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พนัธุศาสตร์เซลล์ของปลาแมนดาริน(Synchiropus spp.) 
 

บทคดัย่อ 
 

การศึกษาพนัธุศาสตร์เซลลข์องปลาในวงศป์ลาแมนดาริน (วงศ์ Callionymidae)   3 ชนิด ไดแ้ก่  
ปลาแมนดารินเขียว (Synchiropus splendidus) ปลาแมนดารินจุด (S. picturatus) และปลาสกูตเตอร์         
(S. ocellatus) เตรียมโครโมโซมจากไตดว้ยวิธีการบดขยี้ เซลล ์และการเพาะเล้ียงเซลลเ์มด็เลือดขาวทาํการ
ยอ้มสีโครโมโซมแบบธรรมดาและแถบสีแบบนอร์ ผลการศึกษาพบว่าจาํนวนโครโมโซมดิพลอยดข์องปลา
แมนดารินเขียวในเพศผูเ้ท่ากบั 39 แท่ง และในเพศเมีย 40 แท่ง ส่วนปลาแมนดารินจุด และปลาสกูตเตอร์มี
ทั้งในเพศผูแ้ละเพศเมียเท่ากันคือ 40 แท่ง ปลาทั้งสามชนิดมีจาํนวนโครโมโซมพ้ืนฐานเท่ากับ 40 โดย
สามารถจดัสูตรคาริโอไทป์ไดด้งัน้ี ปลาแมนดารินเขียวเพศผู ้ 2n (39) = Lt

8 + Mt
28 +X1X2Y เพศเมีย  2n (40) = 

Lt
8 + Mt

28 +X1X1X2X2  ปลาแมนดารินจุด 2n (40) = Lt
14 + Mt

24 + St
2  และปลาสกตูเตอร์ 2n (40) =  Lt

16 + Mt
18 + 

St
6 ปลาแมนดารินเขียวมีการกาํหนดเพศระบบ X1X1X2X2/X1X2Y สาํหรับปลาแมนดารินจุดและปลาสกตูเตอร์

ตรวจไม่พบความแตกต่างของของคาริโอไทป์ระหว่างปลาเพศผูแ้ละเพศเมียการยอ้มแถบสีแบบนอร์พบนอร์    
3 ตาํแหน่งในปลาแมนดารินเขียว สาํหรับปลาแมนดารินจุดและปลาสกตูเตอร์พบตาํแหน่งนอร์ 2 ตาํแหน่ง จาก
ขอ้มูลเบ้ืองตน้นาํมาสร้างแบบจาํลองสมมติฐานสายวิวฒันาการของโครโมโซม ทาํใหส้ันนิษฐานไดว้่าปลา     
แมนดารินทั้ง 3 ชนิดท่ีศึกษาในคร้ังน้ีมาจากบรรพบุรุษร่วมท่ีมีจาํนวนโครโมโซมดิพลอยดเ์ท่ากบั 48 แท่ง มี
จาํนวนโครโมโซมพ้ืนฐานเท่ากบั 48 และเป็นโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริกทั้งหมด 
 

คาํสาํคญั : ปลาแมนดารินวงศ ์Callionymidae, โครโมโซม, คาริโอไทป์  
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Cytogenetics of Madarinfish (Synchiropus spp.) 
 

ABSTRACT 
 

Cytogenetics of three species of the some fishes (family Callionymidae) was studied such as  
Mandarin fish (Synchiropus splendidus), Picturesque dragonet (S. picturatus) and Ocellated dragonet              
(S. ocellatus). Chromosomes from kidney tissue and T-lymphocyte cell culture were prepared by breaking cell 
and followed by conventional staining and NOR-banding techniques. The result showed that diploid 
chromosome number (2n) of Mandarin fish as 39 in male and 40 in female, both male and female of   
Picturesque dragonet and Ocellated dragonet as 40 in equal. There were 40 fundamental numbers (NF) or 
chromosome arms in all species. The karyotypic formula of fishes can be shown as following: S. splendidus   
2n (39) = Lt

8 + Mt
28 +X1X2Y in male, 2n (40) = Lt

8 + Mt
28 +X1X1X2X2 in female, S. picturatus 2n (40) = Lt

14 + 
Mt

24 + St
2 and S. ocellatus 2n (40) = Lt

16 + Mt
18 + St

6. The present discovery knowledge, the sex-chromosome 
system of S. splendidus was X1X1X2X2/X1X2Y system, in which the X1, X2 and Y classified as large 
telocentric, medium telocentric and large metacentric chromosomes, respectively. No strange size 
chromosomes related to sex was observed in S. picturatusand S. ocellatus. The results showed that there 
were 3 positions of NORs in S. splendidus while S. picturatus and S. splendidus showed 2 positions with 
NORs. As a consequence the data above can be used to simulate the evolution hypothesis. The three fish 
species apparently evolved from a common ancestor of 48 telocentric chromosomes (NF = 48). 
 
Key Words: Family Calloionymidae, chromosome, karyotype 
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(total length; LT), ค่า relative length (RL), ค่า centromeric index (CI), ค่าเบ่ียงเบน 
มาตรฐาน (standard deviation, SD) ของค่า RL, CI ขนาดและชนิดของโครโมโซม 
แต่ละแท่งจากเซลลร์ะยะเมทาเฟส ของปลาสกตูเตอร์ (Synchiropusocellatus)  เพศผู ้
และเพศเมียจาํนวน 20 เซลลมี์จาํนวนโครโมโซมดิพลอยดเ์ท่ากบั 40 แท่ง                34 

ตารางท่ี 5.1 ผลการศึกษาลกัษณะของคาริโอไทป์ในปลาแมนดาริน (วงศC์allionymidae) ท่ีได ้
จากการศึกษาในคร้ังน้ี เปรียบเทียบกบัรายงานการศึกษาท่ีมีมาก่อนหนา้น้ี     39 

 
 
 



 1 

 

 

1.1  

 

 

     

 

 

  

    

 (taxonomy) 

 (speciation) 

 

 

 

  



2 

 

1.2  

1.2.1 

 

1.2.2  (diploid number, 2n)  (type)  (size)  

 (fundamental number, NF)  (chromosome marker) 

 

1.2.3  (karyotype)  

1.2.4 

  

 

1.3  

 

 

 



บทที ่2 
การตรวจสอบเอกสารงานวจิัย 

 
2.1 การศึกษาพนัธุศาสตร์เซลล์ 

พนัธุศาสตร์เซลล์ (cytogenetics) เป็นการศึกษาโครโมโซม (chromosomes) ซ่ึงเป็นหน่วย
โครงสร้างท่ีสาํคญัในการถ่ายทอดพนัธุกรรมของเซลล ์การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโครโมโซมยอ่มมีผล
โดยตรงต่อการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรม ทาํใหเ้กิดการแสดงออกในส่ิงมีชีวิตในรูปแบบท่ีจาํเพาะตวั
และแตกต่างกนั มีผลต่อการเจริญพฒันาและวิวฒันาการของส่ิงมีชีวิต (อมรา คมัภิรานนท,์2546) ดงันั้น
การศึกษาเก่ียวกับพันธุศาสตร์เซลล์จะทาํให้ทราบถึงความแตกต่างผนัแปรทางพนัธุกรรมในระดับ
โครโมโซมของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด ตลอดจนทราบถึงความสัมพนัธ์ทางสายวิวฒันากร อีกทั้งยงัสามารถ
ประยุกตใ์ชใ้นการศึกษาดา้นอ่ืน ๆ เช่น การปรับปรุงพนัธ์ุ การจดัจาํแนกชนิด และการบริหารจดัการและ
อนุรักษค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรม เพื่อก่อใหเ้กิดความมัน่คงของฐานความหลากหลายทางชีวภาพ และ
นาํไปสู่การใชป้ระโยชน์อยา่งย ัน่ยนืจากตน้ทุนความหลากหลายทางชีวภาพในท่ีสุด  

การศึกษาโครโมโซมเพ่ือตรวจจาํนวน และรูปร่างของโครโมโซมมีหลายวิธีแต่ละวิธีจะเลือกเอา
เซลลร์ะยะเมทาเฟส (metaphase) เพราะเป็นระยะท่ีมีโครโมโซมหดส้ันมากท่ีสุดเห็นลกัษณะไดช้ดัเจน 
เพื่อท่ีจะเก็บเก่ียวเซลลใ์นระยะเมทาเฟส ไดน้าํสารโคลชิซิน(colchicines) ซ่ึงเป็นสารสกดัจากพืชสกุล 
Colchicumมาใชเ้พื่อยบัย ั้งการสร้างสายใยสปินเดิล(spindle fiber) ทาํใหเ้ซลลท่ี์มีการแบ่งตวัไม่สามารถเขา้สู่
ระยะแอนาเฟส (anaphase) ได้ วิธีการเตรียมโครโมโซมแบ่งไดเ้ป็น 2 วิธี คือ วิธีโดยตรง (direct 
chromosome preparation) เป็นวิธีท่ีเลือกเอาเซลลใ์นร่างกายท่ีกาํลงัมีการแบ่งตวัมาศึกษาโครโมโซม เป็น
เซลลท่ี์ยงัอ่อนและยงัมีการแบ่งตวัอยูต่ลอดเวลา เช่น เซลลเ์มด็เลือดจากไขกระดูก (bone marrow) อีกวิธี คือ 
วิธีโดยออ้ม (indirect chromosome preparation) จะเลือกเซลลใ์นร่างกายชนิดท่ีสามารถนาํมาเพาะเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเซลลภ์ายนอกร่างกาย (in vitro) ใหเ้ซลลมี์การแบ่งตวั (อมรา คมัภิรานนท,์ 2546) 

