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����	

1.1 
�	�
����	���
�	���	
���������	 �
����������	
�����
�	�������������������������������	������ ���	�! 
.�. 2492 

����$%����������
�	���������������� ����&'%��	(�����)*�������������%���+% �	,-��������)�)�(�
�� .���+% '�/0�
1���� ��2	��-�������������� 3������������	���	.����,�	 3��������*��%������

,�	��,���+���  �/�����%��	'%��	(������������
,�	��,������ �
�	%	����
,�	��,���4�������,-��5 
(���7, 2524; 8%�����, 2526) �	3�&���'%���
�'�7�	���������������2	���'����������� �� �4�
�
�����
�	%	����
,�	��,���	�9����&�	���,���*�	�����������	������ ��3��0�'
��%�	����:�����	,� �	������*7
�	��� � �� �����	�� �
������9�������	�&��-��)�����&������
'���*��������
,�	��,���������	 (
�;�<�7 , 2545) .����
&��+	����
,�	��,�� ���+3���	<	&���-
���� ��'%�����(7��2	�������+�5 ��*�������	����	��	 (Loftus and Scherf, 1993) �4���2	��-	���������
��������*7����
�	���������5 ��-�<��%��%(%�B	����)��	�������&'%���	��	��	�	%����'%��
���������&�0�
3%�������������� �����	�����8�
����)��
�	��� ���	84��9���&�	

����	����;�
�	�������������
,�	��,��������	���
���2	�������&%������
,�	��,���	3����
3������-��������'%��'����'�4���	 ��,�3��������	���	����
����� �
,-��<���2	3	%����	����
��	�
%(������	����;�
�	�������������
,�	��,�� (%(����(C, 2538; ������ 3����,��%(����, 2543) 3��.����-
)��	�����
������
�3	�����
,�	��,����	3��������5 ���������������;/��*�����0��	����� ���
 ��)� �
�����'%��'����'�4���	����	3��������5 ���	��	�4���+	%��	����	
���'	('������	<�%
.���������<��	����4�;�'%�������������
�	������ .����'	('	�������8&�����;/���� 
heterozygosity �����������
�	������ (genetic distance) 3��%(%�B	���� (ev ol ution) ���
�����	3��������5  �� �
���&�&��������+	���	 �.�'�	����� (m itochondrial  D N A )  ��8*�
	
����<��<��4�;�'%�������������
�	������������%�����<	(� (K ocher et al . , 1989) 
.���:
��&�(�%/ disp l acem ent l oop 3�� cytochrom e b (A l v es et al . , 2003; K im et al . ,

2002) �	���� �������	
��
���&�&������	 cytochrom e b  ���<��	����4�;�'%�������������

�	��������	��� �	,-�������������&����&�
���&�&��
� �����%��
�����	�	��%		����3������
��2	.����	��-��'%���
��
�� 3��
&%����'%�����������*�
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1.2 ����������
�����	�� !�"
1.2.1 �
,-��4�;���%�������-�������������	
����<���������+	���
,-��
� PCR �����	

cytochrom e b
1.2.2 ����4�;������%����-	�	��-����	�����+&��%�����������	��-��/�0*�(���� (25 ����-

�1��1���) �
,-�	
����<���������+	���
����& ����
� PCR

1.2.3 �
,-��4�;����;/�0��	���������
,�	��,�� 3��'%�������������
�	�������������

,�	��,���	0�'��%�	����:�����	,���������� �� .���<�'%��3����������
���&�&��	��%	
�����	 cytochrom e b

1.2.4 �
,-��4�;�'%�����
�	�����
�	������ .���������� Phyl ogenetic tree �������

,�	��,���	0�'��%�	����:�����	,������&����&��&����
�	������� %�� �*��' ����1�	 3�� 3�	���
��1

1.2.5 �
,-��4�;��
�3�	�����
� (recognition site) �����	 1������
��
�� (restriction

enzym e) �	��%	�����	 cytochrom e b ��-�������8	
� ���2	����*��	����<���'	(' PCR-

RF LP  ���

1.3 ���� #	�����	�� !�"
1.3.1��%�����������	�������
,�	��,�������8	
�����������+	��3��	
�����+	����- �����
�

PCR .���<� Prim er �
(-���(��/��%	�����	 cytochrom e b  ��� �����������%�������,��
1.3.2 ��%�����������	��-��+& %���-��/�0*�(���� (25 �����1��1��) ��-�����%������5 �����8

	
�����������+	�� 3��	
�����+	����- �����
� PCR .���<� Prim er �
(-���(��/��%	�����	 
cytochrom e b  �� ��������	

1.3.3'%��3����������
���&�&��	��%	�����	 cytochrom e b  �����8�<�&��&��84�'%��
�����������
�	�������������
,�	��,���	0�'��%�	����:�����	,���� �� ���

1.3.4 '%�������������
�	�������������
,�	��,���	0�'��%�	����:�����	,����������
 �� ��'%�����
�	����&��&����
�	������� %�� �*��' ����1�	 3��3�	����1

1.3.5 ����
�3�	�����
� (recognition site) �����	 1������
��
�� (restriction enzym e) �	
��%	�����	 cytochrom e b 14-������8	
� ��<��
�3	�'%�������������
�	�������������

,�	��,�� ���

1.4 
�	!�	$�%
�	����&'(&��	�� !�"
'%�������������
�	�������������
,�	��,���	0�'��%�	����:�����	,�
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1.5 ���
������	�� !�"
���%(����	'����	�� �������	�	��-����4�;��	����
,�	��,���	����%����-�������������	��� �	0�'

��%�	����:������	,���������� ��

1.6 ���+"'�����
	%�,	!�-%(���
1.6.1 ���&84���%�������-�������	
����<���������+	��3��%�����8	
�����+	����- �����
� PCR

.���<� Prim er �
(-���(��/��%	�����	 cytochrom e b

1.6.2 ���&84�'%�������������
�	�������������
,�	��,���	0�'��%�	����:�����	,�
��������� �� .����'%��3����������
���&�&��	��%	�����	 cytochrom e b

1.6.3 ���&�
�3�	�����
� (recognition site) �����	 1������
��
�� (restriction enzym e) 
	
� ���2	����*��	����<���'	(' PCR- RF LP 14-���2	%(����-���%�3���%���+%�%��

1.6.4 �����8	
�)����%(�����- �����<����.�<	��	����
��	�3	%�������	����;�3��
���&����
�	�������
,�	��,���	0�'��%�	����:�����	,���������� ��

1.7 ��	������	$	��%���
G�������%(��������'.	.������	��� 3����'���*	���'�,-���,�%(���������3����'.	.��� 3 

���%(��������'.	.������	����

1.8 ��"�
��	���&'(&�$	��%���
1 �(8��	��	 2549 84� 31 ����'� 2550



����� 2
��	�
��
�������� ��� ����	�
��������������

2.1 �����
�����������	
���
������� (Genetic diversity) ����
�������	����	����������

����� �
!��"���
���#��
$��
����#!� %�����
�&�
������
��'(
�&)�������
� ��"������ �
*���
����
�
�������+ �,������"&���-�����
�-����.��&	�).������/��)�!���� ��������������"��0�� ���
�.��&	�).������/�����! ����
��������������	
���
���������������� �������&	�����12
��	�����'�
��'(!��!��-��.�(�������
���#. ���� �
����"����"��
�&����'�
��'(�3�4� #!�)�� 
�"-�
������5� ��6�6�3�
�&�������3�4��7��( .�
-�
������
-�/��)�!���� )�(�3��������'/���&$�
#!�!� ()��4
�!38, 2543) �����!�	��
-�����"����"�� !
��
���������
����
���������������"����"��
��������%$��.?�����
��-��������"����"����)���()����
�&����	�����������	��,��
� ��"�)�������
�
������	���	��! ��"&�����.?�)��
��������$���!�3���������
����
���������������"����"��
(�3��
�38, 2538; �����! )�(��"���3
	��, 2543) )��0!	
�&6���������	�	��%$�)�������"����"����
)��������+ %������
�����
��'(�1.����/�	���	
�#��#!�6� ����(����������	��,��
������
)��������+ !
��
��%,���5�������%(�$��
��3�
��!������0����������������4,��������������	

���
������� 0!	�
��3��������� -���
��'(��� h etero z yg o sity �(	(��������
������� 
( g enetic dista nce) )�(�3�
*����� (evo l u tio n) ���������)��������+ #!� �$�!
-�-����!���5���
��#�0�����!��	 (m ito ch o ndria l  D N A ) #!� 1��$���������4,��������������	
���
�������
����
������	��3! (K o ch er et a l . , 1989) 0!	�7��(-�3��' disp l a cem ent l o o p )�( 
cyto ch ro m e b (A l ves et a l . , 2003; K im et a l . , 2002) ������#!�������$��$�!
-�-����	�� 
cyto ch ro m e b  ����������4,��������������	
���
��������
���� ��"&��%������.��	-�
�	-
�$�!
-�-�
$�#!��(!������(	�����������%().���
��.?�0.����
�&������%$����( )�(�-���������
�������	�1�

2.2  
�!"
#"�� $%���$��
.�(�- (2531) )�(%�
2 (2524) #!�)-�������"����"��
�&����	����
��� 3&�����+ ��.�(�
4

����
��'(�1.����)�(��#��!
����
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2.2.1 #"�� 
�!"
&''��� 
�-��/������)�(/��������.�(�
4#
	 )�(����$��/���"�����%
���
!����+ 
�&����%��

��4
	�	1� �����
���������������
-!$�.��
� ����!$���������#��� 
�&��
�)�(���
��	 �����������
����$��
�%(������� %�1�	��)�()�����5����	 ���	���	)�(#����2� �$��
�	��.������ �(0����5� 
��)�(������"���-#�����	)�5�)�� �����
����������
�������%�32��3-0� )�(����"-�
����!���������
�"����"���
�����"&� �������0���5�
�&��
� 125-150 �30���
� ����)������0���5�
�&��
� 100-125 
�30���
� ��$���
�
�&����(������! �"� 80 �30���
� �1�!� ���������
�&��.�� �3����� )�(
����
�/�������
��

2.2.2 #"�� 
�!"
(��� 
�-���
��/�����"����.�(�
4#
	 ������	�
-�����
����#���$� )�������
�
�&������2��

�����
�������	���$��
���!$� ��������� ���$��
���2� %�1����)�(�
������ ����		��-�3��'�$��
�������� 
�-�1��2�.����5����	 �������0���5�
�&��
� 125-150 �30���
� ����)������0���5�
�&��
� 100-125 
�30���
� ��$���
�
�&����(������! �"� 80 �30���
�

2.2.3 #"�� 
�!"
��* '�$�  
�!"
 �� 

��/�����"����	���� ��1��! /���(�
�����7�	����"����	���� ��1��� ����!$����!

���$��
� 

����)�(%�1� 	����� �$��
��
������	�.?��1.��&����&	� ��(!1���5��%�32��3-0���� ��
�)��� �1�
�� ����
�&��
���!0���5�
�&�����!���	� 60-80 �30���
�

�����"����"��%
!�.?���������
�����
� ���
�������%�32��3-0���� )������� .�
-�
�#!�!����
�/��/1�3����4
�&����)�(�����"���1� 
�����������'/���&$� )�(��%��/1�3����
�����0��
.��)�(�
���.EF�	 )�(�	��3/�	��!��	 (Ra tta na ro nch a rt, 1994) ���%����������"����"��������
����(������(--�������	�����)--!
���!3���/���(�
�����7�	����"�������������
����6�� 
����(����������� �����!$������3�)�(�"-�
�������/���������	�!1
�&)���)��#!�!����� �(--���
����	�)--!
��!3�	
���!$����	1�#!����-�
��
�&�������	
���H��(	��%�#������� �.��&	�#.����	�����
���(--����#!� (������2, 2545) ����.��	-�
�	-�
��'(��������
����	�0�. )�(�
�����"����"��
�&
#!��
-�������	�!1)--�!�	��
�)�!��������
�& 2.1
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+������� 2.1 �
��('(-��.�(����.��	-�
�	-�(����������
����	�0�. )�(�
�����"����"��

 
�!"
�
�,��
���
�&��
� *-��( ��* &''��� (���

�1�������� (�
�) 6.40 7.60 5.50 7.60 5.60
��$���
�)����3!�7��&	/�
� (��.) 1.33 1.34 0.59 0.69 0.57
�
��������! (%) 84.00 80.00 74.00 80.00 69.00
��$���
��	�����7��&	/�
� (��.) 11.47 11.25 5.89 7.67 6.68
��"�� (%) 45.70 44.80 32.40 40.60 41.30
#��
� (%) 37.80 37.80 50.00 39.40 36.50


�&�� : %�
2 (2524)

2.3 ����.�,�(���'���'������ 
�!"�������#"�� $%���$��/�0�(+��
�����1��� 
�'�$����23����

����
��� (2537) 4,����.��	-�
�	-�1.����0��0�0M� )�(���30�#
.N��������"����"��%��
-�������)�� %
���
!���)���, -������-��� %
���
!������ )�(-������"��)��� %
���
!��	 �
-
�����
����	�0�. �-������30�#
.N��������"����"����)���()�����
-��������
����	�0�.���1.���� 
)�(%$����#��)�������
� 0!	��0��0�0M�������	

����! 36 )
�� )�( 0��0�0M���4 2 )
�� ��%
�����#!����0!	%$���� )�(�1.�������0��0�0M��
��	
�#������� -�� ,�����)���������������
)���()���� ��"��
-�����
����	�0�.#!� 

��3� (2545) 
$����4,���)�(�.��	-�
�	-��	�
���������"����"��0!	����3����(���
��	���
��"�!%�� 3 )���� #!�)�� %
���
!���3�
�� %
���
!��	 )�(%
���
!�������
-������ %$���� 28 �
� 
)�(�.��	-�
�	-�
-�����
��������.�(�
4�1��6��)��!���M )�(����%#�
�%$���� 2 �
� ���#��������
17 )-- #!�)�� D A GK , O P N , I g F 1 , P g H A S , P I GS 0 0 8 5 X , S 0 2 2 7 , S 0 0 9 7 , S 0 0 1 0 , S W 9 5 7 , 

S W 2 4 2 9 , S S C 1 3 3 2 4 3 , S 0 0 0 1 , S S U 2 4 2 8 3 ,S S S 0 3 1 3 , S S M D N A X 7 , S S 1 3 N O 5 R )�(
P I GRE P D �-�1.)--�
�������)�������
�

����!%$���� 78 )-- )�(�-���.�(�����������
�"����"��%��%
���
!�������
-������������O��
�0�#M0�M3���1�
�&��! �"� ������7��&	�
���
- 0.446
± 0.203 �����"����"��%��%
���
!���3�
��������O��
�0�#M0�M3���
�!
-���������7��&	 0.397 ± 0.386
���������"����"��%��%
���
!��	������O��
�0�#M0�M3���&$���!�
���
- 0.370 ± 0.290 )�(�����������
�(�����.�(������������"����"���.��	-�
�	-
��(���)�����(�����%
���
!���3�
���
-%
���
!��	 
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%
���
!���3�
���
-%
���
!������)�(������ )�(%
���
!��	�
-%
���
!������)�(���������
����
���
- 0.544 ± 0.207, 0.564 ± 0.192, )�( 0.419± 0.227 ����$�!
- !
�)�!���)6�/��
�& 1

�2�0� ��� 2.1 P h yl o g enetic tree ��������"����"�� 3 )����

2.4 *���5���/�&�6+(���*��� (mitochondrial DNA)
.�(�/
���!���5�������� )-�����)����
�&��#!��.?� nu cl ea r D N A )�( o rg a nel l e 

D N A  ( m ito ch o ndria  D N A ; m tD N A ) ���4,��� nu cl ea r D N A 
$����#!�����1�
�&�.?�.�(0	����
�$���
-���4,����(--�3
	���3�0������ ( m o l ecu l a r system a tics) )�(�3�
*����� ( evo l u tio n) 

��������1�������	��$�!
-�-���� m tD N A  M,&����
������ diverse ������� nu cl ea r D N A ������
����(��������$�������������
��
�������3&������3�
�&����	��"�!�����3!�
� ( cl o sel y rel a ted 

sp ecies) )�(	
�����(
�&%(�$�#.��������4,���0��������.�(���� ( p o p u l a tio n stru ctu re) !��	 
�
��3%
	������2��$���!	���.Q����	
�& m tD N A ��"&���������%$�)����3!)�(��	�
�������
�3&������3�%$������� %,�
$������H������1�
�&�������	)�(��-1�'� ����� �$����.��	-�
�	-#!����	
(A rna so n )�( J a nk e , 2002)

#�0�����!��	�.?�����)������
�&�-�7��(���M������	1����0��
�&������M3�%������
��	�%�
���
�� ���(	()��
�&�-����)���������������	�"&� ���� ���!�30�0M� (ch o ndrio so m e) #-
0�-����� (b io b l a st) �.?���� %���(

&� �.4. 2440 �-�!� ( B enda ) #!����	���� #�0�����!��	
( D a rl ey- U sm a r )�(�'(, 1987) �1.�������#�0�����!��	�.?�������� ��"�������+ �����!����
6���41�	������(����� 0.5-1.0 #����� ����	��.�(��' 5-10 #����� ��"�������� ���	"&����� 2
�
�� M,&��.?���3!	1�3�����-�� �	"&��
�������
��'(�.?�
�� ��"��	"&�
�&�
-
-�
��	1����	���� ������ 
(crista e) 
�����	"&�����#.�����������
�3�M� (m a trix ) 
�&�.?��������������.�(��-���	��3!

