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5. บทคัดย่อ   :  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่  (Rattus argentiventer (Robinson 
and Kloss, 1916)) ท าการเก็บตัวอย่างหนูนาใหญ่จ านวน 77 ตัวอย่าง ใน 15 จังหวัด จาก 5 ภูมิภาค ในประเทศไทย 
เพ่ือให้ทราบถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ในประเทศไทย ด้วยเทคนิค multiplex PCR ในบริเวณ
ไซโตโครม บีในการศึกษาครั้งนี้ เป็นการจ าแนกชนิดหนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทย ด้วยเทคนิค multiplex PCR เป็น
ครั้งแรก ซึ่งยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน พบว่าหนูนาใหญ่ให้แถบดีเอ็นเอ 2 ขนาด ได้แก่ ขนาด 1,300 และ 199 คู่เบส 
ตามล าดับ และผลจากการวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ของล าดับเบสบริเวณไซโตโครม บี และ
บริเวณไซโตโครม บี ถึงส่วนต้นบริเวณควบคุมในไมโตคอนเดรียล ดีเอ็นเอ สามารถแบ่งหนูนาใหญ่ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ 
คือ clade A และclade B ซึ่งสามารถจ าแนกออกได้เป็น 5 และ 9 haplotypes ตามล าดับ ในขณะที่ผลจากการ
วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม การวิเคราะห์สายสัมพันธ์ของ haplotypes และการวิเคราะห์ประวัติศาสตร์
ประชากร บริเวณไซโตโครม บี เป็นไปได้ว่าหนูนาใหญ่ในประเทศไทย ทีพบทางภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออก 
และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ อพยพมาจากทางภาคใต้ของประเทศ และผลจากการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน สามารถ
แบ่งหนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทยได้เป็น 2 กลุ่มประชากร ซึ่งมีท่ีมาจากแหล่งที่ต่างกัน 
   Abstract : The study of genetic diversity of ricefield rats (Rattus argentiventer (Robinson and 
Kloss, 1916)). We collected 77 of ricefield rat samples in 15 provinces obtain from 5 regions of 
Thailand. The objectives were to investigate the genetic diversity of ricefield rats in Thailand. This is 
the first study to use multiplex PCR to identify ricefield rats in Thailand, the multiplex PCR based 
on cytochrome b region showed that the ricefield rats generated 2 bands 1,300 and 199 basepairs 
(bp) respectively. Phylogenetic analysis using cyctochrome b (cytb) and cytochrome b (cytb) to the 



heading of control region (D-loop) in mitochondrial region identified 2 distinct sequence clades, 
reffered to as clade A and clade B. According phylogenetic tree, both region in mitochondrial DNA 
of ricefield rats in Thailand are classified into 5 and 9 haplotypes respectively. While our nucleotide 
diversity, median-joining network analysis and the population history analysis based on cytochrome 
b region, these result suggest that the ricefield rats in Thailand as migration from the South to the 
Central, North, East and Northeast of Thailand and the amino acid substitution result indicate that 
the ricefield rats in Thailand can divided into 2 groups and descended from distinct origin. 
 
6. ค าน า: หนูนาใหญ่  (ricefield rat, Rattus argentiventer (Robinson and Kloss, 1916)) เป็นศัตรูส าคัญใน
แหล่งปลูกข้าวและธัญพืชอ่ืนๆ ทางภาคกลางและภาคใต้ของประเทศไทย รวมถึงแหล่งปลูกข้าวในเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ (Lekagul and Jeffrey, 1977)  ต้นก าเนิดของหนูนาใหญ่เชื่อว่าเดิมเคยเป็นสปีชีส์ย่อย (sub species) ใน
กลุ่มหนูท้องขาวบ้าน (Rattus rattus)  โดยมีถิ่นก าเนิดในภูมิภาคอินโด-ออสเตรเลีย (Indo-Australian region) และ
ภูมิภาคอินโด-มาลายัน (Indo-Malayan region) (Musser, 1973) มีขนาดของล าตัว (ความยาวหัวและล าตัว) 204 
มิลลิเมตร หางยาว 187 มิลลิเมตร ซึ่งสั้นกว่าความยาวหัวและล าตัว ใบหูเล็ก ขนาด 22 มิลลิเมตร ตีนหลังใหญ่ ขนาด 
39 มิลลิเมตร มีน้ าหนักตัว 212 กรัม (Legagul and Jeffrey, 1977) ขนด้านหลังมีสีน้ าตาลจนถึงด าและมีขนแข็งสี
ขาวแทรกอยู่เมื่อใช้มือลูบย้อนขนขึ้นไปจะรู้สึกเจ็บมือ ในตัวเมียเต็มวัยมีนมที่อกและที่ท้อง อย่างละ 3 คู่ ตีนมีสีด า 
(เสริมศักดิ,์ 2536)  
 เนื่องจากในสภาพตามธรรมชาติในปัจจุบันพบว่า หนูนาใหญ่ในธรรมชาตินั้นมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่าง
และสังคมชีวิตที่พบในแหล่งท าการเกษตร หรือในธรรมชาติ ซึ่งจากเดิมเคยพบทางภาคใต้และภาคกลางตอนล่างของ
ประเทศไทย (Aplin et al., 2003) แต่ในปัจจุบันสามารถพบกระจายอยู่ทั่วทุกภาคในประเทศไทย (ปราสาททอง และ
คณะ, 2553) ซึ่งการกระจายที่เพ่ิมมากขึ้นท าให้ประชากรหนูนาใหญ่ตามธรรมชาติมีโอกาสผสมพันธุ์เพ่ิมขึ้นไม่ว่า
ภายในกลุ่มประชากรย่อยด้วยกันเองหรืออาจผสมพันธุ์แบบสุ่มข้ามกลุ่มประชากร (Wright, 1951) อาจเป็นสาเหตุที่
ท าให้หนูนาใหญ่ที่พบตามธรรมชาติในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากข้ึนก็เป็นได้ 

ในการศึกษาอนุกรมวิธานเพ่ือการจัดจ าแนกกลุ่มของสิ่งมีชีวิตนั้น ในอดีตใช้ลักษณะลักษณะสัณฐานวิทยา 
(morphology) เป็นหลักในการจัดจ าแนก ซึ่งการเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาอาจไม่สามารถจัดกลุ่มแยก
จากกันได้ ดังนั้นในปัจจุบันนี้การวิเคราะห์ทางชีวโมเลกุล (molecular biology) และข้อมูลทางพันธุกรรม จึงเข้ามามี
บทบาทในด้านอนุกรมวิธาน การจัดจ าแนกชนิดและสายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิต ที่มีความถูกต้องและแม่นย าสูง เนื่องจาก
ข้อมูลทางพันธุกรรม ซึ่งก็คือดีเอ็นเอนั้น ประกอบไปด้วยนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด คือ A (adenine), T (thymine), C 
(cytosine) และ G (guanine) นั้นมีลักษณะเป็นค่าเดี่ยวๆ (discrete character) ไม่มีความผันแปรที่เกิดจากอิทธิพล
ของสิ่งแวดล้อมภายนอก (จรัลธิดา, 2543) ซึ่งรูปแบบชนิดและการเรียงตัวของล าดับเบส ท าให้เกิดความแตกต่างและ



ความหลากหลายทางพันธุกรรม จึงสามารถน ามาใช้เป็นข้อมูลในการจัดจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต ในการศึกษา
อนุกรมวิธานได้  ซึ่งล าดับเบสบริเวณไมโตคอนเดรีย (mitochondrial DNA) เป็นส่วนที่นิยมใช้ในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ซึ่งไมโตคอนเดรีย (mitochondria) นั้นเป็นออร์แกเนลล์ที่เป็นแหล่ง
พลังงานของเซลล์ ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการขนส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ พบในเซลล์ยูคาริโอต
ทั้งในพืชและในสัตว์ มีการจ าลองโมเลกุลดีเอ็นเอและสังเคราะห์โปรตีนเอง ที่ส าคัญปริมาณยีนของไมโตคอนเดรีย                
ดีเอ็นเอ ในเซลล์ 1 เซลล์ จะมีมากกว่าพันชุด ในขณะที่นิวเคลียสของเซลล์ 1 เซลล์ จะมีดีเอ็นเออยู่เพียง 2 ชุด                    
(วรกมล, 2553) จึงสามารถแก้ปัญหาในกรณีที่ตัวอย่างมีน้อยมากได้ อีกทั้งไมโตคอนเดรียได้รับการถ่ายทอดลักษณะ
พันธุกรรมจากเพศเมีย (maternal inheritance) ดังนั้นการศึกษาล าดับเบสในไมโตคอนเดรียจึงเป็นการศึกษาการ
สืบสายพันธุ์ทางแม่เท่านั้น ซึ่งลูกจะมี ดีเอ็นเอเหมือนแม่และญาติทางแม่ที่มีการสืบสายเลือดกันต่อมา (วิชัย, 2547) จึง
เป็นการศึกษาความสัมพันธ์ของการสืบสายพันธุ์ของสัตว์กลุ่มเดียวกันหรือกลุ่มที่มีความใกล้ชิดกันได้  

ยีนไซโตโครม บี   ในไมโตคอนเดรียล ดีเอ็นเอ (mitochondria cytochrome b gene) มีล าดับเบสที่
ค่อนข้างอนุรักษ์ เนื่องจากต้องมีการแปลรหัสเป็นโปรตีน ท าหน้าที่ในระบบขนส่งอิเล็กตรอน ของการหายใจระดับ
เซลล์แบบใช้ออกซิเจน และพบว่าล าดับเบสในบางช่วงมีลักษณะที่มีความจ าเพาะต่อสัตว์แต่ละชนิด จึงมีการน ายีน   
ส่วนนี้มาใช้ในการระบุชนิดของสัตว์ (species identification) อีกทั้งมีความหลากหลายสูง สามารถใช้จ าแนกความ
แตกต่างระหว่างสองสปีชีส์ที่มีความใกล้ชิดกันมากได้ ในขณะเดียวกันในไมโตคอนเดรียยังมีส่วนที่ไม่เป็นรหัสของยีน 
ซึ่งเป็นบริเวณที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง มากกว่าดีเอ็นเอในนิวเคลียสประมาณ 10 เท่า เรียกว่าบริเวณ
ควบคุม (control region, displacement loop หรือ D-loop) ดังนั้นยีนในบริเวณไซโตโครม บี และบริเวณควบคุม 
จึงนิยมน ามาใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Andrews et al., 1998; Irwin 
et al., 1991; Avise et al., 1998) อาทิเช่น การศึกษาในลิง (Sukmak et al., 2014) แกะ (Lv et al., 2015) และ
ช้าง (Noro et al., 1998; ปรีดา และคณะ, 2546) เป็นต้น รวมถึงการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในหนู 
(Liu et al., 2004; Jing et al., 2007; Pages et al., 2010; Aplin et al., 2011; Balakirev and Rozhnov, 
2012) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ             
หนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทย เพ่ือที่จะน าข้อมูลที่ได้ใช้ในจัดจ าแนกชนิดหนูนาใหญ่เพ่ือเป็นข้อมูลด้านอนุกรมวิธาน 
ตลอดจนน าข้อมูลที่ได้เป็นต้นแบบไปใช้ในการจัดจ าแนกหนูศัตรูพืชแต่ละชนิด และการ submission ข้อมูลล าดับเบส
ของหนูนาใหญ่ ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ เพ่ือน ามาใช้เป็นฐานข้อมูลส าหรับงานวิจัยด้านอนุกรมวิธาน และงานวิจัย
ด้านอื่นๆ ในอนาคต รวมถึงน าผลที่ได้ในครั้งนี้เป็นข้อมูลในการศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของหนูศัตรูพืชชนิดอื่นๆ เพ่ือการน าไปประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อไป 