การเพาะเล้ียงเซลลเ์พื่อเตรียมโครโมโซมเม่ือเกบ็เก่ียวเซลล ์และหยดเซลลล์งบนสไลดแ์ลว้ เพื่อให้
สามารถศึกษาโครโมโซมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ไดอ้ยา่งชดัเจน โดยเห็นรูปร่างและนบัจาํนวนโครโมโซม
ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง จาํเป็นตอ้งมีการยอ้มสีใหติ้ดเฉพาะโครโมโซม ซ่ึงมีหลายวิธีใหเ้ลือกใชต้ามจุดประสงคข์อง
การศึกษา (Halnan, 1989) การยอ้มสีโครโมโซมแบบธรรมดา (conventional staining) จะใชสี้ยอ้มท่ีติดกรด
นิวคลีอิก (nucleic acid) โดยสีท่ีนิยมใชใ้นการยอ้มโครโมโซมไดแ้ก่ ออร์ซีน(orcein) คาร์มีน (carmine) และ
จิมซ่า (Giemsa’s) ภาพโครโมโซมจะติดสีตลอดแท่งสามารถบอกจาํนวน และชนิดของโครโมโซมประจาํ
ส่ิงมีชีวิตนั้ น  ๆ  ได้ และอาจบอกลักษณะบางอย่างของโครโมโซม  เ ช่น  รอยคอดท่ีหน่ึง  (primary 
constriction) รอยคอดท่ีสอง (secondary constriction) และแซทเทลไลท(์satellite) ปัจจุบนัมีการพฒันาการ
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ยอ้มแถบสีแบบต่าง ๆ นอกจากการยอ้มสีโครโมโซมแบบธรรมดาข้ึนมากมาย แต่ละวิธีปรับปรุงให้
เหมาะสมกบัตวัอยา่งเซลลท่ี์ใช ้
 
2.2 อนุกรมวิธาน สัณฐานวิทยา และชนิดพันธ์ุของปลาวงศ์ปลาแมนดาริน 

ปลาแมนดา ริน เ ดิม มี ช่ือ เ รี ยกว่ าCallionymussplendidusต่อมาภายหลังได้จัดอยู่ ในสกุล
(genus)Synchiropus มีช่ือสามญัหลายช่ือไดแ้ก่ ปลาบู่แมนดาริน (Mandarin goby), ปลาแมนดารินเขียว 
(green Madarin), ปลาแมนดารินลาย (stripped Mandarin),stripped dragonet และ green dragonetปลาแมน
ดารินจดัอยูใ่นวงศ ์(family)Callionymidaeซ่ึงประกอบไปดว้ย 10สกุลมีประมาณ182ชนิด (species)ในสกุล
Synchiropusมีจาํนวน51 ชนิดแบ่งเป็น 10 สกุลย่อย (subgenera)ปลาแมนดารินจัดอยู่ในสกุลย่อย 
Synchiropus(Pterosynchiropus) การวิจยัในคร้ังน้ีทาํในวงศป์ลาแมนดาริน 3 ชนิด ไดแ้ก่ ปลาแมนดารินเขียว 
(Mandarin fish, Synchiropussplendidus)ปลาแมนดารินจุด (picturesque dragonet, Synchiropuspicturatus) และ
ปลาสกตูเตอร์ (ocellated dragonet, Synchiropusocellatus) 
 

2.3 การย้อมแถบสีบนโครโมโซม 
 การเตรียมโครโมโซมโดยการเพาะเล้ียงเซลล ์เก็บเก่ียวเซลลแ์ละหยดเซลลล์งบนสไลด ์ทาํการยอ้ม

สีโดยเลือกวิธีตามจุดประสงคข์องการศึกษา (Halnan, 1989) ดงัน้ี 
การย้อมสีโครโมโซมแบบธรรมดา (conventional staining)  
ในช่วงเร่ิมแรกของการศึกษาพนัธุศาสตร์เซลลข์องส่ิงมีชีวิต จะใชว้ิธีการยอ้มสีแบบธรรมดาหรือแบบ

ดั้งเดิม ใชสี้ยอ้มท่ีติดกรดนิวคลีอิกจึงเห็นโครโมโซมติดสีเขม้ทั้งแท่ง โดยสีท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ ออร์ซีน(orcein) 
คาร์มีน (carmine) และสีท่ีนิยมมากท่ีสุด คือ จิมซ่า (Giemsa’s) สามารถบอกจาํนวน และชนิดของโครโมโซม
ประจาํส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ ได ้และอาจบอกลกัษณะบางอยา่งของโครโมโซม เช่น รอยคอดท่ีหน่ึง รอยคอดท่ีสอง 
และแซทเทลไลท ์การติดสีของโครโมโซมดงักล่าวบางคร้ังอาจพบว่ามีการติดสีไดไ้ม่เท่ากนั เช่นในขณะท่ี
โครโมโซมผา่นเขา้สู่วงชีพของเซลลจ์ะมีการยืดหดตวัไม่เท่ากนั ระยะใดท่ีหดตวัมากจะติดสีเขม้มาก แต่ถา้
หดตวัน้อยก็จะติดสีจางกว่าอีกทั้งในโครโมโซมแท่งเดียวกนัยงัติดสีไดไ้ม่เท่ากนัข้ึนอยูก่บัองคป์ระกอบ
ของเฮเทอโรโครมาทิน(heterochromatin)และยโูครมาทิน (euchromatin) การยอ้มสีโครโมโซมแบบธรรมดา
ในบางกรณีนั้นอาจจะไม่สามารถจาํแนกโครโมโซมไดเ้ท่าท่ีควร คือไม่สามารถระบุแน่ชดัไดว้่าเป็นโครโมโซม
แท่งท่ีเท่าใด และจบัคู่ไม่ได ้

การย้อมแถบสีแบบควิ (Q-banding หรือ Quinacrine banding)  
วิธีน้ียอ้มโครโมโซมให้เกิดแถบมืดและสว่างเป็นช่วง ๆ ตลอดความยาวแท่งโครโมโซมไดภ้ายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต(์fluorescence microscope) โดยใชสี้ยอ้มชนิด Quinacrine mustard มีลกัษณะ
แถบท่ีเหมือนกับการยอ้มแถบสีแบบซี และสามารถจาํแนกความแตกต่างของโครโมโซมทุกแท่งได ้
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โดยเฉพาะเซลลใ์นระยะอินเตอร์เฟสของมนุษยน์ั้นเม่ือยอ้มดว้ยสีชนิดน้ีจะทาํใหโ้ครโมโซมวายติดสีเขียวสว่าง
มากเรียกว่า Y-chromatin หรือ Y-body จึงเป็นการตรวจโครโมโซมวายของมนุษยไ์ดอี้กดว้ย นอกจากจะใช้
สี Quinacrine mustard ในการยอ้มแลว้ ยงัปรากฏมีสีอ่ืน ๆ ท่ียอ้ม Q-band ไดเ้ช่นกนั คือ beziimidazole 
derivative และพบว่าส่วนท่ีติดสีเขม้เป็นบริเวณท่ีมีเบส A-T มาก (มียีนทาํงานนอ้ย) ส่วนท่ีติดสีจางเป็น
บริเวณท่ีมีเบส G-C มาก (มียนีทาํงานมาก) 

การย้อมแถบสีแบบซี (C-banding หรือ constitutive heterochromatinbanding หรือ
centromeric banding)  

เป็นเทคนิคท่ีทาํใหติ้ดแถบสีเขม้บริเวณ constitutive heterochromatin ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีโครโมโซม
ขดตวักนัแน่น และเป็นตาํแหน่งของดีเอ็นเอท่ีมีการเรียงตวัของเบสท่ีซํ้ ากนั (repeated sequence ชนิด 
satellite DNA)และมีการจาํลองตวัเองชา้ท่ีสุด ซ่ึงไดแ้ก่ บริเวณเซนโทรเมียร์ของเกือบทุก ๆ โครโมโซม 
ยกเวน้โครโมโซมวาย นอกจากน้ียงัพบบริเวณเทโลเมียร์ของโครโมโซมบางแท่งอีกดว้ยเทคนิคน้ีทาํไดโ้ดย
ผ่านเซลลร์ะยะเมทาเฟสในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) และโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) แลว้อบเซลลใ์น
เกลือโซเดียมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ยอ้มดว้ยสีจิมซ่า ส่วนของยโูครมาทินจะไม่ติดสี แต่เฮเทอโรโคร
มาทินจะติดสีเขม้ โดยโซเดียมไฮดรอกไซด์จะช่วยให้ดีเอ็นเอคลายจากเกลียวคู่เป็นสายเด่ียว และเกลือ
โซเดียมจะช่วยในการจบัคู่ คือพนัเกลียวจากสายเด่ียวเป็นสายคู่ เทคนิคน้ีสามารถใชใ้นการศึกษาโครโมโซม
เพศ เพราะโครโมโซมวายจะไม่ติดสีเขม้บริเวณเซนโทรเมียร์ หรือบริเวณ constitutive heterochromatin 

การย้อมแถบสีแบบอาร์(R-banding หรือ reverse banding)  
หลกัการคือนาํสไลดไ์ปอบในฟอสเฟต บฟัเฟอร์ (phosphate buffer) pH 6.5 ท่ีอุณหภูมิสูง 80-90 

องศาเซลเซียส แลว้ตามดว้ยการยอ้มสีจิมซ่า ก็จะปรากฏแถบสีเขม้และจาง เช่นเดียวกบัแถบสีแบบคิว และ
แถบสีแบบจี แต่แถบสีท่ีเกิดข้ึนจะตรงขา้มกบัแถบสีแบบคิว และแถบสีแบบจี คือ แถบท่ีติดสีเขม้ในแถบสี
แบบคิว และแถบสีแบบจีจะติดสีจางแทนในแถบสีแบบอาร์การยอ้มสีแบบอาร์มกัจะติดสีเขม้มากบริเวณเซน
โทรเมียร์ บางคร้ังจึงเรียกการยอ้มสีแบบน้ีว่าการยอ้มแถบสีแบบที (T-banding) การยอ้มสีแบบอาร์จะติดสี
เขม้มากบริเวณท่ีมีเบส G-C มาก (มียนีทาํงานมาก) แต่บริเวณท่ียอ้มติดสีเขม้ของการยอ้มสีแบบจีและคิวจะ
ติดบริเวณท่ีมีเบส A-T มาก (มียนีทาํงานนอ้ย) การยอ้มสีแบบอาร์ยงัช่วยยนืยนัโรคทางพนัธุกรรมบางชนิด
ของมนุษยไ์ดถู้กตอ้งมากข้ึน 

