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����� � ����"��
�����#.  (2553).  ������������������������ !�"��#�$%&"'()�*��) Oryzias 

+),����*-�.-�/0�1�'���-2�����&"' O. minutillus  #%�13)4�#-�����)$ "�!#0��'*5��&"'

���������������� !�"��#�$%.  ���))���!�"# 
�.�. ($�

����).  ��
�	�!8: � �+�*

����� � �,�
����� �����������
���%. �����������
��
�: ������*��:���#  
��. 
�	$��� ���*
(�, <0&$(
����*��:���# ��. � :=���� � ����
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���������'�� ���
��������#� >�,��������	
��
��
����������	������� Oryzias 

minutillus, O. mekongensis, O. javanicus, O. dancena ��� O. celebensis !� 3 domain ��.
�'�� )��&��( domain I !� termination-associated sequence (TAS) ��� extended termination-
associated sequence (ETAS) �� domain II !� central conserved sequence block 3 ���	
� 
(CSB-F, CSB-E, CSB-D) ��� domain III !� conserved sequence block 3 ���	
� (CSB1, 
CSB2, CSB3) �����������
��� �! �"#	$��
�
 %���������$&���	
��
��
����������	���� 
(domain II ��� III) ��� Oryzias � >� 5 $��� ����$& Cololabis saira 	�/� outgroup !�
(�  
O.  javanicus ��� O. dancena ���
�����&$��� � (BS = 100%) ����� O. minutillus 	�/� sister 
group ��������������
��� �! �"#	$��
�
 %�������� O.  minutillus :�� 11 �,�(������	��
������:�� 1 �,�(������	��� �!0$� ����$&�'�� ���
��������#����(
�������	
��
��
�����
�����	���� (domain I) ����$& O. dancena +), O. celebensis 	�/� outgroup !�
(�  
O.  minutillus  :��� >� 12 �,�(� �����a: ���
(���&	�/� 2 clade ��.�'�� ) ��&��( clade I (BS = 
100%) �������&
� O. minutillus :���
(��>'��*�	���� (�
�����# �����&
 ������	��� �!0$�) 
���:���
(��>'�b���*&cde�*�
 ���� (����� ���������"�����$) ��� clade II (BS = 100%) 
�������&
� O. minutillus :���
(��>'�	:&�!���� (�
!����
�� ����
���# ����
�� ���
!����������
"��) :���
(��>'�	!$��
�� (	!$��
�� ������:
������ �"#) ���:���
(��>'����*���� 
(	$������) <�:�����������
��� �! �"#	$��
�
 %�����������
��&������: ���
(�  
O. minutillus ��.�����&��� ��0�������������f���
(� primitive type (clade I) �����
(� 
developed type (clade II)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



STUDIES OF THE MITOCHONDRIAL CONTROL REGION IN ORYZIAS AND 
PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF O. MINUTILLUS USING NUCLEOTIDE  

SEQUENCES OF THE PARTIAL MITOCHONDRIAL CONTROL REGION 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AN ABSTRACT 
BY 

SINOTAI SMITTHIKUNANON 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Presented in Partial Fulfillment of the Requirements for the 
Master of Science Degree in Biology 

at Srinakharinwirot University 
March 2010 



Sinotai Smitthikunanon.  (2010). Studies of the mitochondrial control region in Oryzias and 

phylogenetic relationships of O. minutillus using nucleotide sequences of the partrial 

mitochondrial control region. Master thesis, M.S. (Biology).  Bangkok: Graduate 
School, Srinakharinwirot University.  Advisor Committee: Assoc. Prof. Dr. Wichian 
Magtoon, Assist. Prof. Dr. Achariya Rangsiruji. 

 
A study of the entire mitochondrial control region sequences from Oryzias minutillus, 

O. mekongensis, O. javanicus, O. dancena and O. celebensis revealed three important 
domains.  Domain I consists of the termination-associated sequence (TAS) and extended 
termination-associated sequence (ETAS).  Domain II contains three central conserved 
sequence blocks (CSB-F, CSB-E, CSB-D) and domain III comprises three conserved 
sequence blocks (CSB1, CSB2, CSB3).  A phylogenetic study based on the mitochondrial 
control region (domains II and III) of these five Oryzias species using Cololabis saira as 
outgroup revealed a close relationship between O. javanicus and O. dancena (BS = 100%) 
with O. minutillus as a sister group.  A study of phylogenetic relationships based on 
nucleotide sequences of the partial mitochondrial control region (domain I) of O. minutillus 
from 11 localities in Thailand and one locality from Cambodia using O. dancena and  
O. celebensis as outgroup revealed two important clades.  Clade I (BS = 100%) comprises 
O. minutillus from Tonle Sap basin (Surin, Sakaeo and Cambodia) and from the eastern 
Peninsula basin (Songkhla and Nakhon Si Thammarat).  Clade II (BS = 100%) consists of 
O. minutillus from Chao Phraya basin (Suphanburi, Nakorn Sawan, Saraburi and Ayutthaya), 
Phetchaburi basin (Phetchaburi and Prachuapkhirikhan) and upper Mekong basin (Chiang 
Rai).  The results of phylogenetic study showed a tendency to classify O. minutillus 
according to their patterns of chromosomes as primitive type (clade I) and developed type 
(clade II). 
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��
��� 
 ����������	�
 (ricefish) �
�����
������ !���"�#�$���%& �'� ()*��+ (medaka) ��*�0�'� 	�%� 
Oryzias (Order Beloniformes; Family Adrianichthyidae) ;<��=�0>�)?��'@ AB���* ��A@�  ����� 

'�@ AB� C��@ <'� �+(�	�< ?�+�  AB��
'�0<
�(�D!�0EFG@�+(� (Berra. 2001: 312) �F��%<� ;<  
24 ! �* ?;
'�
+��0>�A@?>'�� (*�0O�� PQ@$���%&  ?�+�@)���@�>�PQ@�)�'(��+�� R*-��	(>
(��0 
>�)�
T 	%��(�	� ?�+����  (Yamamoto. 1975: 27-28; Nelson. 2006: 276-277; Parenti. 2008: 
494-495) 

���	�%� Oryzias (�] ���� �*(�^� �B�>��?< ���@ )�C
�<���@	�A ?�+C'� O���@*�� ���@
��@�B�>�� )�C��)0��)�>
_� O)'(��  60 )����()>
 )��B� � ����
+*��	� ���@��A@�)* 24-34 ���  
)���� C
�<���@�B� �  5-14 ���  )���� C
�<���
�B� �  13-32 ���  (Parenti. 2008: 500-530)  

���� 	�%� �A���(�] ���
������� *�C�� Oryzias latipes �Q�@ �0)�!�(�] >���0'�@�*��@� 
���@� �̀<�>���
 (model organism) ( ���@���)���̀ ���
!���>	�A �
+)�D 2-3 (*��  )�� �*(�^� �B����
�
+�0�*;�A ���� ��
(;�+(��A0@ ?�+	�)�
P?0�(;=O*�������#D+"�0 �� R*0(;=b���+)����#D+
��@C
�<���@?�+C
�<���
0��?�+0�� (�] ?c�(*' !�*��'�(;=()�0 ���! �* �A)�C��)*���@O�' 
(fecundity) 	�@ 	�)�
P��@O�'O*�)����'� 10 e�@>'���  O�')�(	� b'� =� 0T���@�
+)�D  
1.25 )����()>
 (Iwamatsu. 2004: 606) ?�+�	 �B����	�)�
P=Q�#���
(�
�$(>�<R>"�0�>�����@
�%��

= TO*�*� �Q@ �0)�!�(�] >���0'�@� ��
=Q�#�*�� !�����0���
(�
�$��@	�>�T)��
+*��	� ���@ 
 ����� �A ���! �* �A0�@(�] ����
+*��?�̂@���)���
=Q�#��B�*�< ��C��R�O�*T� ��R )O���0'�@
	)<�
DT (complete genome sequence) *��0C%D	)<�>�(��'� �A�Q@�B���� O. latipes P��(�����!�(�] 
>���0'�@� ��
�*��@�0'�@?;
'���0  
 � �
+(�=O�0)�
�0@� ;<���	�%� Oryzias �B� �  4 ! �* O*�?�' O. minutillus (Smith. 
1945: 425) O. mekongensis (Uwa; & Magtoon. 1986: 473-478) O. javanicus (Magtoon. 1986: 
859-860) ?�+ O. melastigma (�
���F��%<� (����0 !���(�]  O. dancena) (��(!�0
 )��>%' ; n�R
!� ���+. 
2531: 229-233) R*0 O. minutillus ��=�0� ?��'@ AB���*���)����#D+(�]  AB� ��@ (!'  � � �@ <Q@�
��
?)��
+���@� ���0 AB�� �*(�^� ;<?;
'�
+��0�����%�"�C��@�
+(�=O�0 (!' (*�0���<  
O. mekongensis ���;<>�)?��'@ AB���*?>')���
?;
'�
+��0��@"�C>+�� ���(c�0@(� ��<
�(�D
�%') AB�R�@ ?�+�%') AB�)��(�'� �A  	'�  O. javanicus ?�+ O. dancena ��=�0�  AB��
'�0<
�(�D�&�
!�0(� ��@"�C�>���@�
+(�=O�0 ;<�����@���*"�(�^>?�+
+ �@ � ��
=Q�#����	�%� Oryzias 
C
�A@ �A  ������+�!������A@ 4 ! �*���;<� �
+(�=O�0?���0�@O*��!� O. celebensis �Q�@;<���<
�(�D
(��+	%��(�	� �
+(�=�� R* �(��0*��0 (Uwa; & Parenti. 1988: 159) 
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 ��� Oryzias minutillus �
�� Thai medaka )�� �*(�^� R*0)�C��)0��)�>
_� O)'(��  
17 )����()>
 ;<?;
'�
+��0� �%�"�C��@�
+(�=O�0 ?�+)�C��)�������0��@;� p%�

)	�@ 
���
�0@� ��
=Q�#��B� � RC
R)R�)���(�] *�;��0*T;<C��)?�
b� ��� 28 PQ@ 42 ?�+���
��
=Q�#�C�
�R�O��q��@���! �* �A;<�'�)�
��?<<RC
R)R�)��A@�����*�0�'� ��%') fused chromosome 
type (Magtoon; & Uwa. 1985. 157-160; Uwa. 1986: 867-876) ?�+��%') monoarmed 
chromosome type *��0 (Magtoon; et al. 1992: 489-497)  ����� �Ab������
=Q�#�*��  
?��R�O�)T (allozyme) 0�@?	*@PQ@��
?<'@ O. minutillus (�]  3 �
+!��
��%')0'�0 
(subpopulation) >�)
+<<��@?)' AB�	�0(���;
+0� ?)'R�@ ?�+C�<	)%�
��@"�C�>�*��0 
(Takata; et al. 1993: 319-327) *�@ �A ��
=Q�#�<
�(�DC�<C%)� O)R�C� (*
�0��@���	�%� 
Oryzias ?�+�!�<
�(�D �A(�] (C
���@�)�0 DNA ����B����(�����C��)	�);� pT(!�@����u ���
 ?�+
��<(�>��@! �*��@ O. minutillus O*�*�0��@�QA  
�)��A@	�)�
P�B�? �! �*��@���	�%� Oryzias 
O*����*��0 
 
��������
�������������� 
 �������	
��
���������������������
�������� 	�� Oryzias !�"��	
����� #��#�$%
�&�����#'��	�
��� O. minutillus ����&(�)��#������������%��� *������
���������������������
�� 
 
��������������������� 
 �
���������������������
��������+���&�����(
#�����������	�
�&(��,���
����+��� 
DNA ������-�	�)��#������������%������!�
.#� /� �#��#0�-����
��	�
��	
��
������0����� Oryzias 
!�"�)����&(�
"��&�%��	�
-#�-)�!�	&��������� 	����0!�"��	
����� #��#�$%�&�����#'��	�
���  
O. minutillus -�	!+�*�!�
*	
"-�����1/���� 2
%���!2	2*��	#�  
  
����������������� 
 �	3�2#���*����� 	�� Oryzias ��(!	* O. mekongensis, O. dancena, O. javanicus  !�"  
O. celebensis -�	
�����	�
�����
"������!�"��������4��  )�+
#� O. minutillus �	3�
2#���*��-�	!+�*�2*��5 ����	1������
"������!�"��� *��-�	�
"���	#��/&� -)�!�	&������
�������#	
�"��� #�6�������  	#� DNA !�"���������&�0� DNA �
���������������������
��
��� Oryzias �#0� 5 &��� !�"����
�"+%�)��#������������% ������$������
� 
(������
������������ 
���������
��  *�� O. minutillus �#0��&(�)��#������������%��� *������
������������������� 
��
���������	
����� #��#�$%�&�����#'��	�
!�"	)�+�������2���&����(��  
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������� �!�" �# 
 Mitochondrial control region  

 ��,��
������ DNA ������������
�������*	)�+��	�
 #���
�"+%��
2�� (non-coding 
region) !�"����/*
"+�*����� tRNAPro !�" tRNAPhe ��+�(���� )��#7�����-���
���2(�	�
-)����2#�
��� H-strand !�"������	�
8��
+# ��� H-strand !�" L-strand  
 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 ��,�����������&(��	�
������
���� DNA &�0� #0�5 ����&( oligonucleotide primer 2  ��
��-#����2)�!+�*��	�(	#��
���� DNA ���2(��	�
 ����� 3 �#0�2��+�#	 ��� denaturation, annealing 
!�" extension 
 DNA cloning  

 	�
������
���� DNA 4����
"	���(��	�
 	#�+
��!�	&�0� DNA !�(��)����&����2*�	#�
��+" DNA (DNA vector) 8*�������4��%!�����
�� +
�� �����&���2��������+��" ������������+(��
�
������	��0� ����&(+�#		�
���	�
-)��������	�� DNA 1�����4��% 
 DNA sequencing 

 	�
+��)��#������������%�� ����� DNA ���+�#		�
��� Sanger 
 Molecular phylogenetics 

 	�
��	
����� #��#�$%�&�����#'��	�
��� �����&���2 ����&(�(��/���
"�#�����	�� 
 

�����$��%��������� 
 -�	.�	�
��	
��(����
������9!�"!�����4�%���
"&�	
!2*�"	��*���� O. minutillus 
���*�������!�
.#�����#�$�	

� /� !�"����� *�����.�	�
����������* ����(��	#� �#��#0�
	�
��	
��(��&�������
"�#�����	������&(�
���������������������
����- ���
8�$����
����+��	+�������#�$�	

� ���� #��#�$%�&�����#'��	�
!�"����#������2���&������  
O. minutillus ��(��������0� 
 
 
 



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

 

����������������
	�� Oryzias 
��	�����
�	���� 
 ������� Oryzias �������	
��
����� (ricefish) ��������������� ���������������
�
������������� �!�� � ��"#�$#�%����&���������&������ (Yamamoto. 1975: 27-28) '�������
��!��(�$()�*
�#��#��(+�� Oryzias latipes ���� Japanese ricefish (medaka) ���)�%������� model 
organism ��%�#��,-(����*��#���#% 	.)%�#�/0�$#)�1���%�����!� Oryzias (2�������  1) +�� -(
��%��������3� �&��#�� ��
�% &'()*�+,�+-./�0&12.3�4�,56�.*�+,72,�8�9+: 1-�-(��
��
�%�&��#� 
;(<8�.:.762�'05=��+.*�+,4+-,*;5 24-34 762 ;(�6�.&'()*�+,<8�.:. 5-14 �6�. ;(�6�.&'()4:�'
<8�.:. 13-32 �6�. ;(@��A5@�B./))3C&�2D5E (cycloid) /�0;(&:�;D�:;�9'G�.3;1@�H. 60 
;H��H@;9' (Parenti. 2008: 515)  
 

 
 

2�������  1 �#�/0�2�������% Oryzias latipes 
 

 $()-�: �#����%��� Yamamoto, T.  (1975).  Medaka (killifish): Biology and Strains.  p. 2. 
  
 +�$�$��#� (Kottellat. 2001: 143-144) 1�
�6
 ��7.%�������!��(�����#%��� Fish of 
Laos 1�
��������!��(��#���*����%+, Adrianichthyidae ���������(�%��!���(�����%",���� Oryziinae 
(Berra. 2001: 312) ����#� (Nelson. 2006: 277) 1�
�#���!��-�
6����%�����!� Oryzias 1�
�#%�(� 
   Phylum  Chordata  
    Class  Actinopterygii  
     Subclass  Neopterygii 
      Order  Beloniformes 
       Familly  Adrianichthyidae 
         Subfamilly  Oryziinae 
         Genus  Oryzias  
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 [�@'.9H (Parenti. 2008: 515) <8�/.�\.H572,������� Oryzias ]5D^\6�+�_`04�,
�+`G�.:H4D� 85 �+�_`0 /�0/)1,���1;9�;&:�;D�:;�9'G�. (standard length, SL) @�B.  
4 ���1; 5+,.(- ���1;4(a;(7.�5^*b1 (elongate) &c2;(&:�;D�:;�9'G�.;���:1� 50 ;H��H@;9' /913;1
@�H. 60 ;H��H@;9' 356/�1 O. bonneorun, O. nigrimas, O. orthognathus /�0 O. sarasinorum ���1;
7.�5���, (intermediate) &c2;(&:�;D�:;�9'G�.;���:1� 40 ;H��H@;9' /913;1@�H. 50 ;H��H@;9' 
356/�1 O. marmoratus, O. matanensis /�0 O. profundicola ���1;7.�5@�A� (small) &c2;(&:�;D�:
;�9'G�.;���:1� 26 ;H��H@;9' /913;1@�H. 40 ;H��H@;9' 356/�1 O. carnaticus, O. celebensis,  

O. curvinotus, O. dancena, O. javanicus, O. latipes, O. luzonensis, O. nebulosus /�0  
O. timorensis /�0��546�D���1;7.�5<Hd: (miniature) &c2;(&:�;D�:;�9'G�.3;1@�H. 26 ;H��H@;9' 
356/�1 O. haugiangensis, O. hubbsi, O. mekongensis, O. minutillus, O. pectoralis, O. setnai, 

O. sinensis /�0 O. uwai 
 ;��9�1./�0@9H;:H\\��' (Magtoon; & Termvidchakorn. 2009: 35-68) ij�_��+`G�.
:H4D�/�0<8�/.�\.H572,������� Oryzias <8�.:. 6 \.H5 356/�1 O. minutillus, O. mekongensis, 

O. javanicus /�0 O. dancena ^.�'0@4i34D O. celebensis ^.�'0@4i2H.]5.(@C(D /�0 O. latipes  
^.�'0@4ib(a��k. ]5D^\6&:�;D�:72,�8�9+:/�0<8�.:.�6�.&'() /�02lH)�D3:6:1����4+-, 6 \.H5;(&:�;
/9�91�,�+.^.�1:.72,<8�.:.�6�.&'()4:�' �6�.&'()2� �6�.&'()462, <8�.:.�6�.&'())'H@:`G�.
72,&'()*�, /�0<8�.:.762�'05=��+.*�+,]5D;(&1�&:�;/9�91�,�+.2D1�,;(.+D�8�&+b4�,�mH9H 
(P<0.01) Cja,�+�_`0@*�1�.(-��;�'m.8�;�^\6^.��'<8�/.�\.H5356 
 ^.��'ij�_�&'+-,.(-^\69+:2D1�,������� Oryzias 5 \.H5 356/�1 O. minutillus, O. mekongensis, 

O. javanicus, O. dancena /�0 O. celebensis Cja,;(�+�_`04�,�+`G�.:H4D� 5+,9123�.(- 
 

 Oryzias minutillus 
 �'0@4i34D;(��'ij�_�56�.�+`G�.:H4D�72, O. minutillus (o�[�'0�2) 2) ^.
o�&@*.c2 o�&���, (:H@\(D' ;��9�1. 2530�: 1-23) o�&^96 (:H@\(D' ;��9�1. 25307: 6-7) /�0o�&
90:+.22�@p(D,@*.c2 (:H��:+`DE &8�i'( 2552: 39-47) ]5D;(��''�D,�.�+�_`04+a:3�72,  
O. minutillus :1��&��#�-(�#�/0��� � �!��(�&�����8 ��������*�$#)��&��#� '��� ������� �
��0
�
�� ���%�����#���������� �%�%��7.%+�( ��% �
���
�%�&��#�-(�!��(�&���(�%�#�������
��#�%���
+�( ����7.%+�( ��% -(�&�����������-����&��#� 27-28 ����� �&�����������-���%�&��#� 10 ����� 
(Smith. 1945: 424-425) ;(qr.7.�5@�A�'=��':D@'(D,@�B./m:@5(D: ���@[is=6;(7.�5@�A��:1����
@[i@;(D (Scheel. 1969: 5-7) ;(&:�;D�:;�9'G�. 11-16.5 ;H��H@;9' &:�;D�:@*D(D5 13.5-20 
;H��H@;9' <8�.:.�6�.&'()*�+, 6-7 �6�. <8�.:.�6�.&'()4:�' 15-21 �6�. (�'0@�'HG s12,^� 2548: 
23-28; [H,.o� 3�'\�;[� 2550: 36-71; Magtoon; & Termvidchakorn. 2009: 47-50) .2�<��.(-
D+,;(��'ij�_� O. minutillus ^.�'0@4i�+;[=\� (Roberts. 1998: 220) /�0�'0@4i��: (Kottelat. 
2001: 143) Cja,[):1�;(�+�_`04�,�+`G�.:H4D�3;1/9�91�,�+.  