  
7. วิธีด าเนินการ 
- อุปกรณ์ 



1. กรงเลี้ยงและกรงดักส าหรับหนูนาใหญ่ อาหารหนูและน้ า 
2. ชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Germany), Phusion hotstart taq DNA polymerase 
(Thermo scientific, USA) และ gel elution kit (GeneMark, Taiwan) 
3. เครื่องท าปฏิกิริยา PCR, เครื่องเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส, U.V. electronic U.V. transilluminator (AlphadigidocTM, 
EEC)  
4. สารเคมี TAE/TBE buffer, agarose gel, nucleic acid stain (gel star), dNTPs (Roche, Germany),                    
gene rulerTM 100 bp DNA ladder plus 0.05 mg (Thermo scientific, USA), loading dye (bromphenol 
blue 25%, glycerol 30%) และ agarose gel  
5. หม้อนึ่ง autoclave  
6. เครื่อง spindown, microcentrifuge, auto pipette 
7. กระดาษทิชชูแบบอเนกประสงค์ ถุงมือยางส าหรับห้องปฏิบัติการ ชุดเครื่องมือผ่าตัด 
 
- วิธีการ   
การเก็บตัวอย่าง (Sampling) 
 ท าการเก็บตัวอย่างหนูนาใหญ่จากนาข้าว จ านวน 77 ตัวอย่าง ใน 15 จังหวัด จาก 5 ภูมิภาคในประเทศไทย 
ได้แก่จังหวัด สุโขทัยและอุตรดิตต์ (ภาคเหนือ) จังหวัดกรุงเทพฯ สุพรรณบุรี ชัยนาท นครสวรรค์ อยุธยา และลพบุรี 
(ภาคกลาง) จังหวัดร้อยเอ็ด และหนองบัวล าภู (ภาคอีสาน) จังหวัดปราจีนบุรี (ภาคตะวันออก) จังหวัดกระบี่ สงขลา 
นครศรีธรรมราชและพัทลุง (ภาคใต้) เพ่ือเป็นตัวแทนของหนูในภูมิภาคนั้นๆ บันทึกต าแหน่งที่เก็บตัวอย่างและพิกัด
ทางภูมิศาสตร์  
การวัดลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic) 
 ท าการชั่ งน้ าหนักและวัดลั กษณ ะภายนอกของตั วอย่ างหนู นาใหญ่ จากนาข้าว ตามวิธีการของ                   
Aplin et al., 2003 ดังนี้ ความยาวของหัวและล าตัว (HB) วัดจากปลายจมูกถึงรูทวาร   ความยาวของหาง (T) วัดจาก
รูทวารถึงปลายหาง   ความยาวของตีนหลัง (HF) วัดจากปลายนิ้วที่ยาวที่สุดจนถึงส้นของตีนหลัง   ความยาวของหู (E) 
วัดจากโคนหูจนถึงปลายของใบหู หน่วยเป็นมิลลิเมตร ในกรณีเป็นเพศเมียนับจ านวนเต้านมและบันทึกลักษณะการ
เรียงตัวของเต้านม ท าการวิเคราะห์ข้อมูลที่ได้ ด้วยวิธีทางสถิติท่ีเหมาะสม โดยใช้โปรแกรม SPSS 17.0 
การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างชิ้นเนื้อหรืออวัยวะต่างๆ เช่น หัวใจ ปอด ไต และตับ เป็นต้น โดยใช้ชุดสกัด             
ดีเอ็นเอ QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Germany) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต ละลายดีเอ็นเอด้วย TE 
buffer 30 ไมโครลิตร (ul) หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้มาท าปฏิกริยาพีซีอาร์ 
การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction, PCR) 



ไพรเมอร์ (primers) ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ทั้งหมด 3 คู่ บริเวณยีนไซโตโครมบี (cytochrome b gene) ใช้
ไพรเมอร์จ านวน 2 คู่ คู่แรกใช้ในการศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ ;                     
R.a outer F new (5’- ACA GCA TTC TCA TCA GTT ACT CAC ATC -3’) และ R.a outer R new (5’-GGG TTG 
TTG ATT TCA CGG AGG ATG G-3’) คู่ที่สองใช้ในการจ าแนกหนูนาใหญ่ ; Ra inner F (5’-GAT ATT TAC ACG 
CCA ACG GG-3’) แ ล ะ  R.a inner R (5’-GAT TAC GGT GGC TCC TCA A-3’) บ ริ เว ณ ค วบ คุ ม  (D-loop )                    
ใช้ไพรเมอร์ 1 คู่ ในการศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ ; Ra D-loop F                
(5’-CCA ATC TCT GGA ATC ATT GAA GAC-3’) และ Ra D-loop R (5’-GCT GAC CTT CAT GCC TTG ACG 
GC-3’) เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ปริมาตรรวม 20 ul ประกอบด้วยดีเอ็นเอหนูนาใหญ่ 2 ul  ผสมกับ 10x PCR 
buffer, 10mM dNTPs, เอนไซม์ hot start taq DNA polymerase  1 ยูนิต และไพรเมอร์ชนิดละ  10 mM แล้ว
เติมน้ ากลั่น จนครบปริมาตร 20 ul ผสมสารให้เข้ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) 
ภายใต้อุณหภูมิ pre denature 95 oC เป็นเวลา 2 นาท ีจากนั้นเข้าสู่รอบของการเพิ่มชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ  denature 
95 oC เป็นเวลา 30 วินาที, annealing 65 oC เป็นเวลา 30 วินาที และ extension 72 oC เป็นเวลา 45 วินาที 
จ านวน 40 รอบ จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอน final extension 72 oC เป็นเวลา 5 นาท ีตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
ด้วย 1.5 % อะกาโรสเจล อิเล็กโตรโฟริซีส (agarose gel electrophoresis) 
การหาล าดับเบส (Nucleotide sequencing) 

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้ 1.5% เจลอะกาโรส อิเล็กโตรโฟริซีส และท าการตัดแถบดีเอ็นเอที่ต้องการ 
ที่มีขนาดของแถบดีเอ็นเอขนาดตรงกับที่ค านวณไว้ หลังจากนั้นท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ gel elution kit ตามค าแนะน า
ของบริษัทผู้ผลิต และส่งดีเอ็นเอท่ีบริสุทธิ์ไปวิเคราะห์หาล าดับเบสที่ First BASE laboratories ประเทศมาเลเซีย  
การวิเคราะห์ผล (Data analysis) 

ตรวจสอบผลล าดับเบสที่ได้ทั้ง 77 ตัวอย่าง และรวมแต่ละ contig เป็นสายเดียว ซึ่งมีขนาด 1,300 และ 700 
คู่เบส ในบริเวณไซโตโครม บี และบริเวณควบคุม ตามล าดับ หลังจากนั้นท าการตรวจสอบความถูกต้องและตัดล าดับ
เบสที่ไม่ชัดเจนหรือมีสัณญาณรบกวนออก เปรียบเทียบกับความเหมือนกับล าดับเบสในฐานข้อมูล GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใช้โปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) จัดเรียง วิเคราะห์ และตรวจสอบ
ความถูกต้องของล าดับเบสโดยใช้โปรแกรม BioEdit version 7.0 (Hall, 1999) ล าดับเบสที่ได้ท าการวิเคราะห์ร่วมกับ
ล าดับเบสของหนูนาใหญ่ที่มีในฐานข้อมูล Genbank ในบริเวณไซโตโครม บี มีจ านวน 11 สาย และบริเวณควบคุมมี
จ านวน 5 สาย โดยน ามาวิเคราะห์ดังนี้ 

 
1. ความสัมพันธ์และความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 
3 วิธี ได้แก่ วิธี Neighbor-joining (NJ; Saitou and Nei, 1987) โดยใช้โปรแกรม MEGA 6 software (Tamura et 
al., 2013) ค านวณระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างหนูตัวอย่างแต่ละคู่ ด้วยแบบจ าลอง kimura 2-parameter 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


distance models (Kimura, 1980) วิธี  Maximum parsimony (MP; Fitch, 1971) โดยใช้ โปรแกรม  MEGA 6 
software (Tamura et al., 2013) ก าหนดให้หาสัณฐานที่ดีที่สุดโดย heuristic search และท า brance swapping 
โดย ใช้  tree-bisection-reconnection (TBR) brance swapping (Sorenson, 1999) ในขณ ะที่ วิ ธี  Maximum 
likelihood (ML; Felsenstein, 1981)  ด าเนินการโดยใช้โปรแกรม PhyML version 3 (Guindon et al., 2010) 
ก าห น ด ให้ ห าสั ณ ฐ าน ที่ ดี ที่ สุ ด โด ย  heuristic search ท า  brance swapping โด ย ใช้  nearest neighbor 
interchanges (NNI) branch swapping methods (Felsenstein, 2004) ผลการค านวณใช้แบบจ าลอง jukes- 
cantor-corrected distance (Jukes และ Cantor, 1969) ทั้ง 3 แผนภูมิดังกล่าวนั้น ท าการวิเคราะห์หาค่าทางสถิติ 
(bootstrap) จ านวน 1,000 รอบ โดยที่ค่าทางสถิตที่ได้จะถูกน ามาแสดงเพ่ือเพ่ิมระดับความเชื่อมั่นของแผนภูมิ 
(phylogram) โดยเปรียบเทียบกับหนูท้องขาวชนิดอ่ืน (Rattus species) ที่มีในฐานข้อมูล โดยใช้หนูพุกใหญ่ 
(Bandicota indica) และหนูนอร์เว (R. norvegicus) เป็นสัตว์นอกกลุ่ม (outgroup) ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมบริเวณไซโตโครม บี และบริเวณไซโตโครมบีจนถึงส่วนต้นของบริเวณควบคุม ตามล าดับ 

วิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (nucleotide diversity, Pi) และ ค่าความหลากหลายของ                   
haplotypes (haplotypes diversity, Hd) ด้วยโปรแกรม DnaSP v.5 (Librado and Rozas, 2009) 
  Nucleotide diversity (Pi) คือ ค่าเฉลี่ยความแตกต่างของล าดับเบส เป็นค่าที่สามารถบอกความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของประชากรได้ ค านวณได้จากสูตร  

  
เมื่อ n = จ านวนตัวอย่าง 
 k = จ านวน haplotype 
 pi = ความถี่ haplotype i 
 pj = ความถี่ haplotype j 
 dij = ค่าท่ีค านวณได้จากความแตกต่างระหว่าง haplotype i และ haplotype j 
 Haplotype diversity (Hd) คือ ความน่าจะเป็นที่ตัวอย่างของ haplotype ใดๆ มีความแตกต่างกันในกลุ่ม
ประชากร ค านวณได้จากสูตร  

     
เมื่อ n = จ านวนตัวอย่าง 
 k = จ านวน haplotype 



 pi = ความถี่ของแต่ละ haplotype  
2. การเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดับเบส  

