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อภิญญา เพ็งนาค : การส ารวจรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้า Portunus pelagicus 
(Linnaeus,1758) ในธรรมชาติ โดยใช้เครื่องหมายไมโครแซททัลไลต์ (Investigation on 
mating patterns of wild swimming crab Portunus pelagicus (Linnaeus, 1758) 
using microsatellite markers) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. ศานิต ปิยพัฒนา
กร {, 50 หน้า. 

การศึกษารูปแบบการสืบพันธ์ุในปูม้า Portunus pelagicus ทั้งหมด 5 ครอบครัว จาก
บริเวณต าบลคลองเคียน อ าเภอตะกั่วทุ่ง จังหวัดพังงา ด้วยเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโคร
แซททัลไลต์ 6 ต าแหน่ง  คือ DOFBSC3 DOFBSC23 DOFBSC27 DOFBSC25 DOFBSC26 และ 
DOFBSC29 พบว่า เครื่องหมายไมโครแซททัลไลต์มีความเหมาะสมในการศึกษารูปแบบการสืบพันธ์ุ
ของปูม้าได ้ในการศึกษาครั้งนี้แบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ 1) ส ารวจแอลลีลของไข่ที่ถูกผสมโดยรวมว่าไข่
บริเวณจับปิ้งได้รับการปฏิสนธิอย่างทั่วถึง โดยส ารวจแอลลีลของแม่ปูทั้ง 5 ตัว และไข่นอกกระดอก
ทั้งหมด 9 จุดบนจับปิ้งของแม่ปูแต่ละตัว เครื่องหมายไมโครแซททัลไลต์ ทั้ง 6 ต าแหน่ง แสดงทั้ง
จ านวนและขนาดของแอลลีลที่เหมือนกันของตัวอย่างไข่จากทั้ง 9 จุด ของแม่ปูแต่ละตัว แสดงให้เห็น
ว่าการเข้าผสมระหว่างไข่กับเสปิร์มเป็นไปอย่างทั่วถึงทั้งจับปิ้ง  ส่วนที่ 2 เป็นการวิเคราะห์รูปแบบ
พันธุกรรมระหว่างแม่ปูและลูก โดยเลือกใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ 3 ต าแหน่ง 
คือ DOFBSC3 DOFBSC23  และ DOFBSC27 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีความแปรปรวนค่อนข้างสงู เพื่อหา
จีโนไทป์ที่เป็นไปได้ของพ่อปทูี่เข้ามาผสมกับแม่ปูแต่ละตัว ผลที่ได้สามารถบ่งบอกรูปแบบการสืบพันธ์ุ
ได ้โดยรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้าที่พบ คือ การเข้าผสมพันธ์ุของปูเพศเมียหนึ่งตัวกับปูเพศผู้หนึ่งตัว
เท่านั้น โดยไม่พบการเข้าผสมของปูเพศผู้หลายตัวในปูเพศเมียหนึ่งตัว ซึ่งสอดคล้องกับพฤติกรรมการ
สืบพันธ์ุของปูม้าคือ หลังการผสมพันธ์ุปูเพศผู้จะเกาะหลังปูเพศเมียจนกว่ากระดองของปูเพศเมียที่
ลอกคราบจะแข็งแล้วจึงจะปล่อยปูเพศเมียไปเพื่อป้องกันการเข้าผสมพันธ์ุของปูเพศผู้ตัวอื่น รูปแบบ
การสืบพันธ์ุดังกล่าวในปูม้าเป็นหนึ่งในข้อมูลพื้นฐานทางชีววิทยาที่ส าคัญต่อรูปแบบการทดแทน
ประชากรของปูม้า ซึ่งสามารถน าไปใช้ประกอบการวางแผนอนุรักษ์ประชากรของปูม้าได้อย่างมี
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APINYA PHENGNAK: Investigation on mating patterns of wild swimming crab 
Portunus pelagicus (Linnaeus, 1758) using microsatellite markers. ADVISOR: 
ASST. PROF. SANIT PIYAPATTANAKORN, D.Sc {, 50 pp. 

Mating patterns of five ovigerous females of wild swimming crabs, Portunus 
pelagicus, were investigated using six microsatellite markers, namely DOFBSC3, 
DOFBSC23, DOFBSC27, DOFBSC25, DOFBSC26 and DOFBSC29. The samples were 
collected from Klongkian Sub-district, Takuathung District, Phangnga Province were 
assessed by. The results proved that microsatellite markers were suitable for the 
study on mating patterns of wild swimming crabs, P. pelagicus.  This study was 
divided into two parts: (1) the numbers and sizes of alleles from the pool of eggs 
were examined to prove that eggs in the abdomen were fertilized thoroughly in 
abdomen. The investigation was carried out using 9 pools of eggs from the abdomen 
of each ovigerous females. Six microsatellite loci show no difference in the numbers 
and sizes of alleles from the eggs in each female. This result suggested that the 
fertilization of egg and sperm was homogenous in the abdomen. (2) The genotypes 
of the ovigerous females and their individual egg were investigated using three 
microsatellite loci, namely DOFBSC3 DOFBSC23 and DOFBSC27. The genotyping of 
the females and their fertilized eggs can determine the putative genotypes of the 
fathers. The results can then be used to determine mating patterns. In this study, the 
result showed that the mating patterns of the species are single fertilization and 
multiple fertilizations was not detected.  This result is correspondent to mating 
behavior of crabs that the male mate with the molting female and attach to the 
female until the molting process of the female is complete.  The knowledge of the 
mating pattern in P. pelagicus is one of the major information that can be utilized to 
enhance the efficiency of conservative planning for this crab species in this area. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 

การสืบพันธ์ุเป็นปัจจัยหลักที่ส าคัญของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด โดยการสืบพันธ์ุจะช่วยเพิ่มจ านวน
ประชากรจากรุ่นหนึ่งสู่รุน่หนึ่ง เพื่อเป็นการทดแทนประชากรที่ตายไป เพื่อรักษาเผ่าพันธ์ุของตัวเองไว้
ให้คงอยู่ต่อไป ไม่ให้เกิดการสูญพันธ์ุ โดยการสืบพันธ์ุของสิ่งมีชีวิตทั่วไปสามารถแบ่งได้เป็น 2 รูปแบบ 
คือ การสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศและแบบไม่อาศัยเพศ ซึ่งทั้งสองรูปแบบนี้มีการถ่ายทอดยีนที่แตกต่าง
กัน ถ้าเกิดจากการสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ ลูกจะได้รับการถ่ายทอดยีนที่เหมือนกันทุกประการจาก
พ่อหรือแม่ แต่ส าหรับการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ ลูกจะได้รับยีนที่ถ่ายทอดลักษณะต่างๆที่หลากหลาย
กว่า เนื่องจากได้รับยีนจากทั้งพ่อและแม่ ซึ่งลักษณะต่างๆที่ได้รับสืบทอดกันต่อมาเป็นลักษณะทาง
พันธุกรรม  (Cupps, 1991) โดยความรู้เกี่ยวกับการสืบพันธ์ุนี้ยังมีความส าคัญที่ท าให้เกิดวิวัฒนาการ
ในการจัดล าดับของสิ่งมีชีวิตและบอกพฤติกรรมของสิ่งมีชีวิตนั้นๆได้  ซึ่งการสืบพันธ์ุมีรูปแบบที่
แตกต่างกันออกไปแล้วแต่ชนิดของสิ่งมีชีวิต 

 
การศึกษาการสืบพันธ์ุของสิ่งมีชีวิตในกลุ่มเดคาพอด ครัสเตเชียน สัตว์ในกลุ่มนี้ถือเป็นกลุ่ม

ประชากรที่มีขนาดใหญ่ พบการกระจายอย่างกว้างขวางในพื้นที่เขตร้อนและเขตอบอุ่น มีความ
หลากหลายทางชีวภาพสงู  และเป็นสัตว์ที่มีความส าคัญทางนิเวศวิทยาและทางเศรษฐกิจ (Martin et 
al., 2016) โดยเฉพาะกลุ่มของกุ้งและปู ซึ่งสัตว์ในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่จะมีการสืบพันธ์ุแบบแยกเพศ โดย
เพศผู้จะฝากน้ าเช้ือไว้ที่เพศเมียก่อน เมื่อไข่สุก เพศเมียจะปล่อยไข่และน้ าเช้ือออกมาผสมกันเอง และ
น าไข่ที่ได้รับการผสมแล้ว มาเก็บไว้ที่ระยางค์หน้าท้อง เพื่อพัฒนาเป็นตัวอ่อนในระยะต่อไป แต่การ
สืบพันธ์ุของสัตว์ในกลุ่มนี้ก็อาจมีลักษณะที่แตกต่างกันได้ ข้ึนอยู่กับปัจจัยหลายด้าน เช่น อัตราส่วน
ระหว่างเพศ พัฒนาการของอวัยวะสืบพันธ์ุ ขนาดที่สมบูรณ์เพศ ความดกไข่ และฤดูกาลวางไข่ เป็น
ต้น 

 
ปูม้า มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Portunus pelagicus (Linnaeus, 1758) เป็นทรัพยากรประมงที่

จัดได้ว่ามีความส าคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศไทยชนิดหนึ่ง เป็นที่นิยมบริโภคทั้งในและต่างประเทศ 
มีการส่งออกปูม้าสร้างรายได้ให้ประเทศเป็นอย่างมาก แต่ผลผลิตปูม้าส่วนใหญ่มาจากการจับใน
ธรรมชาติ ส่งผลให้ปริมาณปูม้าที่จับได้ลดน้อยลง ทั้งยังมีการจับปูม้าขนาดเล็กขึ้นมาใช้ประโยชน์ โดย
ที่ยังเจริญเติบโตไม่เต็มที่รวมถึงปูม้าที่มีไข่นอกกระดองด้วย เป็นสาเหตุที่ท าให้ทรัพยากรปูม้าลดลง
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มาก เกินกว่าที่ธรรมชาติจะทดแทนได้ทัน ในปัจจุบันจึงมีการทดลองเพาะขยายพันธ์ุปูม้า เพื่อทดแทน
ประชากรในธรรมชาติ แต่การเพาะเลี้ยงให้ประสบผลส าเร็จนั้นต้องอาศัยความรู้และความเข้าใจใน
ชีววิทยาของสิ่งมีชีวิตน้ันๆ โดยเฉพาะรูปแบบการทดแทนประชากรที่เป็นไปตามธรรมชาติของมัน 

  
ปูม้าโดยทั่วไปสามารถผสมพันธ์ุได้เมื่อมีอายุประมาณ 3 เดือน โดยในช่วงฤดูผสมพันธ์ุปูเพศผู้

จะลอกคราบก่อน เมื่อกระดองมีความแข็งแรงเต็มที่ จะเริม่หาปูเพศเมียที่โตเต็มวัย จากนั้นปเูพศผูจ้ะ
เกาะหลังปูเพศเมียที่พบประมาณ 3-4 วัน จนกระทัง่ปเูพศเมียลอกคราบ ล าตัวอ่อนนุ่ม ปเูพศผูจ้ะ
แทรกล าตัวเข้าไประหว่างจบัปิง้ของปูเพศเมีย วิธีนี้จะเป็นการรับประกันอย่างดีว่า เช้ือสืบพันธ์ุเพศผู้
จะมีโอกาสผสมพันธ์ุกับไข่ นอกจากนี้ยังเป็นการให้โอกาสในการเลือกคู่อกีด้วย หลังจากผสมพันธ์ุแล้ว
ปูเพศเมียจะกลบัตัวอยู่ในท่าปกติ ปเูพศผู้ยงัคงเกาะหลังปูเพศเมียต่อไปประมาณ 1-2 วัน จนกระทั่งปู
เพศเมียกระดองแข็งจงึแยกตัวออก   โดยพฤติกรรมดังกล่าวนี้แสดงใหเ้ห็นว่า ปเูพศผูม้ีพฤติกรรม
ป้องกันปูเพศผู้ตัวอื่นมาผสมพันธ์ุคู่ของมัน แต่อย่างไรก็ตาม ได้พบรายงานเกี่ยวกบัพฤติกรรมที่
แตกต่างออกไปในกลุ่มของปูและกุง้บางชนิด (Toonen, 2004; Walker et al., 2002) ได้เกิดการ
ผสมพันธ์ุของเพศผู้หลายตัวกับเพศเมียตัวเดียว หรือเพศผู้ตวัเดียวกับเพศเมียหลายตัวก็เป็นได้   

 
 การใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ เป็นวิธีการที่มีความเหมาะสมใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและความแตกต่างระหว่างประชากร ไมโครแซททัลไลต์ คือ 
บริเวณหนึ่งของจีโนมที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ ากัน 2-6 เบส ความยาวประมาณ 100-500 คู่เบส ซึ่งใน
แต่ละต าแหน่งจะมีจ านวนล าดับที่ซ้ ากันที่มีความแตกต่างกัน โดยเครื่องหมายทางพันธุกรรมนี้มีการ
วิวัฒนาการรวดเร็วพอที่จะใช้ตรวจสอบโครงสร้างของประชากรและรูปแบบการสืบพันธ์ุของสิ่งมีชีวิต
ได้ นอกจากนั้นยังเป็นเครือ่งหมายดีเอ็นเอทีใ่ห้ความแตกต่างสงู และแสดงให้เห็นสภาพข่มรว่มกันของ
ยีน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งเน้นศึกษารูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้า P. pelagicus บริเวณพื้นที่
ต าบลคลองเคียน อ าเภอตะกั่วทุ่ง จังหวัดพังงา โดยใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ 
จะช่วยให้ข้อมูลแทนการสังเกตพฤติกรรมการผสมพันธ์ุในธรรมชาติ ได้ โดยใช้หลักการวิเคราะห์
ลักษณะทางพันธุกรรมของพ่อแม่ ซึ่งเป็นวิธีหนึ่งที่เรียนรู้ภายใต้เงื่อนไขการผสมพันธ์ุตามธรรมชาติ 
โดยข้อมูลทางพันธุกรรมสามารถใช้เป็นหลักฐานทางอ้อมเพือ่ใช้ทดสอบสมมติฐานเกีย่วกับรปูแบบการ
สืบพันธ์ุได้ เช่น ในบางกรณีที่กุ้งเพศเมียได้รับการผสมพันธ์ุโดยกุ้งเพศผู้หลายตัว จะพบว่าลูกได้รับยีน
ที่ถ่ายทอดจากพ่อและแม่ที่แตกต่างกันหลายแอลลีล แสดงให้เห็นว่าเกิดการผสมพันธ์ุโดยเพศผู้หลาย
ตัวเป็นแบบ multiple fertilization หรืออาจเกิดการผสมพันธ์ุแบบหนึ่งต่อหนึ่งก็ได้ เรียกว่า single 
fertilization ซึ่งเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์สามารถช่วยตรวจสอบรูปแบบการ
สืบพันธ์ุในสิ่งมีชีวิตได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยงานวิจัยน้ีจะท าให้ทราบข้อมูลพื้นฐานทางชีววิทยาการ
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สืบพันธ์ุของปูม้า ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการพัฒนาการเพาะเลี้ยงเพื่อการอนุรักษ์ และการทดแทน
ประชากรให้คงอยู่ต่อไปอย่างยั่งยืน 
 



 

 

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1 ลักษณะท่ัวไปและการกระจายตัว 