 6 

      
 

2�������  2 �#�/0�2�������% O. minutillus 
 

$()-�: Magtoon, W. & Termvidchakorn, A.  (2009).  The Natural History Journal of 
Chulalongkorn University.  9(1): 48. 
 
 Oryzias mekongensis 
 �*�����-���!�� (Uwa; & Magtoon. 1986: 473-478) � ���".�/� O. mekongensis 
����+�#�%�������6
 ���#�/0�$�%�#0:���
$�� (2�������  3) ��%�����
��(�1�
��� �������
��������$()-(+��-���-���:�� 11.5-14 -
��
�-�� �&���# �����"?*
$() �
��0+�( ��%��� �7 
�(��%�-�
-�������$#�%�
�� �����
�����% 	.)%�7 �(��%�-�
-�(�1-�����@�#��������"�-(� 1-��  
bony contact organ  �
��0�
��+�( $�����%�����"?*
 O. mekongensis -(�&�����
��+�( ��#%
�$���#  5-7(6) �
�� �&�����
��+�( $��� 13-16(14) �
�� ���-(�&�����
�����*��#���#% 28-31 �
� 
^.�x &.i. 1998 -(���%�����".�/� O. mekongensis ]5D]'@)H'E9� (Roberts. 1998: 220-221) 
	.)%��
�#�����%�������$"���� ���-(�#�/0�$�%�#0:���
$��1-�������%���$()�����-� ������E 
+.". 2009 -(���".�/�$�%�#0:���
$����%�����
��(�������$"1$��(�+�#�% 	.)%� ���  
O. mekongensis  -(�#�/0�$�%�#0:���
$��1-�������%�#� -(��(�%�&�����
��+�( $����$���#��$()
-(�&���� 15-17(15) �
�� (:H��:+`DE &8�i'( 2552: 58-60; Magtoon; & Termvidchakorn. 2009: 
51-53) 	.)%���%������%��$()-(-�������
��(� 
 

 
2�������  3 �#�/0�2�������% O. mekongensis 

 
$()-�: Magtoon, W. & Termvidchakorn, A.  (2009).  The Natural History Journal of 

Chulalongkorn University.  9(1): 52. 
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 Oryzias javanicus 
 �#�/0�$�%�#0:���
$����% O. javanicus (2�������  4) $()������%�����
���)� +��-(
�(�����% �
��0���� 7.%�� ��%+�( ��#%��� �
��0�����
�� ���%+�( ��% ���+�( $�����%���
��"?*
�  bony contact organ �&��#��(�$�����7.%�(�&��-��&���� ������$"1$�� ��������
��(�-(
+��-���-���:���H�()� 26.6 -
��
�-�� �&�����
��+�( ��#% 6-8(7) �
�� �&�����
��+�( ��  
10-12(11) �
�� �&�����
��+�( $��� 22-26(23) �
�� ����&�����
�����*��#���#% 28-30(29) �
� 
(�'0@�'HG s12,^� 2548: 29-34; Magtoon; & Termvidchakorn. 2009: 38-44) -(���%�����".�/�
�#0:���
$��72,���\.H5.(-]5D2H:�;+9Cj/�0&.2ca.y (Iwamatsu; et al. 1982: 190-198) 	.)%��

�#�����%�������$"�
�'��(�	(� �
%+'��, ���-����	(� � ���-(�#�/0�1-�������%�#� -(��(�%+��-
���-���:������&�����
��+�( $���$()������%�#����#�����%���������$" '���#�����%���
����$"�
�'��(�	(�-(+��-���-���:���H�()� 19.2 -
��
�-�� ���-(�&�����
��+�( $���  
18-23(20) �
�� �������$"�
%+'��,-(+��-���-���:���H�()� 24.7 -
��
�-�� ���-(�&�����
��
+�( $��� 20-24(21) �
�� ����������$"-����	(�� +��-���-���:���H�()� 25.6 -
��
�-�� 
���-(�&�����
��+�( $��� 21-24(22) �
��  
 

 
 

 
2�������  4 �#�/0�2�������% O. javanicus  

 
$()-�: Magtoon, W. & Termvidchakorn, A.  (2009).  The Natural History Journal of 

Chulalongkorn University.  9(1): 42. 
 

 Oryzias dancena 
 �&���#  O. dancena ������$"1$�1�
-(�#��
�#�".�/��
���#0:���
$�� (2�������  5) 
����6
 ���#�/0���%�����
��(�1�
�#%�(� +�� �����"�-(�-(�&��#��(��&�������� ���������"?*
-(
�&��#��(�$��-��&���� �� ��%+�( ��#%���+�( $��������(�������� �%
� ����&��#�-(+��-�.�-��
$()�!��&���# �������!� Oryzias (Parenti. 2008: 515-516) -(�&�����
��+�( ��#% 7-8(7) �
�� 
�&�����
��+�( $��� 22-24 �
�� -(+��-���-���:�� 28.5-30.5 -
��
�-�� �&�����
�����*��#�
��#% 28-30 �
� (�
��(�� -���!��; ��� I
'��
 �*��; 2531: 229-233; Magtoon; & Termvidchakorn. 
2009: 44-46) 
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2�������  5 �#�/0�2�������% O. dancena 
 

$()-�: Magtoon, W. & Termvidchakorn, A.  (2009). The Natural History Journal of 
Chulalongkorn University.  9(1): 45. 
  

 Oryzias celebensis 
 ��������% O. celebensis -(���%���6
 ���#�/0�$�%�#0:���
$�� (2�������  6) 
1�
��������
��(�-(�&��#��(�����%���� -(�7 �(��&������
- �
��0��������
�%�&��#�  �
��0+�( ��%
� �7 �(�����%��
-�������$#�%�
�� �����
�����% -(�&�����
��+�( ��#% 8-9(9) �
�� �&�����
��
+�( $��� 20-23(23) �
�� +�( $
�%-(��������	.)%����� �
���&�����
��+�( ��(�% 6 �
�� 
�&�����
�����*��#���#%-( 29-31 �
� -(+��-���-���:���H�()� 27.5 -
��
�-�� (Parenti. 2008: 
557-559; Magtoon; & Termvidchakorn. 2009: 38-44) 
 

 
 

2�������  6 �#�/0�2�������% O. celebensis 
 

$()-�: Magtoon, W. & Termvidchakorn, A.  (2009).  The Natural History Journal of 
Chulalongkorn University.  9(1): 58. 
 

��������
��	��
 �!	�����������
	�� Oryzias ���"��"�	��#$	%� 
 �����!� Oryzias ��"#� �
��0?
���&������*���-�#�����J*% �
��*���&�����*��-�%����
����� -(�����%1����-�����&� ���� $!���
���%�����!��(�-(������%��"$()'������ '����"?*
��-(
�(��
-���-(��
��H�$()+�( ��#%���+�( $��� (Kottelat. 2001: 143-144) �K��! #������!� Oryzias 
-(�-��
�$#�%�-�-( 24 ��
� (Parenti. 2008: 497) � ���������� �
��0�������"�  �
������
������� �!���#�%�������$"�
���(���7.%3()�!L� ����%-�$�%��
��7.%�-*������
�'�-��������(� 
�
-��, �!�����( ����*	�� ]5D�1:.;��<02�i+D^..-8�<c5 	.)%� 1�
�����
�� �&�6�� ���%��&� +��%  �� 
���$�����  ���-(��(�%�����
���$���#��$()� ����&������ �L������� �������-���&� (Yamamoto. 
1975: 27-28; Kottelat. 2001: 143-144; Berra. 2001: 312)   
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 Oryzias minutillus 
 ������$"1$�-(���".�/������!� Oryzias +�#�%������E +.". 1945 '���-
6 (Smith. 
1945: 424-425) �  O. minutillus  �
��0+��%����!%�$�-���+� 	.)%�������$()-(��������$()�!�
�������!��(�������)����1-������-(�������������-���#� ���-����E +.". 1969 -(���%��
���".�/��(��
$�� �%��������% O. minutillus ��
)-��
- '���(� (Scheel. 1969: 5-7) 1�

$&����".�/�����#�����%$()���  �
��0+��%����!%�$�-���+������#� ���-�-���!������*�� 
(Magtoon; & Uwa. 1985: 157-160) ���%�����������������% O. minutillus ��2�+���% 
2�+����� ���2�+��
��%����$"1$� ���-(���%��� ���������������% O. minutillus ��-
����%��&������)�8 ���� �&�6��  ����&� ������
�� ���#%��#����%8 ��2�+���%� $()�#%��#��$!-6��( 
��$ !�( ���%$�% ����+�"�(��!6�� �+��:- �#���$ �!$#�6��( ����!���0 !�( ��2�+������ $()
�#%��#���(�%��-� �����(�%��� ��2�+��
� $()�#%��#��#%%� 2*���� �+�"�(6��-��� �%��� ���
�K����( ��2�+���#����� $()�#%��#��� !�( �����2�+���#�����H(�%������ $()�#%��#��+�����(-� 
-�����+�- �!��6��( ��M�
�6!, ��� !�(�#-�, (�
��(�� -���!��. 2530�: 7; 2530�: 1-6; �
���#0�, +&�"�(. 
2552: 27-28; Magtoon. 1986: 859-860; Magtoon; et al. 1992: 489; Takata; et al. 1993: 319) ���
-(���%�����������������% O. minutillus ��-0N��*���� ����$"�(� ��!%���%�!
% ����$"[;1� 
(Uwa & Parenti. 1988; 332-340) @-��%��(�-��(�  ����$"�#-�*�� (Roberts. 1998: 219) ���
 �
��0������%��%�!�-��&�'�%������$"����
�� (Kottelat. 2001: 143) 
 Oryzias mekongensis 
 ���E +.". 1986 -���!�� (Magtoon. 1986: 859-860) 1�
� �#�����%�������!��(�	.)%
�0��#���#%1-���-��7�� !��
�1�
����%�#���� (Oryzias sp.) �� �
��0�!�-��&�'�%$�%2�+���#� 
����H(�%�������%����$"1$�$()�#%��#��
������ "�(����/ �����M�
�6!, 2�����E��(���#��(� �*��
���-���!�� (Uwa; & Magtoon. 1986: 473-478) 1�
".�/���� Oryzias sp. ����%����(�� �����

��)�$�%�
$��"����,��� Oryzias mekongensis ���-�-(���%�����������������%�����
��(�
 �
��0�!�-��&�'�%���#%��#��!��6��( �������+� (�
���#0�, +&�"�(. 2552: 27-28; Magtoon; & 
Termvidchakorn. 2009: 51-53) ��� �
��0�!�-��&�%.-������$"��� (Roberts. 1998: 219; Kottellat. 
2001: 143) 
 Oryzias javanicus 
 �&���#  O. javanicus -(���%���������������������$"�
�'��(�	(� �
%+'��, ���
-����	(� (Iwamatsu; et al. 1982: 190-198) �������(��#%� �������������������%��&������
 �
��0���JKO%$���$�%2�+��
��%����$"1$��(��
�� '��� $()�#%��#�2*���� (Magtoon. 1986: 
859-860; Magtoon; & Termvidchakorn. 2009: 38-44) ����#%��#�����% (�
��(�� -���!��; ���  
I
'��
 �*��; 2531: 229-233) 
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 Oryzias dancena 
 �
��(�� -���!�� ��� I
'��
 �*�� (2531: 229-233) 1�
���%�����������������% O. dancena 
������$"1$�$()�#%��#�����% ���%���#%�����1�
�6
 ��1�
��������
��(�-(�������������-����
����$"�
���(�?�������$"�-��-��*�����$"1$� ���� �����
��(���*����-�#  O. javanicus �� �
��0
�L�������$()������&�������(��
��  
 Oryzias celebensis 
 �����".�/�+�#�%�(��#%��
+��-������� O. celebensis 	.)%� ���������� �
��0���� 
�!�����(���$�%���#�����%�����
-��,������$"�
�'��(�	(� (Uwa; & Parenti. 1988: 159)  
 
&��'(��	(������ ��)�	��'������
	�� Oryzias  
 ���".�/��
���	��,�#�6!"����, (cytogenetics) ��%�����!� Oryzias � ���-(�&����
'+�'-'	-$()�����
�����, (2n) �$���#  28-48 	.)%�*�� (Uwa. 1986: 867-876) �&������
�&����
'+�'-'	-$()�����
�����,����:����%�����!��(��$���#  48 ���1�
�#���!�-�����!��(����� 3 ��!�-'��
��
�*��  ��%'+�'-'	- +�� ��!�-'-'����,- (monoarmed) ��!�-1 ���,- (biarmed) �����!�-PQ��, 
(fused) '��-(���%�����".�/�+��
'�1$�R�������!��(�1�
$#�%�-� 13 ��
� �#%����% 1 
 
����% 1 �*��  '+�'-'	- ��
���%�������!� Oryzias �&����'+�'-'	- (2n) �&������� 

 '+�'-'	- (NF) ��� DNA 
 

DNA '=�/))]&'];]C; \.H572,��� 2n NF 
(pg per nucleus) 

@2���'26�,2H, 

Monoarmed O. dancena  48 48  1.8 Uwa. 1986, 1991 
 O. javanicus 48 48  1.8 Uwa. 1986 
 O. hubbsi 48 48  1.7 Uwa; & Iwata. 1981 
Monoarmed/Fused O. minutillus 28-42 42-44  1.5 Magtoon; & Uwa. 1985 
Biarmed O. mekongensis 48 58  1.5 Uwa. 1986 
 O. curvinotus 48 64-82  1.5 Uwa. 1991 
 O. latipes 48 68-70  1.7 Uwa. 1986 
 O. luzonensis 48 96  1.9 Uwa. 1986 
 O. sinensis 46 68-70  1.7 Chen; Uwa; & Chu. 1989 
Fused O. celebensis 36 48  1.7 Uwa; Iwamatsu; & Ojima.1981 
 O. nigrimas 38 48  1.7-1.8 Uwa. 1986, 1991 
 O. marmoratus 42 48          -   Naruse. 1996 
 O. matanensis 42 48          - Naruse. 1996 
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 	�1�	!-
 (Sakaizumi. 1985: 521-522) ��
����
�+����,�&�����%��%���'�1	-,���)� 
".�/�+��-�#-�#�6,��
%�
�#S�������%�����!� Oryzias 5 ��
� 1�
��� O. javanicus, O. melastigma 
(O. dancena), O. latipes, O. luzonensis ��� O. celebensis '����
'���(� parvalbumin 	.)%
��-��7������$#�% 5 ��
� 1�
���� 3 ��!�- ���������%�����%�7 '���(� '����!�-���� �7 
'���(� MP2 ��(�%�7 ��(�� +�� O. melastigma (O. dancena) ��� O. javanicus ��!�-$()��%� 
�7 '���(� MP2 ��� MP3 �� O. latipes ��� O. luzonensis ������!�-�!�$
��� �7 '���(� 
MP2, MP4 ����7  MP3  �%8 1�
��� O. celebensis  
 

&��'(��	(������ ��)�	��'��� Oryzias minutillus 
 ��� Oryzias minutillus � ������������$!�2�+��%����$"1$� ���������%��
���".�/��
���#�6!���-� ���-(+��-���?#�2������
���(���#��*% (high intra-specific variation) 
'��-(���%�����".�/��#%���1��(� 
 -���!������*�� (Magtoon; & Uwa. 1985: 157-160) ".�/�+��
'�1$�R��% O. minutillus  
]5D@�'(D)@4(D)'0*:1�,9+:2D1�,^.o�&���, (�'�,@4[;*�.&') /�0o�&@*.c2 (@\(D,^*;1) 72,
�'0@4i34D [):1�9+:2D1�,<��o�&���,;(<8�.:.]&'];]C; 2n = 34 ������2�+�����-(
'+�'-'	- 2n = 30  
 ���
������*�� (Ashida; & Uwa. 1987: 1003) ".�/�+��
'�1$�R��% O. minutillus ^.
o�&^96 (o=@�A9) 72,�'0@4i34D � ���-(�&����'+�'-'	- 2n = 42 	.)%���+�
�%�# +��
'�1$�R
��% O. minutillus <��;`��D=..�. ^.�'0@4i<(. (Uwa; Wang; & Chen. 1988: 332-340) <j,
@�B.3�356:1� O. minutillus ��-(�&����'+�'-'	-����:��4(a@�B.5H[�2D5E@41��+) 42 
 �jD��H/�02=:0 (Tsuyuki; & Uwa. 1988: 1224) ij�_���@*9�72,&:�;/9�91�,72,<8�.:.
]&'];]C;72, O. minutillus ������$"1$� '���*����&����'+�'-'	-������ �%�
��+�(���  
1-'�	
� (meiosis) �������-$��P� I (metaphase I) ��% O. minutillus �����!%�$�-���+� 
��(�%��-� ���2*���� '��".�/�����*�?�-������%��!%�$�-���+��# 2*���� �����!%�$�-���+�
�# ��(�%��-� � ����*�?�-������%��!%�$�-���+��# 2*���� -(�&����'+�'-'	- 2n = 38 /�0
�=�s�;'0*:1�,�'�,@4[-���+��+)@\(D,^*;1;(<8�.:.]&'];]C; 2n = 32 /�02lH)�D:1�&:�;
sH5��9H72,]&'];]C;72, O. minutillus ������$"1$������
��.�������� ����� Robertsonian 
centric fusion 
 ;��9�1./�0&.2ca.y (Magtoon; et al. 1992: 489-497) ij�_�&�'H]234��72, O. minutillus 
<�� 18 /*�1,4+a:�'0@4i34D (9�'�, 2 /�0o�[�'0�2) 7) /�02lH)�D:1����\.H5.(-;(<8�.:.
]&'];]C;[c-.G�.4(a@�B.5H[�2D5E@41��+) 42 <8�.:./7.72,]&'];]C;@41��+) 42 ;( nucleolar 
organizer region (NOR) ).]&'];]C;/))20]&'@C.4'H� /�0��'@�H5:H:+�.���'72,]&'];]C;
48�^*6;(<8�.:./7.@41��+) 44 /�0;( NOR ).]&'];]C;/))@;4�@C.4'H� ]5D��;�'m/)1,
'=�/))72,]&'];]C;@�B. 2 ���1; 356/�1 ���1; primitive type Cja,@�B.���1;4(a;(<8�.:.]&'];]C;  
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2n = 40-42 /�0;('=�/))]&'];]C;@�B.]&'];]C;7.�5^*b1 0-2 &=1 ]5D[)^.9+:2D1�,<��o�&^96 
/�0o�&90:+.22�@p(D,@*.c2 /�0���1; developed type Cja,@�B.���1;4(a;(<8�.:.]&'];]C; 2n = 28-34 
/�0;('=�/))]&'];]C;@�B.]&'];]C;7.�5^*b1 8-14 &=1 � ���#�����%���2�+���% ���2�+�����  
  
����% 2 ����%$()��� �#�����% �&����'+�'-'	- (2n) �&�������'+�'-'	- (NF) �#�/0�+��
'�1$�R    

 ����*��  '+�'-'	-��% O.  minutillus  
 

����%$()��� �#�����% 2n NF �#�/0�+��
'�1$�R '+�'-'	-������3�   NOR �������
�%�
% 
�-�I��%��� 28 46 16M+2SM+10A  16 - Magtoon; et al. 1995 
��(�%��� 32 44 10M+2SM+20A  10 SM Magtoon; et al. 1992 
��(�%��-� 30 44 12M+2SM+16A  12 SM Magtoon; & Uwa. 1985 
�#���$ 30(28) 44 12M+2SM+16A  12 SM Magtoon; et al. 1992 
�!���0 !�( 28 44 14M+2SM+12A  14 SM Magtoon; et al. 1992 
��� !�( 30 44 12M+2SM+16A  12 SM Magtoon; et al. 1992 
��� !�( 28 44 14M+2SM+12A  14 SM Magtoon; et al. 1992 
��!%�$�-���+� 34 44 8M+2SM+24A  8 SM Magtoon; & Uwa. 1985 
����+�"�(��!6�� 30 44 12M+2SM+16A  12 SM Magtoon; et al. 1995 
-�����+�- 42 42 42A  0 A Magtoon; et al. 1992 
�+�����(-� 
�. #���3� 