การย้อมแถบสีแบบนอร์ (NORs-banding) 
เป็นเทคนิคท่ีทาํใหส่้วนnucleolar organizer regions (NORs) ติดสีเขม้ เรียกอีกอยา่งหน่ึงว่าเทคนิค 

silver staining เพราะใชส้ารละลายซิลเวอร์ไนเตรต(silver nitrate) ซ่ึงจะเลือกติดบริเวณน้ีเท่านั้น (Howell 
and Black, 1980) เทคนิคน้ีใชต้รวจหา NORs ซ่ึงในสตัวมี์กระดูกสันหลงัส่วนน้ีมียนีสาํหรับสังเคราะห์ไรโบ
โซมอลอาร์เอน็เอชนิด 18S และ 28S อยู ่ในมนุษยจ์ะอยูใ่นบริเวณรอยคอดท่ีสองของโครโมโซมคู่ท่ี 13, 14, 15, 
21 และ 22 ตาํแหน่งของ NORs น้ี อยูบ่ริเวณกา้นของแซทเทิลไลทโ์ครโมโซม หรือบริเวณรอยคอดท่ีสอง
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ของโครโมโซม จึงเรียกโครโมโซมที่มีรอยคอดท่ีสองน้ีว่าแซทเทลไลท์โครโมโซม NORs มีความ
หลากหลาย (polymorphism) ไดใ้นโครโมโซมแท่งเดียวกนัของบุคคลต่างกนั ซ่ึงใชเ้ป็นโครโมโซมเคร่ืองหมาย 
(marker chromosome หรือ marked chromosome) ไดแ้ละใชใ้นการติดตามดูพฤติกรรมการถ่ายทอดบาง
ลกัษณะของส่ิงมีชีวิตต่าง ๆ ได ้ซ่ึงการถ่ายทอดเป็นไปตามกฎของเมนเดล 

การย้อมแถบสีแบบจี (G-banding) 
เป็นเทคนิคท่ีนิยมทาํกนัมากท่ีสุด เพราะเป็นเทคนิคท่ีทาํไดง่้าย และวสัดุท่ีใชย้อ้มไม่ส้ินเปลือง 

เทคนิคน้ีเหน่ียวนาํให้เกิดแถบโดยใช้สารเคมีท่ีสามารถย่อยโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของโครโมโซม 
สารเคมีท่ีนิยมใช ้คือ เอนไซมท์ริปซิน(trypsin) แลว้จึงยอ้มดว้ยสีจิมซ่าตามปกติ ซ่ึงก่อนยอ้มไสดต์อ้งเติม
เอนไซมย์อ่ยโปรตีน เช่น เอนไซมท์ริปซิน หรือบ่มสไลดใ์น saline-citrate ท่ีร้อน แถบท่ีเห็นมี 2 แบบ คือ 
แถบมืด (dark bands) และแถบสว่าง (light bands) หรือแถบสีเขม้สลบักบัจางบนแท่งโครโมโซม กลไกการติด
สีอาศยัคุณสมบติัของความแตกต่างกนัในองคป์ระกอบของโปรตีนท่ีอยูบ่นโครโมโซม จะติดสีไดดี้ในส่วนของ
เฮเทอโรโครมาทินท่ีโปรตีนมีกรดอะมิโนไลซีน (lysine) และอาร์จินีน (arginine) อยูห่นาแน่น สายดีเอน็เอจะ
พนักนัแน่น เอนไซม์ทริปซินจึงเขา้ไปย่อยโปรตีนไดน้้อยบริเวณน้ีจึงติดสีเขม้ ทาํให้เกิดแถบสีมืด ในทาง
ตรงกนัขา้ม ส่วนท่ีเป็นยูโครมาทินในแท่งโครโมโซมจะไม่ค่อยติดสี เพราะสายดีเอ็นเออยู่อย่างหลวม ๆ 
เอนไซมท์ริปซินจึงเขา้ไปยอ่ยโปรตีนไดม้ากบริเวณจึงติดสีจาง โดยทัว่ไปสไลดท่ี์จะนาํมายอ้มแบบจี ควรท้ิงไว้
สกั 3-5 วนั ท่ีอุณหภูมิหอ้ง หรือบ่มใน hot plate ท่ีอุณหภูมิ 56-60 องศาเซลเซียส นาน 16-18ชัว่โมง หลงัจากหยด
ตะกอนบนสไลด์ สไลดท่ี์หยดไวน้านตอ้งใชเ้อนไซมท์ริปซินท่ีเขม้ขน้กว่าหรือใชเ้วลาในการยอ่ยนานกว่า 
เพื่อท่ีจะให้ไดแ้ถบโครโมโซมท่ีชดั ซ่ึงในปฏิกิริยาน้ี เอนไซมท์ริปซินจะไปสลาย (hydrolizes) สายโพลีเปป
ไทด ์(polypeptide) บริเวณท่ีมีดา้นคาร์บอกซิลของกรดอะมิโนอาร์จินีนและไลซีน 

การย้อมแถบสีแบบจีทีใ่ห้รายละเอยีดสูง (high resolution G-banding)  
สาํหรับการยอ้มแถบสีโดยทัว่ไปจะใชโ้ครโมโซมในระยะเมทาเฟส ซ่ึงเป็นระยะท่ีดีท่ีสุดในการ

ยอ้มสี ตรวจดูรูปร่าง เน่ืองจากโครโมโซมหดสั้นท่ีสุด แต่มีขอ้จาํกดัในบางกรณีท่ีมีความตอ้งการให้ไดแ้ถบสี
จาํนวนมาก และมีรายละเอียดเพ่ิมข้ึน เพื่อความชัดเจนในการวิเคราะห์โรคทางพนัธุกรรมบางโรค หรือ
ตรวจสอบการเกิดการกลาย (mutation) ของช้ินส่วนเล็ก ๆ บนโครโมโซม ดังนั้น จึงได้มีการปรับปรุง
เทคนิคการเพราะเล้ียงเซลล ์และทาํให้เซลลห์ยดุการแบ่งเซลลใ์นระยะก่อนเมทาเฟส (prometaphase) หรือ
ปลายโพรเฟส (late prophase) ทาํใหเ้ซลลใ์นขวดเพาะเล้ียงเกือบทั้งหมดอยูใ่นระยะเดียวกนัของวฏัจกัรเซลล ์
(synchronize)ใช้สารเคมี เช่น เมโทเทรกเซท (methotrexate) ไทมิดีน (thymidine) ฟลูออโรดีออกซียูริดีน 
(fluorodexyuridine) เป็นตน้ ซ่ึงจะทาํให้ได้โครโมโซมท่ีขนาดไม่หดสั้ นมาก และไม่ยืดยาวเกินไป เรียก
เทคนิคน้ีวา่การยอ้มแถบสีแบบจีท่ีใหร้ายละเอียดสูง ในกรณีของเซลลเ์มด็เลือดขาวจะเพาะเล้ียงเป็นเวลา 72-
96 ชัว่โมง ในชัว่โมงท่ี 72 ใส่สารเมโทเทรกเซทเพ่ือหยดุเซลลใ์หอ้ยูใ่นระยะ S-phase เป็นเวลา 17 ชัว่โมง 
ต่อมาจึงใส่ไทมิดีน เพื่อให้เซลลเ์ขา้สู่วงชีพเซลลต่์อไป เม่ือเก็บเก่ียวเซลลจ์ะไดเ้ซลลใ์นระยะปลายโพรเฟส   
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เท่า ๆ กบัระยะเมทาเฟส โดยระยะปลายโพรเฟสให้แถบท่ีปรากฎบนโครโมโซมมนุษย ์843-1,256 แถบ ต่อ
จาํนวนชุดแฮพลอยด ์(haploid set) ส่วนระยะเมทาเฟสใหแ้ถบท่ีปรากฎบนโครโมโซมมนุษย ์320-554 แถบ 
ต่อจาํนวนชุดแฮพลอยด ์ซ่ึงจะใหร้ายละเอียดสูงกวา่การยอ้มแถบสีแบบธรรมดา (Yunis, 1976; อมรา คมัภิรา
นนท,์ 2546; อลงกลด แทนออมทอง, 2554)  

เมโทเทรกเซทเป็นอนุพนัธ์ของกรดโฟลิก (folic acid, FA) จดัว่าเป็นแอนติเมทาบอไลท ์
(antimetabolite) คือ มีเป้าหมายในการยบัย ั้งเอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทส (dihydrofolatereductase, 
DHFR) การยบัย ั้งปฏิกิริยาน้ีเป็นไปอย่างสมบูรณ์แบบ เมโทเทรกเซทจะยบัย ั้งการเปล่ียนไดไฮโดรโฟเลท 
(dihydrofolate, FH2) ไปเป็นเตตระไฮโดรโฟเลท (tetrahydrofolate, FH4) ซ่ึงเป็นตวัให้คาร์บอนแก่การ
สังเคราะห์ dUMPไปเป็น dTMPซ่ึงจาํเป็นต่อการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ดังนั้ นเซลล์จึงถูกยงัย ั้งก่อนท่ีจะ
สังเคราะห์ดีเอน็เอในระยะ G1/S ของวงชีพเซลล ์เน่ืองจากภาวะขาดไทมิดีน การยบัย ั้งโดยเมโทเทรกเซทจะ
ถูกปลดปล่อยไดโ้ดยการลา้งออกและเติมไทมิดีน ซ่ึงช่วงเวลาในการปลดปล่อยและเก็บเก่ียวเซลลจ์ะตอ้งมี
ความเหมาะสม (ชาคริต ดวงใจ, 2534; Rooney and Czepulkowski, 1986; Wike, 1989; Rooney, 2001) 

การยอ้มแถบสีโครโมโซมแบบต่าง ๆ น้ีมีประโยชน์ช่วยในการจับคู่โครโมโซมคู่เหมือน 
(homologous chromosome) ช่วยตรวจสอบเอกลกัษณ์ของโครโมโซม ช่วยตรวจสอบความผิดปกติของ
โครโมโซม ช่วยตรวจสอบพฤติกรรมของโครโมโซม และช่วยในการจาํแนกส่ิงมีชีวิตไดถู้กตอ้งยิ่งข้ึน การ
เปรียบเทียบทางพนัธุศาสตร์เซลล์ (comparative cytogenetics)ยงัเป็นขอ้มูลพื้นฐานเพื่อช่วยอธิบาย
วิวฒันาการของส่ิงมีชีวิตได ้(Rooney, 2001; อมรา คมัภิรานนท,์ 2546) 