 
ปูม้า Portunus pelagicus (Linnaeus, 1758) ได้ถูกจัดอยู่ใน Phylum Arthropoda, 

Subphylum Crustacea, Class Malacostraca, Order Decapoda, Infraorder Brachyura, 
Family Portunidae, Genus Portunus, Species pelagicus ลักษณะโดยทั่วไป คือ มีกระดอง
กว้าง ระหว่างขอบตามีหยักประมาณ 4 หยัก ขาสั้นกว่าก้าม ขาคู่สุดท้ายมีลักษณะแบนแบบใบพายใช้
ส าหรับว่ายน้ า (สุเมธ ตันติกุล, 2527) จึงมีช่ือภาษาอังกฤษว่า Swimming crab (Nadiah et al., 
2012) ส าหรับตัวผู้ล าตัวจะมีสีฟ้าอ่อน มีจุดสีขาวกระจายไปทั่วตามกระดองและก้าม พื้นท้องเป็นสี
ขาว ตัวผู้มักมีขนาดใหญ่กว่าตัวเมีย (Kangas, 2000; เขียน สินอนุวงศ์, 2520) ส่วนตัวเมียลักษณะ
โดยทั่วไปเหมือนตัวผู้ แต่ต่างกันที่กระดองจะแป้นกว่าและมีก้ามสั้นกว่าตัวผู้ ล าตัวเป็นสีน้ าตาลอ่อน
ทั้งบริเวณก้ามและขาว่ายน้ า ปลายขามีสีม่วงแดง (Hartnoll, 1969; Ryan, 1967) นอกจากนี้ยัง
สังเกตได้จากรูปร่างของ abdomen หรือช่ือที่เรียกตามท้องถ่ินว่า จับปิ้งหรือตะปิ้ง (สุเมธ ตันติกุล, 
2527) โดยเพศผู้จะมี abdomen เป็นรูปสามเหลี่ยม แคบ และมี pleopod คู่แรกดัดแปลงเป็น
อวัยวะที่ช่วยในการสืบพันธ์ุ เรียกว่า gonopod หรือ penis ที่ช่วยในการถ่ายส่งเช้ือเพศผู้ไปยังเพศ
เมีย ส่วนเพศเมียมี abdomen เป็นรูปครึ่งวงกลม หรือสามเหลี่ยมกว้าง และมี pleopod 5 คู่ เป็นที่
ยึดเกาะของไข่ที่ได้รับการปฏิสนธิ ดังรูปที่ 1 (Fielder and Eales, 1972; Sukumaran, 1996) 
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รูปท่ี 1 โครงสร้างของ abdomen  ในปูม้าเพศผู้ (ซ้าย) และปูม้าเพศเมีย (ขวา) (Chan et al., 2009) 

  
 

ปูในครอบครัว Portunidae มีการกระจายอยู่ทั่วไปในเขตร้อนเป็นบริเวณกว้างในเขตชายฝั่ง
ทะเลรอบมหาสมุทรในแถบอินโดแปซิฟิก ตั้งแต่ชายฝั่งตะวันออกของประเทศแอฟริกาจนถึงชายฝั่ง
ด้านเหนือของประเทศนิวซีแลนด์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในแถบมหาสมุทรอินเดียทั้งฝั่งตะวันออก และฝั่ง
ตะวันตก แถบประเทศญี่ปุ่น ฟิลิปปินส์ แทนซาเนีย ออสเตรเลีย จีน คาบสมุทรมลายู และประเทศ
ไทย เป็นต้น (Edgar, 1990; Kailola et al., 1993) ส าหรับประเทศไทยพบปูม้ากระจายตัวอยู่ในแนว
ชายฝั่งทั้งสองด้าน ได้แก่ ด้านตะวันตกคือบริเวณทะเลอันดามันและด้านตะวันออกคืออ่าวไทย ในทุก
จังหวัด (Klinbunga et al., 2007; Klinbunga et al., 2010a; Klinbunga et al., 2010b) บริเวณ
พื้นท้องทะเลที่เป็นโคลน ทราย และโคลนปนทราย ตลอดจนบริ เวณหาดหิน อย่างไรก็ตามปูม้ามัก
ชอบอาศัยอยู่บริเวณพื้นทราย หรือทรายปนโคลนมากกว่า โดยทั่วไปจะพบปูม้ามากที่สุดที่ระดับความ
ลึก 7-20 เมตร ถ้าความลึกมากข้ึนจะพบปูม้าน้อยลง และไม่พบปูม้าเลยที่ระดับความลึก 50 เมตรข้ึน
ไป (วุฒิ คุปตะวาทิน, 2543; สุเมธ ตันติกุล, 2527) ปูม้ามีพฤติกรรมการสร้างอาณาเขต โดยบริเวณ
ความกว้างของอาณาเขตข้ึนอยู่กับขนาดของตัวปูม้า คือ ปูม้าที่ตัวใหญ่จะมีอาณาเขตกว้างขวางกว่าปู
ม้าที่มีขนาดเล็ก และจะต่อสู้ป้องกันอาณาเขตเมื่อถูกบุกรุกจากปูตัวอื่น ซึ่งปูม้าที่แข็งแรงจะเป็นผู้
ครอบครองอาณาเขต (Alonzo and Warner, 2000; Bryars and Adams, 1999; Naiyanetr, 
1998) ที่อุณหภูมิ 30-32 องศาเซลเซียส พบปูม้าในปริมาณมากกว่าบริเวณที่มีอุณหภูมิต่ ากว่า 29 
องศาเซลเซียส นอกจากนี้ปูม้าชอบอาศัยอยู่ในน้ าทะเลความเค็มระหว่าง 28-29 PSU และถ้าความ
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เค็มของน้ าสูงข้ึนกว่าน้ี ปริมาณของปูม้าจะลดลง ส่วนแม่ปูม้าไข่นอกกระดองพบร้อยละ 6.46, 6.53, 
9.40 และ 11.11 ที่ระดับความลึก 5-10, 10-15, 15-20 และมากกว่า 20 เมตร ตามล าดับ ส่วนที่
ระดับความลึก 3-5 เมตร จะไม่พบปูม้าไข่นอกกระดองเลย (จินตนา และคณะ, 2551; Klinbunga et 
al., 2010b)  
 

ปูม้านับว่าเป็นสัตว์ที่อยู่ในกลุ่มเดคาพอด ครัสเตเชียน ซึ่งสัตว์ในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นสัตว์
ทะเล มีบางชนิดที่พบในน้ าจืด และพบบนบก สัตว์ในกลุ่มนี้ที่รู้จักกันดี ได้แก่ พวกกุ้ง กั้ง และปู เป็น
ต้น ล้วนเป็นสัตว์ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ จึงถูกน ามาศึกษาในหลายด้าน เช่น นิเวศวิทยา สรีระ
วิทยา ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พฤติกรรม และชีววิทยาการสืบพันธ์ุ เป็นต้น  (Stillman et al., 
2015; Zairion et al., 2015a; Zairion et al., 2015b) โดยเฉพาะการศึกษาด้านการสืบพันธ์ุ จะท า
ให้ได้ข้อมูลพื้นฐานทางชีววิทยาเพื่อน าไปสู่การอนุรักษ์อย่างยั่งยืน ซึ่งการศึกษาด้วยวิธีทางพันธุศาสตร์
เป็นวิธีการที่ช่วยให้ข้อมูลได้ชัดเจนข้ึน (Jensen and Bentzen, 2012) 

 
 
2.2 การสืบพันธุ์ของปูมา้ และพัฒนาการของคัพภะ 

 
ปูม้าในธรรมชาติมีไข่นอกกระดองได้ตลอดทั้งปี โดยมีปริมาณมากสุด 2 ช่วง คือ ระหว่าง

เดือนกุมภาพันธ์ถึงเดือนพฤษภาคม และเดือนกันยายนถึงเดือนธันวาคม โดยขนาดของปูเพศเมียมี
ความกว้างกระดองแรกเริ่มสืบพันธ์ุที่ร้อยละ 50 เท่ากับ 9.47 เซนติเมตร หรือมีอายุประมาณ 144 
วัน (กรุณา สัตยมาศ และ สุชาติ ยังทรัพย์, 2532; จินตนา และคณะ, 2551)  ปูม้ามีการสืบพันธ์ุแบบ
อาศัยเพศ ซึ่งแยกเพศอย่างชัดเจน (gonochoric)  และเกิดการผสมพันธ์ุภายนอก (External 
fertilization) (Sukumaran and Neelakantan, 1998) การผสมพันธ์ุของปูม้า จะเกิดข้ึนขณะที่ปู
เพศเมียก าลังจะลอกคราบก่อนผสมพันธ์ุ ปูเพศผู้จะลอกคราบก่อนประมาณ 7-10 วัน (สุเมธ ตันติกุล, 
2527) เมื่อกระดองแข็งมีความสมบูรณ์เต็มที่ก็จะเริ่มหาปูเพศเมียที่โตเต็มวัย และมีความพร้อมที่จะ
ผสมพันธ์ุ คือ ช่วงที่ใกล้ลอกคราบ เมื่อพบแล้วปูเพศผู้จะเกาะหลังปูเพศเมีย โดยใช้ขาเดินคู่ที่ 2-4 
พยุงปูเพศเมียไว้ประมาณ 3-4 วัน (วาสนา และคณะ, 2554) จนกระทั่งปูเพศเมียลอกคราบ ล าตัวนิ่ม 
เพศผู้จะพลิกตัวเอาด้านท้องข้ึนมาประกอบกัน และสอดจับปิ้งเข้าไปในจับปิ้งของปูเพศเมีย  ช่วงนี้ปู
เพศผู้จะใช้ขาพยุงตัวเองไว้เพื่อไม่ให้ปูเพศเมียที่นิ่มเป็นอันตราย ปูเพศผู้จะปล่อยน้ าเช้ือไปไว้ในถุงเก็บ
น้ าเช้ือภายในปูเพศเมีย รอระยะเวลาผสมกับไข่ที่ส่งมาตามท่อน าไข่ในภายหลัง (Fielder and Eales, 
1972) ข้ันตอนการผสมพันธ์ุนี้ใช้ระยะเวลาประมาณ 6 ช่ัวโมง (วุฒิชัย อ่อนเอี่ยม และ วราห์ เทพาหุดี



 

 

4 

, 2553) หลังจากผสมพันธ์ุแล้ว ปูเพศเมียก็จะกลับตัวอยู่ในท่าปกติ ปูเพศผู้จะเกาะหลังปูเพศเมียอีก 
1-2 วัน (สุเมธ ตันติกุล, 2527) จนกระทั่งเพศเมยีกระดองแข็งจึงแยกตัวออก จากนั้นประมาณ 20-30 
วัน (บรรจง เทียนส่งรัศมี, 2547; วุฒิ คุปตะวาทิน, 2543) ไข่จะถูกส่งมาตามท่อน าไข่เพื่อผสมกับ
น้ าเช้ือ โดยในระยะแรกไข่จะอยู่ภายในกระดอง (Arshad et al., 2006) ต่อมากระดองทางด้านท้อง
เปิดออกท าให้สามารถเห็นไข่ปูม้าได้ชัดเจน จึงมักเรียกปูม้าในระยะนี้ว่า “ปูม้าไข่นอกกระดอง” ไข่
นอกกระดองนี้จะติดอยู่ที่จับปิ้ง (abdomen) ขณะที่เจริญแบ่งเซลล์อยู่ภายในเปลือกไข่ (Zairion, 
2015b; Zairion, 2015a) สีของไข่จะค่อยๆเปลี่ยนจากสีเหลอืง เป็นสีเหลืองอมสม้ สีน้ าตาล สีน้ าตาล
อมเทา และสีเทาอมด า ตามล าดับ จากนั้นปูม้าที่มีไข่สีเทาอมด าจะวางไข่ภายใน 1-2 วัน (วารินทร์ 
ธนาสมหวัง, 2548) 
 
 
การศึกษาพัฒนาการของคัพภะที่อยู่ในไข่นั้น สามารถแบ่งระยะการพัฒนาได้เป็น 4 ระยะ คือ (นงนุช 
ตั้งเกริกโอฬาร และ ศุภางค์ ช าปฏิ, 2550; วาสนา และคณะ, 2554) 

1. ระยะคลีเวจ-บลาสตูลา (Clevage-Blastula stages) ไข่มีสีเหลืองนวล ภายในไข่มีไข่แดง 
(yolk) บรรจุอยู่เต็ม และมีการแบ่งเซลล์ ในตอนท้ายระยะนี้จะเห็นการแบ่งเซลล์จ านวนมาก 

2. ระยะแกสตรูลา (Gastrula stage) ไข่มีสีเหลืองส้ม ภายในไข่มีการคอดเว้าของเซลล์ไข่แดง 
ท าให้เกิดช่องว่าง (blastocoel) ภายใน บริเวณช่องว่างจะสังเกตเห็นเป็นเนื้อเยื่อใสๆ เป็น
ก้อน 

3. ระยะเกิดจุดตาและเม็ดสี (Eyespot-Pigmentation stages) ไข่มีสีน้ าตาลด า ภายในไข่
มองเห็นเป็นเนื้อเยื่อของคัพภะ และมีจุดสีแดงเล็กๆ รูปร่างเป็นเสี้ยว 2 จุด เป็นจุดสีตา (eye 
pigment) ของคัพภะ ระยะนี้เป็นระยะที่เกิดเนื้อเยื่อของคัพภะ ในตอนท้ายของระยะนี้จะมี
ปริมาณของเม็ดสี (pigment) เพิ่มมากขึ้น 

4. ระยะหัวใจเต้น (Heart-beating stage) ไข่มีสีเทาด า และขนาดใหญ่ข้ึนมากเมื่อเทียบกับ
ระยะคลีเวจ ส่วนของตาจะมีขนาดใหญ่เห็นเป็นสีด าชัดเจน และสามารถมองเห็นเป็นโครง
ร่างของคัพภะที่อยู่ภายในไข่ได้ชัดเจน พบการเต้นของหัวใจของคัพภะที่อยู่ในไข่ ในช่วงแรก
จะมีการเต้นอย่างช้าๆ และช่วงท้ายจะเห็นการเต้นของหัวใจชัดเจน และเร็วข้ึน 

โดยปริมาณไข่ของแม่ปูม้าข้ึนอยู่กับขนาดของแม่ปู และพื้นที่ที่ปูม้าอาศัยอยู่ (Arshad et al., 2006; 
วารินทร์ ธนาสมหวัง, 2548; วุฒิชัย อ่อนเอี่ยม และ วราห์ เทพาหุดี, 2553) 
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2.3 พฤติกรรมการผสมพันธุ ์

 
 การผสมพันธ์ุของปูที่อยู่ในกลุ่มปูแท้จริง (Brachyuran crab หรือ True crab) มักมี
พฤติกรรมต่างๆ เช่น การจับคู่ การลอกคราบของเพศเมีย และการแก่งแย่งกัน เป็นต้น โดยปูม้า P. 
pelagicus ก็มีพฤติกรรมในลักษณะเช่นเดียวกันเพื่อใหป้ระสบความส าเรจ็ในการผสมพันธ์ุ (Asakura, 
1999; Emlen and Oring, 1977; Hartnoll, 1969) 
 
 
2.3.1 พฤติกรรมการจับคู่ 

 
ก่อนการผสมพันธ์ุ สัตว์ต่างๆจะมีพฤติกรรมในการจับคู่ (Thompson and McLay, 2005) 