น าล าดับเบสที่ได้มาหลังจากท าการตรวจสอบความถูกต้องแล้ว เปรียบเทียบความแตกต่างของล าดับเบส               
โดยใช้โปรแกรม BioEdit version 7.0 (Hall, 1999) 
3. การวิเคราะห์ร้อยละความเหมือนกันของล าดับเบสและระยะห่างทางพันธุกรรม 
 วิเคราะห์ค่าร้อยละความเหมือนกันของล าดับเบส (nucleotide identity) โดยใช้โปรแกรม BioEdit version 
7.0 (Hall, 1999) และวิเคราะห์หาค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) โดยการวิเคราะห์แบบ pairwise 
distance โดยที่ค่าระยะห่างทางพันธุกรรม คือ ค่าที่ค านวณความแตกต่างกันระหว่างล าดับเบสของสิ่งมีชีวิตตัวอย่างที่
น ามาศึกษา โดยใช้ข้อมูลการแทนที่เบสที่ได้จากการเปรียบเทียบล าดับเบสของตัวอย่างสิ่งมีชีวิตที่น ามาศึกษา โดย
กระท าภายใต้แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่เหมาะสม ซึ่งแบบจ าลองที่น ามาใช้นั้น เพ่ือป้องกันการประเมินจ านวนการ
แทนที่เบสน้อยกว่าความเป็นจริง (Nei and Kumur, 2000) โดยใช้โปรแกรม MEGA 6 software (Tamura et al., 
2013) 
4. การแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน  

น าล าดับเบสบริเวณไซโตโครม บี ที่ได้มาหลังจากท าการตรวจสอบความถูกต้องแล้ว แปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 
โดยใช้โปรแกรม BioEdit version 7.0 (Hall, 1999) 
5. การวิเคราะห์สายสัมพันธ์ของ mitochondrial haplotypes  

วิเคราะห์สายสัมพันธ์ของ mitochondrial haplotypes โดยการสร้างเครือข่ายพันธุกรรม (haplotypes net 
work) จากการประเมินความแตกต่างของล าดับเบส ในแต่ละ haplotype และจากการประเมินความสัมพันธ์ของแต่
ละตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม Network 4.6.1.3 program (Bandelt et al., 1999) 
6. การวิเคราะห์ประวัติศาสตร์ประชากร (population history) และการทดสอบสมดุลประชากร (neutrality)  
การวิเคราะห์ประวัติศาสตร์ประชากรและการทดสอบสมดุลประชากร โดยใช้ การทดสอบ 4 วิธี ได้แก่                      
Fu and Li’s D (Fu and Li 1993), Fu and Li’s F (Fu and Li 1993),  Tajima D (Tajima, 1989) และ Fu’s Fs 
(Fu, 1997) ซึ่งทั้ง 4 วิธทีดสอบนั้นเป็นการทดสอบว่าประชากรอยู่ในสภาพสมดุลหรือไม่ (neutrality test of 
equilibrium) ทดสอบค่าทางสถิติด้วย permutation 1,000 ซ้ า ค านวณและหาค่าความมีนัยส าคัญทางสถิติโดยใช้
โปรแกรม DnaSP v.5 (Librado and Rozas, 2009) ค่าการวิเคราะห์ที่ได้เป็นไปได้ 3 กรณี คือ มีค่าเป็นศูนย์เมื่อ
ประชากรอยู่ในสภาพสมดุล มีค่าเป็นลบเมื่อจ านวนประชากรเพ่ิมขึ้น และมีค่าเป็นบวกเมื่อขนาดของประชากรลดลง
อันเกิดจากการอพยพย้ายถิ่นของประชากรหรือการเกิดปรากฏการณ์คอขวด (population bottleneck หรอื 
genetic bottleneck) (Maruyama and Fuerst, 1985) 
 
- เวลาและสถานที่ 



 เริ่มต้นเดือนตุลาคม 2555 - กันยายน 2558 กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพมหานคร แปลงนาข้าวของเกษตรกร ในพื้นที่ 15 จังหวัด ได้แก่ อ าเภอกงไกรลาศ จังหวัด
สุโขทัย อ าเภอพิชัย จังหวัดอุตรดิดต์ อ าเภอบรรพตพิสัย จังหวัดนครสวรรค์ อ าเภอบ้าหมี่ จังหวัดลพบุรี อ าเภอ
มหาราช จังหวัดอยุธยา อ าเภอเมือง จังหวัดชัยนาท เขตหนองจอก กรุงเทพฯ อ าเภอบางปลาม้า จังหวัดสุพรรณบุรี
อ าเภอจังหาร จังหวัดร้อยเอ็ด อ าเภอโนนสังข์ จังหวัดหนองบัวล าภู อ าเภอศรีมหาโพธิ์ จังหวัดปราจีนบุรี อ าเภอคลอง
ประสงค์ จังหวัดกระบี่ อ าเภอควนขนุน จังหวัดพัทลุง อ าเภอเชียรใหญ่ จังหวัดนครศรีธรรมราช และอ าเภอกระแสสินธ์
จังหวัดสงขลา 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
8.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 จากผลการวัดลักษณะภายนอกของตัวอย่างหนูนาใหญ่ ได้แก่ ความยาวของหัวและล าตัว (HB) ความยาวของ
หาง (T) ความยาวของตีนหลัง (HF) ความยาวของหู (E) นับจ านวนและลักษณะการเรียงตัวของเต้านม ในกรณีเป็น 
หนูเพศเมียบันทึก และท าการชั่งน้ าหนัก ซึ่งหนูนาใหญ่ที่น ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ทั้งหมด 77 ตัวอย่าง จาก 15 
จังหวัด ใน 5 ภูมิภาคในประเทศไทย นั้นลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกทุกลักษณะที่น ามาใช้วิเคราะห์ในการศึกษา
ครั้งนี้ เมื่อน าไปวิเคราะห์ทางสถิติโดยวิธี analysis of variance (ANOVA) ด้วยโปรแกรม SPSS version 17.0 พบว่า
ไม่ต่างกันทางสถิติ และไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างหนูนาใหญ่ในแต่ละภูมิภาคได้  (table 1) ซึ่งอาจ
จ าเป็นต้องท าการศึกษาถึงขนาดและลักษณะของกะโหลกและกระดูกรยางค์ต่างๆ ทั้ง 18 ลักษณะ โดยใช้เวอร์เนียใน
การวัด ตามวิธีการของ William et al., 1981 และน าผลที่ได้มาวิเคราะห์ร่วมกับผลการวิเคราะห์ทางพันธุกรรม ซึ่งจะ
สามารถให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง แม่นย า สามารถบอกลักษณะความแตกต่างของหนูนาใหญ่ในแต่ละภูมิภาคได้ 
8.2 การจ าแนกชนิดหนูนาใหญ่ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 การจ าแนกชนิดหนูนาใหญ่ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ด้วยวิธี multiplex PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบในบริเวณ
ยีนไซโตโครมบี จ านวน 2 คู่  คู่แรกใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ ; R.a outer F new / 
R.a outer R new ซึ่งหนูทุกชนิดต้องให้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 1,300 คู่เบส ในขณะที่คู่ท่ีสองใช้ในการจ าแนกหนูนาใหญ่; 
Ra inner F / R.a inner R ซึ่งมีเพียงหนูนาใหญ่ชนิดเดียวเท่านั้นที่สามารถให้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 199 คู่เบส ซึ่งจาก
ผลการทดลองพบว่า หนูนาใหญ่ที่น ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ทั้งหมด 77 ตัวอย่าง สามารถให้แถบดีเอ็น 2 ขนาด คือ 
1,300 และ 199 คู่เบส แสดงให้เห็นว่าทุกตัวอย่างที่น ามาทดสอบนั้นเป็นหนูนาใหญ่ทุกตัวอย่าง ซึ่งสอดคล้องกับผล
จากการวัดลักษณะทางสัณฐานวิทยา ในขณะที่หนูชนิดอ่ืนที่น ามาทดสอบให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,300 คู่เบส เท่านั้น 
และการท ดสอบกั บ สิ่ งมี ชี วิ ต ชนิ ด อ่ืนที่ ไม่ ใช่ ห นู  ได้ แก่  งู เห ลื อม  (Python reticulatus) และโป รโตซั ว                       
Sarcocystis singaporensis นั้นไม่ปรากฎแถบดีเอ็นเอ ซึ่งผลที่ได้นั้นเป็นไปตามที่คาดการณ์ไว้ตอนออกแบบไพรเมอร์ 
(figure 1) 
8.3 การศึกษาทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ 



การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทย ท าการวิเคราะห์จ ากข้อมูล
ล าดับเบสบนไมโตคอนเดรีย 2 บริเวณ ได้แก่ บริเวณไซโตโครมบี (cytochrome b gene) และบริเวณควบคุม                    
(D-loop ) ให้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 1,300 และ 700 คู่เบส โดยท าการวิเคราะห์ล าดับเบสของหนูนาใหญ่ทั้ง 77 ตัวอย่าง 
ที่ ได้จากการเก็บตัวอย่างในครั้ งนี้  จาก 15 จังหวัด ใน 5 ภูมิภาคในประเทศไทย (ภาคกลาง ภาคเหนือ                          
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออกและภาคใต้) และท าการวิเคราะห์ร่วมกับล าดับเบสของหนูนาใหญ่ที่มีใน
ฐานข้อมูล Genbank ในบริเวณไซโตโครม บี จ านวน 11 สาย รวมท าการวิเคราะห์ทั้งหมด 88 ตัวอย่าง ให้ผลการ
วิเคราะห์ดังนี้ 
 8.3.1 บริเวณไซโตโครมบี (cytochrome b gene) 

จากผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน ไซโตโครมบี กับหนูนาใหญ่จากธรรมชาติ ที่ท าการตรวจวัด 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าเป็นหนูนาใหญ่ จากไพรเมอร์ R.a outer F new/ R.a outer R new ได้ชิ้นส่วนของ
ยีนที่มีความยาวประมาณ 1,300 คู่เบส หลังจากท าการตัดส่วนล าดับเบสที่ไม่ชัดเจน บริเวณปลาย 5’ และ 3’ ได้ล าดับ
เบสความยาว 740 คู่เบส ได้ผลการวิเคราะห์ ดังนี้ 

 8.3.1.1 ความสัมพันธ์และความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณยีน ไซโตโครมบี ของหนูนาใหญ่  88 ตัวอย่าง                

เป็นตัวอย่างหนูนาใหญ่ในประเทศไทยที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 77 ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับล าดับเบสในฐานข้อมูล 
GenBank 11 ตัวอย่าง โดยการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 3 วิธี ได้แก่ NJ/ML/MP (fig 2) พบว่า                
ทั้งสามวิธีให้ผลการวิเคราะห์ในรูปแบบเดียวกัน และแสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่  มีสายวิวัฒนาการแยกออกออกจากหนู
ชนิดอ่ืนอย่างชัดเจน เนื่องจากสมาชิกของหนูนาใหญ่มีต าแหน่งในแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเป็นกลุ่มก้อน
ชัดเจนไม่มีสมาชิกของหนูชนิดอื่นเข้ามาปะปน และ interior branch ระหว่างหนูนาใหญ่กับหนูชนิดอ่ืนและภายในหนู
นาใหญ่แต่ละกลุ่ม ให้ค่าผลการทดสอบ bootstrap ที่มีค่าสูง นอกจากนี้แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ได้แสดง
ให้เห็นว่า หนูในสกุล Rattus มีวิวัฒนาการแบบ monophyletic group และสามารถจัดกลุ่มหนูนาใหญ่ได้เป็น 2 
กลุ่มใหญ่ (clades) ได้แก่ clade A มีจ านวนสมาชิก 75 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 85.2 ของตัวอย่างทั้งหมด และ 
clade B มีจ านวนสมาชิก 13 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 14.7 ของตัวอย่างทั้งหมด ซึ่ง                  หนูนาใหญ่ที่พบใน
ประเทศไทย สามารถแบ่งได้เป็น 5 haplotypes จากทั้งหมด 8 haplotypes    