 
2.4 การกาํหนดเพศในปลา(Jesus et al.,1999; BornandBertollo,2000;Artoniet al., 2001) 

ปลาเป็นสตัวมี์กระดูกสนัหลงักลุ่มโบราณ (primitive stage)การกาํหนดเพศจึงมีหลายแบบแตกต่าง
กนัออกไป โดยหลกั ๆ จะมี 2 แบบ คือ ถูกควบคุมและไม่ถูกควบคุมดว้ยพนัธุกรรม การพฒันาอวยัวะเพศ
ในปลามีกระบวนการท่ีถูกควบคุมทั้งปัจจยัภายใน (พนัธุกรรม) และพฒันาไดโ้ดยตรงกบัปัจจยัภายนอก เช่น 
ฮอร์โมน เม่ืออวยัวะเพศพฒันาไปแลว้จะมีความคงท่ีไม่มีการเปล่ียนแปลง แต่มีขอ้ยกเวน้ในกรณีท่ีปลามีการ
สืบพันธ์ุแบบกระเทย  ท่ีพบได้ในปลาหลายชนิดในวงศ์เซอรานิดี  (Serranidae)และปลาไหลนา 
(Monopterusalbus) 

การกาํหนดเพศในปลาเป็นกระบวนการทางชีวเคมีท่ีซบัซอ้นเพื่อนาํไปสู่การการกาํหนดเซลลเ์พศ 
แลว้เกิดการเปล่ียนสภาพรูปร่างของเซลล ์จากการศึกษาพบว่ายนีบางยนีอาจมีผลโดยตรงต่อการพฒันาของ
รังไข่ และบางยีนมีผลต่อการพฒันาของอณัฑะ เช่น ในกรณีของปลา Medaka(Oryziaslatipes)พบว่ายีน 
DMYเป็นยีนท่ีกําหนดเพศ และมีผลต่อการพัฒนาของอัณฑะ  ส่วนในปลานิล (tilapia) ชนิด 
Oreochromisniloticusพบวา่มีทั้งยนีและปัจจยัภายในร่างกาย ท่ีจะมีผลต่อการกาํหนดเพศและการพฒันาของ
โกแนด โดยฮอร์โมนเอสโทรเจน (estrogen) ภายในร่างกายเป็นตวัเหน่ียวนาํตามธรรมชาติ สําหรับการ
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พฒันาการของรังไข่ ขณะท่ียนี DMRT1จะมีความสาํคญัต่อการพฒันาการของอณัฑะ ในปลาส่วนใหญ่แลว้
การกาํหนดเพศจะถูกควบคุมโดยพนัธุกรรม ดงัน้ี 

แบบที่ไม่มีโครโมโซมเพศ เป็นพนัธุกรรมการกาํหนดเพศท่ีโบราณมากท่ีสุด เพศจะถูกควบคุมดว้ย
ยีนหลายตาํแหน่ง ซ่ึงจะมีการกระจายตวัอยู่บนโครโมโซมร่างกาย ปลาจะแสดงออกเป็นเพศใดเพศหน่ึง
ข้ึนกบัสมดุลของยีนเหล่านั้น และเน่ืองจากถูกควบคุมดว้ยยีนหลายตาํแหน่ง ยีนแต่ละตาํแหน่งจะมีอิทธิพล
ค่อนขา้งนอ้ย ดงันั้นส่ิงแวดลอ้มจึงมีอิทธิพลต่อการแสดงออกเป็นเพศใดเพศหน่ึง ปลาท่ีมีการควบคุมเพศ
แบบน้ีจะมีอตัราส่วนเพศในรุ่นลูกท่ีไม่แน่นอน เช่นพบไดใ้นปลาหางดาบ (Xiphophorushelleri) 

แบบทีมี่โครโมโซมเพศ แบ่งออกเป็น 2 ลกัษณะ คือ 
1. Homomorphic sex chromosome โครโมโซมเพศมีลกัษณะไม่แตกต่างกบัโครโมโซมร่างกาย 

และไม่แตกต่างระหว่างโครโมโซมท่ีกาํหนดเพศผูแ้ละเพศเมีย ปลาเหล่าน้ีสัดส่วนเพศในรุ่นลูกค่อนขา้ง
แน่นอน แต่อาจพบว่าสัดส่วนเพศอาจเปล่ียนแปลงไปบา้ง เน่ืองจากอิทธิพลของยีนซ่ึงมีตาํแหน่งอยู่บน
โครโมโซมร่างกาย การควบคุมแบบน้ีมกักาํหนดสัญลกัษณ์ X แทนโครโมโซมเพศเมีย และ Y แทน
โครโมโซมเพศผู ้ในกรณีท่ีปลาชนิดนั้นมีการควบคุมเพศแบบเฮเทอโรแกมีติกฟีเมล ปลาเพศเมียจะสร้างไข่
ท่ีมีจีโนไทป์ท่ีเหมือนกนัทั้งหมด (มีแต่โครโมโซมเอก็ซ์) ดงันั้นเพศเมียจะมีจีโนไทป์ XX ส่วนเพศผูมี้จีโน
ไทป์ XY เช่น ในปลาหมอเทศ (O. mossambicus) ในทางตรงขา้มถา้การควบคุมเพศเป็นแบบเฮเทอโรแกมีติ
กเมล จะใชส้ัญลกัษณ์ Z แทนโครโมโซมเพศผู ้และ W แทนโครโมโซมเพศเมียดงันั้นเพศผูจ้ะมีจีโนไทป์ 
ZZ ส่วนเพศเมียมีจีโนไทป์ ZW เช่น ในปลานิลชนิดO. aureusและ O. hornorumระบบควบคุมเพศในปลา
เหล่าน้ีไม่อาจตรวจสอบไดโ้ดยแคริโอไทป์ แต่สามารถตรวจสอบไดโ้ดยการเปล่ียนแปลงเพศของปลา โดย
นาํเอาปลาเพศเมียปกติ (XX หรือ ZW) มาผสมพนัธ์ุกบัปลาเพศผูท่ี้เกิดจากการเปล่ียนเพศ (XX หรือ ZW) 
แลว้ศึกษาสดัส่วนเพศท่ีได ้
       เพศผู ้XX (แปลงเพศ) x เพศเมีย XX100% เพศเมีย (XX)  
       เพศผู ้ZW (แปลงเพศ) x เพศเมีย ZW            25% เพศผู ้(ZZ)+50% เพศเมีย (ZW)+25% ตาย (WW) 

จากแผนการผสมพนัธ์ุ ในกรณีไดลู้กเพศเมียทั้งหมดแสดงว่าการควบคุมเพศเป็นระบบ XY และใน
กรณีไดลู้กทั้ง 2 เพศ แสดงวา่การควบคุมเพศเป็นระบบ ZW 

2. Heteromorphic sex chromosome โครโมโซมเพศท่ีมีลกัษณะแตกต่างกนัสาเหตุท่ีทาํให้
โครโมโซมเพศของปลามีลกัษณะหลายรูปแบบท่ีแตกต่างกนั เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงเพียงเลก็นอ้ย หรือ
การจดัเรียงตวัใหม่ของโครโมโซม ความแตกต่างท่ีตรวจพบทางพนัธุศาสตร์เซลลร์ะหว่างโครโมโซมเพศ 
ไดแ้ก่ การเพิ่มหรือขาดหายไปของเฮเทอโรโครมาทิน การลดขนาดของโครโมโซม การเพิ่มขนาดของ
โครโมโซม และการจดัเรียงตวัใหม่ของโครโมโซม ซ่ึงความแตกต่างทางโครงสร้างของโครโมโซมท่ีเกิด
ข้ึนกบัแต่ละประชากร จะจาํกดัเพียงเพศเดียวเท่านั้น โครโมโซมเพศในลกัษณะเหล่าน้ีท่ีพบไดใ้นปลาจะ
จาํแนกไดเ้ป็น 2 แบบ (8 ระบบ)คือ 



9 
 

2.1 แบบเฮเทอโรแกมีติกเมล ปลาเพศผูส้ร้างเซลลสื์บพนัธ์ุได ้2 แบบ เพศเมียสร้างไดแ้บบ
เดียวดงัน้ี 

ระบบ XX/XY เป็นระบบกาํหนดเพศท่ีเก่ียวขอ้งกบัโครโมโซม 2 แท่ง โดยท่ีโครโมโซม X 
และโครโมโซม Y มีลกัษณะแยกจากกนัอยา่งชดัเจน เม่ือศึกษาทางพนัธุศาสตร์เซลลป์ลาเพศผูมี้แคริโอไทป์ 
XY ส่วนปลาเพศเมียเป็น  XX แต่จํานวนโครโมโซมของทั้ งสองเพศเท่ากัน  เ ช่น  ปลา 
tiger(Hopliasmalabaricus) 

ระบบ XX/XOเป็นระบบการกาํหนดเพศท่ีคลา้ยกบัระบบแรก แตกต่างตรงท่ีโครโมโซม Y 
สูญหายไป และเพศผูมี้โครโมโซมนอ้ยกว่าเพศเมีย 1 แท่ง เช่น ปลา Mediterranean rainbow wrasse 
(Corisjulis) 

ระบบ X1X1X2X2/X1X2Yเป็นระบบโครโมโซมเพศหลายแท่ง เกิดจากโครโมโซม Y เกิด
การเคล่ือนยา้ยไปรวมกบักบัโครโมโซมร่างกาย ส่งผลให้ปลาเพศผูแ้ละปลาเพศเมียมีจาํนวนโครโมโซมดิ
พลอยดต่์างกนั เช่น ปลา splendid alfonsino(Beryxsplendens) 