รวมทั้งสัตว์ในกลุ่มเดคาพอด ครัสเตเชียนที่อยู่ในกลุ่มเดียวกับปูม้า ก็จะมีการแสดงออกในเรื่องนี้ ซึ่ง
พฤติกรรมในการจับคู่ผสมพันธ์ุที่พบหลักๆ จะแบ่งได้เป็น 2 แบบ คือ 1) Monogamy เป็นพฤติกรรม
ที่เพศผู้หนึ่งตัวจับคู่กับเพศเมียหนึ่งตัวมาผสมพันธ์ุกันและอยู่ด้วยกันตลอดฤดูผสมพันธ์ุ ปูกลุ่มนี้ส่วน
ใหญ่จะพบพฤติกรรมแบบนี้ เช่น ปูในครอบครัว Cancridae (Mckeown and Shaw, 2008a) และ
ครอบครัว Portunidae (Fielder and Eales, 1972; Nehring and van der Meer, 2010) ซึ่งปูม้า 
P. pelagicus จัดว่าอยู่ในครอบครัวนี้ด้วย  โดยพบว่าสัตว์ที่มีการจับคู่แบบนี้มีโอกาสผสมพันธ์ุแบบ 
single fertilization ซึ่งเพศผู้จะคอยเฝ้าเพศเมียเป็นอย่างดีจนกว่าจะผสมพันธ์ุส าเร็จ 2) Polygamy 
คือ พฤติกรรมที่มีเพศผู้และเพศเมียมากกว่าหนึ่งตัวมาผสมพันธ์ุกัน และสามารถแบ่งย่อยได้อีก 2 
แบบ คือ polygyny เป็นการจับคู่ของเพศผู้หนึ่งตัวกับเพศเมียสองตัวข้ึนไป แต่มักไม่ค่อยพบ
พฤติกรรมนี้ในสัตว์กลุ่มเดียวกับปูม้า เนื่องจากเพศเมียมีการป้องกันตัวเองเป็นอย่างดี (Emlen and 
Oring, 1977) และ polyandry จะตรงข้ามกับแบบแรก คือ เพศเมียหนึ่งตัวจับคู่ผสมพันธ์ุกับเพศผู้
หลายตัว พฤติกรรมแบบนี้เคยพบในสัตว์กลุ่มเดคาพอด ครัสเตเชียน เนื่องจากสัดส่วนของเพศไม่
สมดุล มีเพศผู้มากกว่าเพศเมีย จึงท าให้เกิดการผสมพันธ์ุแบบ multiple fertilization (Baggio et 
al., 2011; Jossart et al., 2014) การเลือกคู่เป็นปัจจัยอย่างหนึ่งที่ท าให้ประสบความส าเร็จในการ
ผสมพันธ์ุ แต่อย่างไรก็ตาม พฤติกรรมการจับคู่ก็อาจเปลี่ยนแปลงได้ตามความสนใจด้วย อย่างเช่น 
เพศเมียที่เคยจับคู่แบบ Monogamy แต่ถ้ามีลักษณะภายนอกที่โดดเด่น ก็จะดึงดูดเพศผู้ตัวอื่นให้เข้า
มาได้ มีผลท าให้ผู้ล่าในธรรมชาติลดน้อยลง (Koga et al., 1998)   
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2.3.2 การลอกคราบ 

   
ส าหรับกลุ่มปูนั้นยังมีปัจจัยที่มีผลต่อพฤติกรรมการผสมพันธ์ุ ข้ึนอยู่กับกระบวนการลอก

คราบของเพศเมียในช่วงที่มีการผสมพันธ์ุด้วย  (Christy, 1987; Hartnoll, 2000) ซึ่งจะมี 2 แบบ คือ 
1) Hard-female mating จะเกิดการผสมพันธ์ุข้ึนในขณะที่เพศเมียอยู่ในช่วงก าลังจะลอกคราบ ซึ่ง
กระดองเพศเมียยังแข็งอยู่ จึงท าให้การเข้าหากันไม่แน่นหนา และเมื่อเพศผู้เข้าผสมแล้ว จะออกจาก
เพศเมียทันที จึงท าให้มีโอกาสที่เพศผู้ตัวอื่นจะเข้าผสมพันธ์ุซ้ าได้ ซึ่งพบการกระท าแบบนี้ในปู
ครอบครัว Corystidae, Grapsidae และ Ocypodidae 2) Soft-female mating คือ เพศผู้จะเข้า
ผสมทันทีหลังเพศเมียลอกคราบเสร็จ โดยจะเฝ้าเพศเมียไว้ตลอดช่วงการลอกคราบ และรอจนกว่า
เพศเมียจะกระดองแข็งอีกครั้ง ซึ่งเป็นการป้องกันเพศผู้ตัวอื่นไว้ได้เป็นอย่างดี ตัวอย่างเช่น ปูใน
ครอบครัว Cheiragonidae, Cancridae และ Portunidae (Hartnoll, 1969) และจากการศึกษาใน
ปูม้าพบว่า เพศผู้จะเข้าผสมพันธ์ุเมื่อเพศเมียมีล าตัวนิ่ม หลังลอกคราบเสร็จทันที  (Jivoff, 1997a; 
1997b; Jivoff and Hines, 1998; Kendall et al., 2002) แต่มีปูในครอบครัว Xanthidae ที่
สามารถผสมพันธ์ุได้ทั้งตอนที่เพศเมียกระดองแข็งและนิ่ม รวมทั้งยังมีพฤติกรรมในการเฝ้าคู่อีกด้วย 
อย่างไรก็ตามระยะเวลาที่ใช้ในการลอกคราบของปูในแต่ละครั้งนั้นข้ึนอยู่กับขนาด อายุ ความสมบูรณ์
ของปู อาหาร และสิ่งแวดล้อมภายนอก ได้แก่ อุณหภูมิ ความเค็มของน้ า ปริมาณออกซิเจนที่ละลาย
ในน้ า ความเข้มแสง และข้างข้ึนข้างแรม เป็นต้น (Marshall et al., 2005; Thompson and 
McLay, 2005; บุญรัตน์ ประทุมชาติ, 2550) 
 
 
2.3.3 พฤติกรรมการผสมพันธ์ุในปูม้า 

 
ปูม้าโดยทั่วไปสามารถผสมพันธ์ุได้เมื่อมีอายุประมาณ 3 เดือน (วุฒิ คุปตะวาทิน, 2543) 

ในช่วงฤดูผสมพันธ์ุปูเพศผู้จะลอกคราบก่อน เมื่อกระดองมีความแข็งแรงเต็มที่ จะเริ่มหาปูเพศเมียทีโ่ต
เต็มวัย ซึ่งปูเพศเมียอาจมีการปล่อยสารเคมีบางอย่างออกมากับมวลน้ าเป็นการล่อปูเพศผู้ด้วย 
(Christofferson, 1978; Kamio et al., 2002; Ridley, 1983) หลังจากนั้นเมื่อจับคู่กันได้แล้ว ปูเพศ
ผู้จะเกาะหลังปูเพศเมียที่พบประมาณ 3-4 วัน จนกระทั่งปูเพศเมียลอกคราบ ล าตัวอ่อนนุ่ม ปูเพศผู้
จะแทรกล าตัวเข้าไประหว่างจับปิ้งของปูเพศเมีย โดยใช้อวัยวะที่อยู่ตรงจับปิ้ง เรียกว่า gonopods 
ท าหน้าที่ถ่ายเช้ือสืบพันธ์ุเพศผู้เข้าไปผสมพันธ์ุในปูเพศเมยี (Bauer and Abdalla, 2001; Dinakaran 
and Soundarapandian, 2009; Nadiah et al., 2012) วิธีนีเ้ป็นการประกันอย่างดีว่า เช้ือสืบพันธ์ุ
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เพศผู้จะมีโอกาสผสมพันธ์ุกับไข่ นอกจากนี้ยังเป็นการเปิดโอกาสในการเลือกคู่ของมันอีกด้วย ซึ่งกล
ยุทธ์นี้พบมากในกลุ่มเดคาพอด ครัสเตเชียน เช่น พวกกุ้งและปู จึงท าให้สัตว์กลุ่มนี้ประสบความส าเรจ็
ในการผสมพันธ์ุสูง (Goldstein and Dupré, 2010; Guinot et al., 2013; Padate et al., 2010; 
Vallina et al., 2014) หลังจากผสมพนัธ์ุแล้วปูเพศเมียจะกลบัตัวอยู่ในท่าปกติ ปูเพศผู้ยังคงเกาะหลัง
ปูเพศเมียต่อไปประมาณ 1-2 วัน จนกระทั่งปูเพศเมียกระดองแข็งจึงแยกตัวออก (รูปที่ 2)  โดย
พฤติกรรมดังกล่าวนี้ แสดงให้เห็นว่า ปูเพศผู้มีพฤติกรรมป้องกันปูเพศผู้ตัวอื่นมาผสมพันธ์ุคู่ของมันอีก 
(Alcock, 1994; Poole, 1989) แต่อย่างไรก็ตาม การปกป้องคู่ผสมพันธ์ุนี้เกิดโอกาสผิดพลาดได้
เช่นกัน ในหลายกรณีที่เพศผู้ไม่สามารถป้องกันได้ เนื่องจากเพศผู้ตัวอื่นมีการใช้กลยุทธ์ต่างๆ เพื่อเข้า
ไปแทนที่จนได้ ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น ขนาด เพศผู้ที่มีขนาดใหญ่กว่ามักจะได้เปรียบ 
และจะพยายามเข้าผสมพันธ์ุซ้ าหรือแทนที่ได้ส าเร็จ (Alonzo and Warner, 2000; Simmons et 
al., 1999) ซึ่งเคยมีรายงานพฤติกรรมแบบนี้ในปูและกุ้งบางชนิด กลุ่มปูที่เคยพบพฤติกรรมดังกล่าว 
ได้แก่ กลุ่มของปูก้ามดาบ Uca mjoebergi ซึ่งจะมีการต่อสู้เพื่อแย่งชิงเพศเมียกัน (Reaney et al., 
2012)  

 
 
  

 
 

รูปท่ี 2 ช่วงหนึ่งของพฤติกรรมการผสมพันธ์ุของปมู้า (Nadiah et al., 2012) 
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2.4 การศึกษาพันธุกรรมของปูมา้ 

 
เริ่มแรกในการศึกษาการสืบพันธ์ุของปูม้า จะใช้วิธีการศึกษาการสร้างเซลล์สืบพันธ์ุภายใน 

โดยใช้วิธีการศึกษาเนื้อเยื่อ (Histology) (Soundarapandian, 2013; Vallina et al., 2014) และยัง
มีการศึกษาโดยการส ารวจพฤติกรรมการผสมพันธ์ุโดยตรง จากการสังเกตในห้องทดลอง (Dinakaran 
and Soundarapandian, 2009; Fielder and Eales, 1972; Thompson and McLay, 2005) แต่
พบว่าการศึกษาด้วยวิธีดังกล่าว ไม่สามารถตรวจสอบการเข้าคู่ของยีน เพื่อวิเคราะห์ ลักษณะทาง
พันธุกรรมไดอ้ย่างชัดเจน ดังนั้น การศึกษาพันธุกรรมของปูม้าจึงต้องใช้เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ใน
การวิเคราะห์ครั้งนี้  

 
เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ (Molecular genetics) เป็นที่นิยมอย่างมากในการใช้ศึกษา

ลักษณะทางพันธุกรรม ซึ่งเกี่ยวเนื่องกับการส ารวจโครงสร้างพันธุกรรมของประชากรของสิ่งมีชีวิตที่
สนใจ ด้วยการส ารวจความแปรผันทางพันธุกรรมของแต่ละประชากร ข้อมูลโครงสร้างพันธุกรรมที่ได้
เป็นหนึ่งในข้อมูลที่ส าคัญที่น าไปประกอบในการพิจารณาวางแผนอนุรักษ์  นอกจากนี้เทคนิคดังกล่าว
ยังสามารน ามาประยุกต์ใช้ในการส ารวจรูปแบบการผสมพันธ์ุของสิ่งมีชีวิตได้ ซึ่งจะช่วยให้ข้อมูลแทน
การสังเกตพฤติกรรมการผสมพันธ์ุในธรรมชาติ ซึ่งท าได้ค่อนข้างล าบากโดยเฉพาะในสิ่งมีชีวิตที่อาศัย
อยู่ในทะเล (Soundarapandian, 2013; Watson, 1972) เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ที่น ามาใช้ใน
การวิเคราะห์จะใช้ในการระบุลักษณะพันธุกรรม (genotype) ของพ่อแม่และลูก โดยข้อมูลทาง
พันธุกรรมสามารถใช้เป็นหลักฐานทางอ้อมเพื่อใช้ทดสอบสมมติฐานเกี่ยวกับรูปแบบการสืบพันธ์ุได้ 

   
ส าหรับเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ (molecular genetics) นั้นมีวิธีการที่หลากหลายที่

สามารถแสดงข้อมูลทางพันธุกรรมได้ อย่างเช่น มีการใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมอัลโลไซม์ (Bryars 
and Adams, 1999) เครื่องหมาย AFLP (Klinbunga et al., 2007) และเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
RAPD (Klinbunga et al., 2010a) เพื่อศึกษาโครงสร้างประชากรปูม้าในขอบเขตพื้นที่ต่างกันคือ ฝั่ง
อ่าวไทยและฝั่งทะเลอันดามัน พบว่า มีความแตกต่างทางพันธุกรรมอย่างชัดเจนระหว่างประชากรปู
ม้าที่อยู่คนละฝั่งทะเลกัน (Klinbunga et al., 2007; Klinbunga et al., 2010a) นอกจากนั้นยังใช้
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางพันธุกรรมระหว่างปูม้ากับปูทะเลได้ พบว่า ปูม้ามีความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (genetic diversity) สูงกว่าปูทะเล ในขณะที่ปูทะเลมีความหลากหลายของชนิด (species 
diversity) มากกว่าปูม้า ซึ่งก็เป็นผลเนื่องมาจากจ านวนชนิดของปูทะเลที่มีถึง 4 ชนิด จ านวนยีน/อัล
ลีลที่หลากหลาย (variable alleles) จึงกระจายตัวกันออกไปอยู่ในปูแต่ละชนิด แทนที่จะกระจุกตัว
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อยู่ในชนิดเดียวเหมือนปูม้า (Klinbunga et al., 2010b; Lai et al., 2010; Yushinta, 2016) แต่
ส าหรับการศึกษารูปแบบการผสมพันธ์ุนั้นมีความจ าเป็นต้องใช้เทคนิคหรือเครื่องหมายพันธุกรรมที่มี
ความแปรผันสูง และสามารถระบุรูปแบบพันธุกรรมเฉพาะตัวได ้ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาทางเทคนิค
ในวิธีการที่สามารถใช้ได้สะดวกและมีประสิทธิภาพในการท าการส ารวจรูปแบบการสืบพันธ์ุดังกล่าว 
(Jossart et al., 2014; Mckeown and Shaw, 2008a; Sodsuk, 2010) คือ ไมโครแซตทัลไลต ์
(microsatellite) หรือ Short tandem repeats (STR) โดยไมโครแซตทัลไลต์นั้นเป็นบริเวณหนึ่ง
ของจีโนมที่มีล าดับ  นิวคลีโอไทด์ซ้ ากัน 2-6 เบส ความยาวประมาณ 100-500 คู่เบส (Brooker, 
2009; Snusted and Simmons, 2010) เป็นยีนที่ไม่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีน (non-
coding gene) ซึ่งในแต่ละต าแหน่ง (microsatellite locus) จะมีจ านวนล าดับที่ซ้ าน้ีแตกต่างกัน ดัง
รูปที่ 3 จึงน ามาใช้ในการจ าแนกความแตกต่างเฉพาะตัว และศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิตต่างๆ ได ้รวมทั้งปูม้า 

 
 

 
 

รูปท่ี 3 รูปแบบล าดับนิวคลโีอไทด์ทีซ่้ ากันของไมโครแซททัลไลต์ดีเอ็นเอ (Brooker, 2009) 
 