 Clade A ประกอบไปด้วย haplotypes CI, CII, CIII และ CIV เป็นรูปแบบที่พบในประชากร                     
หนูนาใหญ่ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ส่วนที่เป็นแผ่นดินใหญ่ หรือตอนบนของประเทศแถบอาเซียน (North 
ASEAN) ซึ่งพบว่า haplotypes CI, CII และ CIV เป็นรูปแบบที่พบในประชากรหนูนาใหญ่ในประเทศไทยเท่านั้น พบ
ทางภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันออก โดย haplotype CI เป็นรูปแบบที่มีจ านวน
สมาชิกมากที่สุด 55 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 64 ของตัวอย่างทั้งหมด haplotype CII พบในจังหวัดอยุธยา 2 ตัวอย่าง 
คิดเป็นร้อยละ 2 ของตัวอย่างทั้งหมด ส่วน haplotype CIV พบในภาคใต้ 4 จังหวัด ได้แก่ นครศรีธรรมราช สงขลา 
กระบี่และพัทลุง จ านวน 8 ตัวอย่าง จากตัวอย่างทางภาคใต้ทั้งหมด 20 ตัวอย่าง คิดเป็น ร้อยละ 23 ของตัวอย่าง



ทั้งหมด ขณะที่ haplotype CII ประกอบไปด้วยหนูนาใหญ่จากเมือง Veal Renh ประเทศกัมพูชา 3 ตัวอย่าง 
(accession number HM217362, HM217364 และ JN675488) และเมือง Vinh Long และ Ho Chi Min city 
ประเทศเวียดนาม อย่ างละ 5 และ 1  ตั วอย่ าง (accession number FR775875- FR775877, FR775879, 
FR775881 และ JN675490) ตามล าดับ ทั้งหมด 9 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 10 ของตัวอย่างทั้งหมด 
  ในขณะที่ clade B ประกอบไปด้วย haplotypes CV, CVI, CVII และ CVIII เป็นรูปแบบที่พบใน
ประชากรหนูนาใหญ่ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ส่วนที่ติดมหาสมุทร หรือทางตอนล่างของประเทศแถบอาเซียน 

(South ASEAN) โดย haplotypes CVI และ CVII เป็นรูปแบบที่พบในภาคใต้ของประเทศไทยเท่านั้น มีจ านวนสมาชิก 
1 และ 10 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 1 และ 11 ของตัวอย่างทั้งหมด ตามล าดับ ส่วน haplotypes CV และ CVIII เป็น
รูปแบบที่พบในเมือง Sumbava ประเทศอินโดนีเซีย (accession number JN675493) และเมือง Soc Trang ซึ่งเป็น
เมืองที่อยู่ตอนใต้ของประเทศเวียดนามติดกับ อ่าวไทย (accession number JN675489) มีจ านวนสมาชิก 
haplotypes ละ 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 1 ของตัวอย่างทั้งหมด 
  ผลวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (nucleotide diversity, Pi ± SD) พบว่าหนูนาใหญ่
จากทางภาคใต้  และภาคกลางของประเทศไทย มีค่า 0.00753±0.00138 และ 0.00021±0.00036 ตามล าดับ                   
(table 4) ขณะที่ค่าความหลากหลายของ haplotypes (haplotypes diversity, Hd ± SD) พบว่าหนูนาใหญ่จากทาง
ภาคใต้ และภาคกลางของประเทศไทยมีค่า 0.657±0.080 และ0.153±0.092 ตามล าดับ (table 4) 
  ค่าความหลากหลายของ haplotypes (haplotype diversity, Hd ± SD) นั้นขึ้นกับจ านวนตัวอย่าง 
ถ้าจ านวนตัวอย่างมากจะท าให้มีโอกาสตรวจพบ haplotypes เพ่ิมขึ้นอีก ในขณะที่หนูนาใหญ่จากภาคเหนือ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคตะวันออก  (haplotype CI) ไม่มีค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม และค่าความ
หลากหลายของ haplotypes เนื่องจากไม่มีความแตกต่างของล าดับเบสภายในกลุ่มประชากรเดียวกัน (table 4) 
  ซึ่งจากผลการวิเคราะห์พบว่าหนูนาใหญ่ทางภาคกลางมีค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ าและมี
ค่ากว่าความหลากหลายของ haplotypes สูง ซึ่งเป็นผลจากการที่กลุ่มประชากรมีความหลากหลายทางพันธุกรรม
ลดลงอัน เป็ นผลจากการเกิดปรากฎการณ์ คอขวด  (population bottleneck หรือ  genetic bottleneck) 
(Nyakaana et al., 2002; Kholodova et al., 2014; Lv et al., 2015) โดยที่ ป รากฎการณ์ คอขวด นั้ น เป็ น
เหตุการณ์ที่เกี่ยวข้องกับวิวัฒนาการอย่างหนึ่ง เกิดขึ้นในประชากรซึ่งแต่เดิมมีขนาดใหญ่ และมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง แต่ขนาดของประชากรลดลงอย่างมาก เนื่องจากสภาวะแวดล้อมไม่เหมาะสมไปชั่วขณะหนึ่ง อาจเกิดจาก
ภัยธรรมชาติต่างๆ เช่น น้ าท่วม โรคระบาด หรือการขาดแคลนอาหาร เป็นต้น หลังจากนั้นประชากรเพ่ิมขนาดขึ้นมา
ใหม่ ซึ่งมีผลกระทบท าให้ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลุ่มประชากรนั้นลดลง ส่งผลให้สูญเสียความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมไป อีกทั้งจากผลการวิเคราะห์พบว่า หนูนาใหญ่ทางภาคใต้มีค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกว่า 
หนูนาใหญ่ทางภาคกลางประเทศไทย แสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่ทางภาคใต้มีวิวัฒนาการที่ยาวนานกว่าหนูนาใหญ่ทาง
ภาคกลาง และมีความเป็นไปได้ว่ากลุ่มประชากรหนูนาใหญ่ทางภาคกลางเป็นกลุ่มประชากรที่อพยพมาจากทางภาคใต้
ของประเทศไทย ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลแหล่งที่อยู่อาศัยเดิมของหนูนาใหญ่นั้นพบทางภาคใต้ของประเทศไทยและ



แหล่งปลูกข้าวในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Lekagul and Jeffrey, 1977) อีกทั้งสภาพการปลูกพืชทางภาคใต้ของ
ประเทศไทย เนื่องจากเดิมทางภาคใต้มีการท านาปลูกข้าวกันมาก แต่ในช่วง 10 ปีหลังมานี้เกษตรกรมีการปลูกข้าวกัน
น้อยลง โดยหันมาปลูกยางพาราและปาล์มน้ ามันกันมากขึ้น ท าให้นาข้าวที่เป็นแหล่งอาหารของหนูนาใหญ่ลดลง จึง
เกิดภาวะการขาดแคลนอาหารของหนูนาใหญ่ ซึ่งจากผลการวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของ                  
หนูนาใหญ่ ข้อมูลแหล่งที่อยู่เดิมและสภาพการปลูกพืชทางภาคใต้ของประเทศไทย ให้ผลสอดคล้องไปในทิศทาง
เดียวกัน ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าเดิมหนูนาใหญ่ในประเทศไทยนั้น มีที่อยู่ดั้งเดิมทางภาคใต้ของประเทศไทย ดังนั้น
หนูนาใหญ่ทางภาคใต้จึงพบความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกว่าภาคอ่ืนๆ (3 haplotypes, CIV, CVI และ CVII) แต่
เนื่องจากเกิดภาวะการขาดแคลนอาหาร เนื่องจากเกษตรกรทางภาคใต้ของประเทศไทยปลูกข้าวน้อยลง ส่งผลให้                  
หนูนาใหญ่เกิดการอพยพขึ้นสู่ทางตอนบนของประเทศไทย ได้แก่ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก 
และภาคเหนือ ซึ่งผลจากการเกิดปรากฎการณ์คอขวดท าให้สูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรมไป ดังนั้นตัวอย่าง
หนูนาใหญ่จากทั้ ง 4 ภาคดังกล่าว ที่น ามาศึกษาในครั้งนี้  จึงพบความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ าเพียง                             
2 haplotypes (CI และ CII) จากการเก็บตัวอย่างหนูนาใหญ่ทั้งหมด 57 ตัว ในการศึกษาครั้งนี้ ในพ้ืนที่ทั้ง 4 ภูมิภาค
ในประเทศไทยดังกล่าว 

 8.3.1.2 การเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดับเบส 
 จากความยาวของล าดับ เบสที่ท าการศึกษา 740 คู่ เบส พบความแตกต่างของล าดับ เบส                   

21 ต าแหน่ง (table 3) ความแตกต่างของล าดับเบสดังกล่าวสามารถแบ่งหนูนาใหญ่ที่น ามาวิเคราะห์ครั้งนี้ได้เป็น 8 
haplotypes โดยพบว่า ล าดับเบส 16 ต าแหน่ง ได้แก่ต าแหน่งที่ 333, 348, 426, 462 549, 629, 630, 660, 693, 
696, 862, 901, 918, 941, 957 และ 975 นั้น สามารถแยกความแตกต่างระหว่างหนูนาใหญ่ทั้ง 2 กลุ่มใหญ่ คือ 
clade A และ clade B ออกจากกันได้ โดยใน clade A นั้น ล าดับเบสต าแหน่งที่ 444 สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างหนูนาใหญ่ที่พบใน 4 ภูมิภาคของประเทศไทย ได้แก่ haplotype CI (หนูนาใหญ่ในภาคเหนือ ภาคกลาง ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันออก) มีล าดับเบสเป็น C (cytosine) ในขณะที่ haplotype CII (หนูนาใหญ่ใน
ภาคกลาง จังหวัดอยุธยา) มีล าดับเบสเป็น T (thymine) และล าดับเบสต าแหน่งที่ 384, 640 และ 963 สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่าง หนูนาใหญ่ใน 4 ภูมิภาคของประเทศไทย (haplotypes CI และ CII) กับหนูนาใหญ่ทางภาคใต้
ของประเทศไทย (haplotype CIV)  ที่อยู่ใน clade A ออกจากกันได้ ขณะเดียวกันล าดับเบสในต าแหน่งที่ 384 นั้น
สามารถบอกความแตกต่างระหว่างหนูนาใหญ่ใน 4 ภูมิภาคของประเทศไทย (haplotypes CI และ CII) กับหนูนาใหญ่
ทางภาคใต้ของประเทศไทย (haplotypes CIV, CVI และ CVII) ซึ่งมีล าดับเบสเป็น T (thymine) และ C (cytosine) 
ตามล าดับ ถึงแม้ว่าหนูนาใหญ่ทางภาคใต้ของประเทศไทย (haplotype CIV) จะถูกจัดอยู่ใน clade A เช่นเดียวกับ  
หนูนาใหญ่ใน 4 ภูมิภาคของประเทศไทย (haplotypes CI และ CII) ก็ตาม    