42 42 42A  0 A Magtoon; et al. 1992 

�.�
-�� 42 42 42A  0 A Magtoon; et al. 1992 
�.������% 28(30) 44 14M+2SM+12A  14 SM Magtoon; et al. 1992 

�!��6��( 32 44 10M+2SM+20A  10 SM Magtoon; et al. 1995 
 30 44 12M+2SM+16A  12 - �
���#0�, +&�"�( 2552  
��M�
�6!, 42 42 42A  0 - �
���#0�, +&�"�( 2552  
 !�(�#-�, 42 42 42A  0 - �
���#0�, +&�"�( 2552  
�!-�� 42 42 42A  0 A Magtoon; et al. 1992 
��'�_�'El�.( 42 42 42A  0 A Magtoon; et al. 1992 
�%��� 42 42 42A  0 A Magtoon; et al. 1992 
2*���� 42 42 42A  0 A Ashida; & Uwa. 1987 
���6
��� 42 42 42A  0 A Magtoon; et al. 1995 
H���
%�$�� 42 44 2SM+40A  0 SM Magtoon; et al. 1992 
����(� !�( 42 44 2SM+40A  0 SM Magtoon; et al. 1992 
����% 40(39, 41) 44 2M+2SM+36A  2 SM Magtoon; et al. 1992 
�� !�( 42 44 2SM+40A  0 SM Magtoon; et al. 1995 
 

�-�����!: M = �-$��	�$�
�; SM = 	# �-$��	�$�
�; A = ��'+��	�$�
�  
 



 13 

912;�^.�x &.i. 1995 ;��9�1./�0&.2ca.y (Magtoon; et al. 1995: 137-147) ij�_�&�'H]234��
72, O. minutillus ]5D@�'(D)@4(D)9+:2D1�,<�� 5 ��1;.-8�^.�'0@4i34D 356/�1 ��1;.-8����0:H. 
(/;1�12,�2.) ��1;.-8�@<6�['0D� (['0.&'i'(2D�lD�) ��1;.-8�]7, (2�5'l�.() ��1;.-8�o�&90:+.22� 
(\�)�'( /�0'0D2,) /�0��1;.-8�o�&^96 (.&'i'(l'';'�\) [):1� O. minutillus <����1;.-8����0:H.;(
<8�.:.]&'];]C; 2n = 28 <����1;.-8�@<6�['0D�;(<8�.:.]&'];]C; 2n = 30 <����1;.-8�]7,;(
<8�.:.]&'];]C; 2n = 32 <����1;.-8�o�&90:+.22�;(<8�.:.]&'];]C; 2n = 42 /�0<����1;.-8�
o�&^96;(<8�.:.]&'];]C; 2n = 42 ������E �.". 2552 -(���ij�_�&�'H]234��72, O. minutillus 
�H���2�+���#�����H(�%����� (:H��:+`DE &8�i'(; 2552: 117-126) '��� �%��!�-�#�����% O. minutillus 
������� 3 �!�-��&� 1�
��� �!�-��&�'�% (�!��6��() � ���-(�&����'+�'-'	- 2n = 30 ^.7`04(a  
O. minutillus ����!�-��&��( (��M�
�6!,) �������!�-��&�-*� ( !�(�#-�,) -(�&����'+�'-'	- 2n = 42 ]5D
;('�D�0@2(D55+,9�'�, 2 /�0o�[�'0�2) 7  

 

 
 

2�������  7 �&����'+�'-'	- (2n) ��% O. minutillus �������%$()��� �#�����%������$"1$� 
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���E +.". 1993 $��������+���)�8 (Takata; et al. 1993: 319-327) ".�/�+��-������%
$�%�#�6!���-��% O. minutillus ������$"1$� '����
�#�����%��� 11 ����%$#)�����$" $#�%��
2�+����� (��(�%��-� �����(�%���) 2�+���% (��!%�$�-���+� �#���$ ������ !�() 2�+
���#���� (H���
%�$�� �������%) 2�+���#�����H(�%����� (�+�����(-� ���-�����+�-) ���
2�+��
 (�!-�� ���2*����) '����
����
�+����,�&�����%��%���'�1	-, � �����-��7��� 
O. minutillus 1�
���� 3 ���������!�-���� 1�
��� ��!�-������� �
��0�-���&���
������ ��!�-
������� �
��0�-���&�'�% �����!�-������� �
��0�!�-��&�$�%2�+��
 �#%2�������  8 

 

 
2�������  8 ?�����
�+����,�&�����%��%���'�1	-,��% O. minutillus ������$"1$�	.)%���%

�������%$�%�#�6!���-��%�#�����%������ 11 ����% '����-��7� �% O. minutillus ����  
3 ���������!�-���� 

 
$()-�: Takata, K.; et al. (1993).  Japanese Journal of Ichthyology. (39): 324. 
 

 ������%����'ij�_�+��-��������$�%�#�6!���-��% O.  minutillus [):1�s�<����'
�
�+����,�&�����%��%���'�1	-,������%��!�-������� �
��0�!�-�-���&�'�% �����!�-�������
 �
��0�!�-��&�$�%2�+��
-(�������%$�%�#�6!���-�*%7.% 6.8-10.2% ���0�$()?�������".�/��
��
+��
'�1$�R� ��� �#�����%�������%�#%�����-(�&����'+�'-'	-�$���#�+�� 2n = 42 ���-(�*��  
��%'+�'-'	-������'+��	�$�
�$#�%�-� �.%����1�
���?����".�/��
�����'�1	-,����
��+��
'�1$�R
��% O. minutillus -(+��-1-����+�
�%�#� �#%�#�����".�/��
���(��
$�����# '-���!������-��7
�6
 ��+��-��������$�%�#�6!���- +��-�#-�#�6,��
%�
�#S������������#��� �����%��
�
��% O. minutillus 1�
�(�
)%�.�� 
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	��#$	%������������������*'��	�������� Oryzias   
 �K��! #�-(���".�/��
���(��
$�����# '-���!���%�����!� Oryzias �&����-�� 
'���H�������%�
)% O. latipes 	.)%1�
-(���".�/��&��# �
�+�('�1$�,���('�-����%�- *�0,���E +.". 
2007 (Kasahara; et al. 2007: 714-719) ���1�
-(���%�����".�/���)�8 �
���(��
$�����# 
'-���!�$()��()���
�%�# %���
�#���+�#�%�(��#%���1��(� 
 ���E +.". 1996 ���!�	 (Naruse. 1996: 5-7) 1�
".�/�+��-�#-�#�6,��
%�
�#S�������%
�����!� Oryzias '����"#��&��# �
�+�('�1$�, �
��0�(� cytochrome b ��� 12S rDNA ��1-'$
+�����(� ����
�+����,?��
���
6( neighbour-joining � ���1�
?����+�
�%�# ��% $��+I��� ���!�	 
���	�1�	!-
 (Takehana; Naruse; & Sakaizumi. 2005: 417-428) 	.)%1�
".�/�+��-�#-�#�6,��
%
�
�#S�����'�����(� �$(� �&��# �
�+�('�1$�,��� �
��0�(� tyrosinase ���
��+�(�� �(�  
12S rDNA ����(� 16S rDNA ��1-'$+�����(� �����-��7� �%�����!��(�1�
���� 3 ��!�- +��
��!�- latipes species ��!�- celebensis species �����!�- javanicus species (2�������  9) 
 

 
 

2�������  9 Phylogenetic tree $()1�
�������
�+����,�&��# �
�+�('�1$�,��%�(� tyrosinase, 
12S rDNA ��� 16S rDNA �&���#  Oryzias 13 ��
� ��� Xenopoecilus 2 ��
�  

 
$()-�: Takehana, Y.; Naruse, K.; & Sakaizumi, M. (2005).  Molecular Phylogenetics 

and Evolution.  36:421. 
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�������(� $��+I������+���)�8 (Takehana; et al. 2004: 484-491) �#%1�
".�/�+��-
����������% DNA  �
��0�(� cytochrome b ��1-'$+�����(���%��� O.  latipes ������$"
�����( �������$"�(� ���-�# �$+�
+ Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ���
�
�+����,�
�-*�'�����$&� phylogenetic tree � �����-��7� �%��� O. latipes ���� 2 ��!�-��#� 
+�� ��!�-$() 1 � ������$"�(� ���$�%JKO%���#�������$"�����( �����!�-$() 2 � $�%�����
���
JKO%���#������%����$"�����( �
�-*�$()1�
�(���
�����
�-*���
)-��
-����������� O. latipes ��%
����$"�����( �������$"�(������� O. latipes ��%����$"3()�!L�1�
 
 

DNA "�+'*�&������� 
��������&��&�' 
 ���".�/��(��
$�����# '-���!��#����������".�/�'����
 DNA ���
��+�(����
� �#%-(
���".�/� DNA ��1-'$+�����(� (mitochondrial DNA ���� mtDNA) �
�� �#�/0���% DNA ��
1-'$+�����(������%�������+*� '�������.)%��(����� H-strand (heavy strand) ����(������.)%
��(����� L-strand (light strand) 	.)%��(����-?�����KO����()�%��% DNA ��1-'$+�����(���
�2�����(��2�� (denature) DNA ��1-'$+�����(������ �
���(�$#�%�-� 37 �(� '��-(�(�$()
�&���������
�%'���(� 13 �(� �(��&���# ��
�% rRNA 2 �(� ����(��&���# ��
�% tRNA 22 �(� 
�������(��#%-(����$()1-�-(��#��&���# �(���8 (non-coding region) ������� �
��0+� +!-$()��(����� 
control region ���� displacement loop (D-loop) ���#��,-(����*��#���#%'��$#)�1� ��-$#�%�����
�
���%8 -('+�%��
�%��% DNA ��1-'$+�����(�+�
���#� (2�������  10) ���-(�������
�+(�%�#�
���-�0 16000 +*�� � �&���# ���������
�1�
-(������%�����".�/�������% DNA ��1-'$
+�����(� ��$
 spotted green pufferfish (Tetraodon nigroviridis) -(���� 16488 +*�� � 
(Yamanoue; et al. 2006: 29-39) zebrafish (Danio rerio) ;(7.�5 16596 &=1@)� (Broughton; 
Milam; & Roe. 2001: 1958-1967) /�0���@;5��0 (Oryzias latipes) ;(7.�5 16714 &=1@)� 
(Miya; et al. 2003: 121-138) 