การศึกษารูปแบบการผสมพันธ์ุของปูม้าโดยใช้ไมโครแซตทัลไลต์ไพรเมอร์ มีความเหมาะสม 

เนื่องจาก 1) เป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของสิ่งมีชีวิตเป็นอย่างมาก 2) มี
ความแปรผันทางพันธุกรรมสูง ซึ่งจ าเป็นต่อการค้นหาความแตกต่างทางพันธุกรรมของปูม้าในแต่ละ
ครอบครัว 3) มีลักษณะเป็น co-dominant markers ที่สามารถใช้ตรวจสอบเฮเทอโรไซโกต 
(Mckeown and Shaw, 2008a) ซึ่งจ าเป็นอย่างยิ่งในการส ารวจว่าปูม้ามีการสืบพันธ์ุแบบ  single 
fertilization  หรือ multiple fertilization โดยเปรียบเทียบความเหมือนและความต่างของจีโนไทป์
ระหว่างพ่อแม่และลูก จากการวิเคราะห์การแยกตัวของแอลลีล และการเข้าคู่กันของยีน (gene 
recombination) โดยหากตัวอ่อนมีจีโนไทป์เหมือนแม่ทุกประการ แสดงว่าอาจจะเกิดการสืบพันธ์ุ
แบบ parthenogenesis เนื่องจากได้รับพันธุกรรมจากแม่ทั้งหมด ไม่ได้เกิดการเข้าคู่กันของยีนจาก
พ่อ และหากตัวอ่อนมีแอลลีลที่แตกต่างจากแม่ แสดงว่าตัวอ่อนเกิดการผสมพันธ์ุโดยเกิดจากการเข้าคู่
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กันของยีน ซึ่งจะได้รับจากพ่อและแม่อย่างละครึ่งคือ เกิดจากปูเพศผู้หนึ่งตัวผสมกับปูเพศเมียหนึ่งตัว 
เป็นการผสมพันธ์ุแบบ single fertilization  (Mckeown and Shaw, 2008a)  แต่ถ้าตัวอ่อนที่
ส ารวจทั้งหมดพบว่ามีแอลลีลที่แตกต่างจากแม่มากกว่า 3 แอลลีลข้ึนไป นั่นแสดงว่าเกิดจากการที่มีปู
เพศผู้มากกว่าหนึ่งตัวเข้าผสมพันธ์ุกับปูเพศเมีย เรียกการผสมพันธ์ุแบบนี้ว่า multiple fertilization 
ซึ่งรูปแบบการสืบพันธ์ุดังกล่าวนี้จะช่วยเพิ่มความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ (Ellis et al., 2015; 
Hernandez et al., 2014; Jossart et al., 2014) 
 
 

 
 

 
 
 
รูปท่ี 4 ประโยชน์ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ (ก) ความหลากหลายของจ านวน

ซ้ าของยีน (ข) การแสดงออกของเฮเทอโรไซโกต และ co-dominant markers (Snusted and 
Simmons, 2010) 

 
 

เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ส าหรับปูม้า P. pelagicus ได้ถูกพัฒนาข้ึนมา 8 
ต าแหน่ง เพื่อน ามาตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมของปูชนิดนี้ในประเทศออสเตรเลีย และ
นิวซีแลนด์ (Yap et al., 2002) และอีก 11 ต าแหน่ง ที่ถูกพัฒนาข้ึนมาใช้ส าหรับปูม้าในประเทศไทย
โดยเฉพาะ (Sodsuk et al., 2009) จากทั้งหมด 19 ต าแหน่ง พบว่ามีเครื่องหมายทางพันธุกรรม    

(ก) 

(ข) 
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ไมโครแซตทัลไลต์ 10 ต าแหน่งที่มีจ านวนแอลลีลต่อโลคัสสูง (high polymorphic markers) ซึ่ง
น่าจะน ามาใช้ในการศึกษารูปแบบทางพันธุกรรมระหว่างตัวอ่อนและพ่อแม่พันธ์ุ โดยจากการศึกษา
รูปแบบการผสมพันธ์ุในสัตว์กลุ่มเดคาพอด ครัสเตเชียนที่ผ่านมาพบว่า สัตว์ในกลุ่มนี้สามารถเกิดการ
ผสมพันธ์ุแบบ multiple fertilization แต่พบในเปอร์เซ็นต์ที่แตกต่างกัน ซึ่งข้ึนอยู่กับชนิดของ
สิ่งมีชีวิต ลักษณะทางภูมิศาสตร์และสภาพแวดล้อมของแต่ละพื้นที่ที่จะส่งผลต่อการปรับรูปแบบการ
สืบพันธ์ุให้เข้ากับสภาพแวดล้อมที่อยู่ทางธรรมชาติได้ เพราะต้องการให้รุ่นลูกมีอัตรารอดสูงสุด ซึ่ง
พบว่า รุ่นลูกที่ออกมา เกิดจากแม่ที่ถูกผสมได้ทั้งสองแบบ แต่จะพบการเกิด multiple fertilization 
ในพื้นที่ที่มีสภาพแวดล้อมแปรปรวนที่สุด เช่น พายุ ลมมรสุม เป็นต้น (Dennenmoser and Thiel, 
2015; Gosselin et al., 2005) ส าหรับประชากรปูม้าของประเทศไทยพบแพร่กระจายตามชายฝั่ง
ทะเลเกือบทุกจังหวัด แต่รูปแบบการสืบพันธ์ุนั้นยังไม่ชัดเจนว่าเป็นได้ทั้ง 2 แบบหรือไม่  

 
ข้อมูลรูปแบบการสืบพันธ์ุเป็นข้อมูลพื้นฐานทางชีววิทยาที่ส าคัญ ในเรื่อง การทดแทน

ประชากร วิวัฒนาการ และการเจริญเติบโต และมีประโยชน์อย่างมากในการใช้ประกอบการวางแผน
อนุรักษ์และใช้ทรัพยากรสัตว์น้ าให้ยั่งยืน และข้อมูลรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้าในทะเลไทยยังไม่มี
การศึกษา การศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งเน้นส ารวจรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้าโดยใช้ เครื่องหมายทาง
พันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ 
 
 
2.5 การอนุรักษ์ปูมา้ 

 
ปูม้า P. pelagicus เป็นสัตว์น้ าชายฝั่งเศรษฐกิจอีกชนิดหนึ่งที่ได้รับความสนใจอย่างมาก 

นอกจากเป็นสัตว์น้ าที่นิยมบริโภคโดยทั่วไปแล้ว ปูม้ายังเป็นสินค้าส่งออกที่ส าคัญ ท าให้มีความ
ต้องการปูม้าสูงข้ึน เป็นผลให้มีการจับปูม้าจากทะเลข้ึนมาใช้ประโยชน์มากจนเกินไป จนปูใน
ธรรมชาติเกิดทดแทนประชากรไม่ทัน ส่งผลให้ผลผลิตปูม้าในท้องทะเลไทยลดลง ด้วยเหตุนี้การ
เพาะเลี้ยงปูม้าจงึจ าเป็นต้องเข้ามามีบทบาทมากข้ึน เพื่อให้ผลผลิตของปูม้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเข้า
มารองรับความต้องการของตลาด ถึงแม้การเพาะพันธ์ุปูม้าประสบความส าเร็จระดับหนึ่ง แต่การ
เพาะเลี้ยงยังไม่ได้ผลผลิตดีเท่าที่ควร เพราะมีอัตรารอดน้อย (Marshall et al., 2005; กอบศักดิ์ เกตุ
เหมือน, 2547; วารินทร์ ธนาสมหวัง, 2548) ดังนั้นการอนุรักษ์จึงมีบทบาทส าคัญในการช่วยรักษา
และจัดการทรัพยากรปูม้าให้สามารถใช้ประโยชน์ได้อย่างยั่งยืน 
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การจัดการที่ดีควรมีการศึกษาให้ครบวงจรชีวิต โดยเฉพาะอัตราการรอด การเติบโต และ
รูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้า ที่ส าคัญควรศึกษาข้อมูลโครงสร้างทางพันธุกรรมประกอบด้วย ซึ่งการ
สืบพันธ์ุเป็นข้อมูลพื้นฐานทางชีววิทยาที่ส าคัญต่อสิ่งมีชีวิตเป็นอย่างมาก เพราะการสืบพันธ์ุเป็น
กระบวนการที่ช่วยเพิ่มจ านวนประชากรของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ ส าหรับปูม้ามีการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ 
จึงพบว่าประชากรมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง แต่อย่างไรก็ตาม ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมอาจลดลงได้ เนื่องจากสาเหตุต่างๆ เช่น พฤติกรรมการกินกันเอง (Cannibalism) 
(Maheswarudu et al., 2008) เกิดการผสมกับสายพันธ์ุเดียวกัน (inbreeding) ซึ่งส่วนหนึ่งเป็นผล
มาจากการผสมพันธ์ุแบบ single fertilization สิ่งเหล่านี้อาจเป็นการลดประสิทธิภาพของการ
ทดแทนและการปรับตัวของประชากรปูม้าในพื้นที่ได้ การอนุรักษ์ให้ได้ประสิทธิผลที่ดีและยั่งยืน ควร
เน้นการเพิ่มความหลากหลายทางพันธุกรรมไปพร้อมๆกับการจัดการทรัพยากรให้เพียงพอ ดังนั้นการ
น าเครื่องหมายพันธุกรรมนี้มาใช้ตรวจสอบรูปแบบความสัมพันธ์ของพ่อแม่และลูก โครงสร้างทาง
พันธุกรรม การไหลของยีน ความแปรปรวนและความหลากหลายทางพันธุกรรมของปูม้า จะเป็น
ข้อมูลที่เป็นประโยชน์อย่างมากในการน ามาใช้ประกอบการวางแผนอนุรักษ์และจัดการทรัพยากรปูม้า
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมถึงการน าไปใช้ในการติดตามประเมินผลการปล่อยพันธ์ุปูม้าในแหล่งน้ า
ธรรมชาติ ซึ่งจะสามารถให้ผลที่ถูกต้องและแม่นย า อีกทั้งเราสามารถตรวจสอบได้ว่าระยะใดของพันธ์ุ
ปูม้าจะมีอัตรารอด และให้ผลตอบแทนดีที่สุด ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างมากต่อการเพิ่มผลผลิต
ทางการประมงในแหล่งน้ าธรรมชาติต่อไป 
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 พ้ืนท่ีศึกษา 

 
 พื้นที่ต าบลคลองเคียน อ าเภอตะกั่วทุ่ง จังหวัดพังงา (รูปที่ 5) เป็นชุมชนชาวประมงที่ยังคงวิถี
ของธรรมชาติ ช่วยกันอนุรักษ์ ไม่จับสัตว์น้ ามากเกินไป และไม่ใช้เครื่องมือผิดกฎหมาย จึงท าให้สัตว์
น้ ามีความอุดมสมบูรณ์ พื้นที่นี้พบปูม้า P. pelagicus (รูปที่ 7) กระจายตัวอยู่ตั้งแต่ในแนวชายฝั่ง
จนถึงบริเวณน้ าลึกห่างจากฝั่งออกไป จะพบมากที่สุดที่ระดับความลึก 7-20 เมตร โดยมีอุณหภูมิน้ า
สูงสุดประมาณ 32 องศาเซลเซียส และความเค็มประมาณ 28 psu ส าหรับปูม้าบริเวณนี้พบว่า
สามารถวางไข่ได้ตลอดทั้งปี (Nitiratsuwan et al., 2010)  
 

 
 

รูปท่ี 5 พื้นที่เก็บตัวอย่าง บรเิวณต าบลคลองเคียน อ าเภอตะกั่วทุ่ง จังหวัดพังงา 
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3.2 ขั้นตอนการศึกษา 

 
3.2.1 การเกบ็ตัวอย่าง 

  
ตัวอย่างแม่ปูที่มีไข่นอกกระดองได้จากการซื้อจากชาวประมงพื้นบ้าน ซึ่งชาวประมงใช้อวน

จมปูที่มีตาอวนขนาดประมาณ 4 นิ้วจับปู ในบริเวณต าบลคลองเคียน อ าเภอตะกั่วทุ่ง  จังหวัดพังงา 
จ านวน 5 ตัว ที่มีขนาดความกว้างของกระดองมากกว่า 14 เซนติเมตร และมีไข่นอกกระดอง 2 ระยะ
คือ ระยะไข่อ่อนที่มีสีเหลืองกับระยะไข่แก่ที่มีสีเทาด า ดังรูปที่ 6 (ก) และ (ข) โดยแม่ปูจะถูกล าเลียง
ในกล่องโฟมที่มีน้ าทะเลสะอาด และให้อากาศตลอดเวลา แล้วน ามาพักไว้ที่บ่อเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าของ
ชาวประมงในท้องถ่ิน เพื่อให้แม่ปูปรับตัวได้กับสภาวะดังกล่าว ต่อไปจึงท าการวัดความกว้างของ
กระดองแม่ปู จดบันทึกข้อมูลไว้ จากนั้นเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อของแม่ปูจากบริเวณขาว่ายน้ า โดยตัด
ปลายขาว่ายน้ าออกแล้วแกะเอาส่วนเนื้ อ มาเก็บรักษาไว้ในหลอดที่ บรรจุ ไ ว้ด้วย 95% 
เอทิลแอลกอฮอล์ และเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง ส าหรับไข่นอกกระดองที่ได้รับการผสมแล้ว โดยเก็บ
รวบรวมจาก 9 บริเวณบนจับปิ้ง (รูปที่ 7) โดยเก็บบริเวณละประมาณ 1 กรัม โดยเก็บแยกแต่ละจุด 
แล้วเก็บรักษาไว้ใน 95% เอทิลแอลกอฮอล์เช่นกัน เพื่อน ามาใช้ในการสกัดสารพันธุกรรมและ
ตรวจสอบจีโนไทป์ต่อไป 
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รูปท่ี 6 ปูม้าไข่นอกกระดอง P. pelagicus ระยะไข่แก่ (ก) และระยะไข่อ่อน (ข) 
 
3.2.2 การประเมินจ านวนไข่ป ู
 

เนื่องจากการสกัดดีเอ็นเอจากไข่นอกกระดองของปูม้ามีการแบ่งข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอเป็น 
2 แบบคือ สกัดจากไข่รวมและไข่เดี่ยวแยกแตล่ะฟอง แต่การสกัดไข่รวม ต้องท าการช่ังน้ าหนักของไข่
ก่อน โดยใช้ไข่จุดละ 0.05 กรมั แล้วท าการประเมิน โดยนับจ านวนไข่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์
แบบสเตอริโอ โดยนับทั้งหมด 5 ซ้ า แล้วจดบันทึกข้อมูลไว้ ก่อนที่จะน าไข่นั้นไปสกัดดีเอ็นเอตอ่ไป 
 
 
3.2.3 การสกัดดีเอ็นเอ  

 
เนื้อเยื่อของแม่ปูและไข่นอกกระดองจาก 9 จุดบนจับปิ้งตามต าแหน่งที่แสดงในรูปที่ 7 ถูก

น ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคการก าจัดเกลือ (Salting out technique) (Miller et al., 1988) โดย
ใส่เนื้อเยื่อหรือไข่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม TNE buffer (pH 8.0) กับ 1% SDS 
335 ไมโครลิตร และเติม proteinase K (10 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร) 15 ไมโครลิตร เขย่าสารละลายให้