 8.3.1.3 การวิเคราะห์ร้อยละความเหมือนกันของล าดับเบสและระยะห่างทางพันธุกรรม  
 ผลการวิเคราะห์ร้อยละความเหมือนกันของล าดับเบส (nucleotide identity) พบว่า หนูนาใหญ่ทั้ง 

8 haplotypes (CI-CVII) ที่น ามาศึกษาในครั้งนี้มี ร้อยละความเหมือนกันของล าดับเบส อยู่ที่ร้อยละ 98-99 ซึ่งมีค่า



มากกว่ าเมื่ อ เป รียบ เที ยบหนูน าใหญ่ กั บหนู ชนิ ด อ่ืน อีก  4  ชนิ ด  ได้ แก่  Rattus norvegicus, R. exulans,                  
R. rattus, R. losea และ B. indica ซึ่งมีค่าร้อยละความเหมือนกับหนูนาใหญ่อยู่ที่ ร้อยละ 87-90 (table 5) ซึ่ง
สอดคล้องกับผลจากการวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (fig 1) ที่พบว่าสามารถจัดกลุ่มและแยกความ
แตกต่างระหว่างหนูนาใหญ่กับหนูชนิดอ่ืนออกจากกันได้อย่างชัดเจน และสามารถจัดกลุ่มหนูนาใหญ่ที่น ามาวิเคราะห์
ในครั้งนี้ ทั้งหมด 88 ตัวอย่าง ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่คือ clade A (haplotypes CI-CIV) และ clade B (haplotypes 
CV-CVIII)  เช่น เดียวกับผลการวิ เคราะห์ ระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) พบว่าหนูนาใหญ่ทั้ ง                           
8 haplotypes (CI-CVII) ที่น ามาศึกษาในครั้งนี้ มีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมอยู่ที่ 0.001-0.02 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบหนูนาใหญ่กับหนูชนิดอ่ืนอีก 4 ชนิด ได้แก่ R. norvegicus, R. exulans, R. rattus, R. losea และ                    
B. indica ซึ่งมีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมอยู่ที่ 0.09-0.15 (table 5) อีกท้ังพบว่า หนูนาใหญ่ที่ถูกจัดกลุ่มอยู่ใน clade 
เดียวกัน จะมีค่าร้อยละความเหมือนของล าดับเบสสูงกว่า และมีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมต่ ากว่าหนูนาใหญ่ที่ถูกจัด
กลุ่มอยู่ต่าง clade กัน โดยมีค่าร้อยละความเหมือนของล าดับเบส อยู่ที่ร้อยละ  99 และ 98 และมีค่าระยะห่างทาง
พันธุกรรมอยู่ที่ 0.001-0.004 และ 0.01-0.02 ตามล าดับ ซึ่งผลการวิเคราะห์ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า ล าดับเบสบริเวณ
ไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรียล ดีเอ็นเอนั้น สามารถแยกความแตกต่างระหว่างหนูนาใหญ่ออกจากหนูชนิดอ่ืนๆ และ
สามารถแยกความแตกต่างของหนูนาใหญ่ภายในสปีชีส์เดียวกันได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ สอดคล้องกับผลจากแผนภูมิ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ซึ่งในกรณีหนูนาใหญ่ทางภาคใต้ของประเทศไทยทั้งหมด 20 ตัวอย่าง พบว่าถูก
จัดกลุ่มแยกออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ใน clade A (haplotype CIV) มีจ านวนสมาชิก 8 ตัวอย่าง จากท้ัง  4 จังหวัด ที่เก็บ
ตัวอย่างในครั้งนี้ ได้แก่ จังหวัดกระบี่ สงขลา นครศรีธรรมราชและพัทลุง ในขณะเดียวกัน ใน clade B (haplotypes 
CVI, CVII) มีจ านวนสมาชิก  11 ตัวอย่าง จากทั้ง 4 จังหวัดดังกล่าวเช่นเดียวกัน  ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่
ใน 4 จังหวัด ทางภาคใต้ของประเทศไทย ที่ท าการเก็บตัวอย่างในครั้งนี้ มีที่มาที่แตกต่างกันของ 2 กลุ่มประชากร 
ระหว่าง clade A (haplotype CIV) กับ clade B (haplotypes CVI, CVII) ซึ่งมีค่าร้อยละความเหมือนของล าดับเบส 
อยู่ที่ร้อยละ 98.1-98.5 และมีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมอยู่ที่ 0.017-0.019 ตามล าดับ    
  8.3.1.4 การแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 
  เมื่อน าล าดับเบสของหนูนาใหญ่ทั้ง 8 haplotypes มาแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน พบว่ากรดอะมิโนทั้ง 
246 ต าแหน่ง มีล าดับของกรดอะมิโนที่เหมือนกัน 244 ล าดับ แตกต่างกัน 2 ล าดับ ได้แก่กรดอะมิโนล าดับที่ 123                 
หนู น าให ญ่ ที่ พ บ ใน ภ าค ใต้ ของป ระ เท ศ ไทย  (haplotype CVII) มี ก ารแป ลรหั ส เป็ น  V (valine) ขณ ะที่                     
หนูนาใหญ่ อีก 7 haplotypes มีการแปลรหัสเป็น  G (glycine) และกรดอะมิ โนล าดับที่  127 สามารถแบ่ ง                    
หนูนาใหญ่ทั้งหมดได้เป็น  2 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 1 ซึ่งทั้งหมดเป็นหนูนาใหญ่ในประเทศไทย ที่ได้จากการเก็บตัวอย่างใน
ครั้งนี้ ได้แก่ haplotypes CI, CII, CVI และ CVII มีการแปลรหัสเป็น N (asparagine) ในขณะที่กลุ่มที่ 2 ซึ่งเป็นล าดับ
เบสของหนูนาใหญ่จากประเทศในแถบอาเซียน จากฐานข้อมูล GenBank และหนูนาใหญ่ที่พบในภาคใต้ของประเทศ
ไทย (haplotype CIV) มีการแปลรหัสเป็น D (aspartic acid) (fig 4)  



  เมื่อพิจารณาผลการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนแสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่ทั้ง 8 haplotypes ที่น ามา
วิเคราะห์ในครั้งนี้มีที่มาจาก 2 แหล่งประชากร จากผลการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนล าดับที่  127 โดยกลุ่มแรกคือกลุ่ม
ที่มีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน aspartic acid (D) ซึ่งเป็นกลุ่มของหนูนาใหญ่ที่มีล าดับเบสในฐานข้อมูล GenBank 
ได้แก่ haplotypes CIII, CV และ CVIII ซึ่งพบในประเทศ กัมพูชา เวียดนาม และอินโดนีเซีย  รวมถึง haplotype CIV 
ซึ่งเป็นหนูนาใหญ่ที่พบทางภาคใต้ของประเทศไทย ในขณะที่กลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มที่มีการแปลรหัสเป็น asparagines (N) 
ได้แก่ haplotypes CI, CII, CVI และ CVII ซึ่งทั้งหมดเป็นตัวอย่างหนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทย  ดังนั้นจึงมีความ
เป็นไปได้ว่าหนูนาใหญ่กลุ่มที่มีการแปลรหัสเป็น asparagines (กลุ่มที่ 2) นั้นเป็นกลุ่มที่มีถิ่นฐานดั้งเดิมหรือชนิด
ท้องถิ่นในประเทศไทย (native species) อีกทั้งการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนล าดับที่ 123 กลุ่มหนูนาใหญ่ทางภาคใต้ 
haplotype CVII มีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน valine (V) ต่างจากกลุ่มหนูนาใหญ่ haplotype CVI ที่มีการแปล
รหัสเป็นกรดอะมิโน glycine (G) โดยที่หนูนาใหญ่ทางภาคใต้ของประเทศไทยทั้ง 2 haplotypes นี้ นั้นจัดเป็นกลุ่ม 
หนูนาใหญ่ชนิดท้องถิ่นเช่นเดียวกัน จึงแสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่ทางภาคใต้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกว่า
ภูมิภาคอืนๆในประเทศไทย ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ ที่
พบว่าหนูนาใหญ่ทางภาคใต้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกว่าหนูนาใหญ่ทางภาคกลางของประเทศไทย นั่น
เป็นไปได้ว่าเมื่อเกษตรกรทางภาคใต้ของประเทศไทยหันมาปลูกพืชอ่ืนแทนการท านาข้าวกันมากขึ้น ท าให้หนูนาใหญ่
เกิดภาวะการขาดแคลนอาหารจึงอพยพขึ้นสู่ทางตอนบนของประเทศ ท าให้กลุ่มประชากรของหนูนาใหญ่กลุ่มใหม่ที่
เกิดขึ้นทางตอนบนของประเทศไทย ได้แก่ ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันออก นั้นไม่มี
ความหลากหลายพันธุกรรม ซึ่งจากผลการวิเคราะห์ในครั้งนี้พบเพียง 2 haplotypes (CI และ CII) อีกทั้งมีค่าความ
หลากหลายทางพันธุกรรมอยู่ในระดับต่ า ในขณะเดียวกันกลุ่มหนูนาใหญ่  haplotype CIV ซึ่งพบทางภาคใต้ของ
ประเทศไทยที่มีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนล าดับที่ 127 เป็น aspartic acid นั้นเป็นกลุ่มชนิดต่างถิ่น (introduced 
species) ไม่ได้มีถิ่นฐานดั้งเดิมในประเทศไทย เนื่องจากมีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน aspartic acid เช่นเดียวกันกับ
กลุ่มหนูนาใหญ่ haplotypes CIII, CV และ CVIII ซึ่งพบในประเทศ กัมพูชา เวียดนาม และอินโดนีเซีย ดังนั้นจึงมี
ความเป็นไปได้ว่ามีที่มาจากแหล่งเดียวกันกับกลุ่มหนูนาใหญ่ทั้ง 3 haplotypes (CIII, CV และ CVIII) ซึ่งไมได้พบใน
ประเทศไทย และได้อพยพเข้ามาตั้งถิ่นฐานในภาคใต้ของประเทศไทย ซึ่งเป็นอีกเหตุผลหนึ่งที่ท าให้หนูนาใหญ่ทาง
ภาคใต้นั้น มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกว่าภูมิภาคอ่ืนๆในประเทศไทย   

 8.3.1.5 การวิเคราะห์สายสัมพันธ์ของ mitochondrial cytochrome b haplotypes 
 ผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ของ mitochondrial cytochrome b haplotypes จากการน าล าดับ