#���(�����(� ��

���

#"�	���
�

0.554 0.210 0
Genetic distance
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#�0�����!��	�-��	1����0����"�-
����3! 	������M���-����3! �M���)���(�M�����%$����#�0�
����!��	#���
����
� 0!	

&�#.�-#�0�����!��	������M���
�&���
�������0-�3M,��1� ���� �M����
�������"���
��% �M������� �M���
�&�$��
��%�32��3-0� �.?���� (.��	��
�
��, 2549) /��#�0�����!��	
)�!���)6�/��
�& 2.2 

����
�&���#�0�����!��	%$�)���������.�(��-����+ !
���� �"�
1. �	"&�����!������ �����#M�����&	������
-����
�����(�� A TP  ( A deno sine trip h o sp h a te)

2. /�	����
�3�M���������� 
�&
$�����
�&�.?����#M�� M,&����&	������
-.R3�3�3	���������+ 
���
R%
�����.�� (K reb  ‘ s cycl e)

3. D N A  ( D eo x yrib o nu cl eic a cid) RN A  ( Rib o nu cl eic a cid) ���#M�� )�(#�0-
0M�
�&�	1�/�	������)������ 
$�����
�&�
�����(��0.�����,�� /�	������)�������

�2�0� ��� 2.2 #�0�����!��	 (m ito co ndria ) (.��	��
�
��, 2549)

!���5�����#�0�����!��	���1.������.?���)�������	��1������!�	��
-!���5�����
���0������� )�����!������6
�).�������3&������3������
� �
��)�� 16 �30��-���#�0�����!��	
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�����%� ,� 200-2,000 �30��-����"� )��%$����	��
�&�-��#�0�����!��	�"�)�(�
���#�������
� 
(A rna so n )�( J a nk e , 2002) 

�2�0� ��� 2.3 !���5�����#�0�����!��	 (m ito ch o ndria  D N A ) (.��	��
�
��, 2549)

�2�0� ��� 2.4 )6�6
�#�0�����!��	!���5�������
�������	��1�!��	�� (A rna so n )�( J a nk e, 2002)

!���5�����#�0�����!��	����
�������	��1�!��	��0!	

&�#.�����! .�(��' 16-17
�30��-� ���!%()�������
�#.���)���(�.S���� .�(��-!��	 ������5��� ��	0�� (tra nsfer RN A , 

tRN A ) 22 ��3! (A - W ) ������5���#�0-0M� (rib o so m a l  RN A ) 2 ��3! ( 12S  )�( 16S ) )�(	��
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��-�����������0.���� 13 ��3! (A TP 6, A TP 8, C O 1, C O 2, C O 3, C yt b  [C YB ], N D 1, N D 2, 

N D 3, N D 4L, N D 4, N D 5 )�( N D 6) (A rna so n )�( J a nk e,2002; A rna so n )�(�'( 2002)
���!���!���5�����#�0�����!��	����
�������	��1�!��	��-����3!)�!��������
�& 2.2 

+������� 2.2 ���!���!���5�����#�0�����!��	����
�������	��1�!��	��-����3!

Species Total length (bp) A (%) T (%) C (%) G (%)

P ig 16613 34.7 25.8 26.2 13.3
C o w 16338 33.4 27.2 25.9 13.5
F in wh a l e 16398 32.7 26.7 27.3 13.3
H o rse 16660 32.2 25 28.5 13.4
H a rb o r sea l 16826 33 253 27.4 14.3
H u m a n 16570 30.9 24.7 31.3 13.1


�&��: Lin et a l . (1999)

�-���!���5�����#�0�����!��	�������������! 16613 b p .�(��-!��	 ������5��� ��	0�� 
(tra nsfer RN A , tRN A ) 22 ��3! ������5���#�0-0M� (rib o so m a l  RN A ) 2 ��3! )�(	����-���
��������0.���� 13 ��3! (Lin et a l . , 1999) !
�)�!��������
�& 2.3 

+������� 2.3 ����.�(��-���!���5�����#�0�����!��	����

Name of  gene L ocation Siz e (bp)

D - l o o p 1-1175 1176
tRN A - P h e 1176-1245 70
12S  rRN A 1246-2205 960
tRN A - V a l 2206-2273 68
16S  rRN A 2274-3844 1571
tRN A - Leu  ( U U R) 3845-3919 75
N A D H  deh ydro g ena se su b u nit 1 ( ND1) 3922-4878 957
tRN A - I l e 4877-4945 69
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Name of  gene L ocation Siz e (bp)

tRN A - Gl n 4943-5015 73
tRN A - M et 5017-5086 70
N A D H  deh ydro g ena se su b u nit 2 ( N D 2) 5087-6130 1044
tRN A - Trp 6129-6196 68
tRN A - A l a 6203-6270 68
tRN A - A sn 6272-6346 75
O L 6346-6382 37
tRN A - C ys 6379-6444 66
tRN A - Tyr 6444-6509 66
C yto ch ro m e c o x ida se su b u nit I  ( COI) 6511-8055 1545
tRN A - S er ( U C N ) 8059-8129 71
tRN A - A sp 8135-8202 68
C yto ch ro m e c o x ida se su b u nit I I  ( COII) 8203-8889 687
tRN A - Lys 8891-8957 67
A TP a se su b u nit 8 ( ATPase8) 8959-9162 204
A TP a se su b u nit 6 ( ATPase6) 9120-9800 681
C yto ch ro m e c o x ida se su b u nit I I I  
( C O I I I ) 9800-10582 783
tRN A - Gl y 10584-10652 69
N A D H  deh ydro g ena se su b u nit 3 ( ND3) 10653-10997 345
tRN A - A rg 11000-11068 69
NADH dehydrogenase subunit 4L (ND4L) 11069-11365 297
N A D H  deh ydro g ena se su b u nit 4 ( ND4) 11359-12735 1377
tRN A - H is 12737-12805 69
tRN A - S er ( A GY) 12806-12864 59
tRN A - Leu  ( C U N ) 12865-12934 70
N A D H  deh ydro g ena se su b u nit 5 ( ND5) 12935-14755 1821
N A D H  deh ydro g ena se su b u nit 6 ( ND6) 14739-15266 528
tRN A - Gl u 15267-15335 69
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Name of  gene L ocation Siz e (bp)

C yto ch ro m e b  ( Ctyb) 15342-16481 1140
tRN A - Th r 16482-16549 68
tRN A - P ro 16550-16613 64


�&��: Lin et a l . (1999)

2 . 5 ����. �, �( ���' ���' ���� �� 
 �!" ���� ����� ����# �� 
 �!"
 #" ��                      
6*�����	�(���'
*���5���/�&�6+(���*��� 

%�������1�
��!������0������ )�(�
����34����� 
$������3!����
*���
��3������������
������%��-�����������	 )�(�3�
*���������3&������3� #!�����������5�#M���
!%$����(��
���4,��� ,��3�
*���������
��� 0!	���!���5���%��#�0�����!��	�����4,��� ��"&��%��!���5���
%��#�0�����!��	��%$�������������!���5���%���3�����	� )�(���
��������3!�3�
*������1�����!��
��5���%���3�����	� ( g�B ib b , 1981) !���5���%��#�0�����!��	����� ��	
�!%��)���
���
��
$�����
����� 	�����
-#.
�&����$���3!��	)��#!�� ���4,����3�
*�����!��	��������5�#M����
!%$����(	
����
����	���	�������.R3-
�3 ���������� )�(#������� �������)��������-���
��	��� %,��$��
��3�
P C R )�(������$�!
-�-� ����������4,��� ,������������	
���
����������
������	��3! 
���� .�� �� �
�����"��	���� ���
� ���� ( F erna ndo )�( La ndu , 2000; K o ch er et a l . , 1989) 
0!	�7��(-�3��' disp l a cem ent l o o p  ( D - l o o p ) )�( cyto ch ro m e b  ( A l ves et a l . , 2003; K im

et a l . , 2002) ���4,��������������	
���
�������������#!�������$��$�!
-�-� cyto ch ro m e b

���� ���"&��%������.��	-�
�	-�$�!
-�-�
$�#! ��(!������(	����� ������%().���
��. ��0.����
�&���
����%$����()�(�-� ���������������	�1�

W a ta no b e et a l . (1999) 
$����4,��������
��
���
���
��������(����� J a p a nese wil d 

b o a r ( S u s sc r o f a l eu c o m ystax ) )�( Ryu k yu  wil d b o a r ( S u s sc r o f a r i u k i u an u s) 0!	���!��
��5�����#�0�����!��	������� 94 �
� (J a p a nese wil d b o a r 59�
� Ryu k yu  wil d b o a r 13 �
� 
)�( �����
�����"&�+ 22 �
�) ����� )�!� co m b ined m tD N A  sequ ences 27 )-- )�(����
�������	���!���5������������	�� cyto ch ro m e b  ���#�0�����!��	 19 h a p l o typ es #!�)�� 
E a st A sia n do m estic p ig s 4 h a p l o typ es ( X I I - X V ) J a p a nese wil d b o a r 6 h a p l o typ es ( I - V I )

Ryu k yu  wil d b o a r 5 h a p l o typ es ( V I I - X I ) E u ro p ea n wil d b o a r 2 h a p l o typ es ( X V I I I - X I X )

)�( E u ro p ea n do m estic p ig  2 h a p l o typ es ( X V I - X V I I ) %������)����������$�!
-�-� 38
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�$�)����M,&������ )	� J a p a nese wil d b o a r )�( Ryu k yu  wil d b o a r ����.?����(��	�
����#!� 
(!
�)�!���)6�/��
�& 2.5 )�(�����
�& 2.4) 

�2�0� ��� 2.5 P h yl o g enetic tree ��� co m b ined m tD N A  sequ ences 27 )-- (�
������-3�)
)�(�����������	���!���5������������	�� cyto ch ro m e b ���#�0�����!��	 
(�
����0��
�) ( W a ta no b e et a l . , 1999)



+������� 2.4 H a p l o typ e 
�&�����
� 19h a p l o typ e ( I - X I X ) 
�&)-��#!�%���$�!
-�-�������	�� cyto ch ro m e b ��� E a st A sia n do m estic p ig ,

J a p a nese wil d b o a r, Ryu k yu  wil d b o a r, E u ro p ea n wil d b o a r )�( E u ro p ea n do m estic

+���'�3���#��������������
5 38 82 147 196 207 216 243 267 303 367 373 394 426 432 543 551 618 645Breed Haplotype

C T T G G C C C G T G G G A G T T C A
East  X I I . . . . . . T . . C . . . . A . . . .

Asian X V . . . . . . T . . C . . . . A C . . .
domestic X I I I . . . . . . . . . C . . . . . . . . .

pig X I V . . . . A . . . . C . . . . . C . . .
I . . . . . . . . . C . . . . . . . . .
V . C . . . . . . . . . . . . . . . . .

Japanese V I . C . . . . . . . . . . . . . . . . .
wild boar I I . . . . . . . . . . . . . G . . . . .

I V . . . A . . . . . . . . . G . . . . T
I I I . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
X . . . . . . . . A . A . . . . . C . .

Ryukyu X I . . . . . . . . A . . . . . . . C T .
wild V I I . . . . . . . . A . . . . . . . . T .
boar I X . . . . . . . . A . . . . . . . . T .

V I I I . . . . . . . . A . . . . . . . . T .
European X V I I I T . C A . . . . A . . A A . . . . T .
wild boar X I X T . C A . . . . A . . . . . . . . T .
European X V I . . . . . T . T A . . . . . . . . T .
domestic X V I I . . . . . T . T A . . . . . . . . . .


�&��: W a ta no b e et a l .  (1999)
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+������� 2.4 H a p l o typ e 
�&�����
� 19h a p l o typ e ( I - X I X ) 
�&)-��#!�%���$�!
-�-�������	�� cyto ch ro m e b ��� E a st A sia n do m estic p ig ,

J a p a nese wil d b o a r, Ryu k yu  wil d b o a r, E u ro p ea n wil d b o a r )�( E u ro p ea n do m estic (���)
+���'�3���#��������������

693 694 726 753 768 837 840 858 874 876 879 883 912 940 951 1038 1050 1074 1134Breed Haplotype

G G T A C T C T T A T G G A T A C T G
East  X I I . . . . . . . . C . . . . . . . T . .

Asian X V . . . . . . . . C . . . . . . . T . .
domestic X I I I . . . . . . . . C . . A . . . . . . .

pig X I V . . . . . . . . C . . A . . . . . . .
I . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
V . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Japanese V I . . . . . C . . . . . . . . . . . . .
wild boar I I . . . . . . . . . . . . . . C . . . .

I V . . . . . . . . . . . . . . C . . . .
I I I . . . . . . . . . . . . . . C . . . .
X . . C . . . T . . . . . . . . G . . .

Ryukyu X I A . C . . . T . . . . . . . . . . . .
wild V I I A . C . . . T . . . . . . . . . . . .
boar I X A . C . . . T C . . . . A . . . . . .

V I I I A . C . . . T . . . C . . . . . . . .
European X V I I I A A . . T . T . . G . . . . C G . C .
wild boar X I X A . . G T . T . . G . . . . . G . C .
European X V I A . . . . . T . . G C . . G . G . C A
domestic X V I I A . . . . . T . . G C . . G . G . C A


�&��: W a ta no b e et a l . (1999)
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A l ves et a l . (2003) 
$����4,��������
��
���
���
�������������� 3 ����� �"� I b eria n p ig s, 
S p a nish  wil d b o a rs )�( do m estic p ig s 0!	������4,����%��!���5�����#�0�����!��	������� 51 �
� 
(I b eria n p ig s 26 �
� S p a nish  wil d b o a rs 7 �
� )�( do m estic p ig s 18 �
�) ����� )-�������
�
����������������������#!� 29H a p l o typ es 0!	!1%���$�!
-�-�
�&�����
�������	�� cyto ch ro m e b  (�$�!
-
�-������
� 28 �$�)����) )�( D - l o o p (�$�!
-�-������
� 34 �$�)����) !
�)�!���)6�/��
�& 2.6 )�(�����
�& 
2.5 

�2�0� ��� 2.6 P h yl o g enetic tree ��� 29 H a p l o typ es ��������������	���!���5���������
)���	�� cyto ch ro m e b  )�( D - l o o p ( A l ves et a l . , 2003)
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+������� 2.5 H a p l o typ e 
�&�����
� 29h a p l o typ e 
�&)-��#!�%���$�!
-�-�������	�� cyto ch ro m e b )�( D - l o o p ��� I b eria n p ig s, S p a nish  wil d
b o a rs )�( do m estic p ig s


�&��: A l ves et a l . (2003)
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����� 3
��	�
��
�����������

3.1 �������������������
���� ������������!"# ��

�
�$�
�
%&��!"#!�������PCR

'
�!"# Pr i m e r 
%���(����) ���*�����c y t o c h r o m e  b
3.1.1 ��������

���������	
�������
��������	�������������� ��������������������
 !���
"#��$�%������� ���&��'�� ��()������)�*�*��+"#����+�

),�������
������������+%
1. �����������������
 !� 350 2�*���(�� �,����  3��������
2. ��������	�������,���� 100 �"4� �,����  3��������
3. ��������	�������,���� 200 �"4� �,����  3��������
�,������������������	�+�
�)+�
��������)+5� ���"��������,����64"����+�������$�5�

�64�����),� PCR *���64 Primer �$(5�	�(��7"�������+� cytochrome b �� 4��	8(
��(��������
�!��'����5������()����"��'����)�*�*��+ 3 � ��()������)�*�*��+"#����+�

3.1.2 ���
�$���������
���
�$���������
,&�
���!��-�
1. ),�����"����
�(��7�
 !)+5��),��������������4���%,�"���� ����6���4���4�

"����
2. �64",��+6#
�����9��'�6��),�����"�����+���
 ���������9��'� 4�
3. �64������"4������
�(��7�
 !� 4�"4������*	:���%� �����%��64�����
��' 21����

��� 1 �(%� ���2;�(%����� 3 �(��(�(�� )+5	����6�%� �����!����������
 !	����7 1.5 �(��(�(�� ���

��������� ���2�*��&<��'���� 2.0 �(��(�(�� )+5	����6�%� ����+ 0.5M EDTA ��!�

4. ���
 ���2�*��&<��')+5�+�����������������
 !��>���%,����� (��7+)+5���
��������
�����2�4��(� 24 6�5�*�� �����
 ���2�*��&<��'2�4��>��2�*������ ��  ��� �!4�#7 @!�(� -80 ����
�;��;+�") 
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���
�$���������(����*�
1. ),�����"����
�(��7)+5��),����>��	�������4���%,�"���� ����6���4���4�

"����
2. �64",��+6#
�����9��'�6��),�����"�����+���
 ���������9��'� 4�
3. >����
�(��7�������� �����%�������4�����2��	����6�%�� 4�+�����������

���	��������%���	����7 0.5 �;��(���� ���� ���2�*��&<��'���� 2.0 �(��(�(�� )+5	����6�%�
4. ���
 ���2�*��&<��')+5�+��������	��������>���%,����� (��7+)+5���
��������	�

�����2�4��(� 24 6�5�*�� �����
 ���2�*��&<��'2�4��>��2�*������ ��  ��� �!4�#7 @!�(   -80 
�����;��;+�")

3.1.3 ��� ��

�
�$�
�
��� ��

�
�$�
������������
,&�
(*���64 Genomic DNA Purification Kit

(Wizard)
1. �,������)+5�6�����2�4)+5�#7 @!�( -20�����;��;+�" ���������� �����%��,������

�,���� 350 2�*���(�� �"��� ���2�*��&<��'����� 1.5�(��(�(�� 
2. ��(� cel l  l ys is  s ol ution 1,0502�*���(�� �"�"�������� 4��4�����4���(F+���


 �����5,���� ���  ��%�)(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") 10 ��)+ �� ����)+5��%�)(%�2�4�"�
"�������� 4��4�����4���(F+���
 �����5,���� ��� 2-3���%�

3. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 25 �����;��;+�" �	
����� 10 ��)+  �!�
"���)+5�	
����� ���" (s up ernatant) )(%� ),�;%,���%����)+5 2-3 ��2�4����������4��������),�
��%����)+5 4���

4. ��(� nucl ei l ys is  s ol ution 3502�*���(�� 0.5M EDTA 842�*���(�� 
p roteinas e K (������4��4� 15 �(��(�������2�*���(��) �,���� 17.5 2�*���(�� �,�2	
��)+5
�#7 @!�( 55�����;��;+�"�4����� *����� ���2�*��&<��'�
�����5�������"��� 4����J �����

5. )(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") �$�5�� 4�������	
����� 5 ��)+ ��(� 
RNas e A  1.52�*���(�� �"�"�������� 4��4�����4���(F+���
 �����5,���� ��� 2-5���%� �,���4�

��)+5�#7 @!�( 37 �����;��;+�" �	
����� 30 ��)+�

6. ��(� p rotein p recip itation s ol ution 1182�*���(�� �"�"�������� 4��4����
�4�� v ortex �	
����� 20�(��)+ �6��������%,������	
����� 5��)+�

7. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4 �����;��;+�" �	
����� 5 ��)+  �4��
���� �� (s up ernatant)  �"��� ���2�*��&<��'����� 1.5�(��(�(��  ���� ���
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8. ��(� Is op rop anol  (0.8 V/V) 5002�*���(�� ����J �"�� 4��4�����4���(F+���

 �����5,���� ��� ��%�)(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 30 ��)+  

9. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 10 ��)+ �!�"���
)+5�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� �4��������4�� 80% ��F���� *�������2��� 4�����&#M�
��%��� 2002�*���(��  

10. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �!�"���
)+5�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� )(%�� 4� 4�)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 10-15 
��)+ ������+�������4���%,����5�	����6�%� 302�*���(��

��� ��

�
�$�
������������(����*������� 100 
 #�(*���64 Genomic DNA 

Purification Kit (Wizard)
1. ��(� nucl ei l ys is  s ol ution 2002�*���(�� 0.5M EDTA 482�*���(�� 

p roteinas e K (������4��4� 15�(��(�������2�*���(��)�,���� 102�*���(�� �,�2	
��)+5�#7 @!�( 
55�����;��;+�"�4����� *����� ���2�*��&<��'�
�����5�������"��� 4����J �����

2. )(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") �$�5�� 4�������	
����� 5 ��)+ ��(� 
RNas e A 12�*���(�� �"�"�������� 4��4�����4���(F+���
 �����5,���� ��� 2-5���%� �,���4�

��)+5�#7 @!�( 37 �����;��;+�" �	
����� 30 ��)+�

3. ��(�� p rotein p recip itation s ol ution 67 2�*���(�� �"�"�������� 4��4����
�4�� v ortex �	
����� 20�(��)+ �6��������%,������	
����� 5��)+�

4. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4 �����;��;+�" �	
����� 5 ��)+  �4��
���� �� (s up ernatant)  �"��� ���2�*��&<��'����� 1.5�(��(�(��  ���� ���

5. ��(� Is op rop anol  (0.8 V/V) 2002�*���(�� ����J �"�� 4��4�����4���(F+���

 �����5,���� ��� ��%�)(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 30 ��)+  

6. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 10 ��)+ �!�"���
)+5�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� �4��������4�� 80% ��F���� *�������2��� 4�����&#M�
��%��� 2002�*���(��  

7. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �!�"���)+5
�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� )(%�� 4� 4�)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 10-15 
��)+ ������+�������4���%,����5�	����6�%� 30 2�*���(��



21

��� ��

�
�$�
������������(����*������� 200 
 #�(*���64 Genomic DNA 

Purification Kit (Wizard)
1. ��(� nucl ei Lys is  s ol ution 4002�*���(�� 0.5M EDTA 96 2�*���(�� 

p roteinas e K (������4��4� 15�(��(�������2�*���(��) 202�*���(�� �,�2	
��)+5�#7 @!�( 55
�����;��;+�"�4����� *����� ���2�*��&<��'�
�����5�������"��� 4����J �����

2. )(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") �$�5�� 4�������	
����� 5 ��)+ ��(� 
RNas e A �,���� 22�*���(�� �"�"�������� 4��4�����4���(F+���
 �����5,���� ��� 2-5���%� 
�,���4�
��)+5�#7 @!�( 37 �����;��;+�" �	
����� 30 ��)+�

3. ��(� p rotein p recip itation s ol ution 1352�*���(�� �"�"�������� 4��4����
�4�� v ortex �	
����� 20�(��)+ �6��������%,������	
����� 5��)+�

4. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4 �����;��;+�" �	
����� 5 ��)+  �4��
���� �� (s up ernatant)  �"��� ���2�*��&<��'����� 1.5�(��(�(��  ���� ���

5. ��(� Is op rop anol  (0.8 V/V) �,���� 4002�*���(�� ����J �"�� 4��4�����4��
�(F+���
 �����5,���� ��� ��%�)(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 30 ��)+  

6. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 10 ��)+ �!�"���
)+5�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� �4��������4�� 80% ��F���� *�������2��� 4�����&#M�
��%��� 2002�*���(��  

7. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �!�"���)+5
�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� )(%�� 4� 4�)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 10-15 
��)+ ������+�������4���%,����5�	����6�%� 302�*���(��

3.1.4 ���������
(����)*��
�
�$�
�
�,��+������)+52�42	����������!������"� (O p tical  dens ity,  O .D. ) )+5����������5�

�"� 260 ��*����� (nm)  �64��%,����5�	����6�%��	
� bl ank *���64���������+�������,���� 1.5
2�*���(�� ����%,����5�	����6�%� �,���� 3002�*���(��

�,���7 �������4�����+�����������������*���64"!��:
������4�����+������ (ng /µl ) = �������!������"�)+5 260nm*50*200(dil ution factor)
3.1.5 ���
�&����1���
*$�*#�*��
�
�$�
�

�,��+������)+5"��������������	�������������� ��������������������
 !�������
����4���%,����5�	����6�%�� 4�+������4��4�����+%
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1. �����������������
 !�� 4�+������4��4� 
-1 ��*�����/2�*���(�� 
- 2.5 ��*�����/2�*���(�� 
- 5 ��*�����/2�*���(��  

2. ��������	�������,���� 100 �"4�
- 1 ��*�����/2�*���(�� 
- 2.5 ��*�����/2�*���(�� 
- 5 ��*�����/2�*���(��  

3.1.6 ������3��4%�
���5 (Pr i m e r )

����$(5�	�(��7����+�������	M� ����64 Primer MitL1 ��� MitH2(Watanobe

et al . , 1 9 9 9 )

MitL15	-ATCGTTGTCATTCAACTACA-3	
MitH25	-CTCCTTCTCTGGTTTACAAG-3	

),�����(�"��� Primer �4�� M13�����%��,���
��� Primer ����+�,���
����+%
Cytochrome b –  F orw ard

5	-CACGACGTTGTAAAACGACGAATTCATCGTTGTCATTCAACTACA-3	
Cytochrome b –  Rev ers e

5	-GGATAACAATTTCACACAGGGAATTCCTCCTTCTCTGGTTTACAAG-3	
3.1.7 ������PCR

�,��+������)+5�������������4��4���),� PCR *���64 Primer �$(5�	�(��7"������
�+� cytochrome b

���
����� ��
%&�����(9��������!����������PCR

"�� 	�(����
Temp l ate 10.00 2�*���(��
10X buffer 5.00 2�*���(��
dNTP 4.00 2�*���(��
10p mol  Primer F 5.00 2�*���(��
10p mol  Primer R 5.00 2�*���(��
Taq  p ol ymeras e 0.25 2�*���(��
Water 20.75 2�*���(���
Total  v ol ume 50.00 2�*���(��
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�����),� PCR ���%��+%���64�(F+��� hot s tart PCR *�������(��%,����5�	����6�%�
�,���� 12.5 2�*���(�� )+5�"� Taq  p ol ymeras e �,���� 0.252�*���(�� ��6���)+5�#7 @!�( 60
�����;��;+�" ��4���4�"!����
������$(5�	�(��7�+����������2	

���
��
������������
%���(����)
�
�$�
�
#��
1�&���1��1:��:)�;-�� (t h e r m o -
c y c le )

*���64�#7 @!�(����J ����,���
����+%
��
)+5 1 95�����;��;+�" �	
����� 10��)+�
��
)+5 2 60 �����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �$�5���(� Taq  p ol ymeras e

����%,����5�	����6�%�
��
)+5 3-37 94�����;��;+�" �	
����� 30�(��)+ (denaturation)

54�����;��;+�" �	
����� 30�(��)+� (anneal ing )

72�����;��;+�" �	
����� 45�(��)+� (ex tens ion)

��
)+5 38 72�����;��;+�" �	
����� 5��)+� �$�5�� 4	8(�(�(��"�
!�7'�(5���%�
��
)+5 39 4�����;��;+�"

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

3.1.8 �������"�=� ���
�
�$�
����
%���(����) ( PCR p r o d u c t )

����"�
6(%�"����+������)+5�$(5�	�(��7 (PCR p roduct)  �4������*�"��� 
�(����*��&��+;+�" (ag aros e g el  el ectrop hores is )  ���+�� 0.7% ����*�"��� *���64������*�"

�#7 @!�( (°C)
95°C,  10 m.

60°C,  1 m.

94°C,  30 s .  
(denaturation)

54°C,  30 s .  
(anneal ing )

72°C,  30 s .  
(ex tens ion)

72°C,  5 m.

4°C,  ∞

��
)+5 1

��
)+5 2

��
)+5 3-37

��
)+5 38

��
)+5 39
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��� 0.7 ���� ������� 0.5X  TBE 100 �(��(�(�� ()+5�+ ethidium bromide �������!��������"��� 
ethidium bromide 60 2�*���(�� ��� 0.5X  TBE  2 �(��) �)�����

$(�$' ��� �+��4�	����� 4�
���������� �+��� ���+�� PCR p roduct )+52�4 *���"� l oading  dye �,���� 1 2�*���(�� ��
 
PCR p roduct �,���� 2 2�*���(��  �������6�����������#4� (w el l ) �������2&&M� *���64�
����"2&&M�	����7 100 *���' (v ol ts )  �	
����� 30 ��)+ �,������#4������!�>
�+������@����4�"�
������2�*����

3.1.9 �����
1����5?,�������"�=� ���
�
�$�
����
%���(����) ( PCR p r o d u c t )

�	�+�
�)+�
���������$(5�	�(��7"�������+� cytochrome b �����������	����
���������� ��������������������
 !� ���������)+5� ���"��������,����64"����+�������$�5��64��
���),� PCR *���64 Primer �$(5�	�(��7"�������+� cytochrome b

3.2 ������������
�,���������� :
!����
�$����������(����*������� 100 
 #� ���
�:)�;-���#�� (25 ����
@,
@��) �����!"# ��

�
�$�
�
%&��!"#!�������PCR '
�!"# 
Pr i m e r 
%���(����) ���*�����c y t o c h r o m e  b

3.2.1 ��������
���������	
�������
��������	�������������� �,���� 100 �"4� ���"#��

$�%������ ���&��'�� ��()�������)�*�*��+"#����+� �����
2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") )+5
������������J ��4�����,���"����+�������$�5��64�����),� Pol ymeras e chain reaction (PCR)

*���64 Primer �$(5�	�(��7"�������+� cytochrome b

��������)+5�64���������� �+�����+%
1. ���
2�4)+5�#7 @!�( 4��� (25 �����;��;+�") 0  6�5�*�� �,����  2��������
2. ���
2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") 24 6�5�*�� �,����  2��������
3. ���
2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") 48 6�5�*�� �,����  2��������
4. ���
2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") 72 6�5�*�� �,����  2��������
5. ���
2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") 96 6�5�*�� �,����  2��������
�,�����������������	�+�
�)+�
��������)+5� ���"���������
��������	������

�,���� 100 �"4� )+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") �,����64"����+�������$�5��64�����),� PCR *��
�64 Primer �$(5�	�(��7"�������+� cytochrome b �� 4��	8(
��(���������!��'����5�����
�()����"��'����)�*�*��+ 3 � ��()������)�*�*��+"#����+�
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3.2.2 ���
�$���������
���
�$���������(����*�
1. ),�����"����
�(��7)+5��),����>��	�������4���%,�"���� ����6���4���4�

"����
2. �64",��+6#
�����9��'�6��),�����"�����+���
 ���������9��'� 4�
3. >����
�(��7�������� �����%�������4�����2��	����6�%�� 4�+�����������

���	��������%���	����7 0.5 �;��(���� ���� ���2�*��&<��'���� 2.0 �(��(�(�� )+5	����6�%�
4. ���
 ���2�*��&<��')+5�+���������	��������>���%,����� (��7+)+5���
��������	�

�����2�4��(� 24 6�5�*�� �����
 ���2�*��&<��'2�4��>��2�*������ ��  ��� �!4�#7 @!�(   -80 
�����;��;+�")

3.2.3 ��� ��

�
�$�
�
��� ��

�
�$�
������������(����*������� 100 
 #� (*���64 Genomic DNA 

Purification Kit (Wizard)
1. ��(� nucl ei l ys is  s ol ution 2002�*���(�� 0.5M EDTA 482�*���(�� 

p roteinas e K (������4��4� 15�(��(�������2�*���(��)�,���� 102�*���(�� �,�2	
��)+5�#7 @!�( 
55�����;��;+�"�4����� *����� ���2�*��&<��'�
�����5�������"��� 4����J �����

2. )(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") �$�5�� 4�������	
����� 5 ��)+ ��(� 
RNas e A 12�*���(�� �"�"�������� 4��4�����4���(F+���
 �����5,���� ��� 2-5���%� �,���4�

��)+5�#7 @!�( 37 �����;��;+�" �	
����� 30 ��)+�

3. ��(� p rotein p recip itation s ol ution 67 2�*���(�� �"�"�������� 4��4����
�4�� v ortex �	
����� 20�(��)+ �6��������%,������	
����� 5��)+�

4. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4 �����;��;+�" �	
����� 5 ��)+  �4��
���� �� (s up ernatant)  �"��� ���2�*��&<��'����� 1.5�(��(�(��  ���� ���

5. ��(� Is op rop anol  (0.8 V/V) 2002�*���(�� ����J �"�� 4��4�����4���(F+���

 �����5,���� ��� ��%�)(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 30 ��)+  

6. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 10 ��)+ �!�"���
)+5�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� �4��������4�� 80% ��F���� *�������2��� 4�����&#M�
��%��� 2002�*���(��  

7. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �!�"���)+5
�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� )(%�� 4� 4�)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 10-15 
��)+ ������+�������4���%,����5�	����6�%� 30 2�*���(��
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3.2.4 ���������
(����)*��
�
�$�
�
�,��+������)+52�42	����������!������"� (O p tical  dens ity,  O .D. ) )+5����������5�

�"� 260 ��*����� (nm)  �64��%,����5�	����6�%� �	
� bl ank *���64���������+�������,���� 1.5
2�*���(�� ����%,����5�	����6�%� �,���� 3002�*���(��

�,���7 �������4�����+�����������������*���64"!��:
������4�����+������ (ng /µl ) = �������!������"�)+5 260nm*50*200 (dil ution factor)
3.2.5 ���
�&����1���
*$�*#�*��
�
�$�
�

�,��+������)+5"��������������	����������������4���%,����5�	����6�%�� 4�+����
��4��4� 2.5 ��*�����/2�*���(��

3.2.6 ������ PCR

�,��+������)+5�������������4��4���),� PCR *���64 Primer �$(5�	�(��7"������
�+� cytochrome b

���
����� ��
%&�����(9�������!����������PCR

"�� 	�(����
Temp l ate (2.5 ��*�����/2�*���(��) 10.00 2�*���(��
10X buffer 5.00 2�*���(��
dNTP 4.00 2�*���(��
10p mol  Primer F 5.00 2�*���(��
10p mol  Primer R 5.00 2�*���(��
Taq  p ol ymeras e 0.25 2�*���(��
Water 20.75 2�*���(��
Total  v ol ume 50.00 2�*���(��
�����),� PCR ���%��+%���64�(F+��� hot s tart PCR *�������(��%,����5�	����6�%�

�,���� 12.5 2�*���(�� )+5�"� Taq  p ol ymeras e �,���� 0.252�*���(�� ��6���)+5�#7 @!�( 60
�����;��;+�" ��4���4�"!����
������$(5�	�(��7�+���������2	
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���
��
������������
%���(����)
�
�$�
�
#���
1�&���1��1:��:)�;-�� (t h e r m o -
c y c le )

*���64�#7 @!�(����J ����,���
����+%
��
)+5 1 95�����;��;+�" �	
����� 10��)+�
��
)+5 2 60 �����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �$�5���(� Taq  p ol ymeras e

����%,����5�	����6�%�
��
)+5 3-37 94�����;��;+�" �	
����� 30�(��)+ (denaturation)

54�����;��;+�" �	
����� 30�(��)+� (anneal ing )

72�����;��;+�" �	
����� 45�(��)+� (ex tens ion)

��
)+5 38 72�����;��;+�" �	
����� 5��)+� �$�5�� 4	8(�(�(��"�
!�7'�(5���%�
��
)+5 39 4�����;��;+�"
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3.2.7 �������"�=� ���
�
�$�
����
%���(����)
����"�
6(%�"����+������)+5�$(5�	�(��7�4������*�"��� �(����*��&��+;+�" ���+�� 

0.7% ����*�"��� *���64������*�"��� 0.7 ���� ������� 0.5X  TBE 100 �(��(�(�� ()+5�+ 
ethidium bromide �������!��������"��� ethidium bromide 60 2�*���(�� ��� 0.5X  TBE  2 
�(��) �)�����

$(�$' ��� �+��4�	����� 4���������� �+��� ���+�� PCR p roduct )+52�4 *���"� 

�#7 @!�( (°C)
95°C,  10 m.

