taiwan) และตรวจสอบคุณภาพโดยวิธี 1% Agarose gel electrophoresis 
 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI โดยใช Thermo Sequence Fluorescent Labeled 

Primer Cycle Sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, USA) และนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบ
ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของส่ิงมีชีวิตตางๆ ในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn (NCBI; 
www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990) และฐานขอมูล BOLD (http://www.boldsystems.org; Barcode of 
Life Data System) 

ทําการเปรียบเทียบความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในปลาแตละชนิดดวยโปรแกรม 
ClustalW (Thomson et al., 1994) และศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยการสราง Phylogenetic tree ดวย
โปรแกรม Genetyx version 5.0 (Genetyx Corp., Japan) วิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
(UPGMA) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ 
 

บทน�ำ

ปลาซิวเป็นปลาน�้ำจืดขนาดเล็ก พบได้ทั่วไป

ทุกภาคของประเทศไทย เป็นปลาที่ถูกจัดอยู่ในวงศ์ 

Cyprinidae วงศ์ย่อย Rasborinae (หรอื Danioninae) 

โดยพบปลาในวงศ์ย่อยนีท้ัว่โลกประมาณ 50 สกลุ 300 

ชนิด (Tang et al., 2010) พบในประเทศไทย 20 สกุล 

เนือ่งจากปลาในวงศ์ย่อยนีม้คีวามหลากหลายของชนดิ

สงู ท�ำให้มปัีญหาในการจ�ำแนกชนดิและสายพนัธุจ์าก

ลักษณะภายนอกที่ปรากฏ ไม่สามารถจ�ำแนกชนิดได้

อย่างชดัเจน ประกอบกบัสภาพแวดล้อมและการด�ำรง

ชวีติทีแ่ตกต่างกนัมผีลท�ำให้ลกัษณะภายนอกของปลา

เปลี่ยนแปลงไปได้ แม้จะเป็นปลาชนิดเดียวกันก็ตาม 

หรือถ้าตัวอย่างปลานั้นอยู่ในสภาพไม่สมบูรณ์ หรือ

เป็นไข่ปลา หรือลูกปลาวัยอ่อนก็ท�ำให้มีปัญหาในการ

จ�ำแนกชนิดได้เช่นกัน ปัจจุบันนิยมใช้วิธีการทางอณู

ชีววิทยามาช่วยในการจัดจ�ำแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต 

โดยเทคนคิทีเ่รยีกว่า ดเีอน็เอบาร์โค้ด (DNA barcode)

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเป็นเครื่องมือที่ใช้ในการจ�ำแนก

ชนิดของสิ่งมีชีวิต (Hebert et al., 2003) มีลักษณะ

เป็นแท่งรหัสดีเอ็นเอสายสั้นๆ ของยีนบางชนิด คือ ยีน  

Cytochrome c oxidase I (COI) ทีอ่ยูบ่นไมโตคอนเดรยี 

ของสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะเป็นเอกลักษณ์ ท�ำให้ง่ายต่อ

การจ�ำแนก ตรวจสอบ ติดตาม และศึกษาความหลาก

หลายของสิ่งมีชีวิต โดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดมีคุณสมบัติ

เฉพาะตัวในแต่ละชนิดของสิ่งมีชีวิต ท�ำให้มีการใช้

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ�ำแนกชนิดในสิ่งมีชีวิตต่างๆ 

ได้แก่ นก (Hebert et al., 2004) แมงมมุ (Barrett and 

Hebert, 2005) และผีเสื้อ (Hausmann et al., 2011) 

เป็นต้น ส�ำหรบัในปลากม็กีารศกึษามากมายถงึการใช้

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ�ำแนกชนิดเช่นกัน ได้แก่ ปลา

การ์ตูน (Steinke et al., 2009) ปลากะพงขาว (John 

et al., 2010) ปลาเศรษฐกจิในแม่น�ำ้ปิง (ประภาส และ

ดุจฤดี, 2555) เป็นต้น

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีแนวคิดในการใช้

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเป็นเครื่องมือในการจ�ำแนกชนิดปลา

ซิวในวงศ์ย่อย Rasborinae จ�ำนวน 12 ชนิด ซึ่งการใช้

ดเีอน็เอบาร์โค้ดนีท้�ำให้สามารถจ�ำแนกชนดิของปลาได้

อย่างชดัเจน และยงัสามารถศกึษาถงึความสมัพนัธ์เชงิ

ววิฒันาการของปลาได้อกีด้วย โดยข้อมลูทีไ่ด้จากการ

ศึกษาครั้งนี้ถูกรวบรวมเป็นฐานข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด

ของปลาในประเทศไทยต่อไป

วิธีการศึกษา

ตัวอย่างปลา

ท�ำการรวบรวมตัวอย่างปลาซิวในวงศ์ย ่อย  

Rasborinae จ�ำนวน 12 ชนิดๆ ละ 1-4 ตัวอย่าง จาก

ร้านค้าปลาสวยงาม ได้แก่ ปลาซวิเขยีว (Microdevario  

kubotai) ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง (Rasbora  

rubrodorsalis) ปลาซวิหางดอก (Rasbora caudimaculata)  

ปลาซวิหางกรรไกร (Rasbora trilineata) ปลาซวิควาย

แถบด�ำ (Rasbora paviana) ปลาซิวหนู (Boraras  

urophthalmoides) ปลาซิวเพชรน้อย (Boraras  

maculatus) ปลาซิวสามจุด (Boraras micros) ปลา

ซิวข้างขวานเล็ก (Trigonostigma espei) ปลาซิวข้าง

ขวานใหญ่ (Trigonostigma heteromorpha) ปลา

ซิวหนวดยาว (Esomus metallicus) และปลาซิวอ้าว  

(Luciosoma bleekeri) โดยใช้ปลาซิวข้าวสาร 

(Oryzias sp.) ที่อยู่ในวงศ์ Adrianichthyidae เป็นสิ่ง

มชีวีตินอกกลุม่ จากนัน้น�ำไปแช่ใน Absolute ethanol 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกว่าจะใช้

การสกัดดีเอ็นเอจากครีบปลาตัวอย่าง

ท�ำการสกดัดเีอน็เอจากครบีของปลาตวัอย่างด้วย

วิธี Phenol-chloroform extraction และตรวจสอบ

คณุภาพของดเีอน็เอทีส่กดัได้โดยวธิ ี1% Agarose gel 

electrophoresis

การเพิ่มปริมาณยีน COI ด้วยปฏิกิริยา PCR

น�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปเพิ่มปริมาณยีน COI ด้วย

เทคนิค PCR โดยมีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร 

ประกอบด้วย dH
2
O ปริมาตร 18.75 ไมโครลิตร, 10X 

Taq Buffer ปริมาตร 2.25 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl
2
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ปรมิาตร 1.25 ไมโครลติร, 0.01 mM Primers ปรมิาตร 

0.25 ไมโครลิตร, 0.05 mM dNTPs ปริมาตร 0.125 

ไมโครลิตร, 0.625 U Taq DNA polymerase และ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และมีสภาวะ

การท�ำงานทั้งหมด 35 รอบ ดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, 45 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

นาที โดยล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการ

ศึกษาครั้งนี้ได้จากการศึกษาของ Ward et al. (2005) 

(Table 1)

จากนั้นน�ำ PCR product ที่ได้ มาท�ำให้บริสุทธิ์

ด้วย HiYield™ Gel/PCR DNA Fragments Extraction  

Kit (RBC Bioscience Corp., Taiwan) และตรวจสอบ

คุณภาพโดยวิธี 1% Agarose gel electrophoresis

การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์

น�ำ PCR product ที่ได้ไปหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของยนี COI โดยใช้ Thermo Sequence Fluorescent 

Labeled Primer Cycle Sequencing kit (Amersham 

Pharmacia Biotech, USA) และน�ำล�ำดบันวิคลโีอไทด์ 

ทีไ่ด้ไปเปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึกบัล�ำดบันวิคลโีอไทด์ 

ของสิ่งมีชีวิตต่างๆ ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้

โปรแกรม BLASTn (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov)  

(Altschul et al., 1990) และฐานข้อมูล BOLD  

(http://www.boldsystems.org; Barcode of Life 

Data System)

ท�ำการเปรียบเทียบความเหมือนกันของล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในปลาแต่ละชนิดด้วย

โปรแกรม ClustalW (Thomson et al., 1994) และ

ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยการสร้าง 

Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม Genetyx version 

5.0 (Genetyx Corp., Japan) วิธี Unweighted Pair 

Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA)

ผลการศึกษาและวิจารณ์

จากการศกึษาครัง้นีพ้บว่าสามารถเพิม่ปรมิาณยนี 

COI ได้ในปลาทุกชนิด โดยมีความยาวเฉลี่ยเท่ากับ 

634 คู่เบส และอยู่ในช่วง 591-648 คู่เบส (Table 2) 

ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาอื่นๆ เนื่องจากการศึกษานี้

เป็นการตรวจหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์เพียงทิศทางเดียว

เท่านัน้ คอื ทศิทางด้านปลาย 5’ ของผลผลติ โดยใช้ไพร

เมอร์ FishF1 และ FishF2 ในการหาล�ำดบันวิคลโีอไทด์ 

ในขณะที ่Ward et al. (2005) ตรวจหาล�ำดบันวิคลโีอไทด์

ทั้งสองด้านของผลผลิต คือ ทิศทางทั้งด้านปลาย 5’ 

และ 3’ โดยใช้ไพรเมอร์ FishF1, FishF2, FishR1 และ 

FishR2 ในการหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ ท�ำให้ได้ยีนที่มี

ความยาวมากกว่า คอื 655 คูเ่บส นอกจากนีท้กุๆ ล�ำดบั 

นิวคลีโอไทด์ไม่พบต�ำแหน่งของ stop codon เลย

Adrianichthyidae เปนส่ิงมีชีวิตนอกกลุม จากนั้นนําไปแชใน Absolute ethanol เก็บไวที่อุณหภูมิหองจนกวาจะใช 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากครีบปลาตัวอยาง 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากครีบของปลาตัวอยางดวยวิธี Phenol-chloroform extraction และตรวจสอบคุณภาพ

ของดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยวิธี 1% Agarose gel electrophoresis 
 

การเพ่ิมปริมาณยีน COI ดวยปฏิกิริยา PCR 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปเพิ่มปริมาณยีน COI ดวยเทคนิค PCR โดยมีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

dH2O ปริมาตร 18.75 ไมโครลิตร, 10X Taq Buffer ปริมาตร 2.25 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 ปริมาตร 1.25 ไมโครลิตร, 
0.01 mM Primers ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร, 0.05 mM dNTPs ปริมาตร 0.125 ไมโครลิตร, 0.625 U Taq DNA 
polymerase และดีเอ็นเอที่สกัดได ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และมีสภาวะการทํางานทั้งหมด 35 รอบ ดังนี้ อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที, 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที โดย
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ไดจากการศึกษาของ Ward et al. (2005) (Table 1) 
 

Table 1 Gene specific primers used for amplification of COI gene 
Primer names Sequences from 5’ to 3’ 

FishF1                          TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 
FishF2                          TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 
FishR1                          TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 
FishR2                          ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA 

Source: Ward et al. (2005) 
 

จากนั้นนํา PCR product ที่ได มาทําใหบริสุทธิ์ดวย HiYield™ Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit 
(RBC Bioscience Corp., Taiwan) และตรวจสอบคุณภาพโดยวิธี 1% Agarose gel electrophoresis 
 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI โดยใช Thermo Sequence Fluorescent Labeled 

Primer Cycle Sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, USA) และนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบ
ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของส่ิงมีชีวิตตางๆ ในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn (NCBI; 
www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990) และฐานขอมูล BOLD (http://www.boldsystems.org; Barcode of 
Life Data System) 

ทําการเปรียบเทียบความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในปลาแตละชนิดดวยโปรแกรม 
ClustalW (Thomson et al., 1994) และศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยการสราง Phylogenetic tree ดวย
โปรแกรม Genetyx version 5.0 (Genetyx Corp., Japan) วิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
(UPGMA) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ 
 



462 แก่นเกษตร 41 ฉบับพิเศษ 1 : (2556).  
 
 
Table 3 COI identification using GenBank and BOLD database (Search on 15 December 2012) 

Accession no. Species 
Species identification (%Similarity) 

GenBank BOLD 
KC456370 M. kubotai Microrasbora kubotai (100%) Microdevario kubotai (100%) 
KC456374 R. rubrodorsalis Rasbora rubrodorsalis (99%) Rasbora rubrodorsalis (99.68%) 
KC456377 R. caudimaculata Rasbora vulgaris (94%) - 
KC456379 R. trilineata Rasbora trilineata (95%) - 
KC456380 R. paviana Rasbora cf. paviana (99%) Rasbora paviana (98.96%) 
KC456385 B. urophthalmoides Boraras urophthalmoides (98%) Boraras urophthalmoides (100%) 
KC456388 B. maculatus Boraras maculatus (99%) Boraras maculatus (99.84%) 
KC456392 B. micros - - 
KC456393 T. espei Trigonostigma espei (100%) Trigonostigma espei (100%) 
KC456395 T. heteromorpha Trigonostigma heteromorpha (100%) Trigonostigma cf. heteromorpha (99.84%) 
KC456399 E. metallicus Esomus metallicus (100%) Esomus metallicus (100%) 
KC456400 L. bleekeri Luciosoma setigerum (88%) Luciosoma bleekeri (98.74%) 
KC456402 Oryzias sp. Halichoeres leucurus (84%) - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.0342 

