
 

 

 

โครงการ 

การเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ 

ชื่อโครงการ ความแปรผันทางพันธุกรรมของปะการัง Heteropsammia cochlea ที่มีความ

แตกต่างทางสัณฐานวิทยา 

Genetic variation of Heteropsammia cochlea based on morphological 

difference 

ชื่อนิสิต นางสาวณัฏฐิกา แจ่มสว่าง เลขประจ าตัว 5832810423 

  

ภาควิชา วิทยาศาสตร์ทางทะเล 

ปีการศึกษา 2561 

  

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

 บทคดัยอ่และแฟ้มข้อมลูฉบบัเตม็ของโครงงานทางวิชาการท่ีให้บริการในคลงัปัญญาจฬุาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มข้อมลูของนิสติเจ้าของโครงงานทางวิชาการท่ีสง่ผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of senior projects  in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the senior project authors' files submitted through the faculty. 



ความแปรผันทางพันธุกรรมของปะการัง Heteropsammia cochlea  

ท่ีมีความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา 

 

 

 

 

 

 

 

นางสาวณัฏฐิกา  แจ่มสว่าง 

5832810423 

 

 

 

 

 

 

 

โครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 

ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

ปีการศึกษา 2561 



Genetic variation of Heteropsammia cochlea 

based on morphological difference 

 

 

 

 

 

 

 

Miss. Nutthika  Jamsawang 

5832810423 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Senior Project in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Bachelor of Science in Marine Science 

Department of Marine Science, Faculty of Science, Chulalongkorn University 

Academic Year 2018 





 

(Asst. Prof. Somrudee Jitpraphai, Ph. D.) 



ก 

 

ชื่อโครงการ  ความแปรผันทางพันธุกรรมของปะการัง Heteropsammia cochlea ที่มี

   ความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา 

ชื่อนิสิต   นางสาวณัฏฐิกา  แจ่มสว่าง 

อาจารย์ท่ีปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ศานิต  ปิยพัฒนากร 

ปีการศึกษา  2561 

ภาควิชา  วิทยาศาสตร์ทางทะเลคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
 

บทคัดย่อ 

 

 ปะการังเป็นสิ่งมีชีวิตทีอ่าศัยอยู่รวมกันเป็นโคโลนีที่ประกอบไปด้วยโพลิปเดี่ยวๆจ านวนมาก แต่

ปะการังในกลุ่มปะการังเห็ดนั้นแตกต่างออกไป เพราะอาศัยอยู่แบบเดี่ยว (Solitary) ซึ่งใน 1 ก้อนจะมี 

1 โพลิปและแต่ละโพลิปมี 1 ปาก ปะการัง Heteropsammia cochlea นั้นจัดอยู่ในกลุ่มปะการังเห็ด 

มีการส ารวจปะการังชนิดนี้ที่บริเวณเกาะเต่าและพบว่าจ านวนปากในแต่ละโพลิปนั้นมีจ านวนแตกต่าง

กัน ตั้งแต่ 1 ปาก ไปจนถึง 3 ปาก การศึกษาครั้งนี้จึงมีจุดประสงค์ที่จะน าเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใช้

ในการศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรมของปะการัง H. cochlea จากแนวปะการังบริเวณเกาะเต่า 

ตัวอย่างปะการัง H. cochleaทั้งหมด 9 ตัวอย่าง ประกอบด้วยปะการังที่มี 1 ปาก 4 ตัวอย่าง, 2 ปาก 4 

ตัวอย่าง และ 3 ปาก 1 ตัวอย่าง ถูกน ามาหาความแปรผันทางพันธุกรรมโดยใช้เทคนิคการหาล าดับเบส 

DNA ของยีน COI ในไมโตคอนเดรียดีเอ็น-เอ จ านวน 570 คู่เบส เมื่อน าล าดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบ

กับฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้ BLAST analysis พบว่าปะการังทั้ง 9 ตัวอย่าง นั้นมีล าดับเบสตรงกัน

กับปะการัง H. cochlea ที่มีการรายงานไว้ในฐานข้อมูลและมีค่า percentage identity (เปอร์เซ็น

ความเหมือนและความคล้ายคลึง) 99-100% จากการเปรียบเทียบล าดับเบสพบว่ามีต าแหน่งที่มีความ

แตกต่างกันอยู่ 3 ต าแหน่ง คิดเป็น 0.53% ซึ่งมีค่าน้อยมาก แสดงให้เห็นว่าปะการังที่มีจ านวนปาก

แตกต่างกันมีความเป็นไปได้สูงมากที่จะเป็นปะการังชนิดเดียวกัน รูปแบบทางพันธุกรรมที่พบใน

การศึกษาครั้งนี้มีทั้งหมด 5 รูปแบบ คือ H1 – H5 โดย H1 คือรูปแบบที่พบมากที่สุด ทั้งในปะการังที่มี 

1 ปาก, 2 ปาก และ 3 ปาก รูปแบบ H2 พบในปะการังที่มี 1 ปาก และ 2 ปาก รูปแบบ H3 พบเฉพาะ

ในปะการังที่มี 1 ปาก ส่วนรูปแบบ H4 และ H5 พบเฉพาะในปะการังที่มี 2 ปาก  อย่างไรก็ดีมีความ

จ าเป็นต้องเพ่ิมจ านวนตัวอย่างปะการังเพ่ือความชัดเจนของผลการศึกษา 
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Abstract 