เบสบริเวณไซโตโครม บี ของหนูนาใหญ่ทั้ง 8 haplotypes มาสร้างเป็นเครือข่าย (net work) โดยอิงกับพ้ืนที่ทาง
ภูมิศาสตร์ สามารถจัดกลุ่มหนูนาใหญ่ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ (fig 5) ซึ่งสอดคล้องกับผลจากวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรม หนูนาใหญ่ใน haplotypes CI-CIV ถูกจัดอยู่ใน clade A ขณะที่หนูนาใหญ่ใน haplotypes CV-CVIII 
ถูกจัดอยู่ใน clade B โดยมีความแตกต่างกันของล าดับเบส 16 ต าแหน่ง (table 3) และแสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่ใน
ประเทศไทย มีการจัดกลุ่มแบ่งออกเป็น 5 haplotypes โดยหนูนาใหญ่ทางตอนบนของประเทศไทย 4 ภูมิภาค ได้แก่ 



haplotypes CI และ CII มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน อีกทั้งหนูนาใหญ่ทางภาคใต้ของประเทศไทย ซึ่งพบว่ามี 3 
haplotypes (CIV, CVI และ CVII) นั้ น สามารถแยกเป็น 2 กลุ่มออกจากกันอย่างชัดเจน โดยที่หนูนาใหญ่ 
haplotypes CVI และ CVII มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันมากกว่า haplotypes CIV ซึ่งสอดคล้องกับผลจากการแปลรหัส
เป็นกรดอะมิโน ชี้บ่งว่าหนูนาใหญ่ทั้ง 2 กลุ่มนี้มีท่ีมาจากแหล่งที่ต่างกัน 

       
  3.1.6 การวิเคราะห์ประวัติศาสตร์ประชากรและการทดสอบสมดุลประชากร 
  ท าการวิเคราะห์ประวัติศาสตร์ประชากร (population history) ของหนูนาใหญ่ จากล าดับเบส
บริเวณไซโตโครม บี ความยาว 740 คู่เบส ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้  (table 4 ) โดยท าการทดสอบสมดุลประชากร 
(neutrality test) 4 วิ ธี  ได้ แ ก่  ได้ แ ก่  Fu and Li’s D (Fu and Li 1993), Fu and Li’s F (Fu and Li 1993),  
Tajima D (Tajima, 1989) และ Fu’s Fs (Fu, 1997) พบว่าหนูนาใหญ่ทางภาคเหนือ ภาคตะวันออก และ          
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (haplotype CI) ไม่สามารถน ามาวิเคราะห์ได้ เนื่องจากไม่มีความแตกต่างของล าดับเบส
ภายในกลุ่มประชากรเดียวกัน  โดยหนูนาใหญ่ทางภาคกลางของประเทศไทย มีค่าFu and Li’s D และFu and Li’s F  
เท่ากับ 0.617 และ 0.299 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าเป็นบวกแต่เข้าใกล้ศูนย์ และมีค่า Tajima D และ Fu’s Fs เท่ากับ                
- 0.698 และ - 0.283 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าเป็นลบแต่เข้าใกล้ศูนย์ จากค่าดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าทั้ง 4 ค่าท่ีได้นั้น แม้ว่า
จะมีค่าบวกและลบ แต่มีความแตกต่างจากค่าศูนย์อย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ    จึงสามารถสรุปได้ว่าหนูนาใหญ่ทาง
ภาคกลางที่น ามาวิเคราะห์ในครั้งนี้ อยู่ในสภาพสมดุล ไม่ได้เกิดขึ้นจากการเพ่ิมขนาดของประชากรอย่างรวดเร็ว ซึ่งมี
ความเป็นไปได้ว่าเกิดจากการที่หนูนาใหญ่จากที่อ่ืนอพยพเข้าในบริเวณภาคกลางของประเทศไทย เป็นระยะเวลานาน
จึงท าให้โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรหนูนาใหญ่ในภาคกลางมีการเปลี่ยนแปลงทีละน้อยจนกระทั่งเข้าสู่
สมดุล  

ขณะเดียวกันหนูนาใหญ่ทางภาคใต้ของประเทศไทย มีค่า Fu and Li’s D และ Fu and Li’s F  
เท่ากับ 1.419 และ 2.056 ซึ่งมีค่าเป็นบวกและมีค่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากค่าศูนย์ ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 และ 98 %  ตามล าดับ และมีค่า Tajima D และ Fu’s Fs เท่ากับ 2.794 และ 4.765 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าเป็นบวก 
โดยที่ค่า Tajima D นั้นมีค่าเป็นบวกท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากค่าศูนย์ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % 
และค่า Fu’s Fs มีค่าเป็นบวกสูง จากผลการวิเคราะห์สมดุลประชากรหนูนาใหญ่ทางภาคใต้ของประเทศไทย ทั้ง 4 วิธี
ทดสอบ พบว่ามีค่าเป็นบวกแสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่ทางภาคใต้มีจ านวนประชากรลดลง และมีความเป็นไปได้ว่าเกิด
ปรากฏการณ์คอขวด ส่งผลให้ขนาดของประชากรหนูนาใหญ่ทางภาคใต้ลดลงและหนูนาใหญ่ทางภาคใต้เกิดการอพยพ
ย้ายถิ่นฐาน อันเนื่องมาจากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม ผลการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม ที่ได้จากการศึกษาในครั้ง
นี้ และจากข้อมูลถิ่นที่อยู่อาศัยเดิมของหนูนาใหญ่ในประเทศไทย นั้นเดิมมีถิ่นที่อยู่อาศัยทางภาคใต้ของประเทศไทย 
อีกทั้งผลจากการวิเคราะห์สมดุลประชากรของหนูนาใหญ่ในภาคกลาง ที่เป็นตัวบ่งชี้ ดังนั้นเป็นไปได้ว่ากลุ่มหนูนาใหญ่
ทางภาคกลางเป็นกลุ่มประชากรที่อพยพข้ึนมาจากทางภาคใต้ของประเทศไทย อันเนื่องมาจากสภาพการเพาะปลูกทาง



ภาคใต้ของประเทศไทยได้เปลี่ยนไป เกษตรกรหันมาปลูกปาล์มน้ ามันและยางพารากันมากขึ้น พ้ืนที่เพาะปลูกข้าวจึง
ลดลง หนูนาใหญ่ทางภาคใต้จึงเกิดภาวะขาดแคลนอาหาร ดังนั้นจึงอพยพขึ้นสู่ด้านบนของประเทศไทย และเกิดการ
จับคู่ผสมพันธุ์กับหนูนาใหญ่ในพ้ืนที่ ที่มีอยู่เดิมจึงเกิดหนูนาใหญ่รูปแบบ haplotype ใหม่ (CI และ CII) แต่ขาดซึ่ง
ความหลากหลายทางพันธุกรรมส่งผลให้ประชากรหนูนาใหญ่ใน 4 ภูมิภาค ได้แก่ ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันออก ที่ได้จากการเก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ในครั้งนี้ พบว่ามีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมต่ า พบรูปแบบประชากรเพียง 2 haplotypes (CI และ CII) เท่านั้น 

8.3.2 บริเวณไซโตโครม บีถึงส่วนต้นบริเวณควบคุม (cytochrome b gene and initial of control 
region) 
  8.3.2.1 ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณไซโตโครม บี ถึงส่วนต้นบริเวณควบคุม 

จากผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของบริเวณควบคุม กับหนูนาใหญ่จากธรรมชาติ ที่ท าการ
ตรวจวัด ลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าเป็นหนูนาใหญ่ โดยใช้ไพรเมอร์ Ra D-loop F และ Ra D-loop R ได้ชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอ ที่มีความยาวประมาณ 700 คู่เบส หลังจากท าการตัดส่วนล าดับเบสที่ไม่ชัดเจนบริเวณปลาย 5’ และ 3’ ได้
ล าดับเบสความยาว 563 คู่เบส พบความแตกต่างของล าดับเบส 29 ต าแหน่ง และท าการรวบรวมล าดับเบสแต่ละ 
contig ของทั้ง 2 บริเวณ ได้แก่บริเวณไซโตโครม บี และบริเวณควบคุมเป็นสายเดียวทั้ง 77 ตัวอย่าง อีกทั้งได้ 
submission ข้อมูลล าดับเบสของหนูนาใหญ่ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้  ลงในฐานข้อมูล GenBank จ านวน 9 สาย 
หมายเลข accession number KU375519-KU375527 (table 1) วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณ               
ไซโตโครม บี ถึงส่วนต้นบริเวณควบคุม ความยาวรวม 1,300 คู่เบส พบความแตกต่างของล าดับเบสรวม 40 ต าแหน่ง 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 3 วิธี ได้แก่ NJ/ML/MP (fig 3) 
พบว่า ทั้งสามวิธีให้ผลการวิเคราะห์ในรูปแบบเดียวกัน และให้ผลการวิเคราะห์รูปแบบเดียวกับการวิเคราะห์ล าดับเบส
บริเวณไซโตโครม บี โดยสามารถแบ่งกลุ่มหนูนาใหญ่ ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ clade A มีจ านวนสมาชิก 65 ตัวอย่าง 
คิดเป็นร้อยละ 84.4 ของตัวอย่างทั้งหมด และ clade B มีจ านวนสมาชิก 12 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 15.6 ของ
ตัวอย่างทั้งหมด สามารถแบ่งได้เป็น 9 haplotypes  

 Clade A ประกอบไปด้วย haplotypes CDI - CDIV เป็นรูปแบบที่พบในประชากรหนูนาใหญ่ที่พบ
กระจายทั้ง 5 ภูมิภาค ในประเทศไทย ได้แก่ ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก และ
ภาคใต้ ซึ่งพบว่า haplotypes CDI และ CDII เป็นรูปแบบที่พบในภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ
ภาคตะวันออก มีจ านวนสมาชิก 12 และ 44 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 15.6 และ 57.1 ของตัวอย่างทั้งหมด ตามล าดับ 
โดย haplotype CDII เป็นรูปแบบที่มีจ านวนสมาชิกมากที่สุด 
  ในขณะที่  clade B ประกอบไปด้วย haplotypes CDV - CDIX เป็นรูปแบบที่พบในประชากร                 
หนูนาใหญ่ในภาคใต้ของประเทศไทยเท่านั้น ได้แก่จังหวัด สงขลา กระบี่ และนครศรีธรรมราช มีจ านวนสมาชิก 12 
ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ15.6 ของตัวอย่างทั้งหมด โดย haplotypes CDV, CDVI และ CDVII มีจ านวนสมาชิกรูปแบบ
ละ  1 ตั วอ ย่ า ง  ได้ แ ก่  KU375523 (ส งขล า ) KU375524 (ก ระบี่ ) แ ล ะ  KU375525 (ส งขล า ) ต าม ล าดั บ                 