ระบบ XX/XY1Y2เป็นระบบโครโมโซมเพศมีหลายแท่ง โดยท่ีโครโมโซม X ชนิดอะโคร
เซนทริก หรือเทโลเซนทริก ไดไ้ปเช่ือมรวมกบัโครโมโซมร่างกาย ทาํใหป้ลาเพศผูแ้ละปลาเพศเมียมีจาํนวน
โครโมโซมดิพลอยดต่์างกนั เช่น ปลา wolf fish(Hopliasmalabaricus) 

2.2แบบเฮเทอโรแกมีติกฟีเมล ปลาเมียเพศสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุได ้2 แบบ ปลาเพศผูส้ร้างได้
แบบเดียว 

ระบบ ZZ/ZW เป็นระบบการกาํหนดเพศท่ีเก่ียวขอ้งกบัโครโมโซม 2 แท่ง แต่ตรงขา้มกบั
ระบบ XX/XY โครโมโซม Z และโครโมโซม W มีลกัษณะแยกจากกนัอย่างชัดเจน เม่ือศึกษาทางพนัธุ
ศาสตร์เซลลป์ลาเพศผูมี้แคริโอไทป์เป็น ZZ ส่วนปลาเพศเมียเป็น ZW แต่จาํนวนโครโมโซมของปลาทั้งสอง
เพศเท่ากนั ระบบน้ีพบวา่มีรายงานในปลามากท่ีสุด เช่น ปลา Triportheusguentheri 

ระบบ ZZ/ZOเป็นระบบการกาํหนดเพศท่ีคลา้ยกบัระบบแรก มีความแตกต่างกนัตรงท่ี
โครโมโซม W สูญหายไป และเพศเมียมีโครโมโซมนอ้ยกว่าเพศผู ้1 แท่ง ระบบน้ีมีรายงานค่อนขา้งนอ้ย 
เช่น ปลา Lepidocephalichthysguntea 

ระบบ Z1Z1Z2Z2/Z1Z2Wเป็นระบบท่ีมีโครโมโซมเพศหลายแท่ง โดยโครโมโซม W ไป
เช่ือมรวมกบัโครโมโซมร่างกาย ส่งผลให้ปลาเพศผูแ้ละปลาเพศเมียมีจาํนวนโครโมโซมดิพลอยด์ต่างกนั 
ลกัษณะจะตรงขา้มกบัระบบ X1X1X2X2/ X1X2Y 

ระบบ ZZ/ZW1W2เป็นระบบท่ีมีโครโมโซมเพศหลายแท่ง โดยโครโมโซม Z ไดไ้ปเช่ือม
รวมกบัโครโมโซมร่างกาย ส่งผลใหป้ลาเพศผูแ้ละปลาเพศเมียมีจาํนวนโครโมโซมดิพลอยดต่์างกนั ลกัษณะ
จะตรงขา้มกบัระบบ XX/XY1Y2เช่น ปลา Apareiodonaffinis 
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2.5รายงานการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ของปลาวงศ์ Callionymidae 

จากการตรวจสอบเอกสารงานวิจยั พบว่ามีรายงานการศึกษาพนัธุศาสตร์เซลลข์องปลาวงศป์ลา

แมนดารินน้อยมาก โดยมีรายงานการศึกษาท่ีน้อยกว่า 3เปอร์เซ็นต์ จากจาํนวนชนิดพนัธ์ุของปลาท่ีได้

รายงานไวโ้ดยมีรายงานไวเ้พียง 5 ชนิด ดงัน้ี 

ตารางที ่2.1 รายงานการศึกษาพนัธุศาสตร์เซลลข์องวงศป์ลาแมนดาริน(Callionymidae) (Arai, 2011) 
 

 

หมายเหตุ:2n = จาํนวนดิพพลอยดโ์ครโมโซม,NF= จาํนวนโครโมโซมพื้นฐาน,NORs=รอยคอร์ดท่ีสองของ
โครโมโซม,m=โครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก,sm=โครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก,t=โครโมโซมชนิด
เทโลเซนทริก, st=โครโมโซมชนิดซับเทโลเซนทริก (เทียบไดก้บัโครโมโซมชนิดอะโครเซนทริกใน
การศึกษาคร้ังน้ี), a=โครโมโซมชนิดอะโครเซนทริกและ – ไม่มีขอ้มูล 
 

 
 

ชนิด 2n NF  NORs สูตรคาริโอไทป์ แหล่งตวัอย่าง อ้างองิ 

Eleutherochir mirabilis 36 36 - 36a Japan Sawada and Sakamoto (1980) 

Repomucenusbeniteguri 38 38 - 38st Japan Murofushi et al. (1983) 

 37 38 2 1m+36st Japan Murofushi et al. (1983) 

R. huguenini 32 34 2 2m+30a Japan Murofushi et al. (1984) 

R. ornatipinnis 38 38 - 38st Japan Murofushi et al. (1983) 

 37 38 2 1m+36st Japan Murofushi et al. (1983) 

R. richardsonii 38 38 2 38a Japan Murofushi et al. (1984) 

 38 74 - 36sm+2a Japan Ojima and Kikuno (1987) 



บทที ่3 
วธีิดาํเนินการวจิัย 

 
การดาํเนินงานวิจยัแบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอน คือ การเก็บตวัอยา่ง การเตรียมโครโมโซม การยอ้มสี

โครโมโซม การตรวจสอบโครโมโซม และการจดัคาริโอไทป์มาตรฐาน 
 
3.1  การเกบ็ตัวอย่าง 

3.1.1  เกบ็ตวัอยา่งแมนดารินจาํนวน 3ชนิด ไดแ้ก่ ปลาแมนดารินเขียว (Synchiropussplendidus)ปลา
แมนดารินจุด (Synchiropuspicturatus)และปลาสกตูเตอร์ (Synchiropusocellatus)ท่ีมีการเล้ียงเป็นปลาสวยงาม
ในประเทศไทย จาํนวนตวัอยา่งปลาแต่ละชนิดแสดงในตารางท่ี 3.1(รวมตวัอยา่งปลาแมนดารินทั้งหมด 28 
ตวั)ตวัอย่างปลาท่ีเก็บมาไดจ้ะถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือตวัอย่างสําหรับตรวจสอบเอกลกัษณ์ปลา และ
ตวัอยา่งสาํหรับเตรียมโครโมโซม 
 

ตารางที ่3.1  จาํนวนตวัอยา่งปลาแมนดารินท่ีศึกษาในคร้ังน้ี 
 

ชนิดปลา เพศผู้ (ตัว) เพศเมีย (ตัว) รวม (ตัว)  
ปลาแมนดารินเขียว 
ปลาแมนดารินจุด 
ปลาสกตูเตอร์ 

4 
5 
4 

4 
5 
6 

8 
10 
10 

 
3.1.2  นาํตวัอยา่งปลาท่ีเก็บไดม้าเล้ียงท่ีหอ้งปฏิบติัการเรือนสัตวท์ดลองโดยเล้ียงในตูเ้ล้ียงปลา

ขนาด 60x120x50 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ท่ีให้ก๊าซออกซิเจนตลอดเวลา และให้อาหารวนัละ 1 คร้ัง เล้ียงไว้
อยา่งนอ้ย 7 วนั   

 3.1.3 นาํตวัอยา่งปลามาตรวจสอบและระบุชนิดถ่ายภาพตวัอยา่งปลาแมนดารินแต่ละชนิด   
 

3.2  การเตรียมโครโมโซม 
3.2.1  เตรียมโดยวิธีทางตรง (direct method) 

อวยัวะท่ีใช ้คือไต เน่ืองจากเป็นอวยัวะท่ีมีการแบ่งเซลลต์ลอดเวลา โดยเตรียมจากในตวั
ส่ิงมีชีวิต (in vivo) และภายนอกตวัส่ิงมีชีวิต (in vitro)การเตรียมโครโมโซมโดยวิธีทางตรง ในสภาพ in vivo 
ดดัแปลงจากวิธีของ Chen and Ebeling (1968) และ Nanda et al. (1995) ดงัน้ี 

ฉีดสารละลายไฟโตฮีแมกกลูตินิน (Phytohemagglutinin, PHA) เขม้ขน้ 4% เขา้ช่องทอ้ง
ของปลา (intraperitoneal injection) ขนาด 1 มิลลิลิตร ต่อนํ้ าหนกัตวั 100 กรัม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบ 
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23 ชัว่โมงฉีดโคลชิซิน0.05% ขนาด 1 มิลลิลิตร ต่อนํ้ าหนกัตวั 100 กรัม เขา้ไปในกลา้มเน้ือ (intramusculary 
injection) ของปลา 1 ชัว่โมง สลบปลาโดยใชน้ํ้ าแขง็ นาํเฉพาะส่วนของไตมา ตดัเป็นช้ินเลก็ๆ และบดโดย
เติมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด ์เขม้ขน้ 0.075 โมลาร์(KCl0.075 M)กรองเศษเซลลข์นาดใหญ่ออกดว้ย
ตะแกรงขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 1 มิลลิเมตร เทตะกอนเซลล์ขนาดเล็กลงในหลอดป่ันเหวี่ยง ขนาด 15 
มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งประมาณ 25 นาที นาํตะกอนเซลลไ์ปป่ันท่ี 1,200-1,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 
นาที ท้ิงส่วนใสขา้งบน เติมนํ้ ายาตรึงสภาพ (fixative)ท่ีมีส่วนผสมของเมทานอล 3 ส่วนต่อกรดอะซิติก1 
ส่วน (methanol:acetic acid; 3:1) ท่ีเตรียมใหม่ ๆ และเยน็จดั นาํสารละลายไปป่ันท่ี 1,200-1,500 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 10 นาที ท้ิงส่วนใสขา้งบน เติมนํ้ายาตรึงสภาพลงไป 7-8 มิลลิลิตร ป่ันอีกคร้ัง ทาํซํ้ าเพื่อลา้งตะกอน
เซลลใ์หส้ะอาด เกบ็ตะกอนเซลลใ์นสารละลายตรึงเซลลไ์วท่ี้ -20 องศาเซลเซียส  