 

Corals are creatures that live communally in colonies of many polyps. However, 

in case of the mushroom corals, they are mostly solitary, which one coral contains one 

polyp and each polyp has one mouth. Heteropsammia cochlea is one of mushroom 

corals and the survey of this coral at Koh Tao found that the number of mouths in 

each polyp varied from 1 - 3 mouths. This study aims to apply molecular techniques 

to investigate the genetic variation of H.  cochlea from Koh Tao.  9 coral samples 

different in number of mouths were collected consisting of 4, 4, and 1 samples of the 

coral having 1, 2, and 3 mouths respectively. DNA sequencing technique of COI gene in 

the mitochondria DNA was used for this study.  The obtained DNA sequences were 

searched for similarity with NCBI database using BLAST analysis. 99-100%  similarity to 

COI sequence of H. Cochlea was found. It suggested that the sequences belong to H. 

cochlea.  The total 570 bps of COI sequences of the 9 samples were aligned and 

compared.  There were 3 positions different in the sequences (0.53% ) .  The result 

showed that the corals with the different number of mouths in this study were likely 

to be the same species.  5 haplotypes (H1-H5)  were found and H1 was a common 

haplotype found in all coral types (1 mouth, 2 mouths, and 3 mouths). H2 was found 

in corals having 1 mouth and 2 mouths. H3 is found only in coral with 1 mouth and H4 

and H5 were specific to corals with 2 mouths.However, for the clarity of the study, it is 

important to increase the number of coral samples with a different number of mouths. 
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บทที่ 1 บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำและมูลเหตุจูงใจในกำรศึกษำ 

 ปะการัง Heteropsammia cochlea จัดอยู่ในไฟลัม Cnidaria ชั้น Anthozoa และอยู่ใน

วงศ์ Dendrophylliidae ปะการังชนิดนี้มีการด ารงชีวิตแบบ free-living คือการด ารงชีวิตแบบอิสระ 

ไม่ได้ยึดติดกับพ้ืนผิว สามารถเคลื่อนที่ได้ (Hoelsema and Bongaerts, 2016) และมีลักษณะส าคัญ

ที่ท าให้สามารถจ าแนกออกจากชนิดอ่ืนได้ คือจะมีลักษณะคล้ายเลข 8 เมื่อมองจากทางด้านบน ซึ่ง

เป็นลักษณะของปาก มีหนวดไว้ส าหรับจับอาหารเรียงตัวกันเป็นเส้นบริเวณ oral disc ซึ่งอยู่ส่วนบน

ของปะการัง (Mehrotra, Scott and Hoeksema, 2015) ปะการังชนิดนี้มีความสัมพันธ์กับหนอน

ขนาดเล็ก Aspidosiphon muelleri ซึ่งอาศัยอยู่บริเวณใต้ฐานของปะการัง ด้วยการเคลื่อนที่ของ

หนอนขนาดเล็กนั้นจึงท าให้ปะการังสามารถเคลื่อนที่ได้ เพ่ือช่วยในการหาอาหารและหลีกเลี่ยงการถูก

ฝังในทราย 

 ในการส ารวจปะการังที่บริเวณเกาะเต่า ปะการัง H. cochlea ที่พบนั้นมีลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาแตกต่างกัน โดยแตกต่างกันที่จ านวนของปาก ปะการัง H. cochlea นั้น เป็นปะการังที่อยู่แบบ

เดี่ยว (Solitary) ซึ่งใน 1 ก้อนจะมีเพียง 1 โพลิป และในโพลิปนั้นจะมีเพียง 1 ปากแต่ปะการัง H. 

cochlea ที่พบบริเวณเกาะเต่านั้นมีจ านวนปากในแต่ละโพลิปจ านวน 1 ปากไปจนถึง 3 ปาก ความ

แตกต่างทางสัณฐานวิทยาดังกล่าวอาจมีสาเหตุมาจากการปรับตัวของปะการังให้เข้ากับสิ่งแวดล้อม 

หรือเกิดจากพันธุกรรม จึงเป็นที่มาของวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ เพ่ือศึกษาความแปรผันทาง

พันธุกรรมของปะการัง H. cochlea ที่มีจ านวนของปากที่แตกต่างกัน โดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา

เพ่ือตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำร 

 เพ่ือศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรมของปะการังHeteropsammia cochlea ที่มีจ านวน

ของปากท่ีแตกต่างกัน 

 

1.3 ขอบเขตกำรศึกษำ 

 ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของปะการัง Heteropsammia cochlea ที่มีจ านวนปาก

แตกต่างกันจากเกาะเต่า เพ่ือหาความแปรผันทางพันธุกรรม  
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1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 ข้อมูลพื้นฐานทางพันธุกรรมของปะการัง Heteropsammia cochlea ที่ มี จ าน วน ป าก

แตกต่างกัน เพ่ือประโยชน์ทางการศึกษาสันฐานวิทยาของปะการังดังกล่าว 
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บทที่ 2 ทฤษฎีและกำรศึกษำที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 ควำมแปรผันทำงพันธุกรรม 

 ความแปรผันทางพันธุกรรม หรือ ความแตกต่างทางพันธุกรรม (Genetic Variation) คือ 

ลักษณะที่แตกต่างกันของสิ่งมีชีวิต โดยในระบบชีวภาพนั้น สิ่งมีชีวิตในแต่ละหน่วยหรือกลุ่มประชากร