0.0072 
0.0241 0.1145 ปลาซิวอาว 1 (KC456400) 0.0000 

ปลาซิวอาว 2 (KC456401) 0.0000 
ปลาซิวหนวดยาว 1 (KC456399) 0.1145 

0.0384 
0.0213 0.0248 0.0526 0.0015 0.0000 ปลาซิวหนู 3 (KC456386) 0.0000 

ปลาซิวหนู 4 (KC456387) 0.0000 
ปลาซิวหนู 2 (KC456385) 0.0000 
ปลาซิวหนู 1 (KC456384) 0.0015 
ปลาซิวสามจุด 1 (KC456392) 0.0541 

0.0774 0.0015 ปลาซิวเพชรนอย 1 (KC456388) 0.0000 
ปลาซิวเพชรนอย 4 (KC456391) 0.0000 

0.0015 ปลาซิวเพชรนอย 2 (KC456389) 0.0000 
ปลาซิวเพชรนอย 3 (KC456390) 0.0000 

0.0225 0.0086 0.0490 
0.0162 0.0039 ปลาซิวขางขวานใหญ 1 (KC456395) 0.0000 

ปลาซิวขางขวานใหญ 3 (KC456397) 0.0000 
0.0039 ปลาซิวขางขวานใหญ 2 (KC456396) 0.0000 

ปลาซิวขางขวานใหญ 4 KC456398) 0.0000 
0.0201 ปลาซิวขางขวานเล็ก 1 (KC456393) 0.0000 

ปลาซิวขางขวานเล็ก 2 (KC456394) 0.0000 
ปลาซิวหางกรรไกร 1 (KC456379) 0.0691 

0.0248 
0.0158 

0.0252 0.0119 ปลาซิวควายแถบดํา 1 (KC456380) 0.0000 
ปลาซิวควายแถบดํา 4 (KC456383) 0.0000 

0.0119 ปลาซิวควายแถบดํา 2 (KC456381) 0.0000 
ปลาซิวควายแถบดํา 3 (KC456382) 0.0000 

0.0364 ปลาซิวหางดอก 1 (KC456377) 0.0007 
ปลาซิวหางดอก 2 (KC456378) 0.0007 

0.0518 0.0004 ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง 1 (KC456374) 0.0007 
ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง 3 (KC456376) 0.0007 
ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง 2 (KC456375) 0.0011 

0.1451 0.0007 0.0000 ปลาซิวเขียว 2 (KC456371) 0.0000 
ปลาซิวเขียว 4 (KC456373) 0.0000 
ปลาซิวเขียว 1 (KC456370) 0.0000 
ปลาซิวเขียว 3 (KC456372) 0.0007 

0.1800 0.0000 ปลาซิวขาวสาร 1 (KC456402) 0.0000 
ปลาซิวขาวสาร 2 (KC456403) 0.0000 

0.0000 ปลาซิวขาวสาร 3 (KC456404) 0.0000 
ปลาซิวขาวสาร 4 (KC456405) 0.0000 

Luciosoma 
Esomus 

Boraras 

Trigonostigma 

Rasbora 

Microdevario 

Oryzias 

การเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล�ำดับนิวคลี

โอไทด์ของยีน COI ของปลา จ�ำนวน 13 ชนิดกับสิ่งมี

ชีวิตอื่นๆ ในฐานข้อมูล GenBank และ BOLD โดย

พิจารณาจากค่า % similarity (Table 3) พบว่า ทั้ง

ในฐานข้อมูล GenBank และ BOLD ยังไม่มีรายงาน 

ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของยนี COI ในปลา จ�ำนวน 4 ชนดิ 

กล่าวคือ ในฐานข้อมูล GenBank ยังไม่มีรายงานล�ำ

ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในปลาซิวหางดอก ปลา

ซิวสามจุด ปลาซิวอ้าว และปลาซิวข้าวสาร ในขณะที่

ฐานข้อมูล BOLD ยังไม่มีรายงานล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน COI ในปลาซิวหางดอก ปลาซิวหางกรรไกร 