การเตรียมโครโมโซมโดยวิธีทางตรง ในสภาพ in vitroโดยดดัแปลงจากวิธีการของ Gold et 
al. (1990) ดงัน้ี ฉีดสารละลายไฟโตฮีแมกกลูตินินเขม้ขน้ 4% เขา้ช่องทอ้งของปลา ขนาด 1 มิลลิลิตร ต่อ
นํ้ าหนักตวั 100 กรัม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สลบปลาดว้ยนํ้ าแข็ง ผ่าเปิดช่องทอ้ง ตดัเอาส่วนไตใส่ในจาน
เพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ในปริมาณพอท่วมเน้ือเยือ่ (ประมาณ 5 มิลลิลิตร) ใชมี้ดและ
กรรไกรสับให้เป็นช้ินละเอียด เติมสารละลายโคลซิชิน 0.1% จาํนวน 2-3 หยด แลว้นาํไปบ่มท่ี 27 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที ยา้ยสารละลายท่ีมีตะกอนเซลลล์งในหลอดป่ันเหวี่ยงขนาด 15 
มิลลิลิตร นาํไปป่ันท่ีความเร็ว 1,200-1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท้ิงสารละลายส่วนบนเหลือแต่
ตะกอนเซลล ์เติมสารละลายKClเขม้ขน้ 0.075M 6 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชก้ารกลบัหลอดไปมา 2-3 
คร้ัง แลว้นาํไปบ่มท่ี 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นาํไปป่ันอีกรอบ และท้ิงสารละลายส่วนบนเหลือ
แต่ตะกอนเซลล ์ค่อยๆ เติมนํ้ ายาตรึงสภาพท่ีเตรียมใหม่ ๆ และเยน็จดั ทีละหยด นาํไปป่ัน 3-4 คร้ังจนได้
ตะกอนเซลลสี์ขาว เกบ็ตะกอนเซลลใ์นสารละลายตรึงเซลลไ์วท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 

3.2.2  เตรียมโดยทางออ้ม (indirect method) 
โดยวิธีการเพาะเล้ียงเซลลเ์มด็เลือดขาว (white blood cell culture) ใชว้ิธีเพาะเล้ียงเซลลเ์มด็

เลือดขาวปริมาณนอ้ย ดดัแปลงจากวิธีของ Fujiwara et al.(2001) มีวิธีการดงัน้ี 
เก็บตวัอยา่งเลือดจากเส้นเลือดดาํบริเวณใตเ้ส้นขา้งลาํตวั หรือจากหัวใจโดยใชเ้ขม็ท่ีติดกบั

กระบอกฉีดยาปลอดเช้ือท่ีเคลือบสารโซเดียมเฮพาริน เกบ็ตวัอยา่งเลือดในนํ้าแขง็ หรือ 4 องศาเซลเซียส เติม
อาหารเล้ียงเซลล ์DMEM media ท่ีเยน็ 5 มิลลิลิตรลงในเลือด 0.1 มิลลิลิตรในหลอดปลอดเช้ือ แช่ในนํ้ าแขง็
เป็นเวลา 5 นาที นาํไปป่ันท่ี 1,250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เกบ็เมด็เลือดขาวท่ีอยูบ่ริเวณชั้นบนของเซลล์
เมด็เลือดแดงใชปิ้เปตดูดวนเบา ๆ โดยแตะปลายปิเปตท่ีขา้งหลอด และยา้ยไปลงในหลอดใหม่ เติมอาหาร 
DMEM media ไปจนมีปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตรป่ันท่ี 1,500 รอบต่อนาที นาํตะกอนเซลลเ์มด็เลือดขาวมาเติม
อาหารเล้ียงเซลลช์นิด DMEM media (Gibco) หรือ m-199 (Gibco) ท่ีประกอบดว้ย ไฟโตฮีแมกกลูตินิน 
ความเขม้ขน้ 4-6%, ฟีทลัโบไวน์ซีรัม (fetal bovine serum: FBS) 10%, ยาปฏิชีวนะ และยาฆ่าเช้ือราซ่ึง
ประกอบดว้ย เพนนิซิลินและสเตรบโตไมซิน (penicillin streptomycin)3% และแอมโฟ- เทอริซินบี 
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(Amphothericin B) 250 นาโนกรัม บ่มท่ี 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วนั เขยา่เลือดทุกวนัวนัละ 2 คร้ัง 
ก่อนเก็บเก่ียว 1.5 ชัว่โมง เติมโคลชิซิน0.01% 50 ไมโครลิตร เม่ือครบเวลา นาํไปป่ันท่ี 1500 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 5 นาที ดูดของเหลวส่วนบนท้ิง จากนั้นเติมสารละลาย KClความเขม้ขน้0.075 Mบ่มท่ี 27 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ป่ันและดูดของเหลวส่วนบนท้ิง เติมนํ้ ายาตรึงสภาพท่ีเตรียมใหม่ๆ และเยน็จดั 
แลว้นาํมาป่ันท่ี 1500 รอบต่อนาที 5 นาที ดูดของเหลวส่วนบนท้ิง เติมนํ้ ายาตรึงสภาพอีก เพื่อลา้งตะกอน
เซลล ์3 คร้ัง หรือจนตะกอนเซลลส์ะอาด แลว้เกบ็ตะกอนเซลลไ์วท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 
 
3.3  การเตรียมสไลด์โครโมโซม และการย้อมสีโครโมโซม 

เตรียมสไลด์โครโมโซมโดยนาํตะกอนเซลลท่ี์เตรียมไวแ้ลว้มาหยดบนสไลดท่ี์สะอาด 2-3 หยด 
โดยหยดห่างจากสไลด์ 2 เซนติเมตร ปล่อยให้แห้งในอากาศ การเตรียมสไลด์จะเตรียมจากตวัอย่างปลา  
แมนดารินตวัละ 8 สไลด ์การยอ้มสีโครโมโซม โดยเทคนิคการยอ้มแบบธรรมดา ดงัน้ี 

ยอ้มสไลดด์ว้ยสีจิมซ่า 10% ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (phosphate buffer)pH 7.2 เป็นเวลา 20-30 นาที 
แลว้ ลา้งสไลดด์ว้ยนํ้ากลัน่ใหส้ะอาด ผึ่งใหแ้หง้ นาํไปตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง 
 
3.4  การตรวจสอบโครโมโซม การจัดคาริโอไทป์และอดิิโอแกรมมาตรฐาน 

ประกอบด้วยขั้นตอนการตรวจสอบโครโมโซม จัดคาริโอไทป์ และสร้างอิดิโอแกรมมาตรฐาน 
ดดัแปลงจากวิธีการของกนัยารัตน์ ไชยสุต (2532) และ Turpin and Lejeune (1965) 

1) การตรวจสอบโครโมโซมเลือกเซลลท่ี์มีโครโมโซมระยะเมทาเฟสกระจายตวัดีไม่ซอ้นทบักนั 

นาํมาถ่ายภาพโครโมโซมโดยใชเ้ลนส์วตัถุ (objective lens) กาํลงัขยาย 100X โดยใชชุ้ดถ่ายภาพท่ีต่อกบั

กลอ้งจุลทรรศน์ หรือใชก้ลอ้งดิจิตอล เพื่อตรวจนบัจาํนวนโครโมโซมจากภาพถ่ายโครโมโซมจาํนวน 100 

เซลล ์ความถ่ีของจาํนวนโครโมโซมท่ีพบมากท่ีสุด จะเป็นค่าของจาํนวนโครโมโซมดิพลอยดข์องส่ิงมีชีวิต

นั้น ๆ จากนั้นจบัคู่โครโมโซมท่ีเหมือนกนั (homologous chromosome) และศึกษาโครโมโซมโดยการหาค่า

ความยาวของแขนโครโมโซมขา้งยาว (long arm; Ll) ความยาวของแขนโครโมโซมขา้งสั้น (short arm; Ls) 

และคาํนวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (total length; LT, LT = Ll + Ls) คาํนวณค่า relative 

length (RL) และ centromeric index (CI) เพื่อระบุชนิดของโครโมโซม และนาํค่าท่ีไดไ้ปใชป้ระกอบในการจดัทาํ

คาริโอไทป์ และอิดิโอแกรม 

2) การจัดทาํคาริโอไทป์ ใช้รูปถ่ายท่ีได้ในการจับคู่โครโมโซมท่ีเหมือนกัน โดยการกาํหนด
ตาํแหน่งเซนโทรเมียร์ของโครโมโซมแต่ละแท่งในเซลล์ วดัค่าความยาวของแขนโครโมโซมขา้งยาว ค่า
ความยาวของแขนโครโมโซมขา้งสั้น นาํค่าท่ีไดม้าคาํนวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง จดัเรียง  
คาริโอไทป์ ให้เรียงตามความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่จากมากไปหาน้อย ยกเวน้โครโมโซมเพศจะวาง
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เป็นคู่สุดทา้ยมุมล่างซ้ายเสมอ ตอ้งบอกหมายเลขของโครโมโซมแต่ละคู่ดา้นล่าง วางแท่งโครโมโซมให้
แขนขา้งสั้นอยูด่า้นบน แขนขา้งยาวอยูด่า้นล่าง 

การจัดทาํคาริโอไทป์มาตรฐาน  
1) เลือกเซลลใ์นระยะเมทาเฟส ท่ีมีขนาดของโครโมโซมไม่ยาวหรือสั้นเกินไป มี

การกระจายท่ีดีไม่ซ้อนทบักนั และนับจาํนวนโครโมโซมไดค้รบเท่ากบัจาํนวนโครโมโซมของส่ิงมีชีวิต
ชนิดนั้น ถ่ายภาพเซลลท่ี์เลือกไวโ้ดยใชเ้ลนส์วตัถุกาํลงัขยาย 100X เลือกมาจดัจาํนวน ชนิดละ 20 เซลล ์

2) ใชรู้ปถ่ายท่ีไดใ้นการจบัคู่โครโมโซมท่ีเหมือนกนั โดยกาํหนดตาํแหน่งของ
เซนโทรเมียร์ของโครโมโซมแต่ละแท่งในเซลล ์จากนั้นวดัค่าความยาวของแขนโครโมโซมขา้งยาว ค่าความ
ยาวของแขนโครโมโซมขา้งสั้น นาํค่าท่ีไดม้าคาํนวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง การวดัค่าความ
ยาวของโครโมโซมอาจจะใช้วิธีการตัดโครโมโซมออกมาจากรูปถ่ายทีละแท่ง กาํหนดหมายเลขให้
โครโมโซมทุกแท่งก่อนการวดั เม่ือวดัความยาวเสร็จแลว้จึงจบัคู่โครโมโซมท่ีมีความยาวของแขนแต่ละขา้ง 
และความยาวทั้งแท่งใกลเ้คียงกนัมากท่ีสุด 