จะมียีนที่แตกต่างกัน ซึ่งท าให้เกิดความแปรผันทางพันธุกรรม ความแตกต่างทางพันธุกรรมนั้นมีมูล

ฐานมาจากอัลลีลแบบต่างๆของยีน ซึ่งเกิดข้ึนทั้งภายในกลุ่มประชากรและข้ามกลุ่มประชากรโดยอาศัย

สิ่งมีชีวิตเป็นพาหะของยีนในแบบต่างๆ นอกจากนี้ยังเกิดจากการกลายพันธุ์แบบสุ่มซึ่งเป็นการ

เปลี่ยนแปลงอย่างถาวรในโครงสร้างทางเคมีของยีน 

 ความแปรผันทางพันธุกรรมนั้นเป็นปัจจัยส าคัญในกระบวนการวิวัฒนาการ เพราะมีผลต่อการ

ตอบสนองของสิ่งมีชีวิตที่มีต่อความกดดันทางสิ่งแวดล้อม โดยสิ่งมีชีวิตต้องมีการปรับตัวเข้ากับ

สภาพแวดล้อมเพ่ือให้มีโอกาสในการอยู่รอด (Vanijajiva, 2012) ในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันมักจะมี

ลักษณะทางพันธุกรรมที่คล้ายคลึงกัน และมีความแตกต่างกันกับสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน แต่ในสิ่งมีชีวิตชนิด

เดียวกันนั้น ก็มีบางลักษณะที่แตกต่างกันออกไป ซึ่งความแตกต่างที่เกิดขึ้นนี้มาจากความแปรผันทาง

พันธุกรรมที่ท าให้ยีนต่างกัน ความแปรผันทางพันธุกรรมนั้นแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ การแปร

ผันลักษณะทางพันธุกรรมที่ต่อเนื่อง เป็นลักษณะทางพันธุกรรมที่ไม่สามารถแยกความแตกต่างได้อย่าง

ชัดเจน มีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย และการแปรผันทางพันธุกรรมที่ไม่ต่อเนื่อง เป็นลักษณะทาง

พันธุกรรมที่มีความแตกต่างอย่างชัดเจนและสามารถจ าแนกได้ง่าย การเปลี่ยนแปลงลักษณะของ

สิ่งมีชีวิตนั้นเกิดได้จาก 2 ปัจจัย คือ พันธุกรรม และสิ่งแวดล้อม 

  

2.2 ชีววิทยำและลกัษณะของปะกำรัง Heteropsammia cochlea 

 ปะการัง Heteropsammia cochleaจัดอยู่ใน 

 

 อาณาจักร (Kingdom): Animalia 

  ไฟลัม (Phylum): Cnidaria 

   ชั้น (Class): Anthozoa 

    อันดับ (Order): Scleractinia  

     วงศ์ (Family): Dendrophylliidae 

 

 ปะการังเป็นสิ่งมีชีวิตที่ไม่มีกระดูกสันหลัง โดยส่วนมากจะอาศัยอยู่รวมกันเป็นโคโลนีที่

ประกอบไปด้วยโพลิปเดี่ยวๆจ านวนมาก แต่ปะการังในกลุ่มปะการังเห็ดนั้นแตกต่างออกไปปะการังใน

admin
Rectangle
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กลุ่มนี้อาศัยอยู่แบบเดี่ยว (Solitary) ซึ่งใน 1 ก้อนจะมี1 โพลิป และแต่ละโพลิปมี 1 ปาก และปะการัง 

H. cochlea นั้นจัดอยู่ในกลุ่มปะการังเห็ด ปะการังชนิดนี้มีลักษณะส าคัญที่ท าให้สามารถจ าแนกออก

จากชนิดอ่ืนได้ คือจะมีลักษณะคล้ายเลข 8 เมื่อมองจากทางด้านบน ซึ่งเป็นลักษณะของปาก มีหนวด

ไว้ส าหรับจับอาหารเรียงตัวกันเป็นเส้นบริเวณ oral disc ซึ่งอยู่ส่วนบนของปะการัง นอกจากนี้

ปะการังชนิดนี้ยังมีความสัมพันธ์กับหนอนขนาดเล็ก Aspidosiphon muelleri ซึ่งอาศัยอยู่บริเวณใต้

ฐานของปะการัง ซ่ึงการเคลื่อนที่ของหนอนขนาดเล็กนั้นท าให้ปะการังสามารถเคลื่อนที่ได้ 

 ปะการัง H. cochlea สามารถพบการแพร่กระจายทั้ งใน tropical และ subtropical 

waters ใน แ ถ บ  Indo-West Pacific ตั้ ง แ ต่ บ ริ เ ว ณ  eastern coasts of Africa, Red Sea, 

Philippines, Southern Japan, Australia และ New Caledonia โดยจะอาศัยอยู่ที่  sea floor, 

flat bottom หรือ gentle slope ที่ระดับความลึกตั้งแต่ 1-40 เมตร 

 

2.3 ยีนที่อยู่บนดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial DNA gene) 

 ไมโตคอนเดรีย ดีเอ็นเอของสัตว์ มีโครงสร้างเป็นวงกลมสายคู่ มีความยาวประมาณ 16,000 คู่