ก 
ก 

ข ข ข 
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เข้ากันก่อนน าตัวอย่างเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นน า
ตัวอย่างออกมาพักไว้ที่อุณหภูมิห้อง เติม 6M NaCl 150 ไมโครลิตร เขย่าสารละลายให้เข้ากัน น าเข้า
เครื่องปั่นเหว่ียง ที่ 9,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 8 นาที น าสารละลายใสด้านบนใส่ลงในหลอด
ทดลองหลอดใหม่ เติม 95% เอทิลแอลกอฮอล์ 1,000 ไมโครลิตร พลิกหลอดทดลองไปมาเพื่อให้สาร
พันธุกรรมตกตะกอน น าเข้าเครื่องปั่น เหว่ียงที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 15 นาที ดูดเอา 
95% เอทิลแอลกอฮอล์ออกจากหลอดทดลองให้หมด แล้วเติม 70% เอทิลแอลกอฮอล์ 1,000 
ไมโครลิตร พลิกหลอดทดลองไปมา น าเข้าเครื่องปั่นเหว่ียงอีกครั้ง ที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็น
ระยะเวลา 15 นาที ดูดเอา 70% เอทิลแอลกอฮอลอ์อกจากหลอดทดลอง ตากสารพนัธุกรรมให้แหง้ที่
อุณหภูมิห้อง เติม TE buffer (pH 8.0) (0.01M Tris-HCl และ 1mM EDTA) 30 ไมโครลิตร เขย่า
หลอดทดลอง   เพื่อให้สารละลายเข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหว่ียง ที่ 9,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 
30 วินาที สารพันธุกรรมที่สกัดได้จะถูกเก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่
สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอโดยการแยกขนาดด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
(gel electrophoresis)  แต่ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอของตัวอ่อนแต่ละตัว (ไข่ที่ได้รับการผสมแล้ว) จะ
ใส่ตัวอ่อนแต่ละตัวลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แต่จะมีการปรับเปลี่ยนปริมาตรของสารให้
น้อยลงในทุกข้ันตอน ดังนี้ เติม TNE buffer (pH 8.0) กับ 1% SDS 140 ไมโครลิตร และเติม 
proteinase K (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 10 ไมโครลิตร น าตัวอย่างเข้าตู้อบที่ อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นน าตัวอย่างออกมาที่อุณหภูมิห้อง เติม 6M NaCl 80 
ไมโครลิตร เขย่าสารละลายให้เข้ากัน น าเข้าเครื่องปั่นเหว่ียง ที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 8 
นาที น าสารละลายใสด้านบนใส่ลงในหลอดทดลองหลอดใหม่ เติม 95% เอทิลแอลกอฮอล์ 500 
ไมโครลิตร พลิกหลอดทดลองไปมาเพื่อให้สารพันธุกรรมตกตะกอน น าเข้าเครื่องปั่นเหว่ียงที่ 14,000 
รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 15 นาที เท 95% เอทิลแอลกอฮอล์ออกจากหลอดทดลองให้หมด แล้ว
เติม 70% เอทิลแอลกอฮอล์ 500 ไมโครลิตร พลิกหลอดทดลองไปมา น าเข้าเครื่องปั่นเหว่ียงอีกครั้ง 
ที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 15 นาที ดูด 70% เอทิลแอลกอฮอล์ออกจากหลอดทดลอง 
ตากสารพันธุกรรมให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เติม TE buffer (pH 8.0) (0.01M Tris-HCl และ 1mM 
EDTA) 15 ไมโครลิตร เขย่าหลอดทดลองเพื่อให้สารละลายเข้ากัน แล้วน าไปเก็บรักษาไว้ที่ -20 องศา
เซลเซียส หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอโดยการแยก
ขนาดด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส(gel electrophoresis) ก่อนที่จะเข้าสู่กระบวนการท า PCR ต่อไป 
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รูปท่ี 7 ไข่นอกกระดองที่ถกูแบ่งเป็น 9 จุดบนจับปิ้ง 
 
 

3.2.4 การตรวจสอบปรมิาณและคุณภาพของสารพันธุกรรมด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซสิ 
 
น าสารพันธุกรรมที่สกัดได้ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ถูกน ามาผสมกับน้ ากลั่น 5 ไมโครลิตร และ 

loading buffer 10X Ultra Power (ประกอบด้วยสารเรืองแสงภายใต้ UV 10,000X Ultra Power 
และ loading dye (สารละลายกลีเซอรอล 40 เปอร์เซ็นต์ และ Orange G ในอัตราส่วน 1 ต่อ 100) 
3 ไมโครลิตร แล้วน ามาโหลดลงใน 1.0% (w/v) Agarose gel พร้อมกับ DNA มาตรฐานที่รู้ปริมาณ 
ท าการแยกขนาดของดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสที่ความต่างศักย์คงที่ 80 โวลต์ เป็น
ระยะเวลา 40 นาที หลังจากนั้นน ามาถ่ายภาพเก็บไว้ด้วยเครื่อง Gel Documentation (Bio Rad) 
ภายใต้แสง UV จากนั้นประเมินปริมาณและคุณภาพของสารพันธุกรรมที่สกัดได้ 
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3.2.5 การทดสอบอุณหภูมิ annealing ที่เหมาะสมของเครือ่งหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ (gradient polymerase chain reaction; gradient PCR) 

 
ในการศึกษาน้ีได้เลือกเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ซึ่งอยู่ในนิวเคลียสดีเอ็นเอ อีก

ทั้งยังมีความเหมาะสมในการศึกษาเปรียบเทียบพันธุกรรมระหว่างพ่อแม่และลูกปูม้าในครั้งนี้ ซึ่ง
เครื่องหมายพันธุกรรมที่เลือกใช้นี้ถูกพัฒนาส าหรับ Portunus pelagicus จ านวน 4 ต าแหน่ง คือ 
pPp02 pPp04 pPp05 และ pPp18 (Yap et al., 2002) และอีกจ านวน 8 ต าแหน่ง คือ DOFBSC3 
DOFBSC19 DOFBSC23 DOFBSC25 DOFBSC26 DOFBSC27 DOFBSC29 และ DOFMC8 
(Sodsuk et al., 2009) ดังตารางที่ 1 ข้ันตอนน้ีเป็นการทดสอบหาอุณหภูมิ annealing ที่เหมาะสม
ที่สุดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์แต่ละต าแหน่ง โดยอุณหภูมิ annealing ที่
ทดสอบอยู่ในช่วง 50-65 องศาเซลเซียส ส่วนประกอบพีซีอาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 1x PCR 
mixture ประกอบด้วยดีเอ็นเอแม่แบบประมาณ 10-20 นาโนกรัม KAPA Taq Readymix PCR Kit 
ของ Kapa Biosystems (KAPA Taq  polymerase, Kapa Taq Buffer, 1.5mM MgCl2, 0.2mM 
dNTPs) forward primer และ reverse primer อย่างละ 20 พิโคโมล ล าดับข้ันตอนของปฏิกิริยา
พีซีอาร์ประกอบด้วย 95 องศาเซลเซียส 5 นาที ตามด้วย 35 รอบของ 95 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
อุณหภูมิ annealing ช่วง 50-65 องศาเซลเซียส 45 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที สุดท้าย
จบด้วยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ถูกน ามาตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณด้วยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
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ตารางท่ี 1 เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ โดยแสดงล าดับเบสของไพรเมอร์ รูปแบบ
ของเบสซ้ า (STR motif) ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ (คู่เบส) อุณหภูมิ Annealing (องศาเซลเซียส) 
และจ านวนของแอลลีลทีร่ายงานไว้ (Na) (Sodsuk et al., 2009; Yap et al., 2002) 

 
ต าแหน่ง 

 
ล าดับเบสของไพรเมอร์ (5’-3’) 

รูปแบบ
เบสซ้ า 
(STR 

motif) 

อุณหภูมิ 
Annea 

ling 
(oc) 

ขนาดของ
ผลผลิตพีซี

อาร์ (คู่
เบส) 

จ านวน
แอลลีลท่ี

พบ 
(Na) 

pPp02 GTGACCAGTAGGCGACCGAG (CA)16 63 69-141 35 

ACGACTGCTTGTACGACCTTCA 

pPp04 GCCACTATCTTGCTGAGGTTGA (TG)28 58 222-306 34 
GCCATAGCACGAACACTTTTGA 

pPp05 GCTACGACAGTCCAATAACAACGT (AG)35 58 87-151 26 

GATAGACCGACCTCACCTCAAAA 

pPp18 AGTAAGGGACCGTGGTGAAT (TG)17 58 79-157 31 

CGTTGTCTAAAGCACATGAGATT 
DOFBSC3 TAGGGAACTAATTGGCAA CTGTG (AG)25 65 180-238 11 

CTCCACAACAATACCTCACTTC 

DOFBSC19 CGGCATGCACTTCTTCAGG (AG)8AA 
(AG)38 

65 315-429 17 

TCTAAGGGTACGACGAACTCAC 
DOFBSC23 ATGTCAGCTGCTTTGAGTGG (AC)27 52 366-396 7 

ACCGGCATCGTAACACAGTT 

DOFBSC25 CACCTGAGCTGTGCATTGAC (AC)32 57 232-292 11 

TCTATGCTGACGACCACGAC 
DOFBSC26 CTTTTCTCCCCTGCCTCTTC (AG)7AA 

(AG)14 
55 335-399 10 

CTTCTGGGTTCTGGGTGATG 

DOFBSC27 TCGTTTTAGTTGCCCCTCAG (AC)20 55 239-297 12 
GGCAAAACTCTCTCCCCTTG 

DOFBSC29 TGCTTGGGATGAGTTAGATGC (TG)38TC 
(TG)6 

61 208-290 9 

GCTTCCCCATACAGCAGTTC 

DOFMC8* TGAGCGTAAAATGTCACAACCA (ACTC)8 58 163-191 7 

ACACACACATACACGCGGACAC 

(* ต าแหน่ง DOFMC8 (Sodsuk et al., 2009) ถูกพบว่าใช้กับปทูะเลด้วย) 
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3.2.6 การทดสอบเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ที่เหมาะสม 

 
เมื่อได้เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์และอุณหภูมิ annealing ที่ เหมาะสม

ที่สุดจากหัวข้อ 3.2.4 ท าการเพิ่มปริมาณยีนโดยใช้ fluorescent primers ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ติด 
fluorescent dyes ที่ต าแหน่ง 5’ ของไพรเมอร์ มี 3 สี ดังนี้ สีฟ้า (FAM) สีเขียว (HEX) หรือ สี
เหลือง (TAMRA) ส่วนประกอบพีซีอาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 1x PCR mixture ประกอบด้วยดีเอ็น
เอแม่แบบประมาณ 10-20 นาโนกรัม KAPA Taq Readymix PCR Kit ของ Kapa Biosystems 
(KAPA Taq polymerase, Kapa Taq Buffer, 1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTPs) forward primer 
(fluorescent) และ reverse primer อย่างละ 20 พิโคโมล ล าดับข้ันตอนของปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
ประกอบด้วย 95 องศาเซลเซียส 5 นาที ตามด้วย 35 รอบของ 95 องศาเซลเซียส 45 วินาที อุณหภูมิ 
annealing x* องศาเซลเซียส (x* ข้ึนอยู่กับไพรเมอร์ที่ใช้) 45 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 45 
วินาที สุดท้ายจบด้วยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จะถูกน ามาตรวจสอบ
คุณภาพและปริมาณด้วยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
3.2.7 การตรวจสอบคุณภาพและปรมิาณผลผลิตพีซอีาร ์

 
ผลผลิตพีซีอาร์ 7 ไมโครลิตร ถูกผสมกับ loading buffer 10X Ultra Power ประกอบด้วย

สารเรืองแสงภายใต้ UV 10,000X Ultra Power และ loading dye (สารละลายกลีเซอรอล 40 
เปอร์เซ็นต์ และ Orange G ในอัตราส่วน 1 ต่อ 100) 3 ไมโครลิตร น ามาโหลดลงใน 1.5% (w/v) 
Agarose gel พร้อมกับ KAPA Universal DNA Ladder (Kapa Biosystems) แล้วท าการแยกขนาด
ผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสที่ความต่างศักย์คงที่ 80 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที จากนั้น
น ามาถ่ายภาพเก็บไว้ด้วยเครื่อง Gel Documentation (BIO-RAD) ภายใต้แสง UV 
 
3.2.8 การตรวจสอบจีโนไทป์และการวิเคราะหผ์ล 

 
ผลผลิตพีซีอาร์ที่ตรวจสอบแล้วของทั้งแม่ปูและตัวอ่อนถูกส่งไปตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเครื่อง

automated genotyping (ABI3730XL) ที่ Macrogen Inc. โดยส่งตัวอย่างที่เคยวิเคราะห์ผลแล้วไป
เปรียบเทียบด้วยทุกครั้ง เพื่อป้องกันความคลาดเคลื่อนในการระบุจีโนไทป์ในแต่ละครั้ง ผลที่ได้น ามา
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม GeneMarker 2.2.0 ซึ่งโปรแกรมจะแสดงโครมาโตแกรมของแอลลีลแม่ปแูละ
ตัวอ่อน เพื่อน ามาใช้ระบุจีโนไทป์ของตัวแม่ปูและตัวอ่อนในแต่ละต าแหน่ง จีโนไทป์ของแม่และตัว
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อ่อนของแต่ละครอบครัวจะถูกน ามาเปรียบเทียบกันในไมโครแซตทัลไลต์ของแต่ละต าแหน่ง เพื่อระบุ
รูปแบบการสืบพันธ์ุที่เป็นไปได้ของปูม้า และก าหนดจีโนไทป์ที่น่าจะเป็นไปได้ของพ่อปูได้ 
 
3.2.9 การค านวณและวิเคราะห์ตัวอย่าง 

  
เพื่อให้มั่นใจว่าการวิเคราะห์และตรวจสอบหาความสัมพันธ์ระหว่างพ่อแม่และลูกปูม้า โดย

การใช้เครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ในครั้งนี้  ถูกต้องตามกฏของเมนเดลที่เรียกว่า 
Principle of segregation หรือ Mendel’s first law (Weaver and Hedrick, 1989) ซึ่งตาม
ทฤษฎีลูกจะได้ยีนจากพ่อและแม่อย่างละครึ่ง จึงท าการตรวจสอบความถูกต้องของสัดส่วนการ
ถ่ายทอดยีนตามกฏของเมนเดล โดยวิธีค านวณไคสแควร์ (chi-square goodness-of-fit test) 
(Smouse et al., 1983) แล้วทดสอบโดยการวิเคราะห์ค่า P ในทุกจีโนไทป์ของการตรวจสอบความ
แตกต่างที่ระดับนัยส าคัญของค่า  P < 0.05 และ df = n-1 (Fu, 1997; Toonen, 2004) ตามสูตรการ
ค านวณดังนี ้

 
 
 
 
 

  
2 = ค่าไคสแควร์ 

  O  = ค่าความถ่ีของยีนที่ตรวบพบ (observed genotype frequencies) 
  E   = ค่าความถ่ีของยีนที่ควรจะเป็น (expected genotype frequencies) 
         โดยมี degree of freedom (df) เท่ากับ n-1 
 
 
 
 
 
 
 

 

 2
 =     (O – E) 2 

                   E 



 

 

22 

บทที่ 4 
 

ผลการศึกษา 

4.1 ตัวอย่างปูม้าและจ านวนไข่นอกกระดองของแต่ละครอบครัว 

 
ตัวอย่างปูม้า P. pelagicus ที่น ามาศึกษามีขนาดความกว้างของกระดองมากกว่า 14 

เซนติเมตร และเป็นปูม้าตัวเมียที่มีไข่นอกกระดอง 2 ระยะ คือ ระยะไข่อ่อนที่มีสีเหลืองกับระยะไข่แก่
ที่มีสีเทาด า เมื่อน ามาสกัดดีเอ็นเอพบว่า ไข่อ่อนให้ปริมาณและคุณภาพของสารพันธุกรรมดีกว่าไข่แก่ 
ในงานวิจัยน้ีจึงเลือกใช้เฉพาะไข่อ่อน โดยท าการแบ่งเป็น 9 จุดบนจับปิ้ง และท าการสกัดดีเอ็นเอ 2 
แบบ คือ แบบที่ 1 ท าการรวบรวมไข่จุดละ 0.05 กรัม ซึ่งมีจ านวนไข่เฉลี่ย 1,004 ± 14.45 ฟอง แล้ว
สกัดดีเอ็นเอรวม ส่วนแบบที่ 2 ท าการสกัดสารพันธุกรรมจากไข่แต่ละฟอง จ านวนครอบครัวละ 27-
33 ฟอง โดยเฉลี่ยครอบครัวละ 30 ± 2.77 ฟอง ดังแสดงในตารางที่ 2  

  
 

ตารางท่ี 2 จ านวนตัวอย่างแม่ปูไข่นอกกระดอง และจ านวนไข่นอกกระดองจากการสกัดดีเอน็เอรวม
และเดี่ยว 

ครอบครัว A B C D E 

แม่ปู ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ตัวที่ 4 ตัวที่ 5 

ความกว้างกระดอง (ซม.) 14.0 14.5 14.6 14.2 14.6 

จ านวนไข่จากสกัดรวม 
(ฟอง) 