ปลาซิวสามจุด และปลาซิวข้าวสาร คิดเป็นร้อยละ 

30.8 ของจ�ำนวนปลาทัง้หมดทีท่�ำการศกึษา ซึง่ผลจาก

การศึกษาครั้งนี้สามารถเพิ่มข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน COI ของปลาในฐานข้อมูลทั้งสองนี้ได้

การเปรียบเทียบความเหมือนกันของล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในปลาแต่ละชนิด พบว่า มี

ปลาเพยีง 4 ชนดิเท่านัน้ทีไ่ม่มคีวามแตกต่างกนัภายใน

ชนิดเลย คือ ปลาซิวข้างขวานเล็ก ปลาซิวข้างขวาน

ใหญ่ ปลาซวิอ้าว และปลาซวิข้าวสาร ในขณะทีป่ลาซวิ

ตาเขียว ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง ปลาซิวหางดอก 

ปลาซวิควายแถบด�ำ ปลาซวิหน ูและปลาซวิเพชรน้อย 

มคีวามแตกต่างของล�ำดบันวิคลโีอไทด์ จ�ำนวน 1, 2, 1, 

15, 2 และ 2 คู่เบส ตามล�ำดับ ท�ำให้ความเหมือนกัน

ของล�ำดบันวิคลโีอไทด์ในปลาแต่ละชนดิเท่ากบั 99.8, 

99.7, 99.8, 97.6, 99.7 และ 99.7 เปอร์เซ็นต์ ตาม

ล�ำดับ ส�ำหรับในปลาซิวหางกรรไกร ปลาซิวสามจุด 

และปลาซิวหนวดยาวไม่สามารถศึกษาความเหมือน

กันของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ภายในชนิดได้ 

เนื่องจากปลาทั้งสามชนิดนี้มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์เพียง 

1 เส้น เท่านั้น

จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาสามารถเพิ่มปริมาณยีน COI ไดในปลาทุกชนิด โดยมีความยาวเฉล่ียเทากับ 634 คู
เบส และอยูในชวง 591-648 คูเบส (Table 2) ซ่ึงแตกตางจากการศึกษาอื่นๆ เนื่องจากการศึกษานี้เปนการตรวจหาลําดับ
นิวคลีโอไทดเพียงทิศทางเดียวเทานั้น คือ ทิศทางดานปลาย 5’ ของผลผลิต โดยใชไพรเมอร FishF1 และ FishF2 ในการ
หาลําดับนิวคลีโอไทด ในขณะที่ Ward et al. (2005) ตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสองดานของผลผลิต คือ ทิศทางทั้ง
ดานปลาย 5’ และ 3’ โดยใชไพรเมอร FishF1, FishF2, FishR1 และ FishR2 ในการหาลําดับนิวคลีโอไทด ทําใหไดยีนที่มี
ความยาวมากกวา คือ 655 คูเบส นอกจากนี้ทุกๆ ลําดับนิวคลีโอไทดไมพบตําแหนงของ stop codon เลย 
 

Table 2 Summary of COI sequences of 12 Rasborine fish and out group species. 
Species Thai name Genus No. of COI 

sequences 
Sequence 
length (bp) 

Accession number 

M. kubotai ปลาซิวเขียว Microdevario 4 636 KC456370-KC456373 
R. rubrodorsalis ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง Rasbora 3 630 KC456374-KC456376 
R. caudimaculata ปลาซิวหางดอก Rasbora 2 636 KC456377-KC456378 
R. trilineata ปลาซิวหางกรรไกร Rasbora 1 591 KC456379 
R. paviana ปลาซิวควายแถบดํา Rasbora 4 636 KC456380-KC456383 
B. urophthalmoides ปลาซิวหนู Boraras 4 633 KC456384-KC456387 
B. maculatus ปลาซิวเพชรนอย Boraras 4 636 KC456388-KC456391 
B. micros ปลาซิวสามจุด Boraras 1 636 KC456392 
T. espei ปลาซิวขางขวานเล็ก Trigonostigma 2 621 KC456393-KC456394 
T. heteromorpha ปลาซิวขางขวานใหญ Trigonostigma 4 636 KC456395-KC456398 
E. metallicus ปลาซิวหนวดยาว Esomus 1 621 KC456399 
L. bleekeri ปลาซิวอาว Luciosoma 2 636 KC456400-KC456401 
Oryzias sp. ปลาซิวขาวสาร Oryzias 4 648 KC456402-KC456405 

 

การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ของปลา จํานวน 13 ชนิดกับส่ิงมีชีวิตอื่นๆ 
ในฐานขอมูล GenBank และ BOLD โดยพิจารณาจากคา % similarity (Table 3) พบวา ทั้งในฐานขอมูล GenBank และ 
BOLD ยังไมมีรายงานลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในปลา จํานวน 4 ชนิด กลาวคือ ในฐานขอมูล GenBank ยังไมมี
รายงานลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในปลาซิวหางดอก ปลาซิวสามจุด ปลาซิวอาว และปลาซิวขาวสาร ในขณะที่
ฐานขอมูล BOLD ยังไมมีรายงานลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในปลาซิวหางดอก ปลาซิวหางกรรไกร ปลาซิวสามจุด 
และปลาซิวขาวสาร คิดเปนรอยละ 30.8 ของจํานวนปลาทั้งหมดที่ทําการศึกษา ซ่ึงผลจากการศึกษาคร้ังนี้สามารถเพิ่ม
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ของปลาในฐานขอมูลทั้งสองนี้ได 

การเปรียบเทียบความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในปลาแตละชนิด พบวา มีปลาเพียง 4 
ชนิดเทานั้นที่ไมมีความแตกตางกันภายในชนิดเลย คือ ปลาซิวขางขวานเล็ก ปลาซิวขางขวานใหญ ปลาซิวอาว และปลา
ซิวขาวสาร ในขณะที่ปลาซิวตาเขียว ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง ปลาซิวหางดอก ปลาซิวควายแถบดํา ปลาซิวหนู และ
ปลาซิวเพชรนอย มีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด จํานวน 1, 2, 1, 15, 2 และ 2 คูเบส ตามลําดับ ทําใหความ
เหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดในปลาแตละชนิดเทากับ 99.8, 99.7, 99.8, 97.6, 99.7 และ 99.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
สําหรับในปลาซิวหางกรรไกร ปลาซิวสามจุด และปลาซิวหนวดยาวไมสามารถศึกษาความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอ
ไทดของยีน COI ภายในชนิดได เนื่องจากปลาทั้งสามชนิดนี้มีลําดับนิวคลีโอไทดเพียง 1 เสน เทานั้น 
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Table 3 COI identification using GenBank and BOLD database (Search on 15 December 2012) 

Accession no. Species 
Species identification (%Similarity) 

GenBank BOLD 
KC456370 M. kubotai Microrasbora kubotai (100%) Microdevario kubotai (100%) 
KC456374 R. rubrodorsalis Rasbora rubrodorsalis (99%) Rasbora rubrodorsalis (99.68%) 
KC456377 R. caudimaculata Rasbora vulgaris (94%) - 
KC456379 R. trilineata Rasbora trilineata (95%) - 
KC456380 R. paviana Rasbora cf. paviana (99%) Rasbora paviana (98.96%) 
KC456385 B. urophthalmoides Boraras urophthalmoides (98%) Boraras urophthalmoides (100%) 
KC456388 B. maculatus Boraras maculatus (99%) Boraras maculatus (99.84%) 
KC456392 B. micros - - 
KC456393 T. espei Trigonostigma espei (100%) Trigonostigma espei (100%) 
KC456395 T. heteromorpha Trigonostigma heteromorpha (100%) Trigonostigma cf. heteromorpha (99.84%) 
KC456399 E. metallicus Esomus metallicus (100%) Esomus metallicus (100%) 
KC456400 L. bleekeri Luciosoma setigerum (88%) Luciosoma bleekeri (98.74%) 
KC456402 Oryzias sp. Halichoeres leucurus (84%) - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.0342 

0.0072 
0.0241 0.1145 ปลาซิวอาว 1 (KC456400) 0.0000 

ปลาซิวอาว 2 (KC456401) 0.0000 
ปลาซิวหนวดยาว 1 (KC456399) 0.1145 

0.0384 
0.0213 0.0248 0.0526 0.0015 0.0000 ปลาซิวหนู 3 (KC456386) 0.0000 

ปลาซิวหนู 4 (KC456387) 0.0000 
ปลาซิวหนู 2 (KC456385) 0.0000 
ปลาซิวหนู 1 (KC456384) 0.0015 
ปลาซิวสามจุด 1 (KC456392) 0.0541 

0.0774 0.0015 ปลาซิวเพชรนอย 1 (KC456388) 0.0000 
ปลาซิวเพชรนอย 4 (KC456391) 0.0000 