เบส ประกอบด้วยน้ าตาลและเบส 4 ชนิด คือ Adenine (A), Thymine (T), Cytosine (C) และ 

Guanine (G) โดยระดับในการเรียงตัวเบสเหล่านี้เป็นรหัสในการสร้างโปรตีนที่ส าคัญของสิ่งมีชีวิต มี

ยีนประมาณ 37 ยีน ซึ่งเป็นยีนที่สามารถสร้างโปรตีนได้จ านวน 13 ยีน เข่น Cytochrome b, 

Cytochrome Oxidase และ ATP synthase เป็นต้น 

 ไมโตคอนเดรีย ดีเอ็นเอ นั้นมีจ านวนมากในร่างกาย และมีลักษณะที่ถ่ายทอดมาจากมารดา

โดยตรง (Maternal inheritance) ท าให้สามารถสืบประวัติทางพันธุกรรมไปทางบรรพบุรุษฝั่งมารดา

ได ้(Avise et al, 1987) นอกจากนี้ยังมีอัตราการกลายพันธุ์สูงกว่า นิวเคลียส ดีเอ็นเอ สูงถึง 5-10 เท่า 

เพราะไม่มีเอนไซม์ในการซ่อมแซมการสร้างดี เอ็นเอใหม่ ท าให้เกิดการแทนที่เบสและการสลับเบส 

โดยเฉพาะบริเวณ control region และ ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ นั้นยังเป็น Neutral marker ซึ่งเป็น

พ้ืนฐานของสิ่งมีชีวิต จึงไม่มีการเปลี่ยนแปลงเพ่ือเข้ากับสิ่งแวดล้อม และไม่มี Intron ซึ่งเป็นล าดับเบส

ที่เกิดการสร้างโปรตีน (Gissi et al, 2008) อัตราการกลายพันธุ์ที่สูงในไมโตคอนเดรียท าให้เกิดความ

หลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ (polymorphism)จากทั้งหมดที่กล่าวมานั้น ท าให้ไมโตคอนเดรียดี

เอ็นเอสามารถบอกข้อมูลได้มากกว่านิวเคลียสดีเอ็นเอในช่วงระยะเวลาที่สั้นกว่าได้ และเหมาะในการ

น ามาศกึษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตและการจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตได้ดีเช่นกัน 
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2.4 ยีน Cytochrome C Oxidase subunit I (COI) 

 ยีน Cytochrome C Oxidase subunit I เป็นยีนในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ (mtDNA) ที่

ประกอบไปด้วย 3 subunit ได้แก่ mtCOI, mtCOIIและ mtCOIIIยีน COI เป็นยีนที่ก าหนดการสร้าง

โปรตีนซึ่งเป็นเอนไซม์ โดยจะแทรกอยู่บนเยื่อหุ้มชั้นในของไมโตคอนเดรีย อยู่บริเวณ complex IV ใน

กระบวนการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอน (Electron transport chain) ของกระบวนการ oxidative 

phosphorylation ท าหน้าที่รับอิเล็กตรอนจาก complex ต่างๆ และเปลี่ยนโมเลกุลออกซิเจนให้

กลายเป็นโมเลกุลน้ า 

 ยีน COI นี้เป็นยีนที่สามาถน ามาใช้ในการศึกษาอัตราการกลายพันธุ์และวิวัฒนาการของ

สิ่งมีชีวิตได้ดี เนื่องจากยีนในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอนั้นมีอัตราการการกลายพันธุ์สูง รวมไปถึงยีน COI 

ด้วย ซึ่งยีน COI นี้เป็นยีนที่มีผู้ศึกษาเป็นจ านวนมากและมีล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ 

GenBank จากหลายๆงานวิจัยในต่างประเทศ จึงสามารถน ามาใช้ในการเปรียบเทียบและตรวจสอบผล

การทดลอง ท าให้ผลการทดลองท่ีได้นั้นมีความถูกต้องและน่าเชื่อถือมากยิ่งขึ้น 
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บทที่ 3 วิธีกำรด ำเนินกำรศึกษำ 

 

3.1 กำรเก็บรวบรวมตัวอย่ำง 

 เก็บตัวอย่างปะการัง Heteropsammia cochlea จากเกาะเต่า อ.เกาะพะงัน  

จ.สุราษฎร์ธานี โดยเก็บตัวอย่างที่มี 1 ปาก, 2 ปากและ 3 ปาก ต่อ 1 โพลิป รวมทั้งหมด 9 ตัวอย่าง 

 

 
รูปที่ 3.1.1 ปะการัง Heteropsammia cochlea ที่มีจ านวน 1 ปาก, 2 ปาก และ 3 ปาก  

     จากเกาะเต่า (ภาพจาก: Rahul Mehrotra) 

 

ตำรำงท่ี 3.1.1 ตัวอย่างและจ านวนปากของปะการังH. cochlea 

รหัสตัวอย่าง จ านวนปาก 

Hc1 1 

Hc2 1 

Hc3 1 

Hc4 1 

Hc5 2 

Hc6 2 

Hc7 2 

Hc8 2 

Hc9 3 

 

3.2 ท ำกำรทดลองด้วยเทคนิคทำงอณูชีววิทยำ 

 สกัดสารพันธุกรรม (DNA extraction) ด้วยวิธี Salting-out โดยน าตัวอย่างปะการังมา 

จากนั้ นบดให้ ละเอียดเป็ นผง ใส่ ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1,500 µLจากนั้ น ใส่ 

