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V

อ าภ รณ ์ โพ ธ ิ้'พ งศ ์'ว ิว ัฒ น ์ ความหลากหลายท างพ ัน ธ ุก รรมของหอย เป ๋าฮ ื้อ เขตร ้อน ในป ระเท ศไทยโดย  

R APD -P C R  (G E N E T IC  D IVER S ITY  OF TR O P IC A L  A B A LO N E  IN T H A IL A N D  U S IN G  R APD -PCR ) 

อ า จ า ร ย ์ท ี่ป ร ึก ษ า  : รศ. ดร. เผ ด ิม ศ ัก ด ี้ จ ารยะพ ันธ ุ, อ าจ ารย ์ท ี่ป ร ึก ษ าร ่วม  : ดร. ศ ิราว ุธ

กล ิ่นบ ุหงา, 149 หน ้า. ISBN 974 -1 7 -0 03 8 -5 .

ในการค ้นหาเคร ื่องหมายทางพ ันธ ุกรรมท ี่จำเพาะต ่อหอยเป ๋าอ ื้อ 3 ชนิดที่พบในประเทศไทย ได้แก่ H alio tis  

asin ina. H. ov ina  และ H. varia ด้วยเทคนิคอาร์เอ'พีดี โดยการคัดเลือกไพรเมอร์ขนาด 10 น ิวคลืโอไทด์ จำนวน 5 ไพรเมอf  

ได้แก่ UBC101, OPB11, UBC195, UBC197 และ UBC271 นำมาใช้ในการวิเคราะห์ล ักษณะทางพันธุกรรมของหอยเป๋าอื้อ 
ในประเทศไทย

จากการดีกษาหอยเป ๋าอ ื้อท ั้งสามชนิดได ้แก ่ H. asin ina, H. ov ina  และ H. varia  ด้วยไพรเมอร์ UBC101, OPB11 

พบว่าสามารถให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอเหมือนเดิมเมื่อทำชํ้าและให้ความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอ จำนวนทั้งส ิ้น 72 แถบ 

ฃึ่งม ืขนาดอยู่ในช่วง 320 -2300 คู่เบส และพบเปอร์เซ ็นต์ความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอเท่ากับ 100% ในทั้งลองไพรเมอร  ์

ระดับความหลากหลายทางพ ันธุกรรมระหว่างท ั้งสามชนิดมืค ่าส ูง

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ H. as in in a  โดยเทคนิคอาร์เอพดีด้วย1ไพรเมอร์ UBC101, OPB11, UBC195, 

UBC197 และ UBC271 พบแถบดีเอ็นเอจำนวน 113 แถบ ซึ่งม ืขนาดอยู่ในช่วง 250-2300 คู่เบส ทุกไพรเมอร์ให้ระดับความ 
หลากหลายทางพันธุกรรมสูงในหอยเป๋าอื้อชนิดนี้

เม ื่อคำนวณเปอร์เซ ็นต์ความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอใน H. asin ina, H. ov ina  และ H. varia  พบว่าม ืค ่าเท ่า 

กับ 84.91% , 94.74%  และ 91.23%  ตามลำดับ ค ่าด ัชนิความเหมือนเฉลี่ยของตัวอย่างทั้งหมดจาก 5 ไพรเมอร์มืค่า 0.7715, 

0.6830, 0.8002, 0 .8444 และ 0 .8396 ในไพรเมอร์ OPB11, UBC101, UBC195, UBC197 และ UBC271 ตามลำตับ ค่า 

ดัชน ีความเหมือนระหว่างชนิดมืค ่าอยู่ในช่วง 0 .7927-0 .8496, 0 .6010-0 .7032 และ0 .5259-0 .6102 ในชนิด H. asinina, 

H. ov ina  และ H. varia  ตามลำดับ ค่าความแตกต่างทางพ ันธุกรรมเฉลี่ยระหว่างหอยเป๋าอ ื้อ 3 ชน ิดมืค ่าเท ่าก ับ 0.2995, 

0 .4328 และ 0 .4295 ในชนิด H. asin ina, H. ov ina  และ H. varia  ตามลำดับ ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมเฉลี่ยของ H. 

as in ina  ในอ่าว1ไทยมืค ่าเท ่าก ับ 0 .0243 ชึ่งแสดงถึงความคล้ายคลึงก ันภายในกลุ่มประชากร H. asin ina  ในอ่าวไทยสูงเมือ 

เท ียบกับกลุ่มประชากร H. as in ina  เกาะตะลืบงจากฝังอันดามันและจากประเทศฟิลิปปินส์’

แผนภ ูม ิความล ัมพ ันธ ์เช ิงว ิว ัฒนาการท ี่ได ้จากค ่าความแตกต ่างทางพ ันธ ุกรรมเฉล ี่ยระหว่างกล ุ่มประชากรต่าง  ๆ

พบความแตกต่างอย่างชัดเจนระหว่างหอยเป๋าอ ื้อท ั้งสามชนิด (ข้อมูลจาก 2 ไพรเมอร์) และระหว่างกลุ่มประชากรของหอย 