�����".�/�+��-�#-�#�6,��
%�
�#S�������%�#��,�#���
�-��
�
�-*��&��# �
�+�('�1$�,�� 
DNA ��1-'$+�����(� ���)�%���-(+!0�- #�
$()��-���-���������� ���� ���
)%-(�(�
�������3� 
DNA ��1-'$+�����(���7���$��?���$�%�-��$���#�� $&���
��-��7'�%+��-�#-�#�6,$�%
�
�#S�������%�
)%-(�(�
�$()�
�%���".�/�1�
 ��� DNA ��1-'$+�����(�-(�#�����������*%���� 
DNA ���
��+�(�����-�0 5-10 �$�� $&���
-(+��-��������-������ �.%��-��7�� !+��-
������%��%�
)%-(�(�
�$()-(+��-���
�
��#�-��1�
�(���� (�!$#��#��, 0 �+�; ��� �%",�:- �-��#��, 
2551: 51-52) 
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2�������  10 '+�%��
�%��% DNA ��1-'$+�����(���%��� 	.)%���%�&��# ��%�(�$()
�&���������
�%'���(� rRNA, tRNA (����$()���%�) ��� D-loop �#3�#�/0, OH ��� OL 
���%�!���
)-�
���%����&���%�#���% H-strand ��� L-strand ��-�&��#  '��-($
"$�%��-
�*�"� 

 
 $()-�: Meyer, A. (1994). Genetics and Evolution of Aquatic Organisms.  p. 226. 
 

)'H@:`&:)&�;^.3;]4&2.@5'(D[)2D=1'0*:1�,D(. tRNAPro /�0 tRNAPhe ;(*.6�4(a^.��'
&:)&�;��'<8��2,9+:72, DNA ^.3;]4&2.@5'(D).��D H-strand /�0&:)&�;��'m25'*+�72,
4+-, H-strand /�0 L-strand Cja,)'H@:`&:)&�;.(-;(2+9'���'���D�=,�:1�)'H@:`D(.^.3;]4&2.@5'(D
4(a�8�*.5��'�'6�,]�'9(.�'0;�` 2-5 @41� /�0;(7.�5/9�91�,�+.^.�Ha,;(\(:H9/91�0\.H5 
(9+-,/91 200-4100 &=1@)�) 7j-.2D=1�+)<8�.:.C-8�72,�8�5+).H:&�(]2345E (tandem duplication) 
(Meyer. 1994: 236-237) 9+:2D1�,@\1.^.���\.H591�,y 356/�1 Bichir (Polypterus ornatipinnis) ;(
7.�572,)'H@:`&:)&�; 1068 &=1@)� (Noack; Zardoya; & Meyer 1996: 1174) /�0^. green 
spotted pufferfish (Tetraodon nigroviridis) ;(7.�572,)'H@:`&:)&�; 810 &=1@)� (Yamanoue;  
et al. 2006: 29-39) 5+,.+-.<j,.HD;^\6)'H@:`.(-^.��'ij�_�]&',�'6�,4�,[+.l��'';^.'05+)
�'0\��' (Ishikawa; Tsukamoto; & Nishida. 2004: 343-353; Cosmesaña; Martínez-Areal; & 
Sanjuan. 2008: 122-131) ��'/['1�'0<�D4�,o=;Hi��9'E (Sakai; et al. 2003: 501-514; Thai; 
Pham; & Austin. 2006: 228-240) /�0&:�;�+;[+.lE@\H,:H:+�.���'72,��� (Kang; et al. 2005: 
151-156; Zhao; et al. 2006: 793-799)  
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)'H@:`&:)&�;.(-/)1,@�B. 3 domain *�+� (o�[�'0�2) 11) 356/�1 domain I: the 
termination-associated sequence (TAS), domain II: central conserved sequence block (CSB-F, 
CSB-E, CSB-D, CSB-C, CSB-B) /�0 domain III: conserved sequence block (CSB1, CSB2, 
CSB3) ]5D TAS Cja,[))'H@:`���D 3� <048�*.6�4(a@�B.�+bb�`^.��'*D�5��'�+,@&'�0*E D-loop 
(Doda; Wright; & Clayton. 1981: 6116-6120) �1:. CSB 4(a[))'H@:`���D 5� (domain III) 48�
*.6�4(a@�B.�+bb�`^.�'0):.��'�+,@&'�0*E RNA primer 4(a<8�@�B.^.��'@'Ha;96.��'<8��2,9+:72, 
H-strand (Bennet; & Clayton. 1990: 2191-2201) ��'ij�_�@�(aD:�+)]&',�'6�,)'H@:`&:)&�;^.
3;]4&2.@5'(D72,���356;('�D,�.3:65+,.(- 

 

 
 

o�[�'0�2) 11 DNA ^.3;]4&2.@5'(D72,�+9:E;(�'05=��+.*�+, /�0]&',�'6�,72,)'H@:`&:)&�; 
Cja,�'0�2)56:D 3 domain 356/�1 termination-associated sequence (TAS); central 
conserved sequence block (CSB-F, CSB-E, CSB-D, CSB-C, CSB-B) /�0 conserved 
sequence block (CSB1, CSB2, CSB3) 

 
4(a;�: 5+5/��,<�� Ruokonen, M. (2001). Phylogeography and Conservation Genetics 

of the Lesser White-Fronted Goose (Anser erythropus). p. 18.   
 
]./2A& C�'E]5D�/�0@;@D2'E (Noack; Zardoya; & Meyer. 1996: 1165-1180) ij�_� 

DNA ^.3;]4&2.@5'(D72,��� Polypterus ornatipinnis ]5D2lH)�D^.�1:.72,)'H@:`&:)&�;:1�
4(a)'H@:`���D 3� [) TAS (TACAT) /�0 palindromic motif (ATGTA) C-8��+. 4 /�0 3 \�5
9�;�8�5+) .2�<��.(-^.�1:.���,72,)'H@:`&:)&�;[) CSB-D /�0���D 5� [) CSB1, CBS2, 
/�0 CSB3 ]5D CSB1 .+-.[)�8�5+).H:&�(]2345ECja,&�6�D&�j,�+)^. lungfish /�0^.�) @;ca2ij�_�
&:�;�+;[+.lE@\H,:H:+�.���']5D^\6�8�5+).H:&�(]2345E)'H@:` cytochrome b /�0:H@&'�0*Es�56:D
:Hl( neighbour-joining /�0 maximum parsimony [):1� P. ornatipinnis .+-.;(&:�;^��6\H5�+) 
lungfish /�0 tetrapod ;���:1�^.<8�[:����56:D�+. 
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D=1 *�H:/�022)�. (Yue; Liew; & Orban. 2006: 1-13) 2lH)�D]&',�'6�,72,)'H@:`
&:)&�;^.3;]4&2.@5'(D72,��� Asian arowana (Scleropages formosus) Cja,/)1,@�B. 3 
domain ]5D;('�D�0@2(D55+,.(- domain I ;(7.�5 400 &=1@)� �'0�2)56:D)'H@:` TAS /�0 
palindromic motif *��D\�54(a��;�'m<+)�+.@�B.�+�_`0 hairpin loop 356 �1:. domain II [) 
conserved sequence block 4(a;(&:�;&�6�D&�j,�+)72,��� rainbow trout /�0 sturgeon /�0 
domain III [) TA-dinucleotide microsatellite repeat, CSB1 /�0 CSB3  

@\�/�0&.2ca.y (Zhao; et al. 2006: 793-799) ij�_�]&',�'6�,72,)'H@:`&:)&�;^.3;]4
&2.@5'(D72,��� sinipercine 7 \.H5 [):1�^. domain I �'0�2)56:D TAS Cja,;(&:�;/9�91�,
�+.^./91�0\.H5 ]5D^. Siniperca chuatsi, S. Kneri, S. undulate /�0 Coreosiniperca roulei [)  
4 \�5 ^. S. obscura [) 3 \�5 ^. Coreoperca whiteheadi [) 2 \�5 /�0^. S. scherzeri [)  
5 \�5 �1:.^. domain II [) CSB-F, CSB-E /�0 CSB-D /�0^. domain III [) CSB1, CSB2 
/�0 CSB3 ^.���4(aij�_�4��\.H5 .2�<��.(-@\�/�0&.2ca.y D+,356ij�_�&:�;�+;[+.lE@\H,
:H:+�.���'72,���4+-, 7 \.H5 ]5D^\6�8�5+).H:&�(]2345E)'H@:`&:)&�;^.3;]4&2.@5'(D]5D
:H@&'�0*E56:D:Hl( neighbour-joining /�0 maximum parsimony /�0[):1�������1; Siniperca /�0
���1; Coreoperca @�B. 2 ���1;4(a;(&:�;�+;[+.lE^��6\H5�+.;��  

56:D&�`�;)+9H72,)'H@:`&:)&�;^.3;]4&2.@5'(D4(a;(2+9'���'@�H5:H:+�.���'4(a�=,�:1� 
)'H@:`2ca. <j,;(&:�;@*;�0�;^.��'^\6ij�_�&:�;�+;[+.lE@\H,:H:+�.���'72,���^.'05+) intra-specific 
9+:2D1�,@\1. @C,/�0&.2ca.y (Tzeng; et al. 2006: 285-297) :H@&'�0*E�8�5+).H:&�(]2345E)'H@:`
&:)&�;^.3;]4&2.@5'(D72, Oryzias latipes <��4�,92.@*.c272,�'0@4i396*:+. o�&90:+.22� 
o�&^9672,�'0@4i<(. /�04�,o�&90:+.22�72,�'0@4ib(a��k. /�0<����'�'6�, phylogenetic tree 
]5D:Hl( neighbour joining (o�[�'0�2) 12) [):1� O. latipes <���'0@4i<(./�0396*:+.;(��D
:H:+�.���'/D�22�<�� O. latipes <���'0@4ib(a��k.2D1�,\+5@<. 48�^*6��;�'mDc.D+.��'<+5<8�/.� 
���\.H5.(-@�B. 2 subspecies 356/�1 O. latipes latipes /�0 O. latipes sinensis 

5+,.+-.<��'�D,�.:H<+D5+,��1�:/�5,:1�)'H@:`&:)&�;^.3;]4&2.@5'(D2�<��;�'m^\6^.
��'ij�_�&:�;�+;[+.lE@\H,:H:+�.���'72,��� Oryzias ^.�'0@4i34D ':;4+-,��'/['1�'0<�D/�0
72)@7972,\.H5^. O. minutillus 356 
 

 
 
 
 
 
 
 



 20 

 
 

 
 

 

o�[�'0�2) 12 &:�;�+;[+.lE@\H,:H:+�.���'72,��� Oryzias latipes ]5D^\6762;=��8�5+).H:&�(]2345E
)'H@:`&:)&�;^.3;]4&2.@5'(D Cja,:H@&'�0*Es�56:D:Hl( neighbour-joining /�048� bootstrap 
5000 &'+-, <��o�[/�5,&1� bootstrap 4(a;���:1� 60% @41�.+-. 