TNE+1%SDS ลงไปในหลอดที่ใส่ตัวอย่างแล้ว 335µL จากนั้นเติม Proteinase K ลงไป 10 µL น าไป 

vortex เป็นเวลา 10 วินาที และน าเข้าเครื่อง Incubate ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 

ชั่วโมง ระหว่างนั้นให้น าตัวอย่างออกมา vortex และ spin down ทุกๆ 30 นาที จนได้สารละลายใส 
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หลังจากนั้นเติม 6M NaCl ลงในหลอด 250 µL น าไป vortex และปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็น

เวลา 8 นาที หลังจากนั้นดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ขนาด 500 µL และเติม Absolute alcohol 1,000 

µL คว่ าและหงายหลอดเพ่ือตกตะกอน DNA และน าเข้าตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา

อย่างน้อย 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้ง

และเติม 70% ethanol 1,000 µL เพ่ือล้างตะกอน น ามาคว่ าและหงาย แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 

12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้ง และสุดท้ายน าหลอดทดลองมาตากที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติม Ultra pure water (Sigma) 30 µL เพ่ือละลายตะกอน DNA 

แล้วน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของสารพันธุกรรมด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis 

โดยการน า DNA ของแต่ละตัวอย่างมา 5 µLผสมกับ Loading dye (สารละลายกลีเซอรอล 40% 

และ Orange G) 3µLจากนั้นโหลดลงใน 1.0% (w/v) Agarose gel ที่แช่อยู่ใน buffer 0.5X TBE 

เพ่ือแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้า 70 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาท ี

 

3.3 เพิ่มปริมำณยีนที่สนใจ ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้ยีน COI ซึ่งอยู่ใน mitochondria 

 

 3.3.1 ทดสอบกำรเพิ่มปริมำณยีนด้วยปฏิกิริยำลูกโซ่ (Polymerase Chain Reaction; 

PCR) เพื่อหำอุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรท ำงำนของ Primer  

ขั้นตอนนี้เป็นขั้นตอนการทดสอบหาอุณหภูมิ annealing ที่เหมาะสมของตัวอย่าง ด้วยเครื่อง 

Gradient PCR MJ Mini Personal Thermal Cycler (BIO- RAD) เลือกตัวอย่างปะการังที่มีปริมาณ 

DNA ที่เหมาะสมมา 1 ตัวอย่าง (10-20 ng/µL) และเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค Polymerase 

Chain Reaction โดยใช้ primer ของ COI gene คือ COIDENL, COIDENR(Arrigoni et al, 2014) 

 

ตำรำงที่ 3.3.1 เครื่องหมายทางพันธุกรรม (primer) โดยแสดงล าดับเบสของ primer และขนาดของ  

         primer (bp) 

Primers ล ำดับเบส ขนำด (bp) 

COIDENL 5'- CGCTGGGCGTTTTCTACTAA -3' 20 

COIDENR 5'- GAAATCATTCCAAAGCCAGGT -3' 21 
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 ปฏิกิริยา PCR 25 µLประกอบด้วย 1x KAPA Readymix PCR Kit ของ KAPA Biosystems 

(KAPA Taq polymerase, KAPA Taq Buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2mM dNTPs) Forward และ 

Reverse Primer อย่างละ 0.45 pmol/µLและ DNA ต้นแบบ ของตัวอย่าง 10-20ng/µL ล าดับ

ขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 94 องศาเซลเซียส 2 นาท,ี 30 รอบของ 94 องศาเซลเซียส 

30 วินาที, อุณหภูมิ annealing ช่วง 45-53 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และ

จบด้วยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาท ี

 ผลผลิต PCR ที่ได้จะถูกน ามาตรวจสอบเพื่อดูผลของการท างานของ Primer ด้วยวิธี Gel 

electrophoresis น าผลผลิต PCR 5 µL ก่อนโหลดโหลดลงใน 1.5% (w/v) Agarose gel พร้อมกับ 

KAPA Universal DNA Ladder (Kapa Biosystems) 3 µL แยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้า 70 โวลต์ 

เป็นเวลา 50 นาที หลังจากนั้นบันทึกภาพภายใต้แสง UV เพ่ือใช้ประเมินผล 

 

ตำรำงท่ี 3.3.2 อุณหภูมิที่ใช้ในการทดสอบหาอุณหภูมิ annealing 

Lane อุณหภูมิที่ใช้ (°C) 

A 53.0 

B 52.5 

C 51.4 

D 50.0 

E 48.2 

F 46.7 

G 45.6 

H 45.0 

 

 เพิ่มปริมำณยีนที่สนใจ ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction 

 PCR 25µl ประกอบด้วย 1x KAPA Readymix PCR Kit ของ KAPA Biosystems (KAPA 

Taq polymerase, KAPA Taq Buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2mM dNTPs) Forward และ Reverse 

Primer อย่างละ 0.45 pmol/µL และ DNA ต้นแบบ 10-20 ng/µL ล าดับขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR 

ประกอบด้วย 94องศาเซลเซียส 2นาที, 30รอบของ 94องศาเซลเซียส 30วินาที, 47องศาเซลเซียส 1 

นาท,ี 72องศาเซลเซียส 1 นาที และจบด้วยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7นาที 
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3.4 ตรวจสอบคุณภำพและปริมำณผลผลิต PCR ด้วยวิธี Gel electrophoresis 