60°C,  1 m.

94°C,  30 s .  
(denaturation)

54°C,  30 s .  
(anneal ing )

72°C,  30 s .  
(ex tens ion)

72°C,  5 m.

4°C,  ∞

��
)+5 1

��
)+5 2

��
)+5 3-37

��
)+5 38

��
)+5 39
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l oading  dye �,���� 12�*���(�� ��
 PCR p roduct �,���� 22�*���(��  �������6������
�����#4� (w el l ) �������2&&M� *���64����"2&&M�	����7 100 *���' (v ol ts )  �	
����� 30 ��)+ �,�
�����#4������!�>
�+������@����4�"�������2�*����

3.2.8 �����
1����5?,�������"�=� ���
�
�$�
����
%���(����)
�	�+�
�)+�
���������$(5�	�(��7"�������+� cytochrome b �����������	����

����������  ���������)+5� ���"���������
��������	�������,���� 100 �"4� )+5�#7 @!�( 4�� 
(25 �����;��;+�) �,����64"����+�������$�5��64�����),� PCR *���64 Primer �$(5�	�(��7"������
�+� cytochrome b  

3.3 ��������,���)�;�����*�� :��%&=�
�&�� 3,�1����,���,�����%��	:����*��
 :��%&=�
�&�� '
�!"#1���3������*��,��
��
� !� ���*����� c y t o c h r o m e  b

3.3.1 ��������
�����������%��+%�64��4��!�$�%�O�����$�����$��F#'"#��$�%�������$�5��,����	�+�
�)+�


����7�@����� �����������	�������������� �,���� 100 �"4� ���$�����$��F#'"#��$�%������)+5
$
� ������ �������J ��@�����������P+��� ������2)� ��4�"#�����������������(����� '���
� �������J � ����� 10�	��'�;�������������)+5���
2�4)�%� ���������� ���

$�%�)+5)+5�����
��������	���������$�����$��F#'"#��$�%������
1. ��� ������
2. ��� ���"�����
3. ��� ������$��
4. ��� ����#��� ��
5. ��� �����+�����
6. ��� ���"#��(�)�'�

3.3.2 ���
�$���������
���
�$�*#��-,%&=�A�����%��3��%��	:5 :��%&=�
�&�����
�$���������(����*� 
����=
1. ����7� �4�
2. ����7��
 !�
3. ������� �4�
4. ���� ��4�� �4�
5. �������"����* ��>��*�� ��
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6. �������;���� �4�>��;���� ���
7. ������
��
8. ����"!����$�%�>�� ��2 ���
9. ����7������� (White mark ing )
10.�!	��������7�@�����
���
�$���������(����*�
1. ),�����"����
�(��7)+5��),����>��	�������4���%,�"���� ����6���4���4�

"����
2. �64",��+6#
�����9��'�6��),�����"�����+���
 ���������9��'� 4�
3. >����
�(��7��������� �����%�������4�����2��	����6�%�� 4�+�����������

���	��������%���	����7 0.5 �;��(���� ���� ���2�*��&<��'���� 2.0 �(��(�(�� )+5	����6�%�
4. ���
 ���2�*��&<��')+5�+��������	��������>���%,����� (��7+)+5���
��������	�

�����2�4��(� 24 6�5�*�� �����
 ���2�*��&<���'2�4��>��2�*������ ��  ��� �!4�#7 @!�(   -80 
�����;��;+�")

�,�����������"����+�������$�5��64�����),� Pol ymeras e chain reaction (PCR)

*���64 Primer �$(5�	�(��7"�������+� cytochrome b �� 4��	8(
��(���������!��'����5�����
�()����"��'����)�*�*��+ 3 � ��()������)�*�*��+"#����+� ��4�"�� ��,���
�
""�������+� 
cytochrome b ����������������$�5��,������������ ��� ���)��$��F#�������"#��$�%������ 
*���64���������������,���
�
"��"�������+� cytochrome b

3.3.3 ��� ��

�
�$�
�
��� ��

�
�$�
������������(����*������� 100 
 #� (*���64 Genomic DNA 

Purification Kit (Wizard)
1. ��(� nucl ei l ys is  s ol ution 2002�*���(�� 0.5M EDTA 482�*���(�� 

p roteinas e K (������4��4� 15�(��(�������2�*���(��)�,���� 102�*���(�� �,�2	
��)+5�#7 @!�( 
55�����;��;+�"�4����� *����� ���2�*��&<��'�
�����5��������"��� 4����J �����

2. )(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25 �����;��;+�") �$�5�� 4�������	
����� 5 ��)+ ��(� 
RNas e A 12�*���(�� �"�"�������� 4��4�����4���(F+���
 �����5,���� ��� 2-5���%� �,���4�

��)+5�#7 @!�( 37 �����;��;+�" �	
����� 30 ��)+�

3. ��(� p rotein p recip itation s ol ution 67 2�*���(�� �"�"�������� 4��4����
�4�� v ortex �	
����� 20�(��)+ �6��������%,������	
����� 5��)+�
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4. 	GH�)+5 12,500 ��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4 �����;��;+�" �	
����� 5 ��)+  �4��
���� �� (s up ernatant)  �"��� ���2�*��&<��'����� 1.5�(��(�(��  ���� ���

5. ��(� Is op rop anol  (0.8 V/V) 2002�*���(�� ����J �"�� 4��4�����4���(F+���

 �����5,���� ��� ��%�)(%�2�4)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 30 ��)+  

6. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 10 ��)+ �!�"���
)+5�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� �4��������4�� 80% ��F���� *�������2��� 4�����&#M�
��%��� 2002�*���(��  

7. 	GH�)+5 12,500��
�����)+ )+5�#7 @!�( 4�����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �!�"���)+5
�	
����� ���" (s up ernatant)  )(%� )(%�� 4� 4�)+5�#7 @!�( 4�� (25�����;��;+�") �	
����� 10-15 
��)+ ������+�������4���%,����5�	����6�%� 30 2�*���(��

3.3.4 ���������
(����)*��
�
�$�
�
�,��+������)+52�42	����������!������"�)+5����������5��"� 260��*����� (nm)

�64��%,����5�	����6�%��	
� bl ank *���64���������+�������,���� 1.52�*���(�� ����%,����5�	����6�%�
�,���� 3002�*���(��

�,���7 �������4�����+�����������������*���64"!��:
������4�����+������ (ng /µl ) = �������!������"�)+5 260nm*50*200 (dil ution factor)
3.3.5 ���
�&����1���
*$�*#�*��
�
�$�
�

�,��+������)+5"��������������	����������������4���%,����5�	����6�%�� 4�+����
��4��4� 2.5 ��*�����/2�*���(��

3.3.6 ������PCR 

�,��+������)+5�������������4��4���),� PCR *���64 Primer �$(5�	�(��7"������
�+� cytochrome b
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���
����� ��
%&�����(9�������!���������� PCR

"�� 	�(����
Temp l ate (2.5 ��*�����/2�*���(��) 10.00 2�*���(��
10X buffer 5.00 2�*���(��
dNTP 4.00 2�*���(��
10p mol  Primer F 5.00 2�*���(��
10p mol  Primer R 5.00 2�*���(��
Taq  p ol ymeras e 0.25 2�*���(��
Water 20.75 2�*���(��
Total  v ol ume 50.00 2�*���(��
�����),� PCR ���%��+%���64�(F+��� hot s tart PCR *�������(��%,����5�	����6�%�

�,���� 12.5 2�*���(�� )+5�"� Taq  p ol ymeras e �,���� 0.252�*���(�� ��6���)+5�#7 @!�( 60
�����;��;+�" ��4���4�"!����
������$(5�	�(��7�+���������2	

���
��
������������
%���(����)
�
�$�
�
#��
1�&���1��1:��:)�;-�� (t h e r m o -
c y c le )

*���64�#7 @!�(����J ����,���
����+%
��
)+5 1 95�����;��;+�" �	
����� 10��)+�
��
)+5 2 60 �����;��;+�" �	
����� 1 ��)+ �$�5���(� Taq  p ol ymeras e

����%,����5�	����6�%�
��
)+5 3-37 94�����;��;+�" �	
����� 30�(��)+ (denaturation)

54�����;��;+�" �	
����� 30�(��)+� (anneal ing )

72�����;��;+�" �	
����� 45�(��)+� (ex tens ion)

��
)+5 38 72�����;��;+�" �	
����� 5��)+� �$�5�� 4	8(�(�(��"�
!�7'�(5���%�
��
)+5 39 4�����;��;+�"
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3.3.7 �������"�=� ���
�
�$�
����
%���(����)
����"�
6(%�"����+������)+5�$(5�	�(��7�4������*�"��� �(����*��&��+;+�" ���+�� 

0.7% ����*�"��� *���64������*�"��� 0.7 ���� ������� 0.5X  TBE 100 �(��(�(�� ()+5�+ 
ethidium bromide �������!��������"��� ethidium bromide 60 2�*���(�� ��� 0.5X  TBE  2 
�(��) �)�����

$(�$' ��� �+��4�	����� 4���������� �+��� ���+�� PCR p roduct )+52�4 *���"� 
l oading  dye �,���� 12�*���(�� ��
 PCR p roduct �,���� 22�*���(��  �������6������
�����#4� (w el l ) �������2&&M� *���64����"2&&M�	����7 100 *���'� (v ol ts )  �	
����� 30 ��)+ �,�
�����#4������!�>
�+������@����4�"�������2�*����

3.3.8 �����
1����5�,��
��
�  ���*����� c y t o c h r o m e  b !�3��,���������
),����"���������� ��,���
�
"

3.3.9 ��
1����5*#��-, 
�	�+�
�)+�
���������������,���
�
"��"�������+� cytochrome b *���64�

*	����� cl us tal X  1.81 �$�5��,������������ ��� ���)��$��F#�������"#��$�%������ 

�#7 @!�( (°C)
95°C,  10 m.

60°C,  1 m.

94°C,  30 s .  
(denaturation)

54°C,  30 s .  
(anneal ing )

72°C,  30 s .  
(ex tens ion)

72°C,  5 m.

4°C,  ∞

��
)+5 1

��
)+5 2

��
)+5 3-37

��
)+5 38

��
)+5 39
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3.4 ��������1��� ��%��	5���%��	:���� '
���� �#�� Ph y lo ge ne t i c  t r e e *�� :��
%&=�
�&��!�;�1��������
B���
��&�
(����
������� :��%��	:5,��54��5 
-��1 
���
@�� 3,� 3,�
5
�@

3.4.1 ��������
),����������	�+�
�)+�
���������������,���
�
"��"�������+� cytochrome 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลองและการอภิปรายผล  

 
4.1 ตัวอยางที่เหมาะสมตอการนํามาใชสกัดดีเอ็นเอเพื่อใชในการทํา  PCR โดยใช            

Primer เพิ่มปริมาณสวนของยีน cytochrome b 
 4.1.1 ดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอยาง 

เม่ือนําตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ และตัวอยางเลือดจากใบหูของสุกรพ้ืนเมือง 
ดังนี้ 

1. ตัวอยางเลือดจากใบหู            350 ไมโครลิตร จํานวน  3  ตัวอยาง 
2. ตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน   จํานวน  3  ตัวอยาง 
3. ตัวอยางปมรากขนจํานวน 200  เสน   จํานวน  3  ตัวอยาง 

   นํามาทําการสกัดดีเอ็นเอแลวตรวจสอบดีเอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตร
ฟอรีซีสจะปรากฏลักษณะดีเอ็นดังแผนภาพท่ี 4.1 

 
 

แผนภาพที่ 4.1 ลักษณะดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ และตัวอยางเลือดจากใบหู
ของสุกรพ้ืนเมือง (ชองท่ี 1 เปน DNA maker ชองท่ี 2-4 เปนตัวอยางเลือด ชองท่ี 
5-7 เปนตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน และชองท่ี 8-10 เปนตัวอยางปมรากขน
จํานวน 200 เสน) 
จากแผนภาพท่ี 4.1 แสดงใหเห็นวาเม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาตรวจสอบ

ดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรีซีสสามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดจากใบหู 350 
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ไมโครลิตร ตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน และตัวอยางปมรากขนจํานวน 200 เสน ได ทําใหใน
การเก็บตัวอยางท่ีจะนํามาใชในการสกัดดีเอ็นเอของสุกรพ้ืนเมืองนั้นไมจําเปนตองใชเฉพาะตัวอยาง
เลือดเทานั้น โดยสามารถใชวิธีการเก็บปมรากขนมาเพ่ือสกัดดีเอ็นเอแทนการเก็บตัวอยางเลือดท่ี
ยุงยากและลําบากกวาการเก็บตัวอยางปมรากขน               
  ปริมาณของดีเอ็นเอ 
  นําดีเอ็นเอท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Optical density, O.D.) ท่ีความยาวคล่ืน
แสง 260 นาโนเมตร (nm) และคํานวณหาความเขนของดีเอ็นเอจากตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 ความเขมขนของดีเอ็นเอจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ และตัวอยางเลือดจากใบหู                

ของสุกรพ้ืนเมือง 
ตัวอยาง ความเขมขนของดีเอ็นเอ 

ตัวอยางเลือดซํ้าท่ี 1 90 ng/l 
ตัวอยางเลือดซํ้าท่ี 2 160 ng/l 
ตัวอยางเลือดซํ้าท่ี 3 60 ng/l 
ตัวอยางปมรากขน 100 เสน ซํ้าท่ี 1 480 ng/l 
ตัวอยางปมรากขน 100 เสน ซํ้าท่ี 2 380 ng/l 
ตัวอยางปมรากขน 100 เสน ซํ้าท่ี 3 330 ng/l 
ตัวอยางปมรากขน 200 เสน ซํ้าท่ี 1 1570 ng/l 
ตัวอยางปมรากขน 200 เสน ซํ้าท่ี 2 810 ng/l 
ตัวอยางปมรากขน 200 เสน ซํ้าท่ี 3 1580 ng/l 

 
  จากตารางท่ี 4.1 จะพบวาเม่ือนําดีเอ็นเอท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Optical 

density, O.D.) ท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 นาโนเมตร (nm) และคํานวณหาความเขนขนของดีเอ็นเอ
จากตัวอยางปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมากท่ีสุดจะไดจากตัวอยางปมรากขน 200 เสน 
และรองลงมา คือ ตัวอยางปมรากขน 100 เสน และตัวอยางเลือดจากใบหูตามลําดับ จึงทําใหเห็นวา
ถึงแมจะเก็บตัวอยางจากปมรากขนก็สามารถสกัดดีเอ็นเอจากสุกรพ้ืนเมืองไดในปริมาณท่ีมากเชนกัน 
 4.1.2 ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณ (PCR product) 
  นําดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ และตัวอยางเลือดจากใบหูมาเจือ 
จางดวยน้ํากล่ันปลอดเช้ือใหมีความเขมขนดังนี ้

1. ตัวอยางเลือดจากใบหูซํ้าท่ี 1 และ 2 ใหมีความเขมขน  
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- 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  
- 2.5 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  
- 5 นาโนกรัม/ไมโครลิตร             

2. ตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน ซํ้าท่ี 1 และ 2  ใหมีความเขมขน  
- 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  
- 2.5 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  

   - 5 นาโนกรัม/ไมโครลิตร             
  นํามาทํา Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช Primer เพ่ิมปริมาณสวน
ของยีน cytochrome b แลวตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรีสีส 
(agarose gel electrophoresis) ปรากฏลักษณะช้ินสวนดีเอ็นเอดังแผนภาพท่ี 4.2 

 

 
 
แผนภาพที่ 4.2 ลักษณะช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีใช Primer เพ่ิมปริมาณสวนของยีน  cytochrome b 

(ชองท่ี 1 และ 15 เปน DNA maker ชองท่ี 2 เปน Negative control ชองท่ี 3-5 
เปนตัวอยางเลือดซํ้าท่ี 1 ความเขมขน template 1, 2.5 และ 5 ng/l ตามลําดับ ชอง
ท่ี 6-8 เปนตัวอยางเลือดซํ้าท่ี 2 ความเขมขน template 1, 2.5 และ 5 ng/l 
ตามลําดับ ชองท่ี 9-11 เปนตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน ซํ้าท่ี 1 ความเขมขน 
template 1, 2.5 และ 5 ng/l ตามลําดับ และชองท่ี 12-14 เปนตัวอยางปมรากขน
จํานวน 100 เสน ซํ้าท่ี 2 ความเขมขน template 1, 2.5 และ 5 ng/l ตามลําดับ         