เป๋าอื้อชนิด H. as in ina  (ข้อมูลจาก 5 ไพรเมอร์) ส่วน H. ov ina  พบความแตกต่างอย่างชัดเจนระหว่างกลุ่มประชากรจากฝัง 
ทะเลอ่าวไทยและทะเลอันดามัน

พบเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ได ้จากไพรเมอร์ UBC101 ให้แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะต่อชนิด H. as in ina  (1700 คู่ 

เบส) และจำเพาะต่อกลุ่มประชากรประเทศฟิลิปปินส์' (380 คู่เบส) ไพรเมอร์ UBC195 ให้แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะต่อชนิด 

H. as in ina  (1030 และ 650 คู่เบส) ไพรเมอร์ UBC197 ให้แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะต่อชนิด H. as in ina  (1450 และ 750 คู่เบส) 

นอกจากน ี้ไพรเมอร์UBC271 ให้แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะต่อชนิด H. as in ina  (680 คู่เบส) และกลุ่มประชากรจากเกาะลืบง (880  

คู่เบส) โดยการดีกษาครั้งน ี้ไม ่พบแถบดีเอ ็นเอท ี่จำเพาะต่อ H. ov ina  และ H. varia

ภ าค ว ิช า  ว ิท ย าศ าส ต ร ์ท างท ะ เล______ ลายม ือช ื่อน ิส ิต

ป ีก ารศ ึกษ า 2544
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Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis was used to identify species- 
specific genetic markers of three abalone species in Thailand; Haliotis asinina, น. ovina, น. varia. 
Five decanucleotide primers (UBC101, OPB11, UBC195, UBC197 and UBC271) were selected 
for genetic analysis of abalone in Thailand.

Seventy-two reproducible and polymorphic RAPD fragments (320-2300 bp in length) 
were generated using primers UBC101 and OPB11. One hundred percent of polymorphic bands 
were found for both primers. High genetic diversity levels between น. asinina, น. ovina and 
น varia was observed

Genetic diversity of น. asinina were examined using 5 primers (UBC101, OPB11, 
UBC195, UBC197 and UBC271). One hundred and thirteen reproducible and polymorphic 
fragments (250-2300 bp in length) were generated. All primers provided high polymorphic levels 
in this abalone.

The percentages of polymorphic bands of น. asinina, น. ovina and น. varia were 84.91, 
94.74 and 91.23, respectively. The average similarity index across overall samples resulted from 
primer UBC101, OPB11, UBC195, UBC197 and UBC271 were 0.7715, 0.6830, 0.8002, 0.8444 
and 0.8396, respectively. The average similarity index within samples of น. asinina, น. ovina and 
น. varia W'ere 0.7927-0.8496, 0.6010-0.7032 and 0.5259-0.6102, respectively. Average genetic 
differences within species were 0.2995, 0.4328 and 0.4295 for น. asinina, น. ovina and น. varia, 
respectively. The average genetic distance of น. asinina in the Gulf of Thailand were 0.0243 
implying genetically close relationship compared to Talibong Island from the Andaman Sea and 
the Philippines samples.

A neighbor-joining tree constructed from the average genetic distance between paired 
geographic samples indicated phylogenetically clear separation between investigated abalone 
species (using two primers) and geographic samples of น. asinina (using five primers). 
Phylogeography was obviously observed between น. ovina originating from the Andaman Sea 
and the Gulf of Thailand.

The primer UBC101 yielded a species-specific markers in น. asinina (1700 bp) and the 
Philippines sample (380 bp). The primer UBC195 showed species-specific nature in น. asinina 
(1030 and 650 bp). Primer UBC197 provided RAPD markers in น. asinina (1450 and 750 bp). 
Additional species-specific RAPD markers in น. asinina (680 bp) and น. asinina from Talibong 
Island (880 bp) were identified by the primer UBC271. No species-specific RAPD markers were 
observed in น. ovina and น. varia.
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LIST OF ABBREVIATIONS

A, c , G, T = nucleotide containing the base adenine, cytosine, guanine and 
thymine, respectively

bp = base pair
° c = degree Celsius
cm = centimetre
dATP = deoxyadenosine triphosphate
dCTP = deoxycytosine triphosphate
dGTP = deoxyguanosine triphosphate
dTTP = deoxythymidine triphosphate
DNA = deoxyribonucleic acid
EDTA = ethylene diamine tetracetic acid (disodium salt)
EtBr = ethydium bromide
HC1 = hydrochloric acid
Kb kilobase
KC1 = potassium chloride
L = length
M gC l2 = magnesium chloride
mg = m illigram
ml = m illilitre
M = molar
M tD N A = mitochondrial D N A
ng = nonogram
OD = optical density
PCR = polymerase chain reaction
RAPD = randomly amplified polymorphic DNA
RFLP = restriction fragment length polymorphism
RNase A = ribonucléase A
SDS = sodium dodecyl sulfate
Tris = tris (hydroxy methyl) aminomethane
Eg = microgram
El = mocrolitre
pM = micromolar
u v - ultraviolet
w / v = weight by volume
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