9,027 9,135 8,883 8,946 9,198 

จ านวนไข่จากสกัดเดี่ยว 
(ฟอง) 

27 30 27 32 33 
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4.2 อุณหภูมิ annealing ท่ีเหมาะสมของเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต ์

  
จากการทดสอบเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ทั้งหมด 12 ต าแหน่ง (ดูที่หัวข้อ 

3.2.5)    พบว่ามีเพียง 6 ต าแหน่งที่ให้ผลผลิตพีซีอาร์สม่ าเสมอ ด้วยอุณหภูมิ annealing ที่เหมาะสม
ที่สุดของแต่ละต าแหน่ง โดยผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มีขนาดใกล้เคียงกับช่วงความยาวคู่เบสที่รายงานไว้  
(Sodsuk et al., 2009; Yap et al., 2002) เมื่อทราบขั้นตอนการท าพีซีอาร์ที่เหมาะสมแล้ว ท าการ
เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ทั้ง 6 ต าแหน่ง ที่ติดฟลูโอเรส
เซ้นต์ไว้ที่ปลาย 5’ ของ forward primer ดังแสดงในตารางที่ 3 แต่พบว่าใน 3 ต าแหน่ง คือ 
DOFBSC3 DOFBSC23 และ DOFBSC27 มี polymorphism สูงกว่าอีก 3 ต าแหน่งที่เหลือ จึง
เลือกใช้ไพรเมอร์ดังกล่าวในการน ามาตรวจสอบแอลลีลของตัวอ่อนแต่ละตัว เพื่อให้ได้ข้อมูลที่ชัดเจน
มากขึ้น (Mckeown and Shaw, 2008a)   
 
 
ตารางท่ี 3 เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต ์โดยแสดงล าดับเบสของไพรเมอร ์รูปแบบ
ของเบสซ้ า (STR motif) ขนาดของผลผลิตพีซีอาร ์(คู่เบส) และอุณหภูม ิAnnealing (องศาเซลเซียส) 

ต าแหน่ง ล าดับเบสของไพรเมอร์ (5’-3’) รูปแบบของเบส
ซ้ า (STR 
motif) 

ขนาดของ
ผลผลิตพีซี
อาร์ (คู่เบส) 

อุณหภูมิ 
Anneal 
ing (OC) 

DOFBSC3 TAGGGAACTAATTGGCAACTGTG-TAMRA (AG)25 178-244 59 

CTCCACAACAATACCTCCACTTC 

DOFBSC23 ATGTCAGCTGCTTTGAGTGG-TAMRA (AC)27 368-394 53 

ACCGGCATCGTAACACAGTT 

DOFBSC27 TCGTTTTAGTTGCCCCTCAG-6FAM (AC)20 262-280 53 
GGCAAAACTCTCTCCCCTTG 

DOFBSC25 CACCTGAGCTGTGCATTGAC-6FAM (AC)32 192-208 59 

TCTATGCTGACGACCACGAC 

DOFBSC26 CTTTTCTCCCCTGCCTCTTC-6FAM (AG)7AA(AG)14 342-346 55 

CTTCTGGGTTCTGGGTGATG 

DOFBSC29 TGCTTGGGATGAGTTAGATGC-HEX (TG)38TC(TG)6 182-214 51 
GCTTCCCCATACAGCAGTTC 
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4.3 ผลการวิเคราะห์จีโนไทป์ด้วยเครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์  

 
จากการส ารวจและวิเคราะห์จีโนไทป์ของแม่ปูทั้ง 5 ตัว จากตัวอย่างของไข่นอกกระดองรวม

ที่ถูกแบ่งเป็น 9 จุดบนจับปิ้งของแม่ปู และไข่แต่ละฟอง ครอบครัวละ 27-33 ฟอง ด้วยเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ 6 ต าแหน่ง พบว่า DOFBSC26 มีแอลลีลเพียงสองขนาด คือ 342 
และ 346 คู่เบส แสดงผลเป็นโฮโมไซโกตทั้งในแม่ปูและตัวอ่อนทุกครอบครัว ยกเว้นในครอบครัวที่ 2 
พบแอลลีล 346 ด้วย แสดงให้เห็นว่าต าแหน่งนี้มีความหลากหลายของแอลลีลต่ า และข้อมูลที่ได้จาก
ไมโครแซตทัลไลต์ต าแหน่งนี้ไม่สามารถน ามาช่วยวิเคราะห์ผลในการศึกษาครั้ งนี้ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  ส่วนไมโครแซตทัลไลต์ต าแหน่งอื่นแสดงผลเป็นทั้งโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกต และ
มีความหลากหลายของแอลลีล ดังแสดงในรูปที่ 8 (ก) และ (ข) ทั้งนี้พบความหลากหลายของแอลลีล
และจีโนไทป์มากที่สุดที่ต าแหน่ง DOFBSC3 โดยพบทั้งหมด 9 แอลลีล และ 5 จีโนไทป์ (ตารางที่ 4) 

 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 8 แสดง Chromatogram ของแอลลีลแมปู่ทีเ่ป็นโฮโมไซโกต (ก) และเฮเทอโรไซโกต (ข) 
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ตารางท่ี 4 เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์ จ านวนของแอลลลีทีพ่บ (Na) แอลลีลที่พบ 
(คู่เบส) จีโนไทป์ที่พบ (คู่เบส) จ านวนของแม่ปู (ตัว)  

ต าแหน่ง จ านวนของแอลลีล 
ที่พบ (Na) 

แอลลีลที่พบ 
(คู่เบส) 

จีโนไทป์ของแม่ปู 
ที่พบ (คู่เบส) 

จ านวนของแม่ปู 
(ตัว) 

DOFBSC3 9 178 
190 
200 
208 
212 
218 
222 
230 
244 

212/230 
218/218 
178/218 
200/218 

1 
1 
1 
2 

DOFBSC23 6 368 
372 
376 
380 
390 
394 

368/390 
372/376 
376/390 
380/394 
390/390 

1 
1 
1 
1 
1 

DOFBSC27 6 244 
256 
262 
266 
274 
280 

262/266 
262/274 
266/266 

 

2 
1 
2 
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ต าแหน่ง จ านวนของแอลลีล 
ที่พบ (Na) 

แอลลีลที่พบ 
(คู่เบส) 

จีโนไทป์ของแม่ปู 
ที่พบ (คู่เบส) 

จ านวนของแม่ปู 
(ตัว) 

DOFBSC25 5 192 
196 
200 
204 
208 

200/208 
192/200 
192/208 
192/204 

2 
1 
1 
1 

DOFBSC26 2 342 
346 

342/342 5 
 

DOFBSC29 5 182 
188 
202 
208 
214 

208/208 
188/208 
182/202 
202/208 

1 
2 
1 
1 
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4.4 รูปแบบการผสมพันธุ์ของปูมา้ 

 
เครื่องหมายไมโครแซททัลไลต์ ทั้ง 6 ต าแหน่ง ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถแสดงความ

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแม่ปูและไข่นอกกระดองได้  โดยต าแหน่ง DOFBSC26 อาจมีความ
แปรปรวนค่อนข้างน้อย จึงท าให้ไม่สามารถแสดงแอลลีลของไข่ที่แตกต่างจากแม่ปูได้ในบางตัวอย่าง 
ดังรูปที่ 9 (ก) และ (ข) แต่ใน 5 ต าแหน่งที่เหลือ ได้แก่ DOFBSC3 DOFBSC23 DOFBSC27 
DOFBSC25 และ DOFBSC29 มีความแปรปรวนมาก และแสดงแอลลีลของไข่ที่แตกต่างจากแม่ปู  
โดยเฉพาะต าแหน่ง DOFBSC3 DOFBSC23 และ DOFBSC27 พบความแปรปรวนมากที่สุด จะเห็น
ได้ว่า ตัวอ่อนพบแอลลีลที่แตกต่างจากแม่ในทุกครอบครัว (ตารางที่ 5) จึงเลือกใช้ 3 ต าแหน่งนี้ในการ
น าไปวิเคราะห์แอลลีลของตัวอ่อนแต่ละตัวต่อไป ซึ่งจากการส ารวจและวิเคราะห์จ านวนและขนาด
แอลลีลของแม่ปูทั้ง 5 ตัว และตัวอย่างไข่นอกกระดองทั้ง 9 จุด ในแม่ปูแต่ละตัว ด้วยไมโคร
แซททัลไลต์ 6 ต าแหน่งนี้ พบว่าจ านวนและขนาดของแอลลีลที่พบในใข่ทั้ง 9 จุด ของแม่ปูแต่ละตัวไม่
มีความแตกต่างกัน แสดงว่าไข่ที่ถูกผสมแล้วกระจายตัวอยู่อย่างสม่ าเสมอ (Homogeneous) ส่วนผล
การเปรียบเทียบจีโนไทป์ระหว่างแม่ปูทั้ง 5 ตัวและตัวอ่อนจากการสกัดแบบรวมของแต่ละครอบครัว 
พบว่า ตัวอ่อนมีแอลลีลที่เหมอืนแม่และแตกต่างจากแม่ด้วย (ตารางที่ 6) นั่นหมายความว่า ปูม้ามีการ
ผสมพันธ์ุแบบอาศัยเพศ แต่เป็นรูปแบบเพศผู้ หนึ่งตัวผสมกับเพศเมียหนึ่งตัว (single fertilization) 
หรืออาจเกิดการผสมพันธ์ุโดยเพศผู้หลายตัวก็เป็นไปได้ (multiple fertilization) เนื่องจากพบแอล-  
ลีลของตัวอ่อนที่ต่างจากแม่ 2 ขนาดด้วย อาจเป็นไปได้ถ้าพ่อมีจีโนไทป์เป็นโฮโมไซโกตสองตัว ทั้งนี้จึง
ต้องท าการวิเคราะห์แยกแอลลีลของตัวอ่อนแต่ละตัว เพื่อให้ได้ข้อมูลที่แม่นย ามากยิ่งข้ึน 

 

 
รูปท่ี 9 แสดง Chromatogram ของแอลลีลแมปู่ (ก) และไข่ปู (ข) ในต าแหน่ง DOFBSC26 

 

ก 

ข
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ตารางท่ี 5 แอลลีลของแม่ปูและไข่ปูรวมในแตล่ะต าแหนง่ของไมโครแซททลัไลต์   

ตัวเอียงและขีดเส้นใต้ คือ แอลลลีที่คาดว่าได้รับจากพอ่ 
 
 
 
 
ตารางท่ี 6 แอลลีลของตัวอ่อนที่แตกต่างจากแอลลลีของแมซ่ึ่งได้รับการถ่ายทอดจากพอ่ 

แอลลีลของตัวอ่อนที่แตกต่างจากแอลลีลของแม่ 

DOFBSC3 DOFBSC23 DOFBSC27 DOFBSC26 DOFBSC25 DOFBSC29 

ครอบครัว A 190 394 244,256 - 192,204 182,188 
ครอบครัว B 212,222 394 280 346 - 182 

ครอบครัว C 208,244 394 262 - - - 

ครอบครัว D 190 376 274 - - 208 

ครอบครัว E 230 376 274 - 196 184,214 

- คือ ไม่พบแอลลีลที่แตกต่างจากแม ่

 แอลลีลแต่ละต าแหน่งของไมโครแซททัลไลต์ จ านวน 
ของ 

ตัวอ่อน 
DOFBSC3 DOFBSC23 DOFBSC27 DOFBSC26 DOFBSC25 DOFBSC29 

แม่ปู A 212,230 368,390 262,266 342,342 200,208 208,208  

ตัวอ่อน 
A รวม 

212,230, 
190 

368,390, 
394 

262,266, 
244,256 

342 200,208, 
192,204 

208,182, 
188 

9,027 

แม่ปู B 218,218 372,376 262,274 342,342 192,200 188,208  

ตัวอ่อน 
B รวม 

218,212, 
222 

372,376, 
394 

262,274, 
280 

342,346 192,200 188,208, 
182 

9,135 

แม่ปู C 178,218 376,390 266,266 342,342 200,208 188,208  

ตัวอ่อน 
C รวม 

178,218, 
208,244 

376,390, 
394 

266,262 342 200,208 188,208 8,883 

แม่ปู D 200,218 380,394 266,266 342,342 192,208 182,202  

ตัวอ่อน 
D รวม 

200,218, 
190 

380,394, 
376 

266,274 342 192,208 182,202, 
208 

8,946 

แม่ปู E 200,218 390,390 262,266 342,342 192,204 202,208  
ตัวอ่อน 
E รวม 

200,218, 
230 

390,376 262,266, 
274 

342 192,204, 
196 

202,208, 
182,214 

9,198 

ครอบครัว 
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4.5 จีโนไทป์ของพ่อป ู 

 
จากการวิเคราะห์จีโนไทป์ของแม่และตัวอ่อนทั้งหมด เพื่อคาดคะเนจีโนไทป์ของพอ่และ

รูปแบบการผสมพันธ์ุที ่เป็นไปได้ของปมู้า P. pelagicus ในพื้นที่ศึกษาน้ี จะพบว่าตัวอ่อนมีจโีนไทปท์ี่
ได้รับแอลลลีที่เหมือนแม่และต่างจากแม่ด้วย นั่นหมายความว่า อีกแอลลีลที่พบว่าแตกต่างจากแม่
ต้องได้รับการถ่ายทอดจากพ่อ โดยจีโนไทป์ของพ่อที่เป็นไปได้ของแต่ละครอบครัวในแต่ละต าแหน่ง 
แสดงในตารางที ่7 

 
 

 
 
 
ตารางท่ี 7 จีโนไทป์ของแม่ จีโนไทป์ของตัวอ่อนแยกแต่ละตัว จีโนไทป์ของพ่อที่เป็นไปได้ ของแต่ละ
ครอบครัว  

ครอบ
ครัว 

ต าแหน่ง จีโนไทป์ของแม่ 
(คู่เบส) 

จีโนไทป์ของ 
ตัวอ่อนที่พบ 

(คู่เบส) 

จ านวนของ 
ตัวอ่อน 
(ตัว) 

จีโนไทป์ของ 
พ่อที่เป็นไปได้ 

(คู่เบส) 

 


2 

ครอบ
ครัว A 

DOFBSC3 212/230 
 

190/212 
190/230 
212/230 
212/212 

10 
6 
8 
3 

190/212 
 

3.95 
(P>0.05; 
df=3) 

DOFBSC23 368/390 
 

368/394 
368/390 
390/394 
390/390 

9 
12 
3 
3 

390/394 
 

8.99* 
(P<0.05; 
df=3) 

DOFBSC27 
 
 

262/266 
 
 
 

244/266 
256/262 
244/262 
256/266 

9 
9 
6 
3 

244/256 
 
 
 

3.66 
(P>0.05; 
df=3) 
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ครอบ
ครัว 

ต าแหน่ง จีโนไทป์ของแม่ 
(คู่เบส) 

 

จีโนไทป์ของ 
ตัวอ่อนที่พบ 

(คู่เบส) 

จ านวนของ 
ตัวอ่อน 
(ตัว) 

จีโนไทป์ของ 
พ่อที่เป็นไปได้ 

(คู่เบส) 

 


2 

ครอบ
ครัว B 

 
 
 
 
 
 

DOFBSC3 
 

218/218 
 

212/218 
218/222 

16 
14 

212/222 0.14 
(P>0.05; 
df=1) 

DOFBSC23 
 
 
 

372/376 
 
 
 

376/394 
372/394 
376/376 
372/376 

9 
11 
10 
- 

376/394 
 
 
 

10.26* 
(P<0.05; 
df=3) 

DOFBSC27 
 

262/274 274/280 
262/274 
262/280 
262/262 

9 
4 
8 
9 

262/280 
 

2.26 
(P>0.05; 
df=3) 

ครอบ
ครัว C 

DOFBSC3 
 
 
 

178/218 
 
 
 

208/218 
178/244 
178/208 
218/244 

9 
3 
12 
3 

208/244 
 
 
 