 

$()-�: Tzeng, C.-S.; et al. (2006). Zoological Studies  45: 289. 
 

 



����� 3 
��	�
��
����������� 

 
���
���������������������� 
 �������	
��
��� Oryzias 5 ���� ����	���������� ������ Oryzias minutillus, O. mekongensis, 
O.  javanicus, O.  dancena ��  O.  celebensis !�
�"#�
� �	"
��$��
%"��������	
��
������� ����
�&�
'���#�
 3  
 
��#�
 3 ����)	
��� Oryzias �� �$��
%"��������	
��
 
 
                          ����)	
���        �$��
%"��������	
��
 
 Oryzias minutillus    *. ��"

#�
  
 O. minutillus    *. &,#��%#- 
 O. minutillus    *. &,�##.�,#" 
 O. minutillus    *. �/#&�##/- 
 O. minutillus    *. &# �,#" 
 O. minutillus    *. �# �/#�#"	
,0
� 
 O. minutillus    *. &# ���� 
 O. minutillus    *. ���#�,#" 
 O. minutillus    *. �# *��/"#")��0- 
 O. minutillus    *. &
)�� 
 O. minutillus    *. �/#�#"0##�#�� 
 O. minutillus    !����&�� �# �%�����1�� 
 O. mekongensis    *. $�	
/�
 
 O. javanicus  *. 21���� 
 O. dancena   *. # �	
 
 O. celebensis  �# �%�	��!��"�3"
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��������
����� !�������"�#����#�$%��
 
 ���������. %�
&�.5����%
����6	
���)	
���	
��
��� Oryzias %"�'��'���#����������� 
/���
���$
"
� (total length) /���
�����#5�� (standard length) *���������/#"�	� (pectoral 
fin) /#"�%�	
 (pelvic fin) /#"�$��
 (dorsal fin) /#"�%��# (anal fin) �� /#"�$�
 (caudal fin) �� 
# �,����)	
���	
��
�����0")	
����,���� ����������# (Magtoon; & Termvichakorn. 2009: 37) 

 

 
 
 
2���# �	� 13 ����. %�
&�.5����%
����6	
���)	
���&�,� Oryzias �# �	����
/���
��

�$
"
� (total length) /���
�����#5�� (standard length) /#"�	� (pectoral fin) /#"�%�	
 
(pelvic fin) /#"�$��
 (dorsal fin) /#"�%��# (anal fin) �� /#"�$�
 (caudal fin)   

 
�$��� &"�#���
'(����)%�)��������� 
 	,��#.- 

 

1. �/#��	
����'�$�	
�U�������# ���� �"���	#- �# �	���
 *����� ���6	 �%�
/�&�#  
2. ���/"�  
3. ����)
�
  
4. �)���)"�
  
5. /�����	#-��	#-��"
#- (digimatic caliper) #,�� absolute digimatic  
6. ���	
*,�%##��-&��	#�!	  
7. �/#��	
���
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 &�#�/�" 
1. Y	#-����� 5% 
2. �	%���	��	[	�- 75%, 95% 
3. &�#� ��
�	���"
� ��1 (alcian blue solution) (�	���"
� ��1 0.02 �#�� ��	�#��6��&�� 

(30% '��	%���	��	[	�-) 100 ��������#) 
4. !��%&�3"
��[�#	��3�- 
5. �[!�#�*���	#-		��3�- 
6. &�#� ��
	 ��3�#"� �#� (alizarine red solution) (	 ��3�#"� �#� 0.1 �#�� ��	!��%&�3"
�

�[�#	��3�- (0.01%) 100 ��������#) 
7. %#��3�� (trypsin) 
8. `
!3��"
��	�#� 
9. ��"�3	#"� 
10. �6������� 
11. �%�	� (thymol) 

  
��	�
��
����������� 
 �����
*��
 
 ������	
��
��� Oryzias ��
&����	
'�Y	#-������)��)�� 5% %�6
��� 48 ����!�
 ����
���"�
���a��	%���	��	[	�- 75% ���)���)	
���	
��
�����0"��#)	
[��&-�� �����	#- (Hubbs; & 
Lagler. 1967: 24-26) �� ����!� (Nagabo. 2002: xxix-xxx) !�
'��/�����	#-��	#-��"
#- %"��"/���
� �	"
� 0.01 mm '���#�����
�"6 
 1. /���
�����#5�� ���*�����
&,�)	
�������*�g�
�# �1�$�
)�	&,�%��
  
 2. /���
���$
"
� ���*�����
&,�)	
�������*�g�
���
&,�)	
���$�
 
 
 ����������������'��� 
 '���#���*���������/#"���6�* '����0"���`������	
*,�%##��-&��	#�!	 $#�	'����0"��#�	

'&�� 
�	�&"�# �1�3��
������
*����0")	
��
��	#-/�&�� 	1��	#- (Dingerkus; & Uhler. 1977: 229-
232) #��������0")	
�	%0	Y (Potthoff. 1984: 35-37) ����	'$��$��*���������/#"�%"����)�6�!�
�"
)�6��	���
�"6  
 1. ���*���6��		�*��������!�
������	
��
������'��	%���	��	[	�- 75% �������"�
���a�
�	%���	��	[	�- 95% ��������� )�6��	��  24 ����!�
 
 2. ������	
��
��
�	�&"�# �1�	�	����
��#���'�&�#� ��
�	���"
� ��1 ��a����� 12 ����!�
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 3. �#��# ��� pH )	
&�#� ��
'$���a����
���
&�#� ��
!3��"
��	�#�	������ ��a����� 
24 ����!�
 
 4. Y	�&"���������
&�#� ��
3��
�# �	����
�[!�#�*���	#-		��3�- 3% �#����# 
15 ml `&����&�#� ��
!��%&�3"
��[�#	��3�- 0.2% �#����# 85 ml ��a�# 
 ���� 1-2 ����!�
 
 5. *����6��	
'&'�&�#� ��
!��%&�3"
��[�#	��3�- 0.1% $#�	���'�&�#� ��
 
%#��3�� *��# %��
��������6	)	
���	
��
/�	�)��
'& 
 6. 
�	�&"�# �1��)�
���
&�#� ��
	 ��3�#"� �#� ��a����� 24 ����!�
 
 7. ���
&"		�*����������6	)	
���'$��$��	����k�� %"��# �1����
&�#� ��
!��%&�3"
� 
�[�#	��3�-�)��)�� 0.1% $#�	���'�&�#� ��
%#��3�� *��# %��
��������6	)	
���	
��
'& 
 8. ����#�������	
��
'���"�3	#"� !�
/�	
l �����/����)��)��*�� 50%, 70% ��  
100% ��������� ����������%�	��
��������	
����	�m	
������6	#� 
  
 ��#���*���������/#"�* '����0"��#)	
[��&-�� �����	#- (Hubbs; & Lagler. 1967:  
19-21) �� ����!� (Nagabo. 2002: xxx-xxxviii) 3��
�"$�����#��
�"6 
 1. *���������/#"�	� ���*���������/#"������#�*�g�
����/#"�����&,�%��
)	
/#"�	� 
 2. *���������/#"�%�	
 ���*���������/#"������#�*�g�
����/#"�����&,�%��
)	
/#"�%�	
 
 3. *���������/#"�$��
 ���*���������/#"������#�*�g�
����/#"�����&,�%��
)	
/#"�$��
 
 4. *���������/#"�%��# ���*���������/#"������#�*�g�
����/#"�����&,�%��
)	
/#"�%��# 
 5. *���������/#"�$�
 !�
���*���������/#"���
�"6 
   5.1 *���������/#"�)	
5��������)	
/#"�$�
 (upper caudal fin ray) ���
*���������/#"�%"�����)�
)	
5��������)	
/#"�$�
 
   5.2 *���������/#"�)	
5���������
)	
/#"�$�
 (lower caudal fin ray) ���
*���������/#"�%"�����)�
)	
5���������
)	
/#"�$�
 
 6. *�����)�	�# �1�&��$��
 !�
���*�����)�	�# �1�&��$��
��
�"6 
   6.1 *�����)�	�# �1�&��$��
%�6
$�� (total vertebrae) ���*�����)�	�# �1�&��
$��
*���# �1�&��$��
)�	�#�%"�&���$��*�g�
)�	�# �1�&��$��
)�	&,�%��
��	��# �1�5��/#"�$�
 
   6.2 *�����)�	�# �1�&��$��
$���%��# (abdominal vertebrae) ���*�����)�	
�# �1�&��$��
*���# �1�&��$��
)�	�#�%"�&���$��*�g�
)�	�# �1�&��$��
�#
����$��
%"���6
k�����
����/#"�%��#�����#� 
   6.3 *�����)�	�# �1�&��$��
$��
%��# (caudal vertebrae) ���*�����)�	�# �1�
&��$��
*������$��
%"���6
k���������/#"�%��#�����#�*�g�
)�	�# �1�&��$��
)�	&,�%��
��	�
�# �1�5��/#"�$�
 
 7. *������# �1�/6��*,��$
�	� (branchiostegal rays $#�	 BOG) ���*�����3"��# �1�/6��
*,��$
�	�3��
	
1�'���# �1��r��$
�	� 



 25 

��������%��������#
��+(
��$�"�#'��(��(,��	&
%������-�����  
�$��� &"�#���
'(����)%�)��������� 
 	,��#.- 