0.0015 ปลาซิวเพชรนอย 2 (KC456389) 0.0000 
ปลาซิวเพชรนอย 3 (KC456390) 0.0000 

0.0225 0.0086 0.0490 
0.0162 0.0039 ปลาซิวขางขวานใหญ 1 (KC456395) 0.0000 

ปลาซิวขางขวานใหญ 3 (KC456397) 0.0000 
0.0039 ปลาซิวขางขวานใหญ 2 (KC456396) 0.0000 

ปลาซิวขางขวานใหญ 4 KC456398) 0.0000 
0.0201 ปลาซิวขางขวานเล็ก 1 (KC456393) 0.0000 

ปลาซิวขางขวานเล็ก 2 (KC456394) 0.0000 
ปลาซิวหางกรรไกร 1 (KC456379) 0.0691 

0.0248 
0.0158 

0.0252 0.0119 ปลาซิวควายแถบดํา 1 (KC456380) 0.0000 
ปลาซิวควายแถบดํา 4 (KC456383) 0.0000 

0.0119 ปลาซิวควายแถบดํา 2 (KC456381) 0.0000 
ปลาซิวควายแถบดํา 3 (KC456382) 0.0000 

0.0364 ปลาซิวหางดอก 1 (KC456377) 0.0007 
ปลาซิวหางดอก 2 (KC456378) 0.0007 

0.0518 0.0004 ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง 1 (KC456374) 0.0007 
ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง 3 (KC456376) 0.0007 
ปลาซิวหางแดงกระโดงแดง 2 (KC456375) 0.0011 

0.1451 0.0007 0.0000 ปลาซิวเขียว 2 (KC456371) 0.0000 
ปลาซิวเขียว 4 (KC456373) 0.0000 
ปลาซิวเขียว 1 (KC456370) 0.0000 
ปลาซิวเขียว 3 (KC456372) 0.0007 

0.1800 0.0000 ปลาซิวขาวสาร 1 (KC456402) 0.0000 
ปลาซิวขาวสาร 2 (KC456403) 0.0000 

0.0000 ปลาซิวขาวสาร 3 (KC456404) 0.0000 
ปลาซิวขาวสาร 4 (KC456405) 0.0000 

Luciosoma 
Esomus 

Boraras 

Trigonostigma 

Rasbora 

Microdevario 

Oryzias 

Figure 1 Phylogenetic tree of COI sequences from 12 Rasborine fish. Oryzias sp. used as an out group 
species. 

 
เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ทั้งหมดที่ไดจากการศึกษานี้มาสราง Phylogenetic tree โดยใชลําดับ    

นิวคลีโอไทดของยีน COI จากปลาซิวขาวสารเปนส่ิงมีชีวิตนอกกลุม พบวา สามารถแยกปลาซิวในวงศยอย Rasborinae 
ออกจากปลาซิวขาวสาร (Oryzias sp.) ที่อยูในวงศ Adrianichthyidae ไดอยางชัดเจน (Figure 1) นอกจากนี้ยังสามารถ
แยกสกุลของปลาในวงศยอย Rasborinae ไดอีกดวย คือ สกุล Luciosoma (ปลาซิวอาว), Esomus (ปลาซิวหนวดยาว), 
Boraras (ปลาซิวหนู, ปลาซิวสามจุด และปลาซิวเพชรนอย), Trigonostigma (ปลาซิวขางขวานใหญ และปลาซิวขาง
ขวานเล็ก), Rasbora (ปลาซิวหางกรรไกร ปลาซิวควายแถบดํา ปลาซิวหางดอก และปลาซิวหางแดงกระโดงแดง) และ 
Microdevario (ปลาซิวเขียว) โดยสอดคลองกับการจําแนกปลาตามระบบอนุกรมวิธานของ Nelson, 2006 และ 
Rainboth, 1996 และสอดคลองกับการศึกษา Phylogenetic tree ของ Mabee et al., 2007, Mayden et al., 2007 และ 
Mayden et al., 2009 

จากการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ เห็นไดวา ปลาซิวในสกุล Boraras, Trigonostigma และ Rasbora 
มีความใกลชิดกันมาก เนื่องจากปลาซิวในสกุล Rasbora มีความหลากหลายของชนิดสูง ประมาณ 70 ชนิด (Tang et al., 
2010) โดยสกุล Boraras และ Trigonostigma ถูกแยกออกมาจากสกุล Rasbora นั่นเอง (Tang et al., 2010) นอกจากนี้
ยังสอดคลองกับการศึกษาของ Mabee et al. (2007) ที่ทําการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปลาในวงศ 
Cyprinidae โดยใชยีนจากนิวเคลียสและไมโตคอนเดรียรวมกัน 
 