8.99*  
(P<0.05; 
df=3) 

DOFBSC23 
 
 
 

376/390 
 
 
 

376/394 
376/390 
390/394 
390/390 

9 
3 
9 
6 

390/394 
 
 
 

3.66  
(P>0.05; 
df=3) 

DOFBSC27 266/266 262/266 27 262/262 - 
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ครอบ
ครัว 

ต าแหน่ง จีโนไทป์ของแม่ 
(คู่เบส) 

 

จีโนไทป์ของ 
ตัวอ่อนที่พบ 

(คู่เบส) 

จ านวนของ 
ตัวอ่อน 
(ตัว) 

จีโนไทป์ของ 
พ่อที่เป็นไปได้ 

(คู่เบส) 

 


2 

ครอบ
ครัว D 

DOFBSC3 
 
 
 

200/218 
 
 
 

190/218 
190/200 
218/218 
200/218 

10 
7 
8 
7 

190/218 
 
 
 

0.75 
(P>0.05; 
df=3) 

DOFBSC23 
 
 
 

380/394 
 
 
 

376/380 
394/394 
376/394 
380/394 

5 
4 
8 
15 

376/394 
 
 
 

9.25* 
(P<0.05; 
df=3) 

DOFBSC27 
 

266/266 266/266 
266/274 

15 
17 

266/274 0.13 
(P>0.05; 
df=1) 

ครอบ
ครัว E 

 

DOFBSC3 
 
 
 

200/218 
 
 
 

200/200 
218/230 
200/218 
200/230 

8 
8 
9 
8 

200/230 
 
 
 

0.09 
(P>0.05; 
df=3) 

DOFBSC23 
 

390/390 
 

376/390 
390/390 

18 
15 

376/390 
 

0.28 
(P>0.05; 
df=1) 

 
 
 
 
 

 

DOFBSC27 
 

262/266 262/274 
262/262 
262/266 
266/274 

12 
9 
6 
6 

262/274 2.99 
(P>0.05; 
df=3) 

ตัวเอียงและขีดเส้นใต้ คือ แอลลลีที่ได้รับจากพ่อ / * คือ ค่าไคสแควร์ที่ไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล  
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เมื่อพิจารณาจีโนไทป์ของแม่ปูกบัตัวอ่อนแต่ละตัวของทั้ง 5 ครอบครัว เพื่อคาดคะเนจีโนไทป์
ของพ่อแล้ววิเคราะห์รูปแบบการผสมพันธ์ุ พบว่า ไมโครแซททัลไลต์ทั้ง 3 ต าแหน่งที่เลือกใช้สามารถ
น ามาวิเคราะห์หาจีโนไทป์ของพ่อได้ โดยผลการศึกษา มีดังนี้ 

การส ารวจจีโนไทป์ของครอบครัว A ด้วยไม่โครแซททัลไลต์ต าแหน่ง DOFBSC3 พบว่า แม่ปู
มีจีโนไทป์เป็น 212/230 และตัวอ่อนพบจีโนไทป์ 4 รูปแบบ คือ 190/212, 190/230, 212/230 และ 
212/212 จากจีโนไทป์ และความถ่ีจีโนไทป์ของแม่และตัวอ่อนที่พบสามารถน ามาวิเคราะห์หาจีโน
ไทป์ของพ่อที่ควรจะเป็นได้คือ 190/212 และเพื่อความถูกต้องจึงตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ซึ่งมีค่า
เท่ากับ 3.95 (P>0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่า
คาดหวังตามกฎของเมนเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อคือ 190/212  ต าแหน่ง DOFBSC23 จะได้แม่ปูมีจี
โนไทป์ 368/390 และพบว่าตัวอ่อนมีจีโนไทป์ 4 รูปแบบ คือ 368/394, 368/390, 390/394 และ 
390/390 จีโนไทป์ของพ่อที่เป็นไปได้ คือ 390/394 และได้ค่าไคสแควร์เท่ากับ 8.99  (P<0.05; df = 
3) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้แตกต่างไปจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ซึ่ง
อาจเป็นผลมาจากการสุ่มตัวอย่างไข่ที่น้อยเกินไป ส่วนต าแหน่ง DOFBSC27 นั้นแม่ปูพบจีโนไทป์ 
262/266 และตัวอ่อนได้จีโนไทป์ 4 รูปแบบเช่นกัน คือ 244/266, 256/262, 244/262 และ 
256/266 ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อที่ได้ คือ 244/256 เมื่อค านวณค่าไคสแควร์ ได้เท่ากับ 3.66 
(P>0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎ
ของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อคือ 244/256  จากข้อมูลที่ได้สามารถสรุปได้ว่า โดยตัวอ่อนที่เกิด
จากแม่ในครอบครัว A นี้เกิดจากการผสมของพ่อปูหนึ่งตัว (single fertilization) (ตารางที่ 4-6) 

 
การส ารวจจีโนไทป์ของครอบครัว B ด้วยไม่โครแซทเทลไลท์ต าแหน่ง DOFBSC3 พบว่า แม่ปู

มีจีโนไทป์เป็น 218/218 และพบตัวอ่อนมีจีโนไทป์ 2 รูปแบบ คือ 212/218 และ 218/222 ใน
อัตราส่วนที่เท่าๆกัน จึงน ามาวิเคราะห์หาจโีนไทป์ของพ่อทีเ่ป็นไปได้ คือ 212/222 และเมื่อตรวจสอบ
ด้วยค่าไคสแควร์ มีค่าเท่ากับ 0.14 (P>0.05; df = 1) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้
ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อคือ 212/222  และต าแหน่ง 
DOFBSC23 จะได้แม่ปูมีจีโนไทป์ 372/376 และพบว่าตัวอ่อนมีจีโนไทป์ถึง 3 รูปแบบ คือ 376/394, 
372/394 และ 376/376  เพราะฉะนั้นจีโนไทป์ของพ่อที่เป็นไปได้มากที่สุด คือ 376/394 แต่ไม่พบจี
โนไทป์ 372/376 ในตัวอย่างที่สุ่มมาส ารวจ ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการสุ่มตัวอย่างไข่ที่น้อยเกินไป 
และมีค่าไคสแควร์เท่ากับ 10.26 (P<0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้
แตกต่างไปจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล และต าแหน่ง DOFBSC27 นั้นแม่ปูพบจีโนไทป์ 
262/274 ส่วนตัวอ่อนได้จีโนไทป์ 4 รูปแบบ คือ 274/280, 262/274, 262/280 และ 262/262 
ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อที่ควรจะเป็นคือ 262/280 และเมื่อตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ได้เท่ากับ 2.26 
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(P>0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎ
ของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อคือ 262/280 จากข้อมูลที่ได้ แม้ว่าในต าแหน่ง DOFBSC23 จะ
แสดงว่าความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้แตกต่างไปจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดลก็ตาม แต่ข้อมูล
จากต าแหน่ง DOFBSC3 และ DOFBSC27 สามารถระบุได้ว่า ตัวอ่อนในครอบครัว B เกิดจากการ
ผสมของพ่อปูหนึ่งตัว (single fertilization) (ตารางที่ 4-6) 

 
การส ารวจจีโนไทป์ของครอบครัว C ด้วยไม่โครแซทเทลไลท์ต าแหน่ง DOFBSC3 พบว่าแม่ปู

มีจีโนไทป์เป็น 178/218 และตัวอ่อนพบจีโนไทป์ 4 รูปแบบ คือ 208/218, 178/244, 178/208 และ 
218/244 จากจีโนไทป์ของแม่และตัวอ่อนที่พบจึงสามารถน ามาวิเคราะห์หาจีโนไทป์ของพ่อได้ คือ 
208/244 แต่เมื่อตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ได้ค่าเท่ากับ 8.99 (P<0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า 
ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้แตกต่างไปจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก
การใช้ตัวอย่างไข่ที่น้อยเกินไปในการส ารวจ ส าหรับต าแหน่ง DOFBSC23 แม่ปูจะมีจีโนไทป์ 
376/390 และพบว่าตัวอ่อนมีจีโนไทป์ 4 รูปแบบเช่นกัน คือ 376/394, 376/390, 390/394 และ 
390/390 เพราะฉะนั้นจีโนไทป์ของพ่อที่เป็นไปได้ คือ 390/394 และเมื่อตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ 
ได้เท่ากับ 3.66 (P>0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่า
คาดหวังตามกฎของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อคือ 390/394 และที่ต าแหน่ง DOFBSC27 โดยแม่
ปูพบจีโนไทป์ 266/266 ตัวอ่อนทั้งหมดพบจีโนไทป์เพียงรูปแบบเดียว คือ 262/266 จึงได้จีโนไทป์
ของพ่อเป็น 262/262 แลไม่จ าเป็นต้องมีการตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์  แม้ว่าในต าแหน่ง 
DOFBSC3 จะแสดงว่าความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้แตกต่างไปจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล 
และต าแหน่ง DOFBSC27 เป็น monomorphic ก็ตาม แต่ข้อมูลจากต าแหน่ง DOFBSC23 สามารถ
ระบุได้ว่า ตัวอ่อนในครอบครัว B เกิดจากการผสมของพ่อปูหนึ่งตัว (single fertilization) (ตารางที่ 
4-6) 

 
การส ารวจจีโนไทป์ของครอบครัว D ด้วยไม่โครแซทเทลไลท์ต าแหน่ง DOFBSC3 พบว่า แม่ปู

มีจีโนไทป์เป็น 200/218 และตรวจพบจีโนไทป์ของตัวอ่อนได้ 4 รูปแบบ คือ 190/218, 190/200, 
218/218 และ 200/218 จึงน ามาวิเคราะห์หาจีโนไทป์ของพ่อที่เป็นไปได้ คือ 190/218 และเพื่อ
ความถูกต้องจึงตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ได้เท่ากับ 0.75 (P>0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า ความถ่ี
ของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อคือ  
190/218 ส าหรับDOFBSC23 จะได้แม่ปูมีจีโนไทป์ 380/394 และพบว่าตัวอ่อนมีจีโนไทป์ 4 รูปแบบ 
คือ 376/380, 394/394, 376/394 และ 380/394 เพราะฉะนั้นจีโนไทป์ของพ่อที่เป็นได้ คือ 
376/394 แต่เมื่อตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ได้ค่าเท่ากับ 9.25 (P<0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า 
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ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้แตกต่างไปจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก
การใช้ตัวอย่างไข่ที่น้อยเกินไปในการส ารวจ และต าแหน่งสุดท้าย DOFBSC27 พบจีโน-ไทป์ของแม่ปู 
คือ 266/266 และตัวอ่อนมีจีโนไทป์ 2 รูปแบบ คือ 266/266 และ 266/274 ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อที่
ได้ คือ 266/274 เมื่อตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ได้เท่ากับ 0.13 (P>0.05; df = 1) แสดงให้เห็นว่า 
ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อ
คือ 266/274 แม้ว่าในต าแหน่ง DOFBSC23 จะแสดงว่าความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้แตกต่างไป
จากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดลก็ตาม แต่ข้อมูลจากต าแหน่ง  DOFBSC3 และ DOFBSC27 
สามารถระบุได้ว่า ตัวอ่อนในครอบครัว B เกิดจากการผสมของพ่อปูหนึ่งตัว (single fertilization) 
(ตารางที่ 4-6) 

 
การส ารวจจีโนไทป์ของครอบครัว E ด้วยไม่โครแซทเทลไลท์ต าแหน่ง DOFBSC3 แม่ปูมีจีโน

ไทป์เป็น 200/218 และตัวอ่อนพบจีโนไทป์ 4 รูปแบบ คือ 200/200, 218/230, 200/218 และ 
200/230 จากจีโนไทป์ของแม่และตัวอ่อนที่พบ สามารถน ามาวิเคราะห์หาจี โนไทป์ของพ่อได้ คือ 
200/230 และเมื่อตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ได้เท่ากับ 0.09 (P>0.05; df = 3) แสดงให้เห็นว่า 
ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อ
คือ 200/230 ต าแหน่ง DOFBSC23 จะได้แม่ปูมีจีโนไทป์เป็นโฮโมไซโกตคือ 390/390 และพบว่าตัว
อ่อนมีจีโนไทป์ 2 รูปแบบ คือ 376/390 และ 390/390 ในอัตราส่วนที่เท่าๆกัน ดังนั้นจีโนไทป์ของพ่อ
ที่เป็นไปได้ คือ 376/390 เมื่อตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์ ได้เท่ากับ 0.28 (P>0.05; df = 1) แสดงให้
เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ดังนั้นจีโนไทป์
ของพ่อคือ 376/390  และต าแหน่งสุดท้าย DOFBSC27 นั้นพบจีโนไทป์ของแม่ปูคือ 262/266 และ
ตัวอ่อนได้จีโนไทป์ 4 รูปแบบ คือ 262/274, 262/262, 262/266 และ 266/274 เพราะฉะนั้นจีโน
ไทป์ของพ่อที่ได้ คือ 262/274 และเมื่อตรวจสอบด้วยไคสแควร์ ได้เท่ากับ 2.99 (P>0.05; df = 3) 
แสดงให้เห็นว่า ความถ่ีของจีโนไทป์ที่ส ารวจได้ไม่แตกต่างจากค่าคาดหวังตามกฎของเมลเดล ดังนั้นจี
โนไทป์ของพ่อคือ 262/274 จากข้อมูลทั้ง 3 ต าแหน่ง แสดงให้เห็นว่าตัวอ่อนที่เกิดจากแม่ ใน
ครอบครัว E นี้เกิดจากการผสมของพ่อปูเพียงหนึ่งตัว (single fertilization) (ตารางที่ 4-6) 

 
จากการส ารวจรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้าทั้งหมด 5 ครอบครัว ด้วยเครื่องหมายไมโคร

แซททัลไลต์ในการศึกษาครั้งนี้ พบว่ามีความเป็นไปได้สูงมากที่ปูม้าในบริเวณต าบลคลองเคียน อ าเภอ
ตะกั่วทุ่ง จังหวัดพังงา มีการสืบพันธ์ุแบบเพศเมียหนึ่งตัวผสมกับเพศผู้หนึ่งตัว (single fertilization) 
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บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการศึกษา และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 อภิปรายผลการศึกษา 