  จากแผนภาพท่ี 4.2 แสดงใหเห็นวาเม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดจากใบหู 
350 ไมโครลิตร และตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน ท่ีมีความเข็มขน template 1, 2.5 และ 5 
ng/l มาทํา PCR โดยใช Primer เพ่ิมปริมาณสวนของยีน cytochrome b แลวตรวจสอบช้ินสวนดี

1140 bp 
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เอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรีซีสสามารถเพ่ิมปริมาณสวนของยีน cytochrome b ได
ไมแตกตางกัน จากการท่ีเลือกนําเฉพาะตัวอยางเลือดจากใบหู 350 ไมโครลิตร และตัวอยางปมราก
ขนจํานวน 100 เสน ท่ีมีความเข็มขน template 1, 2.5 และ 5 ng/l นั้นเพ่ือท่ีจะดูวาคุณภาพของดีเอ็น
เอท่ีสกัดไดจากตัวอยางเลือด และตัวอยางปมรากขนสามารถนํามาทํา PCR โดยใช Primer เพ่ิม
ปริมาณสวนของยีน cytochrome b ไดแตกตางกันหรือไม ซ่ึงพบวาไมแตกตางกัน และท่ีเลือก
เฉพาะตัวอยางปมรากขน จํานวน 100 เสน นั้น เพราะการเก็บตัวอยางปมรากขน จํานวน 100 เสน 
ยุงยากและลําบากนอยกวาการเก็บตัวอยางปมรากขน จํานวน 200 เสน 
 
4.2 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน            

ที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) นํามาใชสกัดดีเอ็นเอเพื่อใชในการทํา PCR โดยใช 
Primer เพิ่มปริมาณสวนของยีน cytochrome b 

 4.2.1 ดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอยาง 
  เม่ือตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ จํานวน 100 เสน ของสุกรพ้ืนเมืองมาเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) ท่ีระยะเวลาตางๆ ดังนี ้

1. เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย)  0  ช่ัวโมง จํานวน  2  ตัวอยาง 
2. เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) 24 ช่ัวโมง จํานวน  2  ตัวอยาง 
3. เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) 48 ช่ัวโมง จํานวน  2  ตัวอยาง 
4. เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) 72 ช่ัวโมง จํานวน  2  ตัวอยาง 
5. เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) 96 ช่ัวโมง จํานวน  2  ตัวอยาง 

  นํามาทําการสกัดดีเอ็นเอแลวตรวจสอบดีเอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตร
ฟอรีซีสจะปรากฏลักษณะดีเอ็นดังแผนภาพท่ี 4.3 
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แผนภาพที่ 4.3 ลักษณะดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอจํานวน 100 เสน ของสุกร
พ้ืนเมืองท่ีนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) ท่ีระยะเวลาตางๆ (ชองท่ี 1 
เปน DNA maker ชองท่ี 2-3 เปนตัวอยางท่ี 0 ช่ัวโมง ชองท่ี 4-5 เปนตัวอยางท่ี 24 
ช่ัวโมง ชองท่ี 6-7 เปนตัวอยางท่ี 48 ช่ัวโมง ชองท่ี 8-9 เปนตัวอยางท่ี 72 ช่ัวโมง 
และชองท่ี 10-11 เปนตัวอยางท่ี 96 ช่ัวโมง) 

 
  จากแผนภาพท่ี 4.3 แสดงใหเห็นวาเม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาตรวจสอบ
ดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรีซีสสามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ 
จํานวน 100 เสน ของสุกรพ้ืนเมืองมาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) ท่ีระยะเวลา 0, 24, 48, 
72 และ 96 ช่ัวโมง ได จากการศึกษานี้สามารถนํามาประยุกตใชในกรณีท่ีไมสามารถเก็บตัวอยางไว
ในถังน้ําแข็งหรือไนโตรเจนเหลวได เนื่องจากบางครั้งในกรณีท่ีผูเก็บตัวอยางไมสามารถออกไปเก็บ
ตัวอยางไดดวยตัวเองหรืออุปกรณในการเก็บรักษาตัวอยางไมเพียงพอหรือนําติดตัวไปไดยาก การ
เก็บตัวอยางปมรากขนจํานวน 100 เสน ไวเปนระยะเวลา 96 ช่ัวโมง ก็ยังสามารถนําตัวอยางนั้นมา
สกัดดีเอ็นเอไดเชนกัน 

ปริมาณของดีเอ็นเอ 
  นําดีเอ็นเอท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Optical density, O.D.) ท่ีความยาวคล่ืน
แสง 260 นาโนเมตร (nm) และคํานวณหาความเขนของดีเอ็นเอจากตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 
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ตารางที่ 4.2 ความเขมขนของดีเอ็นเอจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอจํานวน 100 เสน  ของสุกร
พ้ืนเมืองท่ีนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) ท่ีระยะเวลาตางๆ                             

ตัวอยาง ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
เก็บท่ี 0 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 430 ng/l 
เก็บท่ี 0 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 2 100 ng/l 
เก็บท่ี 24 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 480 ng/l 
เก็บท่ี 24 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 2 110 ng/l 
เก็บท่ี 48 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 600 ng/l 
เก็บท่ี 48 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 2 270 ng/l 
เก็บท่ี 72 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 470 ng/l 
เก็บท่ี 72 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 2 160 ng/l 
เก็บท่ี 96 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 1280 ng/l 
เก็บท่ี 96 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 2 380 ng/l 

 
  จากตารางท่ี 4.2 จะพบวาเม่ือนําดีเอ็นเอท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Optical 

density, O.D.) ท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 นาโนเมตร (nm) และคํานวณหาความเขนของดีเอ็นเอจาก
ตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ จํานวน 100 เสน ของสุกรพ้ืนเมืองมาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศา
เซลเซีย) ท่ีระยะเวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง ความเข็มขนของดีเอ็นเอจะมีความแปรปรวน
แตกตางกันไป ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเม่ือท้ิงตัวอยางปมรากขนไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) ดี
เอ็นเอของแตละตัวอยางมีการถูกยอยตัวเอ็นไซมหรือจุลลินทรียท่ีแตกตางกันไปในแตละตัวอยาง 

4.2.2 ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณ 
  นําดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางมาเจือจางดวยน้ํากล่ันปลอดเช้ือใหมีความเขมขน 2.5 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร แลวทํา PCR โดยใช Primer เพ่ิมปริมาณสวนของยีน cytochrome b แลว
ตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรีซีสจะปรากฏลักษณะช้ินสวนดีเอ็น
เอดังแผนภาพท่ี 4.4 
 



 40 

 
 
แผนภาพที่ 4.4  ลักษณะช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีใช Primer เพ่ิมปริมาณสวนของยีน  cytochrome b 

(ชองท่ี 1 เปน DNA maker ชองท่ี 2 เปน negative control ชองท่ี 3-4 เปน
ตัวอยางเก็บท่ี 0 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 และ 2 ชองท่ี 5-6 เปนตัวอยางเก็บท่ี 24 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 
1 และ 2  ชองท่ี 7-8 เปนตัวอยางเก็บท่ี 48 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 และ 2 ชองท่ี 9-10 เปน
ตัวอยางเก็บท่ี 72 ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 และ 2 และ ชองท่ี 11-12 เปนตัวอยางเก็บท่ี 96 
ช่ัวโมง ซํ้าท่ี 1 และ 2) 

 
  จากแผนภาพท่ี 4.4 แสดงใหเห็นวาเม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอจากปมรากขนจากแผงคอ 
จํานวน 100 เสน ของสุกรพ้ืนเมืองมาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซีย) ท่ีระยะเวลา 0, 24, 48, 
72 และ 96 ช่ัวโมง ท่ีมีความเข็มขน template 2.5 ng/l มาทํา PCR โดยใช Primer เพ่ิมปริมาณ
สวนของยีน cytochrome b แลวตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรี
ซีสสามารถเพ่ิมปริมาณสวนของยีน cytochrome b ไดไมแตกตางกัน จากการท่ีนําตัวอยางดีเอ็นเอ
จากปมรากขนจากแผงคอ จํานวน 100 เสน ของสุกรพ้ืนเมืองมาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซล
เซีย) ท่ีระยะเวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง เพ่ือท่ีจะดูวาคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดสามารถ
นํามาทํา PCR โดยใช Primer เพ่ิมปริมาณสวนของยีน cytochrome b ไดแตกตางกันหรือไม ซ่ึง
พบวาไมแตกตางกัน  
 
 
 
 

1140 bp 
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4.3 การศึกษาลักษณะภายนอกของสุกรพื้นเมือง และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
สุกรพื้นเมือง โดยใชความแตกตางของลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b 

ทําการเก็บขอมูลพ้ืนฐานจากพอแมพันธุสุกรพ้ืนเมืองเพ่ือนํามาเปรียบเทียบลักษณะภายนอก 
และตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ จํานวน 100 เสน จากพอแมพันธุสุกรพ้ืนเมืองท่ีพบเห็นจากแหลง
ตางๆ ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทยในแหลงตางๆ ดังนี ้

 1. จังหวัดเลย 
 2. จังหวัดสกลนคร 
 3. จังหวัดนครพนม 
 4. จังหวัดมุกดาหาร 
 5. จังหวัดศรีษะเกษ 
 6. จังหวัดสุรินทร 

 จํานวนตัวอยางท่ีออกเก็บในแตละพ้ืนท่ีแสดงในตารางท่ี 4.3 ตําแหนงท่ีออกเก็บตัวอยางนั้น
จะใชวิธีการบอกสอบถามจากชาวบาน และเกษตรกรผูเล้ียงวาบริเวณใดมีการเล้ียงสุกรพ้ืนเมืองบาง 
สวนตัวอยางท่ีถูกเลือกมาทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชความแตกตางของลําดับ
เบสในสวนของยีน cytochrome b แสดงในตารางท่ี 4.4 โดยหลักการในการเลือกตัวอยางขึ้นมา
ทดสอบนั้นจะใชวิธีเลือกตัวอยางใหกระจายไปตามบริเวณท่ีเก็บตัวอยางท้ังหมดเพ่ือใหไดตัวอยางท่ี
จะนํามาศึกษาครอบคลุมพ้ืนท่ีท่ีออกเก็บตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.3 ขอมูลการเก็บตัวอยางสุกรพ้ืนเมืองในแตละพ้ืนท่ี 
สุกรพื้นเมือง* สุกรพื้นเมือง สุกรพื้นเมือง เหมยซาน 

สถานที่ 
ไทย ลาว 

สุกรปา 
ผสมเหมยซาน ผสมสุกรปา แท 

รวม 

จ.เลย        
  อ.เชียงคาน1 5(2) 2(1) - - 1 - 8 
  อ.ทาลี ่ 4(3) - - - - - 4 
  อ.วังสะพุง 1 - - - - - 1 
รวม 10 2 - - 1 - 13 
จ.สกลนคร        
  อ.กุดบาก 10(1) - 2 - - - 12 
  อ.เมือง 1(1) - - - - - 1 
  อ.เตางอย 1(1) - 2 1 - - 4 
รวม 12 - 4 1 - - 17 
จ.นครพนม        
  อ.นาหวา2 3(1) 1(1) 1 1 - 1 7 
  อ.เมือง 1(1) - 1 - 1 - 3 
รวม 4 1 2 1 1 1 10 
จ.มุกดาหาร        
  อ.หวานใหญ3 7(2) 4(1) - - - - 11 
รวม 7 4 - - - - 11 
จ.ศรีสะเกษ        
  อ.เมือง 2(2) - - - - - 2 
รวม 2 - - - - - 2 
จ.สุรินทร        
  อ.พนมดงรัก 8(3) - - - - - 8 
รวม 8 - - - - - 8 

     รวมทั้งหมด  61 
หมายเหต:ุ*  ตัวเลขในวงเล็บ คือ จํานวนตัวอยางท่ีเลือกมาศึกษาความหลากหลาย 
     1  สุกรพ้ืนเมือง 1 ตัว มาจากตัว จ.เลย และอีก 1 ตัวเปนหมูควาย 
                 2  สุกรพ้ืนเมือง 2 ตัว มาจาก อ.เตางอย จ.สกลนคร 
                          3  สุกรพ้ืนเมืองมาจาก อ.ธาตุพนม 1 ตัว และอ.ภูพาน 1 ตัว 
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ตารางที่ 4.4 ตัวอยางท่ีถูกเลือกมาทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชความแตกตางของลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b 

ไทย ลาว
1 mtDNA-L  เลย เชียงคาน 123 ม.5 บ.อุมุง ต.บุฮุม
2 mtDNA-L  เลย เชียงคาน 6 ม.5 บ.อุมุง ต.บุฮุม
3 mtDNA-L  เลย ทาล่ี 234 ม.4 บ.นากระเซ็ง ต.อาฮี
4 mtDNA-L  เลย ทาล่ี 234 ม.4 บ.นากระเซ็ง ต.อาฮี
5 mtDNA-L  เลย ทาล่ี 297 ม.1 บ.อาฮี ต.อาฮี
6 mtDNA-SK  สกลนคร กุดบาก 44 ม.6 บ.ทรายแกว ต.กุดบาก
7 mtDNA-SK  สกลนคร เมือง ร.ร.กุดบากพัฒนาศึกษา ต.กุดบาก
8 mtDNA-SK  สกลนคร เตางอย 56 ม.1 บ.นาอาง ต.นาตาล
9 mtDNA-NP  นครพนม นาหวา 239/14 ม.7 บ.นางัว ต.นางัว
10 mtDNA-NP  นครพนม เมือง 98 ม.9 บ.กุรุคุ ต.กุรุด
11 mtDNA-MD  มุกดาหาร หวานใหญ 6 ม.1 บ.นิคมทหารผานศึก ต.ดงหมู
12 mtDNA-MD  มุกดาหาร หวานใหญ 29 ม.1 บ.นิคมทหารผานศึก ต.ดงหมู
13 mtDNA-SS  ศรีสะเกษ เมือง 35 ม.8 บ.ชุมชนหนองโพธ์ิ ต.หนองครก
14 mtDNA-SS  ศรีสะเกษ เมือง 36 ม.8 บ.ชุมชนหนองโพธ์ิ ต.หนองครก
15 mtDNA-SR  สุรินทร พนมดงรัก 22 ม.11 บ.อูโลก ต.กิ่งพนมดงรัก
16 mtDNA-SR  สุรินทร พนมดงรัก 29/1 ม.12 บ.สะกอ ต.พนมดงรัก
17 mtDNA-SR  สุรินทร พนมดงรัก 28 ม.15 ซอย 15 บ.หนองแวง ต.พนมดงรัก
18 mtDNA-LAO-L  เลย เชียงคาน 117 ม.7 บ.นาจาน ต.ปากตม (นํามาจากประเทศลาว)
19 mtDNA-LAO-NP  นครพนม นาหวา 8 ม.13 บ.อุนยางคํา ต.นาหวา (นํามาจากประเทศลาว)
20 mtDNA-LAO-MD  มุกดาหาร หวานใหญ 29 ม.10 บ.นาแกนอย ต.โปงขาม (นํามาจากประเทศลาว)

ตัวอยาง สุกรพื้นเมือง รายละเอียดเพิ่มเติมอําเภอจังหวัด
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4.3.1 เปรียบเทียบลักษณะภายนอกของสุกรพ้ืนเมือง 
 ลักษณะภายนอกบางประการท่ีประเมิน ไดแก ลักษณะสี ลายขาว (White maker) 

หู และลักษณะใบหนา ในสุกร 6 กลุม ในจังหวัดเลย สกลนคร นครพนม มุกดาหาร ศรีษะเกษ และ
สุรินทร สามารถแยกลักษณะภายนอกของสุกรพ้ืนเมืองได 9 รูปแบบ ดังนี้ คือ 
  รูปแบบท่ี 1 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูเล็กตั้ง หนายาว (แผนภาพท่ี 4.5) พบใน
จังหวัดเลย สกลนคร นครพนม มุกดาหาร ศรีษะเกษ และสุรินทร กลาวคือ จะพบลักษณะภายนอก
รูปแบบนี้ในทุกจังหวัดท่ีออกเก็บตัวอยาง  
  รูปแบบท่ี 2 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูใหญตั้ง หนายาว (แผนภาพท่ี 4.6) พบใน
จังหวัดสกลนคร และนครพนม 
  รูปแบบท่ี 3 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูใหญตก หนายาว (แผนภาพท่ี 4.7) พบใน
จังหวัดสกลนคร มุกดาหาร ศรีษะเกษ และสุรินทร 

 รูปแบบท่ี 4 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูเล็กตั้ง หนาส้ัน (แผนภาพท่ี 4.8) พบใน
จังหวัดเลย 

 รูปแบบท่ี 5 มีลักษณะสีดํา แตท่ีปลายเทาท้ังส่ีมีสีขาว บางตัวมีสีขาวถึงบริเวณเลย
ขอเขา บางตัวมีสีขาวท้ังขา ใบหูเล็กตั้ง หนายาว (แผนภาพท่ี 4.9) พบในจังหวัดเลย นครพนม และ
สุรินทร 

 รูปแบบท่ี 6 มีลักษณะสีดํา แตสวนตอนลางของลําตัวจะมีสีขาว หนามีแถบขาว ใบ
หูเล็กตั้ง หนายาว (แผนภาพท่ี 4.10) พบในจังหวัดเลย และสุรินทร 