3) การคาํนวณหาค่า relative length (RL) คาํนวณไดจ้ากสูตร ดงัน้ี 
ค่า relative length (RL) =    ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT) 

   ความยาวทั้งหมดของโครโมโซมทุกแท่ง (LT) 
การใชค่้า RL น้ีสามารถช่วยในการจบัคู่โครโมโซมไดแ้น่นอนกว่าการใชค่้าความ

ยาวของโครโมโซม เพราะค่า RL ของโครโมโซมแต่ละแท่งจะคงท่ีในทุก ๆ เซลล ์ส่วนค่าความยาวของ
โครโมโซมจะแตกต่างกนัไปในเซลลแ์ต่ละเซลล ์

4) การคาํนวณหาค่า centromeric index (CI) คาํนวณไดจ้ากสูตร ดงัน้ี 
ค่า centromeric index (CI) =  ความยาวของแขนโครโมโซมขา้งยาว (Ll) 

     ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT) 
นาํค่า CI ท่ีไดน้าํมาระบุชนิดของโครโมโซม โดยใชเ้กณฑ ์ดงัน้ี 
ค่า CI อยูร่ะหวา่ง 0.500–0.599 จดัเป็นโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก 
ค่า CI อยูร่ะหวา่ง 0.600–0.699 จดัเป็นโครโมโซมชนิดซบัเมทาเซนทริก 
ค่า CI อยูร่ะหวา่ง 0.700–0.899 จดัเป็นโครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก 
ค่า CI อยูร่ะหวา่ง 0.900–1.000 จดัเป็นโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริก 
5) การกาํหนดขนาดของโครโมโซม แบ่งขนาดของโครโมโซมออกเป็น 3 ขนาด 

โดยกาํหนดให้โครโมโซมคู่ท่ียาวท่ีสุดเป็นโครโมโซมคู่ท่ี 1 และโครโมโซมคู่ท่ีสั้นท่ีสุดเป็นโครโมโซมคู่
สุดทา้ย 

โครโมโซมขนาดใหญ่ (large=L) คือ โครโมโซมท่ีมีความยาวมากกว่าคร่ึงหน่ึง
ของผลบวกความยาวเฉล่ียของโครโมโซมใหญ่สุด รวมกบัโครโมโซมคู่เลก็ท่ีสุด 
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ดงันั้น L > LT เฉล่ียคู่ท่ี 1 + LT เฉล่ียคู่สุดทา้ย 
        2 
โครโมโซมขนาดกลาง (medium=M) คือ โครโมโซมท่ีมีค่าความยาวน้อยกว่า

คร่ึงหน่ึงของความยาวเฉล่ียของโครโมโซมใหญ่สุด รวมกบัโครโมโซมคู่เลก็ท่ีสุด 
ดงันั้น M < LT เฉล่ียคู่ท่ี 1 + LT เฉล่ียคู่สุดทา้ย 
                  2 
โครโมโซมขนาดเลก็ (small=S) ไดแ้ก่ โครโมโซมท่ีมีความยาวนอ้ยกว่าคร่ึงหน่ึง

ของความยาวเฉล่ียของโครโมโซมคู่ใหญ่สุด 
ดงันั้น S < LT เฉล่ียคู่ท่ี 1 
     2 
6) จดัเรียงคาริโอไทป์ ให้เรียงตามชนิดโครโมโซมก่อน แลว้ค่อยเรียงตามความ

ยาวของโครโมโซมแต่ละคู่จากมากไปหาน้อยยกเวน้โครโมโซมเพศจะวางเป็นคู่สุดทา้ยมุมล่างซ้าย ตอ้ง
บอกหมายเลขของโครโมโซมแต่ละคู่ดา้นล่างวางแท่งโครโมโซมใหแ้ขนขา้งสั้นอยูด่า้นบน แขนขา้งยาวอยู่
ดา้นล่าง และนิยมวางแท่งโครโมโซมใหต้าํแหน่งเซนโทรเมียร์ตรงกนั 
 การทาํอดิิโอแกรมมาตรฐาน 

อิดิโอแกรม คือ ไดอะแกรมแสดงคาริโอไทป์ของโครโมโซม 1 ชุดแฮพลอยด์ ซ่ึง
ประกอบดว้ยโครโมโซมร่างกาย และโครโมโซมเพศ โดยใชข้อ้มูลค่าเฉล่ียความยาวของโครโมโซม รูปร่าง
ของโครโมโซม และตาํแหน่งเซนโทรเมียร์อิดิโอแกรมจากเทคนิคการยอ้มสีโครโมโซมแบบธรรมดาใช้
เซลลร์ะยะเมทาเฟสชนิดละ 20 เซลล ์นาํมาจดัคาริโอไทป์ แลว้วดัความยาวของแขนโครโมโซมขา้งยาว และ
แขนโครโมโซมขา้งสั้ นของโครโมโซมทุกคู่ด้วยเวอร์เนียร์(vernier) จัดทาํภาพวาดอิดิโอแกรมด้วย
คอมพิวเตอร์ โดยการนาํค่าเฉล่ียความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่มาสร้างกราฟโดยใชโ้ปรแกรม Microsoft 
Excel XP/2003 ให้แกนตั้ง (Y) เป็นความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่ และแกนนอน (X) เป็นลาํดบัของ
โครโมโซมคู่ท่ีใหญ่ท่ีสุดไปหาคู่ท่ีเลก็ท่ีสุด ยกเวน้โครโมโซมเพศจดัเป็นคู่สุดทา้ย แลว้นาํมาปรับรูปร่างของ
โครโมโซมโดยใชโ้ปรแกรม Microsoft Word XP/2003 หรือ Microsoft Powerpoint XP/2003 
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 4.1  (Mandarin fish, Synchiropus splendidus)  3  
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 4.1   (short arm; Ls), 

 (long arm; Ll),  (total length; LT),  relative 

length (RL),  centromeric index (CI),  (standard deviation, SD) 

 RL, CI           

 (Synchiropus splendidus)  20 

 39  40  

 

 Ls Ll LT CI+SD RL+SD   

1 0.000 6.021 6.021 1.000±0.000 0.067±0.001   

2 0.000 5.613 5.613 1.000±0.000 0.062±0.003   

3 0.000 5.083 5.083 1.000±0.000 0.057±0.002   

4 0.000 5.159 5.159 1.000±0.000 0.057±0.002   

5 0.000 4.941 4.941 1.000±0.000 0.055±0.003   

6 0.000 4.821 4.821 1.000±0.000 0.053±0.002   

7 0.000 4.747 4.747 1.000±0.000 0.052±0.004   

8 0.000 4.118 4.118 1.000±0.000 0.046±0.002   

9 0.000 4.235 4.235 1.000±0.000 0.047±0.002   

10 0.000 4.283 4.283 1.000±0.000 0.047±0.005   

11 0.000 4.077 4.077 1.000±0.000 0.045±0.002   

12 0.000 4.479 4.479 1.000±0.000 0.049±0.002   

13 0.000 4.069 4.069 1.000±0.000 0.045±0.004   

14 0.000 3.974 3.974 1.000±0.000 0.044±0.001   

15 0.000 4.055 4.055 1.000±0.000 0.045±0.003   

16 0.000 3.951 3.951 1.000±0.000 0.043±0.002   

17 0.000 3.560 3.570 1.000±0.000 0.039±0.001   

18 0.000 3.574 3.564 1.000±0.000 0.019±0.002   

X1 0.000 6.582 6.582 1.000±0.000 0.073±0.002   

X1 0.000 4.967 4.967 1.000±0.000 0.055±0.002   

Y 5.304 5.519 10.823 0.510±0.001 0.076±0.002   

 

 

 

 

 

22 



22 

4.2  (Synchiropus picturatus)  

 40  40 

 14  24  2 

 

 2 

 2   4.6, 4.7, 4.8. 4.9  4.10) 

 

 

2n (diploid) 40 = Lt
14 + Mt

24 + St
2 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.6  (Picturesque dragonet, Synchiropus picturatus)  3  
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 4.9  (Synchiropus picturatus)  ( )   

 ( )  40  

 10 ) 
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 4.10  (Synchiropus picturatus)  

40  
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 4.2   (short arm; Ls), 

 (long arm; Ll),  (total length; LT),  relative 

length (RL),  centromeric index (CI),  (standard deviation, SD) 

 RL, CI           

 (Synchiropus picturatus)   20 

 40  

 

 Ls Ll LT CI+SD RL+SD   

1 0.000 6.085 6.085 1.000±0.000 0.072±0.002   

2 0.000 5.893 5.893 1.000±0.000 0.069±0.002   

3 0.000 5.556 5.556 1.000±0.000 0.065±0.001   

4 0.000 5.368 5.368 1.000±0.000 0.063±0.003   

5 0.000 4.936 4.936 1.000±0.000 0.058±0.002   

6 0.000 4.551 4.551 1.000±0.000 0.054±0.002   

7 0.000 4.748 4.748 1.000±0.000 0.056±0.003   

8 0.000 4.288 4.288 1.000±0.000 0.051±0.002   

9 0.000 4.312 4.312 1.000±0.000 0.051±0.002   

10 0.000 4.050 4.050 1.000±0.000 0.048±0.004   

11 0.000 4.195 4.195 1.000±0.000 0.049±0.002   

12 0.000 3.713 3.713 1.000±0.000 0.044±0.002   

13 0.000 3.880 3.880 1.000±0.000 0.046±0.005   

14 0.000 3.643 3.643 1.000±0.000 0.043±0.002   

15 0.000 3.736 3.736 1.000±0.000 0.044±0.002   

16 0.000 3.458 3.458 1.000±0.000 0.041±0.004   

17 0.000 3.286 3.286 1.000±0.000 0.039±0.001   

18 0.000 3.190 3.190 1.000±0.000 0.038±0.003   

19 0.000 3.118 3.118 1.000±0.000 0.037±0.002   

20 0.000 2.830 2.830 1.000±0.000 0.033±0.001   
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4.3  (Synchiropus ocellatus)  