 น าผลผลิต PCR 5 µL โหลดลงใน 1.5% (w/v) Agarose gel พร้อมกับ KAPA Universal 

DNA Ladder (KapaBiosystems) 3 µLแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้า 70 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที 

หลังจากนั้นบันทึกภาพภายใต้แสง UV ไว้ประเมินผล 

 

3.5 กำรหำล ำดับเบส (DNA sequencing) 

 ผลผลิตของ PCR จะถูกท าให้บริสุทธิ์ด้วย PCR Purification kit (NucleoSpin®) แล้วน ำส่ง

บริษัท Macrogen, Korea เพ่ือท ำ Standard Sequencing 

 

3.6 กำรวิเครำะห์ข้อมูล 

 ล าดับเบสของตัวอย่างทั้งหมดจะถูกน ามาเปรียบเทียบโดยการท า BLAST analysis (Basic 

Local Alignment Search Tool) จ ากฐาน ข้ อมู ล ขอ ง National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) เพ่ือใช้ในการระบุชนิด และน าล าดับเบสทั้งหมดมาท า Multiple alignment 

ด้วยซอฟแวร์ของ BioEdit (Hall, 1999)เพ่ือจัดกลุ่มแยกล าดับเบสที่เหมือนกันเป็น haplotype ของ

แต่ละตัวอย่าง 
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บทที่ 4  ผลกำรศึกษำและวิจำรณ์ผล 

 

 ในการศึกษาครั้งนี้เป็นการหาล าดับเบส DNA สายสั้นจากยีนCOI ใน mitochondrial DNA 

ของปะการัง H. cochlea ทั้งหมด 9 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวอย่างปะการังที่มี 1 ปาก 4 ตัวอย่าง, ปะการัง

ที่มี 2 ปาก 4 ตัวอย่าง และปะการังที่มี 3 ปาก 1 ตัวอย่าง เพื่อน ามาตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์และ

เปรียบเทียบหาความแตกต่าง 

 

4.1 กำรสกัด DNA จำกปะกำรัง 

 จากการสกัด DNA จากตัวอย่างทั้งหมด 9 ตัวอย่างพบว่าการสกัดสารพันธุกรรมด้วยวิธี 

Salting out สามารถใช้กับตัวอย่างของปะการัง Heteropsammia cochlea โดยมีปริมาณ 10 – 50 

ng/µL และมีคุณภาพที่สามารถน าไปท าการเพิ่มปริมาณยีนด้วยเทคนิค PCR ได้   

 

4.2 กำรเพิ่มจ ำนวนยีนโดยเทคนิคPCR 

 การท า PCR พบว่า primer COIDENL และ COIDENR ให้ผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 600-

700 คู่-เบส โดย primer ชุดนี้สามารถใช้ในการเพ่ิมส่วนของยีน COI ได้ดี จึงใช้ primer COIDENL 

และ COIDENR ในการศึกษาครั้งนี้ทั้งหมด 9 ตัวอย่าง 

 

 

รูปที่ 4.2.1ผลการตรวจสอบ PCR product ของบางตัวอย่าง ด้วยวิธี gel electrophoresis (1.5% 

agarose gel) 

 

admin
Textbox
รูปที่ 4.2.1 ผลการตรวจสอบ PCR product ของบางตัวอย่าง ด้วยวิธี gel electrophoresis (1.5% agarose gel)
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4.3 ผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI กับฐำนข้อมูล NCBI 

 จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในปะการัง Heteropsammia cochlea ที่ได้ท าการ

ตรวจสอบความถูกต้องเรียบร้อยแล้ว เมื่อน ามาเปรียบเทียบความเหมือนหรือความคล้ายคลึงกับข้อมูล

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  COI ในปะการัง H. cochlea ในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยใช้

โปรแกรมออนไลน์ nucletide blast (BLASTN) พบว่าล าดับเบสของปะการังทั้ง 9 ตัวอย่างนั้นมี

ล าดับเบสตรงกันกับล าดับเบสของปะการัง H. cochlea ที่มีการรายงานไว้ในฐานข้อมูลมากถึง 99-

100%  จึงมีความเป็นไปได้สูงที่ปะการังทั้ง9 ตัวอย่างนั้นจะเป็นปะการังชนิดเดียวกัน ซึ่งก็คือปะการัง 

H. cochlea 

 

4.4 ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ และควำมแปรผันทำงพันธุกรรม 

 ผลจากการศึกษายีน COI ในปะการัง Heteropsammia cochleaเมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์

จากการท า sequencing มาแล้ว จะท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้โดยใช้โปรแกรม BioEdit 

Sequence Alignment Editor Program และท าการเก็บข้อมูลนิวคลีโอไทด์ที่ได้ 

 เมื่อวิเคราะห์ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ตัดแต่งจากโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 

Editor Programล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในปะการัง H. cochlea ที่น ามาศึกษามีความยาว

ขนาด 570 คู่เบส ซึ่งเมื่อน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบโดยการท า multiple sequence alignment 

พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของเบสในบางตัวอย่าง โดยพบต าแหน่งที่แตกต่างกัน 3 ต าแหน่ง ได้แก่ 

ล าดับเบสในต าแหน่งที่ 245, 560 และ 566  
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รูปที่ 4.4.1ผลการเปรียบเทียบ multiple sequence alignment ของปะการัง 9 ตัวอย่าง 