 รูปแบบท่ี 7 มีลักษณะสีดําบริเวณสวนหัว และสวนทาย แตชวงกลางลําตัว หนามี
แถบขาว ใบหูเล็กตั้ง หนายาว (แผนภาพท่ี 4.11) พบในจังหวัดเลย  

 รูปแบบท่ี 8 มีลักษณะสีขาวท้ังตัว แตมีลอยดางสีดําเปนจุดท้ังตัว ใบหูเล็กตั้ง หนา
ยาว (แผนภาพท่ี 4.12) พบในจังหวัดสุรินทร  

 รูปแบบท่ี 9 มีลักษณะสีขาวท้ังตัว แตมีลอยดางสีดําบริเวณตอนบนของชวงทายของ
ลําตัว ใบหูเล็กตั้ง หนายาว (แผนภาพท่ี 4.13) พบในจังหวัดมุกดาหาร 
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แผนภาพที่ 4.5    สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 1 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูใหญตั้ง หนายาว 
 

 
 

แผนภาพที่ 4.6     สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 2 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูใหญตั้ง หนายาว 
 

 
 

แผนภาพที่ 4.7     สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 3 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูใหญตก หนายาว 
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แผนภาพที่ 4.8    สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 4 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูเล็กตั้ง หนาส้ัน 
 

 
 

แผนภาพที่ 4.9    สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 5 มีลักษณะสีดํา แตท่ีปลายเทาท้ังส่ีมีสีขาว บางตัวมีสีขาวถึง
บริเวณเลยขอเขา บางตัวมีสีขาวท้ังขา ใบหูเล็กตั้ง หนายาว 

 

 
 

แผนภาพที่ 4.10  สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 6 มีลักษณะสีดํา แตสวนตอนลางของลําตัวจะมีสี ขาว หนา
มีแถบขาว ใบหูเล็กตัง้ หนายาว 
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แผนภาพที่ 4.11 สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 7 มีลักษณะสีดําบริเวณสวนหัว และสวนทาย แตชวงกลาง
ลําตัว หนามีแถบขาว ใบหูเล็กตั้ง หนายาว 

 

 
 

แผนภาพที่ 4.12 สุกรพ้ืนเมืองมีลักษณะสีขาวท้ังตัว แตมีลอยดางสีดําเปนจุดท้ังตัว ใบหูเล็กตั้ง หนา
ยาว 

 

 
 

แผนภาพที่ 4.13 สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 9 มีลักษณะสีขาวท้ังตัว แตมีลอยดางสีดําบริเวณตอนบนของ
ชวงทายของลําตัว ใบหูเล็กตั้ง หนายาว 
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  เม่ือพิจารณาลักษณะภายนอกของสุกรพ้ืนเมืองในแตละจังหวัดจะพบวาในจังหวัด
เลยลักษณะของสุกรพ้ืนเมืองพบเปนดังรูปแบบท่ี 5 และ 6 เดนชัดเจนกวาจังหวัดอ่ืน คือ มีลักษณะ
ลายขาว (White maker) เปนจํานวนมากกวาจังหวัดอ่ืน สวนในจังหวัดมุกดาหารลักษณะของสุกร
พ้ืนเมืองพบเปนดังรูปแบบท่ี 3 เดนชัดเจนกวาจังหวัดอ่ืน คือ มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูใหญตก หนา
ยาว และจังหวัดสกลนคร นครพนม และสรินทรลักษณะของสุกรพ้ืนเมืองพบเปนดังรูปแบบท่ี 1 เดน
ชัดเจนกวาจังหวัดอ่ืน คือ สุกรพ้ืนเมืองรูปแบบท่ี 1 มีลักษณะสีดําท้ังตัว ใบหูใหญตั้ง หนายาว แต
อยางไรก็ตามลักษณะภายนอกของสุกรพ้ืนเมืองในแตละจังหวัดไมสามารถกําหนดไดอยางชัดเจน 
เพราะมีความแปรปรวนไปท้ังในกลุมสุกรพ้ืนเมืองภายในจังหวัด และระหวางกลุมสุกรพ้ืนเมืองใน
แตละจังหวัด ดังนั้นความพยายามท่ีจะจําแนกความหลากหลายทางพันธุกรรมของสุกรพ้ืนเมืองใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือดวยลักษณะภายนอกไมสามารถแยกไดอยางชัดเจน 
 

4.3.2 ดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอยาง 
  เม่ือนําตัวอยางปมรากขนจากแผงคอ จํานวน 100 เสน ของสุกรพ้ืนเมืองท่ีถูกเลือก
มาทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชความแตกตางของลําดับเบสในสวนของยีน 
cytochrome b มาทําการสกัดดีเอ็นเอแลวตรวจสอบดีเอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรี
ซีสจะปรากฏลักษณะดีเอ็นดังแผนภาพท่ี 4.5 
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แผนภาพที่ 4.14 ลักษณะดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอจํานวน 100 เสน ของสุกร
พ้ืนเมืองท่ีถูกเลือกมาทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชความ
แตกตางของลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b (ชองท่ี 1, 12, 13 และ 24 
เปน DNA maker ชองท่ี 2-11 เปนตัวอยางท่ี 1 mtDNA - 10 mtDNA ชองท่ี 14-
23 เปนตัวอยางท่ี 11 mtDNA - 20 mtDNA) 
 
ปริมาณของดีเอ็นเอ 

  นําดีเอ็นเอท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Optical density, O.D.) ท่ีความยาวคล่ืน
แสง 260 นาโนเมตร (nm) และคํานวณหาความเขนของดีเอ็นเอจากตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  1    2   3    4   5   6   7    8   9   10  11 12     13  14  15 16  17  18  19  20  21 22 23  24  
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ตารางที่ 4.5 ความเขมขนของดีเอ็นเอจากตัวอยางปมรากขนจากแผงคอจํานวน 100 เสน  ของสุกร
พ้ืนเมืองท่ีถูกเลือกมาทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม  

ตัวอยาง ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
1 mtDNA 10400 ng/l 
2 mtDNA 9300 ng/l 
3 mtDNA 2770 ng/l 
4 mtDNA 1290 ng/l 
5 mtDNA 1090 ng/l 
6 mtDNA 270 ng/l 
7 mtDNA 1010 ng/l 
8 mtDNA 1980 ng/l 
9 mtDNA 1380 ng/l 
10 mtDNA 1280 ng/l 
11 mtDNA 920 ng/l 
12 mtDNA 1210 ng/l 
13 mtDNA 890 ng/l 
14 mtDNA 1540 ng/l 
15 mtDNA 1000 ng/l 
16 mtDNA 540 ng/l 
17 mtDNA 490 ng/l 
18 mtDNA 1100 ng/l 
19 mtDNA 1030 ng/l 
20 mtDNA 590 ng/l 

 
4.3.3 ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณ 

  นําดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางมาเจือจางดวยน้ํากล่ันปลอดเช้ือใหมีความเขมขน 2.5 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร แลวทํา PCR โดยใช Primer เพ่ิมปริมาณสวนของยีน cytochrome b แลว
ตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอดวย 0.7% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอรีซีสจะปรากฏลักษณะช้ินสวนดีเอ็น
เอดังแผนภาพท่ี 4.6 
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แผนภาพที่ 4.15  ลักษณะช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีใช Primer เพ่ิมปริมาณสวนของยีน  cytochrome b 

(ชองท่ี 1, 12, 13 และ 24 เปน DNA maker ชองท่ี 2-11 เปนตัวอยางท่ี 1 mtDNA 
- 10 mtDNA ชองท่ี 14-23 เปนตัวอยางท่ี 11 mtDNA - 20 mtDNA) 

 
4.3.4 ลําดับเบสสวนของยีน cytochrome b ในแตละตัวอยาง 

  นํา PCR product ของแตละตัวอยางสงหาลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome 

b ไดดังนี ้
 
01mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
02mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
03mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
04mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
05mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
06mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
07mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
08mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
09mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCCGTTCCCTCCTAGGCATC 60  
10mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
11mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
12mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
13mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
14mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
15mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
16mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
17mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
18mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60  
20mtDNA    1:GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 60               

 
01mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
02mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
03mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
04mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
05mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
06mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
07mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
08mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
09mtDNA   61:TGCCTAATCCTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
10mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
11mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
12mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  

1140 bp 
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13mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
14mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
15mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
16mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
17mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
18mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120  
20mtDNA   61:TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 120               

   
01mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
02mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
03mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
04mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGCAAATTACGGATGAGTTATT 180  
05mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
06mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
07mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
08mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
09mtDNA  121:ACAACCGCTTTCTCCTCAGTTACCCCCATCTGTCCAGACCTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
10mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
11mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
12mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
13mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
14mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
15mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
16mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
17mtDNA  121:ACAACCGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
18mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180  
20mtDNA  121:ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATCTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 180    

 
01mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
02mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
03mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
04mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
05mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
06mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
07mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
08mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
09mtDNA  181:CGCTACCTACCTGCAAACGGAGCATCCCTGTTCTTTATTTGCCTATTCCTCCACGTAGGC 240  
10mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
11mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
12mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
13mtDNA        181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
14mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
15mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
16mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
17mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
18mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240  
20mtDNA  181:CGCTACCTACATGCAAACGGAGCATCCATGTTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC 240      

 
 01mtDNA    241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
02mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
03mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
04mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
05mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
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06mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
07mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
08mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
09mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
10mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
11mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
12mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
13mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
14mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
15mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
16mtDNA     241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
17mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
18mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300  
20mtDNA  241:CGAGGCCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA 300               

 
01mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
02mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
03mtDNA  301:CTATTTACCGTCATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
04mtDNA  301:CTATTTACCGTCATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
05mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
06mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
07mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
08mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
09mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
10mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
11mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
12mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
13mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
14mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
15mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
16mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
17mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
18mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360  
20mtDNA  301:CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA 360               

 
01mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
02mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
03mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
04mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
05mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
06mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
07mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
08mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
09mtDNA  361:TTTTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
10mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
11mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
12mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
13mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
14mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
15mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
16mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
17mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
18mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420  
20mtDNA  361:TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC 420               
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01mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
02mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
03mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
04mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
05mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
06mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
07mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
08mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
09mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
10mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
11mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
12mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
13mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
14mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
15mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
16mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
17mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
18mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480  
20mtDNA  421:CTCGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTC 480               

 
01mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
02mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
03mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
04mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCGGTACATCTCCTATTC 540  
05mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
06mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
07mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
08mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
09mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
10mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
11mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
12mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
13mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
14mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
15mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
16mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
17mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
18mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540  
20mtDNA  481:GCCTTTCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCCTATTC 540               

 
01mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
02mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
03mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
04mtDNA  541:CTGCACGAAACGGGATCCAACAACCCTACGGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
05mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
06mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
07mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
08mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
09mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
10mtDNA  541:CTGCAGGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
11mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
12mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
13mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
14mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
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15mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
16mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
17mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
18mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600  
20mtDNA  541:CTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCA 600               

 
01mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
02mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
03mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
04mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTTTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
05mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
06mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
07mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
08mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
09mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
10mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
11mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
12mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
13mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
14mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
15mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
16mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
17mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
18mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660  
20mtDNA  601:TTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGGGCCTTATTTATAATACTAATCCTA 660               

 
01mtDNA       661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
02mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
03mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
04mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTATTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
05mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
06mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
07mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
08mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
09mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
10mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA    720  
11mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
12mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
13mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
14mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
15mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720 
16mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
17mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
18mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720  
20mtDNA  661:CTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCA 720               

 
01mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
02mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
03mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCCCCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
04mtDNA     721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAAGGATATTTTTTATTCGCTTACGCT 780  
05mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
06mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
07mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
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08mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
09mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
10mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
11mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
12mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
13mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
14mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
15mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
16mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
17mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
18mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780  
20mtDNA  721:AACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCT 780               

 
01mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
02mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
03mtDNA  781:ATCGTGCGTTCAATTCATAATAAACTGGGGGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCTTA 840  
04mtDNA  781:ATCTTACGTTCAATTCTTAATAAACTAGGGGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
05mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
06mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
07mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
08mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
09mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
10mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
11mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
12mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840  
13mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
14mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
15mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
16mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
17mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
18mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAGTAGCCTCCATCCTA 840  
20mtDNA  781:ATCCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGCTAGCTCTAATAGCCTCCATCCTA 840               

 
01mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
02mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
03mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATAATACACACATCCAAACAAGGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
04mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
05mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
06mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
07mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
08mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
09mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
10mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
11mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
12mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
13mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
14mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
15mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
16mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
17mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
18mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900  
20mtDNA  841:ATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTTCGACCA 900          
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01mtDNA  901:CTAAGTCAATACCTATTTTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
02mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
03mtDNA  901:CTAAGTCAATGCTTATTCTGAATAGTAGTAGCAGACCTCATTCCACTAACATGAATGGGA 960  
04mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
05mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
06mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
07mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
08mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
09mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
10mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
11mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
12mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
13mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
14mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTGTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
15mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
16mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
17mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
18mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960  
20mtDNA  901:CTAAGTCAATGCCTATTCTGAATACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGA 960               

 
01mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTAAATTTC 1020  
02mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
03mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAAGTAGCCTCCATCTAATATTTC 1020  
04mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
05mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
06mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
07mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
08mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
09mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
10mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
11mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
12mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
13mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
14mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
15mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
16mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
17mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
18mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020  
20mtDNA  961:GGACAACCCGTAGAACACCCATTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATATTTC 1020               
 
01mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
02mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                                                                                                               1046  
03mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
04mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
05mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                                                             1046  
06mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
07mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
08mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
09mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
10mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
11mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
12mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
13mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
14mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
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15mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
16mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
17mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046  
18mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                                   1046  
20mtDNA 1021:CTAATCATTCTAGTATTGATACCAAT                                   1046    
หมายเหต:ุ cytochrome b มีขนาด 1140 bp แตเนื่องจากลําดับเบสลําดับท่ี 1-57 และ 1104-1140  
                  มีความแปรปรวนจงึตัดลําดับดังกลาวออกทําใหเหลือลําดับเบสในสวนยีน  
            cytochrome b 1046 bp (ตําแหนงท่ี 58-1103) 
    ตัวอยางท่ี 19 mtDNA ไมสามารถหาลําดับเบสไดจึงตัดออกจากการวิเคราะห 
 

4.3.5 จัดกลุม haplotype จากความแตกตางของลําดับเบสยีน cytochrome b  
  เปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b โดยใช
โปรแกรม clustalX 1.81 รวมกับโปรแกรม PHYLIP เพ่ือแบงกลุม haplotype ของตัวอยางสุกร
พ้ืนเมือง ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 4.7 สวนตําแหนงท่ีแตกตางกันแสดงในตารางท่ี 4.8 
 
ตารางที่ 4.6 การจัดกลุม haplotype ของตวัอยางสุกรพ้ืนเมือง 

 
จํานวนตัวอยาง 

haplotype 
(ตัว) 

ตัวอยางที่อยูในแตละ haplotype 

H1 1 10 mtDNA-NP 

H2 7 5 mtDNA-L, 6 mtDNA-SK, 7 mtDNA-SK, 
  8 mtDNA-SK, 11 mtDNA-MD, 12 mtDNA-MD, 
  20 mtDNA-LAO-MD 

H3 5 2 mtDNA-L, 13 mtDNA-SS, 15 mtDNA-SR, 
  16 mtDNA-SR, 18 mtDNA-LAO-L 

H4 1 14 mtDNA-SS 

H5 1 17 mtDNA-SR 

H6 1 1 mtDNA-L 

H7 1 3 mtDNA-L 

H8 1 4 mtDNA-L 

H9 1 9 mtDNA-NP 
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ตารางที่ 4.7 ตําแหนงลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b ท่ีแตกตางกัน 43 ตําแหนงในแตละ Haplotype 
 

1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3 5 5 5 5 6 6 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 0 0 0

4 5 7 2 3 4 4 5 6 6 9 0 2 1 6 2 4 5 7 3 9 3 5 6 7 8 8 9 0 1 2 3 6 8 1 1 1 2 4 5 0 1 1
3 2 0 6 5 4 6 5 0 1 1 8 9 2 3 5 6 2 0 1 1 8 7 5 4 4 6 7 7 0 6 8 2 0 1 3 8 5 3 7 0 3 5

H1 G T T A A A A G G T A A A T C C G C C C C A T C C C A C A T A C C C G C C C A T C T T 1
H2 . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
H3 . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . 5
H4 . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . G . . . . . G . . . . . . 1
H5 . . . C . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . 1
H6 . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . A . T . . . . . A 1
H7 . . . . . . . . . . . . . C . . C . . . . C . . . G G A G G G T A G . T . G C G G A . 1
H8 . . . . . . . . . C . . . C . G C G G T T . G T T T . T . G G . . . . . . . . . . . . 1
H9 C C C C C C C C C . C C C . T . C . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . 1

ตําแหนงเบสท่ีเปลี่ยนแปลง

Haplotype จํานวน
(ตัว)
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  หาความสัมพันธของแตละ Haplotype ท้ังหมดจากลําดับเบสโดยการสราง 
Phylogenetic tree ดวยวิธีการหาระยะหางทางพันธุกรรมตามวิธี neighbor-joining ดวย
โปรแกรม PHYLIP package (Felsenstein, 1993) สามารถสรางเปน Phylogenetic tree ดัง
แสดงในแผนภาพท่ี 4.7  

 

 
 
 