สรุป 
 

ดีเอ็นเอบารโคดเปนเคร่ืองมือที่มีประสิทธิภาพสูงในการจําแนกชนิดของปลาซิววงศยอย Rasborinae และ
สามารถแยกความแตกตางของปลาแตละชนิดออกจากกันไดอยางชัดเจน ซ่ึงขอมูลที่ไดนี้จะถูกรวบรวมไวเปนฐานขอมูล  
ดีเอ็นเอบารโคดของปลาในประเทศไทยตอไป 
 

คําขอบคุณ 
 

งานวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนสวนหนึ่งจากศูนยความเปนเลิศดานเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร สํานักพัฒนา
บัณฑิตศึกษาและวิจัยดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ และ
ขอขอบคุณหัวหนาหองปฏิบัติการกลาง มหาวิทยาลัยพะเยา ที่เอื้อเฟอสถานที่ในการทําวิจัยคร้ังนี้จนสําเร็จลุลวงไดดวยดี 
 

เอกสารอางอิง 
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Mol. Biol. 215:403-410. 
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เมื่อน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ทั้งหมดที่

ได้จากการศึกษานี้มาสร้าง Phylogenetic tree โดย

ใช้ล�ำดบั นวิคลโีอไทด์ของยนี COI จากปลาซวิข้าวสาร

เป็นสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม พบว่า สามารถแยกปลาซิว

ในวงศ์ย่อย Rasborinae ออกจากปลาซิวข้าวสาร 

(Oryzias sp.) ที่อยู่ในวงศ์ Adrianichthyidae ได้

อย่างชัดเจน (Figure 1) นอกจากนี้ยังสามารถแยก

สกุลของปลาในวงศ์ย่อย Rasborinae ได้อีกด้วย คือ 

สกุล Luciosoma (ปลาซิวอ้าว), Esomus (ปลาซิว

หนวดยาว), Boraras (ปลาซวิหน,ู ปลาซวิสามจดุ และ

ปลาซิวเพชรน้อย), Trigonostigma (ปลาซิวข้างขวาน

ใหญ่ และปลาซิวข้างขวานเล็ก), Rasbora (ปลาซิว

หางกรรไกร ปลาซิวควายแถบด�ำ ปลาซิวหางดอก 

และปลาซิวหางแดงกระโดงแดง) และ Microdevario 

(ปลาซิวเขียว) โดยสอดคล้องกับการจ�ำแนกปลาตาม

ระบบอนกุรมวธิานของ Nelson, 2006 และ Rainboth, 

1996 และสอดคล้องกบัการศกึษา Phylogenetic tree 

ของ Mabee et al., 2007, Mayden et al., 2007 และ 

Mayden et al., 2009

จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

เห็นได้ว่า ปลาซิวในสกุล Boraras, Trigonostigma 

และ Rasbora มีความใกล้ชิดกันมาก เนื่องจากปลา

ซิวในสกุล Rasbora มีความหลากหลายของชนิด

สูง ประมาณ 70 ชนิด (Tang et al., 2010) โดยสกุล 

Boraras และ Trigonostigma ถูกแยกออกมาจาก

สกุล Rasbora นั่นเอง (Tang et al., 2010) นอกจากนี้

ยังสอดคล้องกับการศึกษาของ Mabee et al. (2007) 

ที่ท�ำการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปลา

ในวงศ์ Cyprinidae โดยใช้ยีนจากนิวเคลียสและไม

โตคอนเดรียร่วมกัน

สรุป

ดเีอน็เอบาร์โค้ดเป็นเครือ่งมอืทีม่ปีระสทิธภิาพสงู

ในการจ�ำแนกชนิดของปลาซิววงศ์ย่อย Rasborinae 

และสามารถแยกความแตกต่างของปลาแต่ละชนิด

ออกจากกันได้อย่างชัดเจน ซึ่งข้อมูลที่ได้นี้จะถูก

รวบรวมไว้เป็นฐานข้อมูล  ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของปลาใน

ประเทศไทยต่อไป

ค�ำขอบคุณ

งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนส่วนหนึ่งจากศูนย์

ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนัก

พัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยี ส�ำนักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 

กระทรวงศึกษาธิการ และขอขอบคุณหัวหน้าห้อง

ปฏิบัติการกลาง มหาวิทยาลัยพะเยา ที่เอื้อเฟื้อสถาน

ที่ในการท�ำวิจัยครั้งนี้จนส�ำเร็จลุล่วงได้ด้วยดี

เอกสารอ้างอิง
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