 
 การศึกษารูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้า P. pelagicus ในบริเวณพื้นที่ต าบลคลองเคียน 
อ าเภอตะกั่วทุ่ง จังหวัดพังงา โดยใช้แม่ปูที่มีไข่นอกกระดองจ านวน 5 ตัว โดยท าการวิเคราะห์ตัวอ่อน 
2 แบบคือ 1) วิเคราะห์การกระจายตัวของแอลลีลจากไข่นอกกระดองว่าถูกผสมอย่างทั่วถึง โดยใช้
สารพันธุกรรมจากการสกัดไข่รวมที่เก็บจากไข่นอกกระดองทั้งหมด 9 จุด โดยจ านวนไข่ที่ใช้สกัดเฉลี่ย
ต่อจุด 1,004 ± 14.45 ฟองต่อจุด  และ 2) วิเคราะห์รูปแบบจีโนไทป์ของตัวอ่อนที่ได้รับจากพ่อและ
แม่อย่างละครึ่ง โดยใช้สารพันธุกรรมที่สกัดจากไข่แต่ละฟอง ทั้งหมด 5 ครอบครัว จากการสกัดสาร
พันธุกรรมจากไข่ทั้งหมดจ านวน 100-120 ฟองต่อครอบครัวพบว่า ได้สารพันธุกรรมที่มีคุณภาพเพื่อ
น าไปท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ค่อนข้างยาก อาจเกิดจากไข่ที่มีขนาดเล็กมาก จึงท าให้ได้จ านวนไข่ที่สกัด
สารพันธุกรรมแล้วสามารถน ามาตรวจสอบรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้าในแต่ละครอบครัวอย่างมี
ประสิทธิภาพได้ในจ านวนดังนี้ ครอบครัว A, B, C, D และ E ได้ 27, 30, 27, 32 และ 33 ฟอง
ตามล าดับ จ านวนไข่รวมทุกครอบครัวทั้งหมด 149 ฟอง  โดยเฉลี่ยครอบครัวละ 30 ± 2.77 ฟอง 
โดยการศึกษาครั้งนี้ใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมไมโครแซตทัลไลต์จ านวน 6 ต าแหน่ง แต่พบว่า
ต าแหน่ง DOFBSC26 แสดงผลของแอลลีลเพียงสองขนาด ซึ่งมีความแปรผันน้อย  จึงไม่สามารถ
น ามาใช้ตรวจสอบรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้าในครั้งนี้ได้ แตส่ าหรับอีก 5 ต าแหน่งที่เหลือ เมื่อน ามา
ตรวจสอบความแตกต่างของแอลลีลที่พบ มีเพียง 3 ต าแหน่งที่มีความแปรผันสูง (Polymorphism) 
คือ DOFBSC3 DOFBSC23 และ DOFBSC27 ซึ่งสามารถน ามาวิเคราะห์รูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้า
ในการศึกษาครั้งนี้ จากการวิเคราะห์จีโนไทป์ของแม่และตัวอ่อนจากเครื่องหมายไมโครแซททัลไลต์ 3 
ต าแหน่ง เพื่อคาดการณ์จีโนไทป์ของพ่อและรูปแบบการสืบพันธ์ุ พบว่า  ปูม้าทั้ง 5 ครอบครัวมีการ
สืบพันธ์ุแบบปูเพศผู้หนึ่งตัวเข้าผสมกับปูเพศเมียที่ศึกษา  แต่ส าหรับบางครอบครัวที่เครื่องหมายไม
โครแซททัลไลต์บางต าแหน่งที่ไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดลจากการตรวจสอบด้วยค่าไคสแควร์  แต่
รูปแบบการสืบพันธ์ุยังสามารถตรวจสอบได้ โดยใช้ข้อมูลจากเครื่องหมายไมโครแซททัลไลต์อีกสอง
ต าแหน่งที่เหลือวิเคราะห์ร่วมได้ (Hernandez et al., 2014; Toonen, 2004) 
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รูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้าที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าปูเพศเมียถูกเข้าผสมจาก

ปูเพศผู้เพียงตัวเดียว  single fertilization แสดงว่าปูม้ามีพฤติกรรมการจับคู่แบบเพศผู้หนึ่งตัวกับ
เพศเมียหนึ่งตัว (monogamy) อย่างไรก็ตามในสิ่งมีชีวิตบางชนิดมีการสืบพันธ์ุแบบที่เพศเมียถูกเข้า
ผสมจากเพศผู้หลายตัว multiple fertilization  ซึ่งความถ่ีของการเกิดรูปแบบการผสมพันธ์ุดังกล่าว
จะแปรผันตามระยะเวลาการเข้าผสมพันธ์ุ จ านวนของเพศผู้และเพศเมียในประชากร หรือฤดูกาลการ
สืบพันธ์ุของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ (Sainte-Marie et al., 2002; Roy, 2003; Gosselin et al., 2005) มี
รายงานการสืบพันธ์ุในรูปแบบดังกล่าวไว้ในสิ่งมีชีวิตจ าพวกครัสเตเชียน โดยเฉพาะกุ้งและปู 
ตัวอย่างเช่น  ในกุ้ง crayfish Orconectes placidus พบถึง 60 เปอร์เซ็นต์ จาก 15 ครอบครัว 
(Walker et al., 2002) ในกุ้งมังกร Norway lobster Nephrops norvegicus พบ 54.6 เปอร์เซ็นต์ 
จาก 11 ครอบครัว (Streiff et al., 2004) และ American lobster Homarus americanus  พบ 
13 เปอร์เซ็นต์ จาก 108 ครอบครัว (Gosselin et al., 2005)  ปูตัวแบน  (porcelain crab) 
Petrolisthes cinctipes ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ จากการส ารวจ 10 ครอบครัว (Toonen, 2004)  และปู 
Ucides cordatus ส ารวจพบ 40 เปอร์เซ็นต์ จาก 10 ครอบครัว (Rafael et al., 2011) เช่นเดียวกับ
ปู Metacarcinus magister พบ 40 เปอร์เซ็นต์ จาก 10 ครอบครัว (Hernandez et al., 2014) แต่
ส าหรับในปูหิมะ (snow crab) Chinoecetes opilio ไม่พบการสืบพันธ์ุแบบ multiple 
fertilization เลย จากการส ารวจพบ 0 เปอร์เซ็นต์ทั้ง 2 ครั้ง โดยครั้งแรกส ารวจจาก 7 ครอบครัว 
และอีก 5 ครอบครัวในครั้งที่สอง (Urbani et al., 1998; Sainte-Marie et al., 1999) แต่ Roy 
(2003) รายงานว่ามีการเกิด multiple fertilization ในปูหิมะโดยเพิ่มกลุ่มส ารวจมากขึ้น แต่ก็พบใน
อัตราส่วนที่ต่ ามากเพียง 3.8 เปอร์เซ็นต์ จาก 79 ครอบครัว แสดงให้เห็นว่าโอกาสจะเกิด multiple 
fertilization ในปูหิมะอยู่ในระดับที่ต่ ามาก เนื่องจากไม่ได้พบในทุกครอบครัวที่ส ารวจ จากการศึกษา
ข้างต้นจะเห็นได้ว่า การเกิดพฤติกรรมที่ปตูัวผู้หลายตัวผสมกับตัวเมียเพียงตัวเดียว สามารถพบได้ในปู
หลายชนิด  ซึ่งการสืบพันธ์ุรูปแบบนี้มีข้อได้เปรียบหลายด้าน คือ 1) ลดโอกาสที่จะผสมพันธ์ุผิดพลาด 
เนื่องจากเพศผู้ไม่สมดุล หรือเกิดการผสมกันในเครือญาติ (inbreeding) (Zeh and Zeh, 2003) 2) 
สามารถผลิตลูกที่มี่พันธุกรรมหลาหลายออกมาได้ในรุ่นเดียวกัน จึงท าให้ความสัมพันธ์ทางสายพันธ์ุ
ต่ าลง ลดปัญหาการผสมพันธ์ุระหว่างพี่น้องที่มีพ่อแม่เดียวกันได้ (Yasui, 1998) และ 3) เพิ่มความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของรุ่นลูกที่ในสิ่งมีชีวิตที่ผลิตลูกได้เป็นจ านวนมากในแต่ละรุ่นแต่อัตรารอด
ต่ า เช่น แมลง และสัตว์ทะเล เป็นต้น (Jennions and Petrie, 2000) และในสิ่งมีชีวิตบางชนิด
สามารถเปลี่ยนรูปแบบการสืบพันธ์ุได้ โดยเฉพาะถ้าตกอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่แปรปรวน จะ
เปลี่ยนเป็นกลยุทธ์การสืบพันธ์ุเป็นแบบนี้ทันที เพื่อให้สามารถผลิตลูกได้ที่หลากหลาย และมีอัตรา
รอดสูงข้ึน (Yasui, 1998)   
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อย่างไรก็ตามมีรายงานว่า ปูสีน้ าตาล (brown crab) Cancer pagurus พบเฉพาะการ

สืบพันธ์ุแบบ single fertilization  จากการส ารวจทั้งหมด 18 ครอบครัว ส าหรับปูม้า P. pelagicus 
ในบริเวณพื้นที่ต าบลคลองเคียน อ าเภอตะกั่วทุ่ง จังหวัดพังงา จ านวน 5 ครอบครัว ที่ใช้ในการศึกษา
ครั้งนี้พบว่ามีการสืบพันธ์ุแบบ single fertilization ซึ่ งสอดคล้องกับผลที่พบในปูสีน้ าตาล 
(McKeown and Shaw, 2008) โดยปัจจัยหลักที่ท าให้เกิดการเข้าผสมของเพศผู้เพียงตัวเดียวในปูคือ 
วงจรการลอกคราบของเพศเมีย ซึ่งเป็นช่วงเวลาจ ากัดที่เพศเมียมีการตอบสนองต่อเพศผู้ ตลอดจน
เคยพบรายงานว่าเพศผู้มีการป้องกันคู่ของมันโดยจะใส่ gonopods ที่ใช้ถ่ายสเปิร์มเข้าไปในเพศเมีย 
และสเปิร์มจะเกาะอยู่อย่างหนาแน่น เพื่อปิดกั้นสเปิร์มจากเพศผู้ตัวอื่น อีกหนึ่งปัจจัยที่ส าคัญคือ
สัดส่วนของเพศผู้และเพศเมียที่สมบูรณ์เพศในประชากรก็มีผลต่อรูปแบบการผสมพันธ์ุ โดยหาก
จ านวนของเพศเมียน้อยกว่าเพศผู้ จะส่งผลให้เกิดการแก่งแย่งตัวเมียเพื่อการผสมพันธ์ุ และรูปแบบ
การสืบพันธ์ุที่เพศเมียถูกผสมโดยเพศผู้หลายตัวก็จะเพิ่มข้ึน (Hosken, 1999; Birkhead, 2000; 
Jennions and Petrie, 2000) ส าหรับปูม้านั้นมีรายงานว่า มีสัดส่วนจ านวนของเพศเมียมากกว่าเพศ
ผู้เล็กน้อย (สุเมธ, 2527; Songrak et al., 2013; Zairion et al., 2005) จึงเป็นเหตุผลอีกประการ
หนึ่งที่สนับสนุนผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้คือปูม้ามีการสืบพันธ์ุแบบ single fertilization โดยปูเพศ
เมียมีจ านวนที่มากพอและเพศผู้ไม่จ าเป็นต้องแก่งแย่งเพื่อเข้าผสมตัวเมียตัวเดียวกัน นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่าการสืบพันธ์ุแบบ single fertilization ในปูนั้นมีประโยชน์ต่อปูเพศเมียคือ เมื่อถึงช่วงผสม
พันธ์ุ ปูเพศเมียจะเริ่มการลอกคราบ ล าตัวอ่อนนุ่ม เป็นช่วงที่เพศเมียก าลังอ่อนแอ การที่ปูเพศผู้เกาะ
หลังปูเพศเมียต่อไปจนกว่าเพศเมียจะลอกคราบสมบูรณ์ จะท าให้ศักยภาพที่เช้ือสืบพันธ์ุเพศผู้เข้าผสม
กับไข่ของเพศเมียมีโอกาสประสบความส าเร็จสูง และยังช่วยป้องกันอันตรายที่อาจจะได้รับจากเพศผู้
ตัวอื่นที่เข้ามาแย่งเพศเมียเพื่อผสมพันธ์ุ (Diesel, 1991) หรือจากผู้ล่าและเพศเมียตัวอื่นก็ได้  แต่การ
การสืบพันธ์ุแบบเพศผู้หนึ่งตัวกับตัวเมียหนึ่งตัว (single fertilization) อาจเป็นสาเหตุท าให้ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมลดลงและเพิ่มโอกาสการผสมกันเองในเครือญาติ แต่เนื่องจากตาม
กระบวนการตามธรรมชาติที่ปูม้ามีระยะตัวอ่อนที่มีการกระจายไปได้อย่างกว้างขวางในมวลน้ า และ
ลงเกาะเพื่อเติบโตเป็นสมาชิกใหม่ของประชากรอื่นที่ไกลออกไปได้ เหตุการณ์นี้จะช่วยลดปัญหาเรื่อง
ความหลากหลายทางพันธุกรรม และการผสมพันธ์ุในเครือญาติได้ โดยมีรายงานความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของปูม้าในอ่าวไทยและทะเลอันดามันพบว่า มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง และยัง
สูงกว่าปูทะเล ซึ่งเป็นชนิดที่ใกล้เคียงกันแต่อยู่นอกกลุ่ม (Sodsuk et al., 1993, 2009) 

  
 แม้ว่าการส ารวจครั้งนี้พบว่าปูม้ามีการสืบพันธ์ุแบบเพศผู้หนึ่งตัวกับตัวเมียหนึ่งตัว (single 
fertilization) แต่เป็นเพียงการส ารวจในพื้นที่เดียว และจ านวนครอบครัวที่ใช้ในการส ารวจก็มีเพียง 5 
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ครอบครัว แต่สังคมประชากรปูม้า P. pelagicus นั้นมีขนาดใหญ่ และพบแพร่กระจายในหลายพื้นที่ 
(Nitiratsuwan et al., 2010) จึงอาจมีความเป็นไปได้ที่หากมีการส ารวจรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้า
หลากหลายบริเวณและเพิ่มจ านวนตัวอย่างมากขึ้น ก็มีความเป็นไปได้ที่จะพบรปูแบบการสืบพันธ์ุแบบ
เพศผู้หลายตัวกับตัวเมียหนึ่งตัว (multiple fertilization)  อย่างที่ได้มีรายงานไว้ในในปูหิมะ (snow 
carb)    C. opilio เมื่อเพิ่มจ านวนครอบครัวในการส ารวจ แม้ว่าจะพบในปริมาณที่น้อยก็ตาม (Roy, 
2003) และการรายงานในกุ้ง American lobster Homarus americanus ที่มีการส ารวจจาก 3 
บริเวณ คือ Magdalen Islands Anticosti Island และ Grand Manan Island พบว่า ในบริเวณ 
Anticosti Island ไม่พบการสืบพันธ์ุแบบเพศผู้หลายตัวกับตัวเมียหนึ่งตัวเลย แต่อีกสองบริเวณที่
เหลือพบในสัดส่วนที่ต่างกันไป (Gosselin et al., 2005)  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ  

 
ในการศึกษารูปแบบการสบืพันธ์ุของปมู้าด้วยเครือ่งหมายทางพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ใน

ครั้งนี้ พบว่า อัตราส่วนของจีโนไทป์ในบางครอบครัวไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล เนื่องจาก จีโนไทป์
ของไข่ที่คาดหวังในบางครอบครัวนั้นไม่พบในการส ารวจจริง ซึ่งอาจมีสาเหตุจาก null alleles คือ 

แอลลีลที่ควรพบกลับไม่ปรากฏในจีโนไทป์ของไข่ที่ส ารวจ (Hernandez et al., 2014) หรือจ านวน
ตัวอย่างของไข่ที่ใช้ในการส ารวจน้อยเกินไป ทั้งนี้หากศึกษาในจ านวนที่มากข้ึนอาจท าให้แอลลีลที่ไม่
พบนั้นปรากฏข้ึน  

การศึกษาครั้งนี้พบการสืบพันธ์ุเป็นแบบตัวผู้หนึ่งตัวผสมกับตัวเมียหนึ่งตัวเพียงรูปแบบเดียว 
แต่เป็นการส ารวจเพียงพื้นที่เดียว และจ านวนแม่ปูที่ใช้ส ารวจก็มีเพียง 5 ตัวเท่านั้น หากมีการเพิ่ม
จ านวนตัวอย่างที่มากข้ึน และส ารวจในหลายพื้นที่ อาจท าให้ข้อมูลรูปแบบการสืบพันธ์ุของปูม้ามี
ความชัดเจนมากยิ่งข้ึน โดยข้อมูลดังกล่าวถือได้ว่าเป็นหนึ่งในข้อมูลพื้นฐานทางชีววิทยาที่ส าคัญต่อ
รูปแบบการทดแทนประชากรของปูม้า ซึ่งสามารถน าไปใช้ประกอบการวางแผนอนุรักษ์ประชากรของ
ปูม้าได้ นอกจากนี้เครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซททัลไลต์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ยังสามารถน าไปใช้
ศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรม การไหลของยีน ความแปรปรวน และความหลากหลายทางพันธุกรรม
ได้ ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถช่วยให้การจัดการและการอนุรักษ์ทรัพยากรปูม้าได้มีประสิทธิภาพมากข้ึน  
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