แผนภาพที่ 4.7 Phylogenetic tree ความสัมพันธของแตละ Haplotype  
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  จากการเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b 
โดยใชโปรแกรม clustalX 1.81 รวมกับโปรแกรม PHYLIP เพ่ือนํามาศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของสุกรพ้ืนเมืองพบวาสุกรพ้ืนเมืองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยยังมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมอยูโดยสามารถแบงไดเปน 9 Haplotype 

จากแผนภาพท่ี 4.7 สามารถแบงกลุมของ Haplotype ใหญๆ ได 4 กลุม คือ กลุมท่ี 
1 มี H1 กลุมท่ี 2 มี H2 กลุมท่ี 3 มี H4 H6 H7 H8 และ H9 กลุมท่ี 4 มี H3 และ H5 โดยกลุมท่ีไกล
ออกมาจากกลุมอ่ืนท่ีสุด คือ  

กลุมท่ี 1 ซ่ึงมีตัวอยางเดียวท่ีเก็บจากจังหวัดนครพนม (อ.เมือง) จะเปนกลุมท่ีไกล
ออกมาจากกลุมอ่ืนท่ีสุด   

กลุมท่ี 2 ถึงแมจะมี H2 แค Haplotype เดียวแตมีจํานวนตัวอยางถึง 7 ตัวอยาง จาก
ท้ังหมด 19 ตัวอยาง อีกท้ังตัวอยางท่ีเก็บจากจังหวัดมุกดาหาร 3 ตัวอยาง (อ.หวานใหญ ท้ังหมด แต
ตางพ้ืนท่ีกัน) และ จังหวัดสกลนคร 3 ตัวอยาง (อ.กุดบาก อ.เมือง และ อ.เตางอย อยางละ 1 ตัวอยาง) 
จึงสรุปไดวา สุกรพ้ืนเมืองในจังหวัดสกลนครและจังหวัดมุกดาหารไมมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมใน 2 จังหวัดนี้จากการใชลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b ทําการศึกษา แตใน
กลุมนี้กลับมีตัวอยางจากจังหวัดเลย (อ.ทาล่ี) อาจเปนไปไดวาเกษตรกรผูเล้ียงไดนําสุกรพ้ืนเมืองจาก
บริเวณจังหวัดสกลนครและจังหวัดมุกดาหารขึ้นไปเล้ียงในจังหวัดเลย (อ.ทาล่ี)  

กลุมท่ี 3 เปนกลุมท่ีมีหลาย Haplotype ท่ีสุด แต H6 (1 ตัวอยาง จากจังหวัดเลย (อ.
เชียงคาน)) H7 (1 ตัวอยาง จากจังหวัดเลย (อ.ทาลี)) และ H8 (1 ตัวอยาง จากจังหวัดเลย (อ.ทาลี)) 
ลวนแตเปนตัวอยางจากจังหวัดเลย แตพบวามีตัวอยางท่ีอยูนอกกลุม คือ H4 (1 ตัวอยาง จากจังหวัด
ศรีสะเกษ (อ.เมือง)) และ H9 (1 ตัวอยาง จากจังหวัดนครพนม (อ.นาหวา)) 

กลุมท่ี 4 มี H3 และ H5 โดยในกลุม H3 มี 5 ตัวอยาง จากจังหวัดเลย (อ.เชียงคาน 
แตตางพ้ืนท่ีกัน) 2 ตัวอยาง จังหวัดศรีสะเกษ (อ.เมือง) 1 ตัวอยาง และจังหวัดสุรินทร (อ.พนมดงรัก 
แตตางพ้ืนท่ีกัน) 2 ตัวอยาง สวน H5 มี 1 ตัวอยางจากจังหวัดจังหวัดสุรินทร (อ.พนมดงรัก) จากกลุม
นี้จะเห็นวาตัวอยางจากจังหวัดสุรินทรท้ังหมด 3 ตัวอยางอยูในกลุมนี้หมด แตอยูใน H3 2 ตัวอยาง 
ใน H5 1 ตัวอยาง แสดงใหเห็นวาในจังหวัดสุรินทรสุกรพ้ืนเมืองยังมีความหลากหลายทางพันธุกรรม
จากการใชลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b ทําการศึกษา  
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4.4 การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม โดยการสราง Phylogenetic tree ของสุกร
พื้นเมืองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปรียบเทียบกับสุกรพันธุลารไวท ดูรอค เหมย
ซาน และ   แลนดเรซ 

  เปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b โดยใช
โปรแกรม Genetyx ของตัวอยางแตละ Haplotype กับสุกรพันธุลารไวท ดูรอค เหมยซาน และ
แลนดเรซ ท่ีหาขอมูลการเรียงลําดับเบสจาก GenBank ดังแสดงในตารางท่ี 4.9 สวนตําแหนงท่ี
แตกตางกันแสดงในตารางท่ี 4.10 
 
ตารางที่ 4.8 ขอมูลการเรียงลําดับเบสจาก GenBank 
 

พันธุ ตัวอยาง หมายเลขใน 
GenBank 

LW1 AB015079 
LW2 AF136548 
LW3 AF136552 
LW4 AF486874 
LW5 AY237524 

ลารจไวท 

LW6 AY237525 
D1 AB015080 
D2 AF136554 
D3 AF486858 

ดูรอค 

D4 AY237521 
M1 AB015077 
M2 AF136553 เหมยซาน 
M3 AY237530 
LR1 AF034253 
LR2 AF136546 
LR3 AF136547 
LR4 AF304202 

แลนดเรซ 

LR5 AF486866 
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ตารางที่ 4.9 ตําแหนงลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b ท่ีแตกตางกัน 65 ตําแหนง 

 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 3 3 3 4 4 5 5 5 5 6
4 5 7 2 2 3 4 4 5 5 5 6 6 6 8 8 9 0 1 2 4 9 1 6 7 1 8 2 4 5 7 3
3 2 0 6 9 5 4 6 0 5 9 0 1 5 3 6 1 8 0 9 6 7 2 3 5 1 6 5 6 2 0 1

H1 G T T A T A A A C G C G T T C C A A G A C C T C G C T C G C C C
H2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
H3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
H4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
H5 . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
H6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
H7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . .
H8 . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . C . . . . G C G G T
H9 C C C C C C C . C . C . . . . C C . C . . . T . . . . C . . .
LW1 . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . A . . . C . . .
LW2 . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . A . C . C . . .
LW3 . . . . . . . . T . . . . C . T . . A . T . . . . . C . C . . .
LW4 . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . A . . . C . . .
LW5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . C . . .
LW6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
D1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
D2 . . . . . . . . T . . . . . . T . . A . T . . . . . . . C . . .
D3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
D4 . . . . . . . . T . . . . . . T . . A . T . . . . . C . C . . .
M1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
M2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
M3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
LR1 . . . . . . . . T . . . . . . T . . A T . . . . . C . C . . .
LR2 . . . . . . . . T . . . . . . T . . A T . . . . . C . C . . .
LR3 . . . . . . . . T . . . . . . T . . A T . . . . . C . C . . .
LR4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A T . . C . . .
LR5 . . . . C . . . T . . . . . . T . . A . T . . . . . C . C . . .

ตําแหนงเบสท่ีเปลี่ยนแปลง
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ตารางที่ 4.9 ตําแหนงลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b ท่ีแตกตางกัน 65 ตําแหนง (ตอ) 
 

1 1 1 1 1
6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0
3 9 3 5 6 7 8 8 8 9 0 1 1 1 2 2 3 6 8 8 1 1 1 2 4 5 8 9 0 1 1 1 3
6 1 8 7 5 4 3 4 6 7 7 0 7 9 2 6 8 2 0 3 1 3 8 5 3 7 1 3 0 3 5 7 8

H1 G C A T C C C C A C A T C A T A C C C A G C C C A T A C C T T T G
H2 . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .
H3 . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . G . . . . . . . . . .
H4 . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . .
H5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
H6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . T . . . . . . . A . .
H7 . . C . . . . G G A G G . . . G T A G . . T . G C G . . G A . . .
H8 . T . G T T . T . T . G . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .
H9 . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .
LW1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
LW2 . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . T . . . . .
LW3 A . . . . . T . . . . . T G C G . . . G . . . . . . G . . . . C A
LW4 . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . T . . . . .
LW5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
LW6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
D1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
D2 A . . . . . T . . . . . T G C G . . . G . . . . . . G . . . . C .
D3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A
D4 A . . . . . T . . . . . T G C G . . . G . . . . . . G . . . . C .
M1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
M2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A
M3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A
LR1 A . . . . . T . . . . . T G C G . . . . . . . . . . G . . . . C .
LR2 A . . . . . T . . . . . T G C G . . . G . . . . . . G . . . . C .
LR3 A . . . . . T . . . . C T G C G . . . G . . . . . . G . . . . C .
LR4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
LR5 A . . . . . T . . . . T G C G . . . G . . . . . . G . . . . C .

ตําแหนงเบสท่ีเปลี่ยนแปลง
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หาความสัมพันธของตัวอยางแตละ Haplotype กับสุกรพันธุลารไวท ดูรอค เหมย
ซาน และแลนดเรซ ท่ีหาขอมูลการเรียงลําดับเบสจาก GenBank ท้ังหมดจากลําดับเบสโดยการสราง 
Phylogenetic tree ดวยวิธีการหาระยะหางทางพันธุกรรมตามวิธี neighbor-joining ดวย
โปรแกรม PHYLIP package (Felsenstein, 1993) สามารถสรางเปน Phylogenetic tree ดัง
แสดงในแผนภาพท่ี 4.8  
 

 
 
แผนภาพที่ 4.8 Phylogenetic tree ความสัมพันธของตัวอยางแตละ Haplotype กับสุกรพันธุ      

ลารไวท ดูรอค เหมยซาน และแลนดเรซ 
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  จากแผนภาพท่ี 4.8 จะเห็นวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสุกรพ้ืนเมืองใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยท้ัง 9 Haplotype มีความสัมพันธกับกับสุกรพันธุลารไวท 
ดูรอค เหมยซาน และแลนดเรซ จากการศึกษาเอกสารพบในชวงท่ีมีการปรับปรุงพันธุสุกรพันธุลาร
ไวท ดูรอค  และแลนดเรซ ป ค.ศ. 1770-1860 ในประเทศอังกฤษไดมีการนําเขาสุกรของประเทศจีน
เขาไปเพ่ือชวยในการปรับปรุงพันธุทําใหมีลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b ของกลุม 
Haplotype ท่ีเปน Haplotype ของสุกรเอเชียอยูดวย (Clop และคณะ, 2004) ดังนั้นจึงทําใหมี
ความสัมพันธกับกับสุกรพันธุลารไวท ดูรอค เหมยซาน และแลนดเรซ 

จาก Phylogenetic tree ความสัมพันธของตัวอยางแตละ Haplotype กับ สุกร
พันธุลารไวท ดูรอค เหมยซาน และแลนดเรซ H1 ซ่ึงมีตัวอยางเดียวท่ีเก็บจากจังหวัดนครพนม     (อ.
เมือง) เปนกลุมท่ีไกลออกมาจากกลุมอ่ืนท่ีสุดมีความสัมพันธกับ M3 จึงบงบอกไดวาเหตุท่ี  H1 ไกล
จากความสัมพันธจาก Haplotype อ่ืนๆ เพราะมีสายแมของเหมยซานเขามาผสม สวน H2 มี
ความสัมพันธกับ D3 และกลุม Haplotype ท่ีไกลออกมาท่ีสุดและนาจะเปนสุกรพ้ืนเมืองในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยแทก็ คือ H5 มี 1 ตัวอยางจากจังหวัดจังหวัดสุรินทร (อ.พนมดง
รัก) ดังนั้นจึงควรอนุรักษสุกรพ้ืนเมืองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยในจังหวัด
สุรินทรใหดี 
 
4.5  การศึกษาตําแหนงจดจํา (Recognition site) ของเอนไซมตัดจําเพาะ    
         (Restriction enzyme) จากลําดับเบสสวนของยีน cytochrome b 
       ในแตละ Haplotype 
 นําลําดับเบสในสวนของยีน cytochrome b ในแตละ Haplotype มาศึกษา โดยใช
โปรแกรม Gentyx ท่ีสามารถแยกแตละ Haplotypeได ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 
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ตารางที่ 4.10 ตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะท่ีสามารถแยกแตละ Haplotype 
 

Haplotype เอนไซมตัดจําเพาะ ตําแหนงจดจํา ตําแหนงที่ตัด 
H1 PstI CTGCAG 541 
H2 ไมพบเอนไซมตัดจําเพาะท่ีสามารถแยกจาก H3 และ H4 
H3 ไมพบเอนไซมตัดจําเพาะท่ีสามารถแยกจาก H2 และ H4 
H4 ไมพบเอนไซมตัดจําเพาะท่ีสามารถแยกจาก H2 และ H3 
H5 AluI AGCT 369, 396 และ 819 
H6 Tru9I TTAA 620, 746, 850 และ 1012 
H7 BsrSI ACTGG/CCAGT 804 
H8 BstOI CCWGG 540 
H9 StyI CCWWGG 51 

 
  จากตารางท่ี 4.11 สามารถใชเอนไซมตัดจําเพาะ PstI ในการแยก H1 ออกจาก 
Haplotype อ่ืนได ใชเอนไซมตัดจําเพาะ  AluI ในการแยก H5 ออกจาก  Haplotype อ่ืนได ใช
เอนไซมตัดจําเพาะ Tru9I ในการแยก H6 ออกจาก Haplotype อ่ืนได ใชเอนไซมตัดจําเพาะ Tru9I 
ในการแยก H6 ออกจาก Haplotype อ่ืนได ใชเอนไซมตัดจําเพาะ BsrSI ในการแยก H7 ออกจาก 
Haplotype อ่ืนได ใชเอนไซมตัดจําเพาะ BstOI ในการแยก H8 ออกจาก Haplotype อ่ืนได และ 
ใชเอนไซมตัดจําเพาะ StyI ในการแยก H9 ออกจาก Haplotype อ่ืนได แตไมพบเอนไซมตัดจําเพาะ
ท่ีสามารถแยก H2, H3 และ H4 ออกจากกันได 
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1. �����
���������
�����
����������������������
1. ���	
���
�������
���������
���������
�������
� !���
��� "�
�#$���
�%���
���
2. �#������#'�"����(��)�#$����	
���
��������� ��� "����(��)"��*
3. �#��������� ���������
������������ �����,-.*/0!  ��� 1! �#��/$�����) 21 	
����
 1  �!
 

"�
23��!*/ �� 3 �������4� ���-����#�!� ���
���������������-�
��� 1.5 �������4� ��$�������*� 
����2�,	�56
�)/ �� 2.0 �������4� ���-����#�!� "�
�� 0.5M EDTA ���8

4. ��$�����2�,	�56
�)�����41
��8�*������������� :1* !��"/$* (���������$�41
��8�*�����2
��
���  24 #1�
,�* �
��$�����2�,	�56
�)2
�� :1*2 ,4��� ���
 ���� 4���'��<���� -80 �*?�
�3��3���) 

�����
����������������
1. ���	
���
�������
�����
������:� -����/ ��
� !���
��� "�
�#$���
�%���
���
2. �#������#'�"����(��)�#$����	
���
��������� ��� "����(��)"��*
3. :� / ����
��1*��8�
 ��� 1! 41�/ ��
����2��-����#�!������/ ��	
����
���-�

���/ /0! ��-�
��� 0.5 �3 4���4� �*� ����2�,	�56
�)/ �� 2.0 �������4� ���-����#�!�
4. ��$�����2�,	�56
�)�����41
��8�*-����/ � :1* !��"/$* (���������$�41
��8�*-����/ 2
��

���  24 #1�
,�* �
��$�����2�,	�56
�)2
�� :1*2 ,4��� ���
 ���� 4���'��<���   -80 �*?�
�3��3���)

2. ��� ����!��
���
��� ����!��
������������������� (,���#� G e n o m i c  DN A P u r i f i c a t i o n  K i t  (W i z a r d )
1.  ����������"#8��$ 2
�����'���<��� -20 �*?��3��3��� ������
��� ��� 1!  ���������� 
  

350 2�,	���4� ��8� ����2�,	�56
�)�/ �� 1.5 �������4� 
2. �4�� c e ll lysi s so lu t i o n 1,050 2�,	���4� %������
�������/���1 ��
�
�B���1�����

	
���"�
�*��  41!*��!*2
�����'��<������* (25 �*?��3��3���) 10  ��� �
�
8�*���41!*��!*2
�%��
����
�������/���1 ��
�
�B���1�����	
���"�
�*�� 2-3 	�1!*

3. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 25 �*?��3��3��� �-E �
�� 10  ���  ����8
 ����-E 
/�*���
�� (su p e r n a t a n t ) ��!* ���3!��/1! 4� ��� 2-3 � 2��4
�� 	8� /��*/�
�0*���/1! 4� ��� 448�
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4. �4�� n u c le i  lysi s so lu t i o n 350 2�,	���4� 0.5M EDTA 842�,	���4� p r o t e i n a se  K

(	
���/��/�  15 �������1�48�2�,	���4�) ��� 
  17.5 2�,	���4�  ��2-�8�����'��<��� 55 �*?�
�3��3���/���	�  ,��
�*����2�,	�56
�)�� �	����*�/�8�������	8��G �
���

5. ��!*2
�����'��<�������* (25 �*?��3��3���) �H��������$ �*�-E �
�� 5  ��� �4�� RN a se  A