 

 

 

รูปที่ 4.4.2 ความแตกต่างกันของล าดับเบสในต าแหน่งที่ 245, 560 และ 566 

admin
Textbox
รูปที่ 4.4.1 ผลการเปรียบเทียบ multiple sequence alignment ของปะการัง 9 ตัวอย่าง
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 จากผลการศึกษาบริเวณที่มีความแตกต่าง จะพบว่าในต าแหน่ง 245 ล าดับเบสที่มีการ

เปลี่ยนแปลงคือ T และ G โดยในตัวอย่างที่ Hc1, Hc2, Hc3, Hc4, Hc5, Hc6 และ Hc9 พบว่าเบสใน

ต าแหน่งที่ 245 เป็นเบส T ส่วนตัวอย่างที่ Hc7 และ Hc8 นั้นเป็นเบส G 

 ในต าแหน่งที่ 560 พบล าดับเบสที่มีการเปลี่ยนแปลงคือ A และ G โดยในตัวอย่างที่ Hc1, 

Hc3, Hc6, Hc7 และ Hc9 พบว่าเบสในต าแหน่งที่ 560 เป็นเบส A ส่วนในตัวอย่างที่ Hc2, Hc4, Hc5 

และ Hc8 นั้นเป็นเบส G 

 ส่วนต าแหน่งที่ 566 นั้นพบการเปลี่ยนแปลงของล าดับเบส A และ T โดยในตัวอย่างที่ Hc1, 

Hc2, Hc3, Hc5, Hc6, Hc7, Hc8 และ Hc9 พบว่าเบสในต าแหน่งที่ 566 เป็นเบส A ส่วนตัวอย่างที่ 

Hc4 นั้นเป็นเบส T  

 ในการศึกษาด้านความแปรผันทางพันธุกรรม จากการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน COI 

พบว่ามีต าแหน่งที่มีความแตกต่างกันอยู่ทั้งหมด 3ต าแหน่ง ได้แก่ต าแหน่งที่ 245, 560 และ 566ท าให้

มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างกันทั้งหมด 5รูปแบบ (haplotypes) ได้แก่ H1-H5โดยรูปแบบทาง

พันธุกรรมที่พบมากที่สุดคือ H1 ซึ่งพบในตัวอย่างถึง 4 ตัวอย่าง (n=4) รองลงมาคือ H2 พบ 2 

ตัวอย่าง (n=2) และน้อยที่สุดคือ H3, H4 และ H5 พบอย่างละ 1 ตัวอย่าง (n=1) 

 

ตำรำงที่ 4.4.1 ต าแหน่งล าดับเบสที่แตกต่างกันของรูปแบบพันธุกรรม (haplotypes) ในตัวอย่าง

         ปะการังทั้ง 9 ตัวอย่าง 

 

Sample 

Number of 

mouths 

Variable sites  

Haplotypes 245 560 566 

Hc1 1 T A A H1 

Hc2 1 T G A H2 

Hc3 1 T A A H1 

Hc4 1 T G T H3 

Hc5 2 T G A H2 

Hc6 2 T A A H1 

Hc7 2 G A A H4 

admin
Textbox
   ปะการังทั้ง 9 ตัวอย่าง
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Hc8 2 G G A H5 

Hc9 3 T A A H1 

 

ในรูปแบบทางพันธุกรรมแบบ H1 นั้นพบในตัวอย่างทั้งหมด 4 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างที่ 

Hc1, Hc3, Hc6 และ Hc9 ซึ่งตัวอย่าง Hc1 และ Hc3 เป็นปะการังที่มี 1 ปาก, ตัวอย่าง Hc6 เป็น

ปะการังท่ีมี 2 ปาก และตัวอย่าง Hc9 เป็นปะการังที่มี 3 ปาก 

 ในรูปแบบพันธุกรรมแบบ H2 พบในตัวอย่าง 2 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างที่ Hc2 และ Hc5 ซึ่ง

ตัวอย่าง Hc2 นั้นเป็นปะการังท่ีมี 1 ปาก และตัวอย่าง Hc5 เป็นปะการังที่มี 2 ปาก 

 ส่วนในรูปแบบพันธุกรรมแบบ H3, H4 และ H5 พบเพียงรูปแบบละ 1 ตัวอย่าง โดยรูปแบบ

พันธุกรรม H3 พบในตัวอย่าง Hc4 ซึ่งเป็นตัวอย่างที่มี 1 ปาก ส่วนรูปแบบพันธุกรรม H4 และ H5 พบ

ในตัวอย่าง Hc6 และ Hc7 ตามล าดับ ซึ่งทั้งสองตัวอย่างนั้นเป็นปะการังที่มี 2 ปาก 

 เมื่อน าแต่ละรูปแบบพันธุกรรมในแต่ละแบบมาเปรียบเทียบกับปะการังแต่ละตัวอย่างที่มี

จ านวนปากแตกต่างกัน พบว่ารูปแบบพันธุกรรมแบบ H1 พบทั้งในปะการังที่มีจ านวน 1 ปาก, 2 ปาก 

และ 3 ปาก รูปแบบพันธุกรรมแบบ H2 พบในปะการังที่มีจ านวน 1 ปาก และ 2 ปาก รูปแบบ

พันธุกรรมแบบ H3 พบในปะการังที่มีจ านวน 1 ปาก ส่วนรูปแบบพันธุกรรมแบบ H4 และ H5 พบใน