คิดเป็นร้อยละ 1.2 ของตัวอย่างทั้งหมด ส่วน haplotypes CDVIII และ CDIX มีจ านวนสมาชิก 4 และ 5 ตัวอย่าง คิด
เป็นร้อยละ 5.2 และ 6.5 ตามล าดับ เป็นรูปแบบที่พบในจังหวัดสงขลา และจังหวัดกระบี่กับนครศรีธรรมราช 
ตามล าดับ  
  ผลการวิ เค ราะห์ พบว่ าหนู น าใหญ่ ในจั งห วัดส งขลามี รูป แบบที่ ห ล ากห ลายมากที่ สุ ด                           
4 haplotypes ได้แก่ CDIV, CDV, CDVII และ CDVIII ในขณะที่หนูนาใหญ่ทางภาคใต้ของประเทศไทยที่สามารถแบ่ง
ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ (clade A และ B) นั้นสอดคล้องกับผลการจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของล าดับเบส
บริเวณไซโตโครม บี ที่แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่เช่นกัน แสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่ทางภาคใต้มีที่มาจาก 2 แหล่ง
ประชากร ซึ่งสอดคล้องกับผลการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนของล าดับเบสบริเวณไซโตโครม บี โดยที่ haplotype CDIV 
มีจ านวนสมาชิกเหมือนกับ haplotye CIV ดังนั้นเป็นไปได้ว่าหนูนาใหญ่ที่มีรูปแบบ haplotypes CDIV และ CIV มี่
ที่มาจากประเทศอินโดนีเซีย เวียดนาม และกัมพูชา ไม่ได้เป็นหนูนาใหญ่สายพันธุ์ดั้งเดิมในประเทศไทย ขณะเดียวกัน
ตัวอย่างหนูนาใหญ่ในประเทศไทย ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ พบว่า clade B มีสมาชิกเหมือนกันในการวิเคราะห์ล าดับ
เบสทั้ง 2 บริเวณ (ยกเว้นตัวอย่าง KU375523 ในจังหวัดสงขลา ซึ่งถูกจัดอยู่ในกลุ่ม clade A; haplotype CIV ในการ
วิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณไซโครม บี) โดยใน clade B ของการวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณไซโตโครม บีถึงส่วนต้น
บริเวณควบคุมนั้น พบรูปแบบของ หนูนาใหญ่ 5 haplotypes (CDV-CDIX) ซึ่งมากกว่า การวิเคราะห์ล าดับเบส
บริเวณไซโตโครม บี เท่านั้น ซึ่งพบเพียง 2 haplotypes (CVI และ CVII) จากผลการวิเคราะห์ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า
การเพ่ิมความยาวของล าดับเบส ซึ่งเป็นการเพ่ิมโอกาสที่พบความแตกต่างของล าดับเบสได้มากขึ้น ในการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์และความหลากหลายทางพันธุกรรม สามารถให้ข้อมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมและจ าแนกความ
แตกต่างได้มากขึ้น  

 จากผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมด้านต่างๆในการศึกษาครั้งนี้ พบว่าวิธี multiplex PCR 
สามารถใช้ในการจ าแนกชนิด หนูนาใหญ่ออกจากหนูชนิดอ่ืนๆ ได้ และทุกผลการวิเคราะห์ให้ผลสอดคล้องกัน ซึ่งเป็น
การเพิ่มความน่าเชื่อถือและความถูกต้องของข้อมูลที่ได้ แสดงให้เห็นว่าหนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทยนั้นสามารถแบ่ง
ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ โดยมีที่มาจาก 2 แหล่งที่ต่างกัน อีกทั้งหนูนาใหญ่ที่พบกระจายทั่วไปทางภาคเหนือ ภาคกลาง ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันออกนั้น เป็นไปได้ว่าอพยพมาจากทางภาคใต้ของประเทศไทย ผลล าดับเบสของ
หนูนาใหญ่ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ ได้มีการ submission ลงในฐานข้อมูล GenBank จ านวน 9 อย่าง ได้แก่ 
KU375519-KU375527 (table 1) เพ่ือเป็นฐานข้อมูลในการศึกษาด้านอนุกรมวิธานการจัดจ าแนกชนิดหนูนาใหญ่  
หนูศัตรูพืชและงานวิจัยด้านอ่ืนๆ   อีกทั้งสามารถน าข้อมูลต่างๆ ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ ไปประยุกต์ใช้ในงานด้าน
ต่างๆ เพ่ือให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อไป 

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ :  
 9.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหนูนาใหญ่ ที่ ใช้ ในการศึกษาในครั้งนี้  จ านวน 77 ตัวอย่าง จาก                     
5 ภูมิภาคในประเทศไทย โดยการวัดขนาดความยาวของหัวและล าตัว (HB) ความยาวของหาง (T) ความยาวของ                   



ตีนหลัง (HF) ความยาวของหู (E) ในกรณี เป็น หนูเพศเมียนับจ านวนและลักษณะการเรียงตัวของเต้านม นั้น                  
ไม่ต่างกันทางสถิติ และไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างหนูนาใหญ่ในแต่ละภูมิภาคได้ 
 9.2 การจ าแนกชนิดหนูนาใหญ่ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยวิธี multiplex PCR ในบริเวณไซโตโครม บี สามารถ
จ าแนกหนูนาใหญ่ออกจากหนูชนิดอ่ืนได้ โดยที่หนูนาใหญ่จะได้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,300 และ 199 คู่เบส ขณะที่หนู
ชนิดอื่นจะให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,300 คู่เบส เท่านั้น ในขณะที่สัตว์ชนิดอื่นจะไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 
 9.3 การศึกษาทางพันธุกรรมบริเวณไซโตโครม บี ของหนูนาใหญ่ในประเทศไทย จ านวน 77 ตัวอย่าง 
เปรียบเทียบกับล าดับเบสในฐานข้อมูล GenBank 11 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 88 ตัวอย่าง สามารถจัดรูปแบบ                 
หนูนาใหญ่ได้เป็น 8 haplotypes โดยพบในประเทศไทย 5 haplotypes สามารถแบ่งกลุ่มทางพันธุกรรมได้เป็น 2 
กลุ่มใหญ่ คือ clade A ได้แก่ haplotypes CI-CIV และ clade A ได้แก่ haplotypes CV-CVIII บนความแตกต่างของ
ล าดับเบส 21 ต าแหน่ง พบว่าหนูนาใหญ่ทางภาคใต้มีค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกว่าหนูนาใหญ่ทางภาค
กลาง และมีค่าการทดสอบสมดุลประชากรเป็นบวกทั้ง 4 วิธีการทดสอบ ได้แก่ Fu and Li’s D, Fu and Li’s F,  
Tajima D และ Fu’s Fs ขณะเดียวกันผลจากการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน ในล าดับที่  127 สามารถแบ่งกลุ่ม                     
หนูนาใหญ่ได้เป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มที่มีมีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน aspartic acid และ asparagines ซึ่งจากผลการ
วิเคราะห์ทั้งหมดให้ผลที่สอดคล้องกัน บ่งชี้ว่าหนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทยนั้น มีที่มาจาก 2 แหล่งประชากร คือกลุ่ม
หนูนาใหญ่ที่เป็นชนิดดั้งเดิมในประเทศไทยที่มีถิ่นฐานเดิมอยู่ทางภาคใต้และเกิดการอพยพขึ้นสู่ทางด้านบนของ
ประเทศไทย ได้แก่ haplotypes CI, CII, CVI และ CVII ขณะที่อีกกลุ่มหนึ่งซึ่งเป็นกลุ่มประชากรที่มีที่มาเดียวกันกับ
หนูนาใหญ่ในประเทศกัมพูชา เวียดนาม และอินโดนีเซีย ซึ่งได้อพยพเข้าสู่ทางภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ 
haplotypes CIII, CIV, CV และ CVIII 
 9.4 การศึกษาทางพันธุกรรมบริเวณไซโตโครม บีถึงส่วนต้นบริเวณควบคุม ของหนูนาใหญ่ในประเทศไทย 
จ านวน 77 ตัวอย่าง สามารถแบ่ งกลุ่มทางพันธุกรรมได้ เป็น 2 กลุ่มใหญ่  คือ clade A ได้แก่  haplotypes                   
CDI-CDIV และ clade B ได้แก่ haplotypes CDV-CDIX และสามารถจัดรูปแบบหนูนาใหญ่ได้เป็น 9 haplotypes 
บนความแตกต่างของล าดับเบส 40 ต าแหน่ง โดยพบว่าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณไซโตโครม บี
ถึงส่วนต้นบริเวณควบคุม ซึ่งมีความยาวของล าดับเบสมากกว่าบริเวณไซโตโครม บี จะพบความแตกต่างของล าดับเบส
เพ่ิมข้ึน  ท าให้ได้ข้อมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมที่มากข้ึนเช่นกัน 
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : น าผลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ไปประยุกต์ ในด้านต่างๆ ได้แก่ 
 10.1 เพ่ือเป็นฐานข้อมูลในการศึกษาด้านอนุกรมวิธานการจัดจ าแนกชนิดหนูนาใหญ่ หนูศัตรูพืช 
 10.2 เพ่ือน ามาใช้เป็นข้อมูลการอพยพของหนูนาใหญ่และเป็นต้นแบบในหนูศัตรูพืชชนิดอื่น อันน าไปสู่การ
ป้องกันและก าจัดต่อไป 



 10.3 การ submission ข้อมูลล าดับเบสของหนูนาใหญ่ ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ ลงในฐานข้อมูลทาง
พันธุกรรม (GenBank) เพ่ือเป็นฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ที่พบในประเทศไทย 
 
11. ค าขอบคุณ : ขอขอบคุณ ดร. ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล คุณรุ่งนภา ทองเคร็ง และเจ้าหน้าที่กลุ่มงานบักเตรี กลุ่ม
วิจั ย โรคพื ช  ส านั กวิจั ย พัฒ น าการอารักขาพืช  กรมวิช าการเกษตร และคุณ ภั ทรพร สรรพนุ เคราะห์                        
กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ที่ ให้ความอนุเคราะห์ใช้เครื่อง                  
gel document รวมทั้งเจ้าหน้าที่กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช กรมวิชาการเกษตร ที่เก่ียวข้องทุกท่าน ที่ช่วยให้การศึกษาครั้งนี้ส าเร็จ ลุล่วงด้วยดี 
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13. ภาคผนวก : 
Table 1 Summary of nucleotide sequences of R. argentiventer included in this study. 

Country Sampling location Locality coordinating Acession/Voucher number N Reference 

Thailand 
     Northern Thailand KongKrailat, Sukhothai 47P 585155 1861101 RaSuk 1-7 7 This study 

 
Phichai, Uttaradit 47P 616427 1937841 RaUtt 1-7 7 This study 

Central Thailand Banphot Phisai, Nakhonsawan 47Q 613975 1774880 RaNak 1-2 2 This study 

 
BanMi, Lopburi 47P 659640 1669000 RaLop 075, 079 2 This study 

 
Maharat, Ayutthaya 47P 668317 1614214 KU375520 (RaAyu 3), RaAyu 1, 2, 4 4 This study 

 
Mueng, ChaiNat 47P 627295 1675769 RaCha 1-3 3 This study 

 
NongChok, Bangkok 47P 704297 1541106 KU375519 (RaBkk 8), RaBkk 2,5,7,10 5 This study 

 
BangPlaMa, SuphanBuri 47P 620665 1583885 RaSup H-J,8-12 8 This study 

Northeastern 
Thailand  Junghan, RoiEt 48Q 338556 1789505 RaRoi A,1 2 This study 

 
NonSang, Nongbualamphu 48Q 245995 1864940 KU375521 (RaNong 7), RaNong C,E,G,K-N,2,4,5 11 This study 

Eastern Thailand Srimahapho, PrachinBuri 47P 766775 1547216 RaPra 1,2,5,7-9 6 This study 

Southern Thailand Klongprasong, Krabi 47P 492682 889352 KU375524 (RaKrabi 4), RaKrabi 1-3,Klong1,Klong2,Klong4 7 This study 

 
Chian Yai, Nakhon Si Thammarat 47P 618916 905369 KU375527 (RaNakSi 1), RaNakSi,2 2 This study 

 
Krasaesin, Songkhla 47N 649220 844496  KU375523 (RaSong 4), KU375525 (RaSong 24),  9 This study 

   
KU375526 (RaSong 11),RaSong 1,2,3,5,12,41 

  

 
Khuan Khanun, Patthalung 47N 624384 842618 KU375522 (RaPat 9), RaPat 7 2 This study 