1.5 2�,	���4� %������
�������/���1 ��
�
�B���1�����	
���"�
�*�� 2-5 	�1!*  ���/���8����
�'��<��� 37 �*?��3��3��� �-E �
�� 30  ����

6. �4�� p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  so lu t i o n 118 2�,	���4� %������
�������/���1 ��
� 
vo r t e x �-E �
�� 20 
� ��� "#8��$ �  !��"/$*�-E �
�� 5  ����

7. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4 �*?��3��3��� �-E �
�� 5  ���  ����/�*���
 
(su p e r n a t a n t )  ��8� ����2�,	�56
�)�/ �� 1.5 �������4� �������8�

8. �4�� I so p r o p a n o l ( 0.8 V / V ) 500 2�,	���4� 	8��G %������/���1 ��
�
�B���1�����
	
���"�
�*�� 41!*��!*2
�����'��<������* (25 �*?��3��3���) �-E �
�� 30  ���  

9. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4 �*?��3��3��� �-E �
�� 10  ��� ����8
 ����-E 
/�*���
�� (su p e r n a t a n t )  ��!* ���*4
�� ��
� 80% ��B� �� ,���

1*2�8���4
�� 5'K*/0! �� 200
2�,	���4�  

10. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4 �*?��3��3��� �-E �
�� 1  ��� ����8
 ����-E 
/�*���
�� (su p e r n a t a n t )  ��!* ��!*���"��*����'��<������* (25 �*?��3��3���) �-E �
�� 10-15  ��� 
�
�������$ ����
� !����1� -����#�!� 30 2�,	���4�

��� ����!��
����������������������"���� 100 � $� (,���#� G e n o m i c  DN A 

P u r i f i c a t i o n  K i t  (W i z a r d )
1. �4�� n u c le i  lysi s so lu t i o n 200 2�,	���4� 0.5M EDTA 482�,	���4� p r o t e i n a se  K

(	
���/��/�  15 �������1�48�2�,	���4�) ��� 
  10 2�,	���4�  ��2-�8�����'��<��� 55 �*?�
�3��3���/���	�  ,��
�*����2�,	�56
�)�� �	����*�/�8�������	8��G �
���

2. ��!*2
�����'��<������* (25 �*?��3��3���) �H��������$ �*�-E �
�� 5  ��� �4�� RN a se  A 1
2�,	���4� %������
�������/���1 ��
�
�B���1�����	
���"�
�*�� 2-5 	�1!*  ���/���8�����'��<��� 
37 �*?��3��3��� �-E �
�� 30  ����

3. �4�� p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  so lu t i o n 67 2�,	���4� %������
�������/���1 ��
� 
vo r t e x �-E �
�� 20 
� ��� "#8��$ �  !��"/$*�-E �
�� 5  ����

4. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4 �*?��3��3��� �-E �
�� 5  ���  ����/�*���
 
(su p e r n a t a n t )  ��8� ����2�,	�56
�)�/ �� 1.5 �������4� �������8�
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5. �4�� I so p r o p a n o l ( 0.8 V / V ) 200 2�,	���4� 	8��G %������/���1 ��
�
�B���1�����
	
���"�
�*�� 41!*��!*2
�����'��<������* (25 �*?��3��3���) �-E �
�� 30  ���  

6. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4�*?��3��3��� �-E �
�� 10  ��� ����8
 ����-E 
/�*���
�� (su p e r n a t a n t )  ��!* ���*4
�� ��
� 80% ��B� �� ,���

1*2�8���4
�� 5'K*/0! �� 200
2�,	���4�  

7. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4 �*?��3��3��� �-E �
�� 1  ��� ����8
 ����-E 
/�*���
�� (su p e r n a t a n t )  ��!* ��!*���"��*����'��<������* (25 �*?��3��3���) �-E �
�� 10-15  ��� 
�
�������$ ����
� !����1� -����#�!� 30 2�,	���4�

��� ����!��
����������������������"���� 200 � $� (,���#� G e n o m i c  DN A 

P u r i f i c a t i o n  K i t  (W i z a r d )
1. �4�� n u c le i  Lysi s so lu t i o n 400 2�,	���4� 0.5M EDTA 96 2�,	���4� p r o t e i n a se  

K (	
���/��/�  15 �������1�48�2�,	���4�)20 2�,	���4�  ��2-�8�����'��<��� 55 �*?��3��3���
/���	�  ,��
�*����2�,	�56
�)�� �	����*�/�8�������	8��G �
���

2. ��!*2
�����'��<������* (25 �*?��3��3���) �H��������$ �*�-E �
�� 5  ��� �4�� RN a se  A

��� 
  2 2�,	���4� %������
�������/���1 ��
�
�B���1�����	
���"�
�*�� 2-5 	�1!*  ���/���8����
�'��<��� 37 �*?��3��3��� �-E �
�� 30  ����

3. �4�� p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  so lu t i o n 135 2�,	���4� %������
�������/���1 ��
� 
vo r t e x �-E �
�� 20 
� ��� "#8��$ �  !��"/$*�-E �
�� 5  ����

4. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4 �*?��3��3��� �-E �
�� 5  ���  ����/�*���
 
(su p e r n a t a n t )  ��8� ����2�,	�56
�)�/ �� 1.5 �������4� �������8�

5. �4�� I so p r o p a n o l ( 0.8 V / V ) ��� 
  400 2�,	���4� 	8��G %������/���1 ��
�
�B���1�
����	
���"�
�*�� 41!*��!*2
�����'��<������* (25 �*?��3��3���) �-E �
�� 30  ���  

6. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4�*?��3��3��� �-E �
�� 10  ��� ����8
 ����-E 
/�*���
�� (su p e r n a t a n t )  ��!* ���*4
�� ��
� 80% ��B� �� ,���

1*2�8����4
�� 5'K*/0! �� 200
2�,	���4�  

7. -CD ��� 12,500 ���48� ��� ����'��<��� 4 �*?��3��3��� �-E �
�� 1  ��� ����8
 ����-E 
/�*���
�� (su p e r n a t a n t )  ��!* ��!*���"��*����'��<������* (25 �*?��3��3���) �-E �
�� 10-15  ��� 
�
�������$ ����
� !����1� -����#�!� 30 2�,	���4�
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3. �������&��'����!��
���
 ������$ �����2��2-
1�	8���������� "�* (Op t i c a l d e n si t y, O.D.) ���	
����
	��� "�* 260

 �, ��4� (n m )  �#�� !����1� -����#�!��-E  bla n k ,���#�41
��8�*����$ ����� 
  1.5 2�,	���4� "�

 !����1� -����#�!� ��� 
  300 2�,	���4�

	�� 
���	
���/� /�*����$ �����41
��8�*,���#���4�:
	
���/� /�*����$ �� (n g /µl) = 	8���������� "�*��� 260 n m *50*200 (d i lu t i o n  f a c t o r )

4. ���)"� PCR
 ������$ �����������*	
���/��/� ����� P CR ,���#� P r i m e r �H���-������8
 /�*�� 

c yt o c hr o m e  b
����H���-�����/�*����$ ���-K������#� P r i m e r  Mi t L1 "�
 Mi t H2 ( W a t a n o be "�


	�
, 1 9 9 9 )

Mi t L1 5	-ATCG TTG TCATTCAACTACA-3	
Mi t H2 5	-CTCCTTCTCTG G TTTACAAG -3	

������4������ P r i m e r ��
� M13 �1* 1! ����1�/�* P r i m e r �0*������1��1* �!
Cyt o c hr o m e  b –  F o r w a r d

5	-CACG ACG TTG TAAAACG ACG AATTCATCG TTG TCATTCAACTACA-3	
Cyt o c hr o m e  b –  Re ve r se

5	-G G ATAACAATTTCACACAG G G AATTCCTCCTTCTCTG G TTTACAAG -3	
������!�� ���*�+�)"��,&�&�&������-������ PCR

��� -����4�
Te m p la t e 10.00 2�,	���4�
10Xbu f f e r 5.00 2�,	���4�
d N TP 4.00 2�,	���4�
10 p m o l P r i m e r  F 5.00 2�,	���4�
10 p m o l P r i m e r  R 5.00 2�,	���4�
Ta q p o lym e r a se 0.25 2�,	���4�
SDW 20.75 2�,	���4�
To t a l vo lu m e 50.00 2�,	���4�
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� ������ P CR 	�1!* �!�
�#�
�B���� ho t  st a r t  P CR ,������4�� !����1� -����#�!���� 
  
12.5 2�,	����4� ���%�� Ta q p o lym e r a se  ��� 
  0.25 2�,	���4� � #8
*����'��<��� 60 �*?�
�3��3��� "��
�/����8��
�
 ����H���-���������$ ��48�2-

����"���&���-�������*&+���&��'�!��
����$������+������.��.'����& (thermocycle)

,���#��'��<���48�*G 4������1��1* �!
������ 1 95 �*?��3��3��� �-E �
�� 10  ����
������ 2 60 �*?��3��3��� �-E �
�� 1  ��� �H����4�� Ta q p o lym e r a se

"�
 !����1� -����#�!�
������ 3-37 94�*?��3��3��� �-E �
�� 30 
� ��� ( d e n a t u r a t i o n )

54�*?��3��3��� �-E �
�� 30 
� ���� ( a n n e a li n g )

72 �*?��3��3��� �-E �
�� 45 
� ���� ( e xt e n si o n )

������ 38 72 �*?��3��3��� �-E �
�� 5  ���� �H������-L�������������)���*/0! 
������ 39 4�*?��3��3���

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

5. �������1&2� ����!��
���)!+�*&+���&��' (PCR product)
4�
����#�! �8
 ����$ ������H���-����� ( P CR p r o d u c t )  ��
��
��,����� ����$�,4�5����

3��� ( a g a r o se  g e l e le c t r o p ho r e si s)  �4���� 0.7% �
��,����� ,���#�%*�
��,����� 0.7 ��1� 

�'��<��� (°C)
95°C, 10 m .

60°C, 1 m .

94°C, 30 s. 
( d e n a t u r a t i o n )

54°C, 30 s. 
( a n n e a li n g )

72°C, 30 s. 
( e xt e n si o n )

72°C, 5 m .

4°C, ∞

������ 1

������ 2

������ 3-37

������ 38

������ 39
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�
����  0.5X TBE 100 �������4� (����� e t hi d i u m  br o m i d e  �
������8� �14���8
  e t hi d i u m  

br o m i d e  60 2�,	���4� 48� 0.5X TBE  2 ��4�) ���*� "��H��H) 
�*�
�"���
-�8�����"/$*41
�0*
�
���� �4���� P CR p r o d u c t  ���2�� ,��%�� lo a d i n g  d ye ��� 
  1 2�,	���4� �1� P CR p r o d u c t

��� 
  2 2�,	���4� �����*� #8�*/�*"%8 
'�  (w e ll) 48�
*��255K� ,���#���
"�255K�
-�
��� 100 ,
�4)  (vo lt s)  �-E �
�� 30  ���   ��"%8 
'� 4�
���":��� ��$ ��<���4�"�*
�1�4��2
,���4



������� 	
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���
�������	������������������������������ ��

�������� 1 	. �����	
��
������������
������������������� !��"#�����$��

�#����� ���
��� ������������� 
���
� 1 2 3 4 5 6 7

*.�
�
�.�& ��'�
 1 )�� �*+�##� ! 5 94 45 80 50 5 27 8
�.�& ��'�
 2 )�� �*+�##� ! 1 95 48 - 55 7 28 -
�.�& ��'�
 3 )�� �*+�##� ! 1 106 53 100 59 5 31 -
�.�& ��'�
 4 )�� �*+�##� ! 4 123 67 100 63 - 19 11
�.�& ��'�
 5 )�� �*+�##� ! 5 122 64 140 66 5 34 12
�.�& ��'�
 6 ��� �*+�##� ! 6 107 45 144 62 5 21 11
�.�& ��'�
 7 ��� �*+�##� ! 5 85 37 90 50 - 21 11
�.�$�� ! 8 )�� �*+�##� ! 5 114 58 102 62 6 30 10
�.�$�� ! 9 )�� �*+�##� ! 5 126 52 109 62 6 25 10
�.�$�� ! 10 )�� �*+�##� ! 7 143 60 124 65 5 27 5
�.�$�� ! 11 )�� �*+�##� ! 5 106 52 90 53 - 24 11
�.����	��� 12 )�� �*+�##� ! 1 116 49 104 60 - 28 12
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�������� 1 	. �����	
��
������������
������������������� !��"#�����$�� (�$�)

�#����� ���
��� ������������� 
���
� 1 2 3 4 5 6 7

*. ��
���
�.���#�� 1 )�� �*+�##� ! 1 96 45 80 50 5 - -
�.���#�� 2 )�� �*+�##� ! 1 95 43 92 59 5 - -
�.���#�� 3 )�� �*+�##� ! 1 97 38 100 54 5 28 10
�.���#�� 4 )�� �*+�##� ! 1 100 - - 50 5 30 12
�.���#�� 5 )�� �*+�##� ! 1 104 55 - 60 6 - -
�.���#�� 6 )�� �*+�##� ! 1 95 42 88 59 5 27 9
�.���#�� 7 )�� �*+�##� ! 1 124 50 100 57 6 30 10
�.���#�� 8 )�� �*+�##� ! 3 150 70 136 69 6 25 15
�.���#�� 9 )�� �*+�##� ! 1 150 60 142 67 6 27 13
�.���#�� 10 )�� �*+�##� ! 1 129 - - 60 5 - -
�.����� 11 )�� �*+�##� ! 1 85 40 100 54 4 20 13
�.��$���� 12 )�� �*+�##� ! 1 115 65 122 80 6 30 10
*.������
�.
���6� 1 )�� �*+�##� ! 1 70 38 80 51 4 25 4
�.
���6� 2 )�� �*+�##� ! 1 65 24 90 44 5 25 10
�.
���6� 3 )�� �*+�##� ! 1 87 34 82 52 7 25 8
�.
���6� 4 ��� �*+�##� ! 1 105 64 105 63 7 31 16
�.������ 5 )�� �*+�##� ! 2 115 60 94 70 6 26 17
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�������� 1 	. �����	
��
������������
������������������� !��"#�����$�� (�$�)

�#����� ���
��� ������������� 
���
� 1 2 3 4 5 6 7

*.���+�,��
�.��$�
7�8$� 1 )�� �*+�##� ! 3 102 50 84 60 6 25 11
�.��$�
7�8$� 2 )�� �*+�##� ! 1 97 37 91 63 6 26 12
�.��$�
7�8$� 3 )�� �*+�##� ! 2 115 51 110 63 7 29 13
�.��$�
7�8$� 4 )�� �*+�##� ! 3 130 42 168 77 7 27 10
�.��$�
7�8$� 5 )�� �*+�##� ! 1 117 34 100 64 6 27 10
�.��$�
7�8$� 6 )�� �*+�##� ! 3 116 47 108 67 7 30 12
�.��$�
7�8$� 7 )�� �*+�##� ! 3 121 45 128 64 6 32 14
�.��$�
7�8$� 8 ��� �*+�##� ! 9 106 42 84 54 6 24 12
�.��$�
7�8$� 9 ��� �*+�##� ! 3 131 65 132 76 - 26 14
�.��$�
7�8$� 10 ��� �*+�##� ! 1 121 47 122 65 6 34 13
�.��$�
7�8$� 11 ��� �*+�##� ! 2 120 45 110 59 5 28 10
*.-�������
�.����� 1 )�� �*+�##� ! 1 120 43 132 69 6 32 11
�.����� 2 )�� �*+�##� ! 3 134 71 108 77 6 32 13
*.���.���/�
�.�
������ 1 )�� �*+�##� ! 8 90 40 74 54 - 26 10
�.�
������ 2 )�� �*+�##� ! 1 117 44 116 63 5 33 13
�.�
������ 3 )�� �*+�##� ! 2 119 50 132 60 7 35 10
�.�
������ 4 )�� �*+�##� ! 1 110 50 90 55 5 30 10
�.�
������ 5 )�� �*+�##� ! 6 118 50 108 64 7 29 12
�.�
������ 6 )�� �*+�##� ! 1 85 37 84 49 6 27 10
�.�
������ 7 )�� �*+�##� ! 5 137 55 108 65 7 34 12
�.�
������ 8 )�� �*+�##� ! 3 105 45 102 72 7 28 11
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���������: �*+�##� ! 1 � �����	� �9�������� 7#�*��"����� �
6����
�*+�##� ! 2 � �����	� �9�������� 7#�*7�8$���� �
6����
�*+�##� ! 3 � �����	� �9�������� 7#�*7�8$�� �
6���� 
�*+�##� ! 4 � �����	� ��9�������� 7#�*��"����� �
6����
 
�*+�##� ! 5 � �����	� �9� ��$� !+�����6������ !� � ��� #������ � ���:;�#�<�������6���$� #������ � ���

������ 7#�*��"����� �
6���� 
�*+�##� ! 6 � �����	� �9� ��$�$�
��
�$������9�����	� � ��� �
6�� �:#��� 7#�*��"����� �
6����
�*+�##� ! 7 � �����	� �9�#�<����$�
��� ��	�$�
�6�� ��$&$�������9���� �
6�� �:#��� 7#�*��"�����  
                   �
6����
�*+�##� ! 8 � �����	� ���������� ��$� ����$��� �9��+=
���������� 7#�*��"����� �
6���� 
�*+�##� ! 9 � �����	� ���������� ��$� ����$��� �9�#�<�����
#
���&$���6������9���� 7#�*��"����� 
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