ปะการังท่ีมีจ านวน 2 ปาก  

 

ตำรำงท่ี 4.4.2 รูปแบบพันธุกรรมที่พบในปะการังที่มีจ านวนปากต่างกัน  

 

Haplotypes 

Number of mouths 

1 2 3 

H1 3 3 3 

H2 3 3  

H3 3   

H4  3  

H5  3  

 



15 

 

 

รูปที ่4.4.3ความถี่ของปะการังที่มีจ านวนปากแตกต่างกันในแต่ละรูปแบบพันธุกรรม 
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รูปที่ 4.4.3 ความถี่ของปะการังที่มีจำนวนปากแตกต่างกันในแต่ละรูปแบบพันธุกรรม
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บทที่ 5  สรุปผลศึกษำและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลกำรทดลอง 

 จากผลการศึกษา พบว่าล าดับเบสของยีน COI ในปะการัง Heteropsammia cochlea ที่

น ามาศึกษามีจ านวน 570 คู่เบส เมื่อน าล าดับเบสของทั้ง 9 ตัวอย่างมาวิเคราะห์เปรียบเทียบโดยการ

ท า multiple sequence alignment โดยโปรแกรม BioEdit พบว่ามีบริเวณที่แตกต่างกัน (variable 

site) ทั้งหมด 3 ต าแหน่ง ความแตกต่างนั้นคิดเป็น 0.53% ซึ่งมีค่าน้อยมาก จึงมีความเป็นไปได้สูงที่

ปะการังท่ีมีจ านวนปากแตกต่างกันจะเป็นชนิดเดียวกัน 

 เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ท าการalignment และตัดแต่งโดยโปรแกรม BioEdit มา

เปรียบเทียบความเหมือนหรือความคล้ายคลึงกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในปะการัง  

H. cochlea ที่ มีการเก็บสะสมอยู่ ในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยใช้ โปรแกรมออนไลน์ 

nucletide blast (BLASTN) โดยจะแสดงค่าออกมาเป็นเปอร์เซ็นความเหมือนและความคล้ายคลึง 

(percentage identity) พบว่ามีค่าเท่ากับ 99-100% 

 จากความแตกต่างที่พบสามารถน ามาจัดรูปแบบพันธุกรรม (haplotype) แบ่งได้เป็น 5 

รูปแบบ (H1-5) จากตัวอย่างปะการังทั้งหมด 9 ตัวอย่าง โดยรูปแบบพันธุกรรมที่พบมากที่สุดคือ H1 

โดยพบทั้งหมด 4 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างที่มี 1 ปาก จ านวน 2 ตัวอย่าง, 2 ปาก จ านวน 1 ตัวอย่าง 

และ 3 ปาก จ านวน 1 ตัวอย่าง ส่วนรูปแบบ H2 นั้นพบ 2 ตัวอย่าง ได้แก่ในตัวอย่างที่มี 1 ปาก 

จ านวน 1 ตัวอย่าง และ 2 ปาก จ านวน 1 ตัวอย่าง รูปแบบ H3 นั้นพบเพียง 1 ตัวอย่าง โดยพบใน

ตัวอย่างที่มี 1 ปาก ส่วนรูปแบบ H4 และ H5 นั้นพบอย่างละ 1 ตัวอย่าง โดยพบในตัวอย่างที่มี 2 ปาก

ทั้งสองรูปแบบ 

 จากผลการศึกษาพบว่ารูปแบบพันธุกรรมแบบ H1 เป็น common haplotype โดยสามารถ

พบได้ทั้งในปะการังที่มีจ านวน 1 ปาก, 2 ปาก และ 3 ปาก จึงไม่สามารถใช้รูปแบบพันธุกรรมแบบ H1 

ในการจ าแนกปะการังท่ีมีจ านวนปากที่แตกต่างกันออกมาได้ 

 รูปแบบพันธุกรรม H3 นั้นมีความจ าเพาะในตัวอย่างที่มี 1 ปาก เพราะรูปแบบพันธุกรรมแบบ 

H3 นั้นพบเพียงในตัวอย่างปะการังที่มี 1 ปากเท่านั้น ส่วนรูปแบบพันธุกรรมแบบ H4 และ H5 ก็มี

ความจ าเพาะในตัวอย่างที่มี 2 ปากเช่นกัน เพราะรูปแบบพันธุกรรมทั้ง 2 แบบนี้ พบเฉพาะในปะการัง

ที่มีจ านวน 2 ปาก แต่จากผลการศึกษาในครั้งนี้ ยังไม่สามารถสรุปได้ว่ารูปแบบพันธุกรรมเหล่านี้เป็น

ลักษณะเฉพาะของปะการังที่มีจ านวน 1 ปาก และ 2 ปาก เนื่องจากตัวอย่างที่น ามาศึกษานั้นมีจ านวน

น้อย ควรมีการศึกษาเพ่ิมเตมิเพ่ือความชัดเจนของผล 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

 ตัวอย่างที่น ามาศึกษามีจ านวนน้อย ท าให้ผลที่ได้ยังไม่มีความชัดเจนและน่าเชื่อถือ ควร

ท าการศึกษาเพ่ิมเติมโดยการเพ่ิมจ านวนตัวอย่างของปะการัง 
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