Indonesia Sumbava - JN675493 1 Aplin et al., 2011 

Vietnam Vinh Long - FR775875-77,FR775879 5 Balakirev et al., 2012 

 
Ho Chi Minh city - JN675490 1 Aplin et al., 2011 

 
Soc Trang - JN675489 1 Aplin et al., 2011 

Combodia Veal Renh - JN675488,HM217362, HM217363 1 Aplin et al., 2011 and Pages et al., 2010 

http://en.wikipedia.org/wiki/Northeastern_Thailand
http://en.wikipedia.org/wiki/Northeastern_Thailand


 
Table 2 Measurement of weight and body length in ricefield rats (R. argentiventer) collected in Thailand (M ± SD). All measurement 
were not significant (p > 0.05) 

Measurement 

Localities collected (N) 

F P North (14) Northeast (13) Central (24) East (6) South (20) 

(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max) 

weight (g) 
182.29 ± 45.94 208.93 ± 27.11 201.05 ± 45.33 195.98 ± 35.83 217.66 ± 51.38 

1.38 0.248 
(126.7-284.6) (177.80-258.50) (120-364.5) (165.7-261.3) (145.1-324.9) 

Body length 
(mm)        

       Head and Body 
(HB) 

191.21 ± 14.30 202.78 ± 11.21 193.76 ± 11.93 187.0 ± 8.12 199.95 ± 9.41 
3.11 0.021 

(168-213) (185-220) (175-220) (175-200) (185-220) 

Tail (T) 
182.6 ± 12.46 183.11 ± 10.54 180.5 ± 9.87 179.17 ± 10.82 187.19 ± 10.24 

1.37 0.254 
(165-197) (167-197) (155-200) (162-196) (165-200) 

Hind Foot (HF) 
36.57 ± 1.98 34.78 ± 2.10 36.16 ± 2.35 36.17 ± 2.22 37.53 ± 2.15 

2.7 0.038 
(32-40) (32-38) (33-44) (33-39) (33-42) 

Ear (E) 
22.29 ± 1.26 23.56 ± 1.33 22.24 ± 1.58 22.50 ± 1.04 22.0 ± 1.22 

2.15 0.083 
(20-24) (22-26) (20-25) (21-24) (20-25) 

Mean, standard deviation and min-max values of body length measurements and weight of ricefield rats                                   
(R. argentiventer) in this study were tested by analysis of variance (ANOVA; SPSS/PC+4.0) 

    



Table 3 Variable nucleotide positions within the mitochondrial cytochrome b gene (740 bp) from different haplotypes of                       
ricefield rats (R. argentiventer). The nucleotide for these sequences based on FR775875 R. argentiventer, mitochondrial cytochrome b 
gene. Dots indicate base pairs identical to the Ra-A haplotype of R. argentiventer. 

Haplotyp
es 

Nucleotide positions 

N 
Referenc

es 333 

348 

384 

426 

444 

462 

549 

629 

630 

640 

660 

693 

696 

730 

862 

901 

918 

941 

957 

963 

975 

CI A A T G C A T G A A T A A T C T T G T C T 55 [ 1 ] 

CII . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . 2 [ 1 ] 

CIII . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . 9 
[ 2,3 and 

4] 

CIV . . C . . . . . . G . . . . . . . . . T . 8 [ 1 ] 

CV G G C . . C . . . G . G G . T . C . A . . 1 [ 2 ] 

CVI G G C . . C . . . . . G G . T . C . A . . 1 [ 1 ] 

CVII G G C . . C C T G . . G G . T . C . A . . 10 [ 1 ] 

CVIII G G C A . C . . . G C G G . T C . A . . C 1 [ 2 ] 

1; This study, 2; Aplin et al., 2011, 3; Balakirev and Rozhnov, 2012 and 4; Pages et al., 2010 
 
 
 
 



Table 4 Diversity and overall of ricefield rats (R. argentiventer) population parameters based on mitochondrial cytochrome b gene 
nucleotide sequences (740 bp). 

Study sites N Haplotypes 
number of number of 

Pi Hd 
Neutrality test 

 haplotypes variation sites Fu and Li's D Fu and Li's F Tajima's D Fu's Fs 

Thailand 
          Northern Thailand 14 CI 1 0 0 0 NA NA NA NA 

Central Thailand 24 CI, CII 2 1 0.00021±0.00036 0.153±0.092 0.617 0.299 -0.698 -0.283 
Northeastern Thailand  13 CI 1 0 0 0 NA NA NA NA 

Eastern Thailand 6 CI 1 0 0 0 NA NA NA NA 
Southern Thailand 20 CIV,CVI,CVII 3 10 0.00753±0.00138 0.657±0.080 1.419* 2.056** 2.794+ 4.765 

Indonesia 1 CV 1 0 0 0 NA NA NA NA 
Vietnam 7 CIII, CVIII 2 14 0.00873±0.00187 0.600±0.131 0.686 0.974 1.405 5.952 
Combodia 3 CIII 1 0 0 0 NA NA NA NA 

           Total 88 CI - CVIII 8 21 0.00400±0.00130 0.625±0.057 -1.824 -1.829 -1.041 0.435 

N = total number of samples; Pi, nucleotide diversity value ± standard error (SD); Hd, haplotide diversity ± standard error (SD) 
Estimates of Fu and Li's D, Fu and Li's F, Tajima's D and Fu's Fs are follow by 95% confidence and statistical significance derived from 
1000 coalescent simulation.                                                                                                                                                                  
NA indicated that value could not be calculated due to single haplotype found in the population in this study.                                         
* P < 0.05: significant                                                                                                                                                               
** P < 0.02: significant                                                                                                                                                              
+ P < 0.01: significant 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Northeastern_Thailand


Table 5  Pairwise comparison of nucleotide sequences divergence with Kimura's two-parameter distance using the MEGA 6 program                       
 (lower half) and  percentage values of sequence identity using the BioEdit program (upper half) among the mitochondrial cytochrome b                   
 gene region (740 bp) from ricefield rats (R. argentiventer) 8 haplotypes and 5 rodent species. 

     
Haplotypes CI CII CIII CIV CV CVI CVII CVIII R.n R.e R.r R.l B.i 
CI 

 
0.998 0.997 0.995 0.985 0.987 0.983 0.981 0.872 0.899 0.909 0.907 0.873 

CII 0.001 
 

0.995 0.994 0.984 0.985 0.981 0.98 0.871 0.9 0.907 0.906 0.872 
CIII 0.003 0.004 

 
0.995 0.985 0.984 0.98 0.981 0.875 0.899 0.909 0.91 0.873 

CIV 0.004 0.006 0.004 
 

0.987 0.985 0.981 0.983 0.873 0.9 0.91 0.906 0.872 
CV 0.014 0.016 0.014 0.013 

 
0.998 0.994 0.99 0.875 0.899 0.915 0.913 0.868 

CVI 0.013 0.014 0.016 0.014 0.001 
 

0.995 0.988 0.873 0.898 0.913 0.912 0.869 
CVII 0.017 0.019 0.02 0.019 0.006 0.004 

 
0.984 0.872 0.898 0.912 0.907 0.868 

CVIII 0.019 0.02 0.019 0.017 0.01 0.011 0.016 
 

0.873 0.898 0.91 0.906 0.868 
R.n 0.15 0.152 0.146 0.148 0.146 0.148 0.15 0.148 

 
0.888 0.892 0.881 0.869 

R.e 0.114 0.112 0.114 0.112 0.113 0.115 0.115 0.115 0.13 
 

0.896 0.905 0.872 
R.r 0.1 0.102 0.1 0.099 0.093 0.095 0.097 0.099 0.123 0.117 

 
0.939 0.876 

R.l 0.103 0.105 0.099 0.105 0.096 0.097 0.103 0.105 0.139 0.106 0.065 
 

0.865 
B.i 0.15 0.152 0.15 0.152 0.158 0.156 0.158 0.158 0.158 0.152 0.146 0.163   

 
 
 



 

          
 
Figure 1 1A; PCR product with the use of primers R.a cytb new F/ R.a cytb new R and Ra inner F/ 
Ra inner R (cytochrome b region) of ricefield rats (R. argentiventer) generated 2 bands in multiplex 
PCR; 1) 199 bp specific only rice-field rats and 2) 1,300 bp of cyt b gene which specific for all rats 
detect by 2% agarose gel electrophoresis, (Left to right) lane 1 contains DNA markers, and lane 2-3 
are samples from ricefield rats, lane 4-5 are samples from other rats, Lane 6-7 are samples from               
P. reticulates and S. singaporensis respectively, lane 8 is negative control. 1B; 700 bp of D-loop 
region are amplified by PCR product with the use of primer R.a D-loop F/ R.a D-loop R and detect 
by 2% agarose gel electrophoresis, (Left to right) lane 1 is 100 bp DNA marker, lane 2-3 are samples 
from ricefield rats (R. argentiventer), lane 4-6 are B. indica, P. reticulates and S. singaporensis 
respectively and lane 7 is negative control.

1,300 bp 

199 

bp 

R. 
. a

rge
nt

ive
nt

er
 

R. 
ra

ttu
s 

B. 
ind

ica
 

1 kb 

500 bp 

P. 
 re

tic
ul

at
us

 

S. 
sin

ga
po

re
ns

is 

Ne
ga

tiv
e 

co
nt

ro
l 

1 kb 

500 bp 

R. 
. a

rge
nt

ive
nt

er
 

B. 
ind

ica
 

P. 
 re

tic
ul

at
us

 

S. 
sin

ga
po

re
ns

is 

Ne
ga

tiv
e 

co
nt

ro
l 

Ma
rke

r 1
00

 b
p 

Ma
rke

r 1
00

 b
p 

1 A 1 

B 

700 

bp 



 
Figure 2 Phylogenetic tree of cytb sequences (740 bp) of R. argentiventer and depicting the genetic relatedness 
of the Rattus species. Bootstrap support 1,000 replicated are given above or below the branchs and 
reconstructed following 3 different methods NJ/ML/MP respectively. The Neighbour joining (NJ) method 
reconstruction with the Kimura two parameter (K2P) substitution model, the model for Maximum likelihood (ML) 
method using Model test was GTR+I+G model and  Maximum parsimony (MP) method perform using heuristic 
search with tree-bisection-reconnection (TBR) branch swapping, and mulpars options were selected. The tree has 
been rooted using B. indica 
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Figure 3 Phylogenetic tree of cytb + D-loop sequences (1,300 bp) of R. argentiventer and depicting 
the genetic relatedness of the Rattus species. Bootstrap support 1,000 replicated are given above 
or below the branchs and reconstructed following 3 different methods NJ/ML/MP respectively. The 
Neighbour joining (NJ) method reconstruction with the Kimura two parameter (K2P) substitution 
model, the model for Maximum likelihood (ML) method using Model test was GTR+I+G model and  
Maximum parsimony (MP) method perform using heuristic search with tree-bisection-reconnection 
(TBR) branch swapping, and mulpars options were selected. The tree has been rooted using                   
R. norvegicus 
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Figure 4 The amino acid based on FR775875 R. argentiventer, mitochondrial cytochrome b gene. Dots indicate amino acid identical 
to the CI haplotype of R. argentiventer.  
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Figure 5 Haplotype network based on partial cytochrome b region (740 bp) reconstructed by Median-joining analysis (NETWORK 
4.6.1.3 program). All haplotypes were plotted on to their sampling areas and haplotypes were represented by circles with diameter 
proportional to their population size.  
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