    

 40  40 

 16  

 18  6  

 3  

 2  (  4.11, 4.12, 4.13. 4.14  4.15) 

 

2n (diploid) 40 = Lt
16 + Mt

18 + St
6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.11  (Ocellated dragonet, Synchiropus ocellatus)  1  
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ocellatus)   40  
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 4.14  (Synchiropus ocellatus)  ( )  

)  40     
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 4.3   (short arm; Ls), 

 (long arm; Ll),  (total length; LT),  relative 

length (RL),  centromeric index (CI),  (standard deviation, SD) 

 RL, CI  

(Synchiropus ocellatus)   20  

40  

 

 Ls Ll LT CI+SD RL+SD   

1 0.000 6.557 6.557 1.000±0.000 0.076±0.002   

2 0.000 6.076 6.076 1.000±0.000 0.070±0.002   

3 0.000 5.842 5.842 1.000±0.000 0.068±0.002   

4 0.000 5.669 5.669 1.000±0.000 0.066±0.002   

5 0.000 5.456 5.456 1.000±0.000 0.063±0.002   

6 0.000 5.134 5.134 1.000±0.000 0.059±0.002   

7 0.000 4.628 4.628 1.000±0.000 0.054±0.002   

8 0.000 4.358 4.358 1.000±0.000 0.050±0.001   

9 0.000 4.232 4.232 1.000±0.000 0.049±0.001   

10 0.000 4.157 4.157 1.000±0.000 0.048±0.001   

11 0.000 4.081 4.081 1.000±0.000 0.047±0.002   

12 0.000 3.929 3.929 1.000±0.000 0.046±0.002   

13 0.000 3.809 3.809 1.000±0.000 0.044±0.001   

14 0.000 3.711 3.711 1.000±0.000 0.043±0.001   

15 0.000 3.570 3.570 1.000±0.000 0.041±0.001   

16 0.000 3.468 3.468 1.000±0.000 0.040±0.001   

17 0.000 3.346 3.346 1.000±0.000 0.039±0.001   

18 0.000 3.208 3.208 1.000±0.000 0.037±0.001   

19 0.000 3.027 3.027 1.000±0.000 0.035±0.001   

20 0.000 2.120 2.120 1.000±0.000 0.024±0.016   
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5.1  

 3 

 

5.1.1  (Synchiropus splendidus) 

 39  40 

  40 

 X1X1X2X2/X1X2Y  Y 

 8 

 28  X1  X2             

 Y  

 18  2 

 3 

 2  

    2n (diploid) 39 = Lt
8 + Mt

28 + X1X2Y 

 2n (diploid) 40 = Lt
8 + Mt

28 + X1X1X2X2 

 

5.1.2  (Synchiropus picturatus) 

 40  

40 

 14  24          

 2  

 2  2 

 

2n (diploid) 40 = Lt
14 + Mt

24 + St
2 
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5.1.3  (Synchiropus ocellatus) 

 40  40   

 16  18 

 6 

    

3  2             

 

 

2n (diploid) 40 = Lt
16 + Mt

18 + St
6 

 

5.2  

  (  Callionymidae)  

3  

 5 ) 

 13,000  1,200  9.23 

 (2n)  48  54 (  648  1,200 ) 

 (osteicthyes) 

 22  Xyrichthys twistii  Labridae) 

 Notothenia coriiceps (  Nototheiidae)  240  280  

 (  Acipenseridae)  ( ) 

 4  (4n, tetraploid)  (chondrichthyes) 

 (Polyodontidae)  112  120  (  

Elasmobranchii)  55  64  86 

 (NF = 90  124) (Galetti et al., 2000) 

  Callionymidae 

 4  32, 36, 37  38  (Arai, 2011) 

 39  40, 40  40 

 40 

 34-74 (Arai, 2011) 

36 
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  39 

 36  X1X1Y  

40  40  X1X1X2X2

 X1  X2

 Y 

 40  40  

  5.1) 

 Callionymidae 

 1-2  Repomucenus richardsonii

 Hyogo  38 

 36  2  (Sawada and Sakamoto, 1980; Murofushi 

et al., 1983, 1984; Ojima and Kikuno, 1987; Arai, 2011) 

 Eleutherochir mirabilis, Repomucenus huguenini  

R. richardsonii  (Sawada and Sakamoto, 

1980; Murofushi et al., 1984; Ojima and Kikuno, 1987; Arai, 2011) 

 X1X1X2X2  X1X2Y 

 1  Y 

 

X1  X2  Y 

  (Callionymidae) 

 Repomucenus beniteguri  R. ornatipinnis 

 X1X1X2X2/X1X2Y  (Murofushi et al., 1983; Arai, 2011) 

 (hermaphrodite)  (sex 

reversed) 

 5  XX/XY (

 XY  XX), XX/XO (  XO  XX), ZZ/ZW (  ZZ  ZW), ZZ/ZW1W2 (  

ZZ  ZW1W2)  X1X1X2X2/X1X2Y (  X1X2Y  X1X1X2X2) ) (Galetti et al., 2000) 
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 2  

 Repomucenus beniteguri, R. huguenini, 

R. ornatipinnis  R. richardsonii  2  (Murofushi et al., 1983, 

1984; Ojima and Kikuno, 1987; Arai, 2011) 

 3  

 ) 

 48 

 (NF = 48) 

 (primitive stage) 

 (gene flow) 

 (Lande) . 1979 

 

 

)  

 3  1)  2) 

 3) 

 (Ojima and Kashiwagi, 1981; Ojima, 

1983; Galetti et al., 2000) 
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 5.1  (  Callionymidae) 

 
 

 

: 2n = , NF = , NORs = 

, m = , sm = , t = 

, st =  (

), a =  –  

 

 

  2n  NF  NORs     

Synchiropus splendidus 39, 40 40 3 36t+X1X1X2X2/X1X2Y Thailand  

S. picturatus 40 40 2 40t Thailand  

S. ocellatus 40 40 2 40t Thailand  

Eleutherochir mirabilis 36 36 - 36a Japan Sawada and Sakamoto (1980) 

Repomucenus beniteguri 38 38 - 38st Japan Murofushi et al. (1983) 

 37 38 2 1m+36st Japan Murofushi et al. (1983) 

R. huguenini 32 34 2 2m+30a Japan Murofushi et al. (1984) 

R. ornatipinnis 38 38 - 38st Japan Murofushi et al. (1983) 

 37 38 2 1m+36st Japan Murofushi et al. (1983) 

R. richardsonii 38 38 2 38a Japan Murofushi et al. (1984) 

 38 74 - 36sm+2a Japan Ojima and Kikuno (1987) 

39 
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1.  

      1.1  

-  

- Hot plate  magnetic stirrer 

-  media  1000, 500  100 . 

-  10  15 . 

-  (vacuum tube)  10 .  (hepalin) 

-  (syling)  

- Automicropipette, micropipette  pipette  

-  (staining jar) 

-  (centrifuge) 

-  (millipore membrane filter)  0.2  

-  (balance) 

-  

-  (water bath) 

-  (autoclave) 

-  vortex mixture 

-  (incubater) 

-  (laminar air flow carbinet) 

-  
    

1.2  

-  RPMI 1640 

-  (KCl) 

- Fetal calf serum (FCS) 

-  Penicilli-Streptomycin 

-  (phytoheamagglutinin, PHA) 

-  (colchicine) 

-  (methanol) 

-  95  70  (ethanal 95%  70%) 

-  (Giemsa’s stain) 

43 
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-  (NaHCO3) 

-  (NaHPO4) 

-  (KH2PO4) 

 (KCl) 

-  (HCl) 

-  (NaOH) 

- HBSS powder 
 

2.  

 2.1  (working media) 

              100 .  

1) DMEM/ M-199 solution 80  

2)  Fetal calf serum 20  

3) Penicilin/Streptomycin 1-2  

4) Mitogen 1-2  
 

 2.2  Hypotonic solution 

              Hypotonic solution 0.075 M HCl 

               

1) KCl crystal 

2)  

                      (  100 ) 

                       KCl 0.5588  100 

 

 :  1-2  
 

 2.3  Colchicine 

             -  1   colchicine 0.005  10    

                              0.5  

             -  2   colchicine 0.0025  10    

                              0.25  

             -Colchicine powder  2-8  
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 2.4  Fixative 

              

1) Glacial acetic acid 

2) Absolute methanol 

                      

                      glacial acetic acid 1  absolute methanol 3  (

) 
 

 2.5  Sorensen buffer 

              

1) Stock solution A :  KH2PO4  9.1   1,000  

2) Stock solution B :  NaHPO4  9.5  1,000  

                      

 Stock solution A 50.8  Stock solution B 49.2  Sorensen buffer (pH 

6.8) 100  
 

 2.6  Giemsa 

              10% (10% Giemsa,s solution) 

                     10%  Giemsa,s stain  Stock Giemsa,s solution  

Stock Giemsa,s solution  5  Sorensen buffer 45  
 

 2.7  phytoheamagglutinin (PHA) 

  

1) PHA powder 

2)   

  

               PHA  10  2-8  
 

 2.8  1 NHCl 

              

1)  Conc. HCl 

2)  
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                     (  500 ) 

                           Conc. HCl  43.68  456.32  

HCl  (  HCl  HCl ) 
 

      2.9  1 N NaOH 

              

1) NaOH crystal 

2)  

                     (  500 ) 

               NaOH 20  500  
 

2.10  Hank, balance salt solution (HBSS) 

                 

1) HBSS powder 

2) NaHCO3 crystal 

3) 1 N HCl 

4) 1 N NaOH 

5)  

 

1)  HBSS powder 1  Erlenmeyer flask  500  HBSS 

 1,000  

2)  NaHCO3 0.35  NaHCO3  HBSS  

3)  pH  1 N HCl  1 N NaOH  pH 7.1-7.3 

4)  millipore membrane filter  0.2  

5)  100  (aseptic technique)  2-8  
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