1. Micropipette  
2. Microcentrifuge tube  
3. Microcentrifuge  
4. �/#��	
������#���. DNA (MiniCycler™MJ Research)  
5. �,�	�����!%#!Y#�3�&  
6. UV transilluminator  
7. ���	
g��
#1� Vilber Lourmat  
8. �1��
�� 4°C ��  -20°C  
9. Water bath  
10. �����!/#��Y   

  
 &�#�/�" 

1. Agarose  
2. Ampicillin  
3. Boric acid 
4. DNeasy®Tissue Kit  
5. dNTPs (deoxynucleoside triphosphates) 
6. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 
7. Ethidium bromide 
8. 2-Log DNA Ladder 
9. IPTG (isopropylthiogalactoside) 
10. Isopropanol 
11. LB broth (tryptone (1%, w/v), Bacto™yeast extract (0.5%, w/v), NaCl (1%,w/v)) 
12. Lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 50 mM NaCl, 2% sodium dodecyl sulphate) 
13. Nuclease-free water 
14. PCR buffer 
15. pGEM®-T Easy Vector System I  
16. Potassium acetate 
17. Proteinase K 
18. QIAGEN® Plasmid Mini Kit  
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19. QIAquick™ Gel Extraction Kit  
20. RNase A 
21. Taq DNA polymerase 
22. X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactoside) 

 
��	�
��
����������� 
������
 DNA +
�)%� DNeasy®Tissue Kit 
 ������	
��
������� ������� *����6����� lysis buffer �#����# 180 µl ��  proteinase 
K �#����# 20 µl ����	'$�� �	"
�������������%"�	,.$21�� 56°C ��a����� 12 ����!�
 *����6����� 
RNase A �#����# 4 µl %�6
��� 2 ��%" %"�	,.$21��$�	
 ������Y�Y	#- AL �#����# 200 µl `&�'$��)��
��� �����	%���	��	[	�-&���1#.- 200 µl `&�'$��)����� ���&���`&�%�6
$��'&�'� DNeasy column 
����������$�"�

%"� 5220 xg ��a����� 1 ��%" �%&���%"���a�)	
�$��%�6
 ������Y�Y	#- AW1 �#����# 
500 µl ����������$�"�

%"� 5220 xg ��a����� 1 ��%" �%)	
�$��%�6
 ������Y�Y	#- AW2 �#����# 
500 µl ����������$�"�

%"� 16000 xg ��a����� 3 ��%" �  DNA 		����
��#���� nuclease-free 
water 100 µl %�6
���%"�	,.$21��$�	
 2 ��%" *����6�����������$�"�

%"� 5220 xg ��a����� 1 ��%" ��� 
DNA %"�����������'��1��
�� -20°C  
 
���
,��(���(�  DNA ���
� '��'$()�;(+�'��

���
���
�'��' PCR 
 ������#���. DNA �#���./��/,�'���!%/	���#"
)	
��� Oryzias %�6
 5 ���� ���

�%/��/ PCR !�
'�� primer ��
��#�
 4 !�
2���# �	� 14 �&�
����$��
��#*��)	
 primer 
�� DNA )	
��!%/	���#"
	
��
/#���l ����  PCR reaction �"�#����# 25 µl 3��
�# �	����

&�#���
l %"��"/����)��)��&,�%��
��
�"6 50 ng genomic DNA template, 1X PCR buffer, 0.2 mM 
dNTPs, 1 µM forward primer, 1 µM reverse primer ��  0.5 unit Taq DNA polymerase  
 
��#�
 4 Primer &��$#����#%�� PCR ��  DNA sequencing 
 

Primer ��������	
���
�����
� primer 5� → 3� %��%�
 �	�&�#	��
	�
 
L15923 5�-TTA AAG CAT CGG TCT TGT AA-3� forward Iguchi; & Nishida. 2000 
H16498 5�-CCT GAA GTA GGA GGA ACC AGA TG-3� reverse Iguchi; & Nishida. 2000 
Cont-42Re 5�-CTT AAC ATC TTC AGT GTT ATG CTT T-3� reverse  Kang; et al. 2005 
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2���# �	� 14 ����$��
��#*��)	
 primer �� DNA )	
��!%/	���#"
 
 
 ���&���`&�%�6
$��)	
 PCR reaction �)���/#��	
 MiniCycler™MJ Research !�
���$��
	,.$21���� ������
��	���"6 
 

 
/1� primer 

L15923 ��  H16498 
/1� primer 

L15923 ��  Cont-42Re 
)�6�%"� 1 Initialheating 94°C  2 ��%" 94°C 2   ��%"  
)�6�%"� 2 Denaturation 94°C  1 ��%" 94°C 1   ��%"  
)�6�%"� 3 Annealing 50°C  1 ��%" 55.4°C 1   ��%"  
)�6�%"� 4 Extension 72°C  1 ��%" 72°C 1   ��%"  
)�6�%"� 5 Final extension 72°C  2 ��%" 72°C 10   ��%"  
 
 &��$#�� PCR reaction %�6
$�� %��36��'�)�6�%"� 2 g�
)�6�%"� 4 *����� 30 #	� *����6���� 
PCR product ��
&������#�*!�
�%/��/ agarose gel electrophoresis !�
�%"
�)���)	
 
PCR product ��� DNA ���#5�� (2-Log DNA Ladder) 
 
������ PCR product )D�����$�	�E 
 *����#�#�*�1`� PCR product ���
�%/��/ agarose gel electrophoresis ���	�����g�
)���)	
��6� DNA %"���	
��# *����6������%��'$��#�&,%0�����
�,� QIAquick™ Gel Extraction Kit ���

��0"���/1���	��
��	���"6 ������Y�Y	#- QG �#����# 3 �%��)	
�6��$����*�%"������� `&�'$��)����� %�6
���%"�
	,.$21�� 50°C ��� 10 ��%" *��*�� ��
$�� *����6����� 3M sodium acetate �#����# 10 µl ��  
isopropanol �#����#�%������6��$����*� `&�'$��)����� %�6
��� 1 ��%" �����1�&���`&�%�6
$��'&��
'� 
QIAquick column ����������$�"�

 ��� 2 ��%" %�6
&�#� ��
%"�`��� column %�6
$�� ������Y�Y	#- 
QG �#����# 500 µl %�6
��� 1 ��%" ����������$�"�

��� 1 ��%" %�6
&�#� ��
%"�`��� column %�6
$�� 
������Y�Y	#- PE �#����# 750 µl ��6
%�6
��� 2-5 ��%" ��������������$�"�

��� 1 ��%" %�6
&�#� ��
%"�
`��� column %�6
$�� ��������������$�"�

��� 1 ��%"	"�/#�6
 ��� column ����
�� microcentrifuge 
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tube )��� 1.5 ml �  DNA 		����
��#���� nuclease-free water �#����# 35 µl %�6
��� 1 ��%" ����
����������$�"�

 ��a����� 1 ��%" '���#�����$�"�

���� /#�6
'��/����#�� 13800 xg ��� DNA %"������
�#�*&	�	"�/#�6
���
�%/��/ agarose gel electrophoresis 
 
���+'��%�F� PCR product 
 ���	�'�����&��� pGEM®-T Easy Vector '���#!/����6� PCR product %"����*��/1� 
primer L15923 ��  Cont-42Re !�
�`�%"�)	
���&���%"�'���&�
'�2���# �	� 15 
 

 
 

2���# �	� 15 �`�%"�)	
 pGEM®-T Easy Vector 
 

%"���: /1���	 pGEM®-T Easy Vector System I 
  
 ���
%G��(���%�F� PCR product ��� DNA vector 

��#����	���	��6� PCR product �#���./��/,�'���!%/	���#"
%"����*��/1� primer L15923 
��  Cont-42Re )	
 O. minutillus, O. mekongensis, O.  javanicus, O.  dancena ��  O.  celebensis 
��� pGEM®-T Easy Vector %��'� reaction �#����# 15 µl !�
'�� molar ratio %"��$�� &�# $���
 
DNA vector ��� insert �#�	����
 3 units )	
 T4 DNA ligase ��  1X Rapid Ligation Buffer 
���� nuclease-free water ����	'$�����#����#&,�%��
 15 µl `&�&���`&�%�6
$�����l �� %�6
���%"�
	,.$21�� 4°C ��a����� 16 ����!�
 ����	'$���� recombinant DNA 
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������ recombinant DNA 
*���L�
M��&
�������"�#'�

�G��+
���	� blue-white 
��#��� recombinant DNA �)��&1��3��-�*������ Escherichia  coli &�
���0,- XL1-Blue �"

)�6��	���
�"6 `&� ligation mixture �#����# 15 µl ��  competent cell �#����# 150 µl '$��)����� 
*����6���������'��6���)�
��a����� 30 ��%" $��
*����6������'$�/���#�	�%"�	,.$21�� 42°C ���  
2 ��%" ����
��
���������'��6���)�
%��%"��a����� 20 ��%" ���� LB broth �#����# 1 ml ��������
%"�	,.$21�� 37°C ��a����� 2 ����!�
 *����6����&���`&�%"������ spread �
�� LB agar %"����� 
ampicillin (100 µg/ml), X-gal (40 mg/µl) ��  IPTG (200 ng/ml) %�6
���%"�	,.$21�� 37°C )���/��  
 /�����	�!/��%"��" recombinant DNA ���
��0" blue-white !�
	���
$�����#%"����&��� 
pGEM®-T Easy Vector �"�#���.&��$#����#!/��	
1�'�
"� lacZ 3��
��a�
"�%"�/��/,���#&#��

�	��3�- β-galactosidase %"�&���#g
�	
 X-gal �� %��'$����"�
�*������"&"'$���a�&"�6���
�� ��
��6�
!/!��"%"����#�����&���%"��#��*�� recombinant DNA * �"&"�6���
�� ����	
*��
�
�"
"� lacZ  
%"�&��1#.- '�). %"�!/!��"%"����#����6� recombinant DNA * �"&")�� ����	
*������"��#&#��
�	��3�-  
β-galactosidase ����	
�	
 X-gal 
 ���	�!/!��"&")�� 10-15 !/!��" �� streak ��	�$�# LB agar %"��" ampicillin (100 µg/ml) 
%�6
���%"�	,.$21�� 37°C )���/�� 
 

���������	 recombinant DNA 
���
���������������������� 
���������	 recombinant DNA 
���
������
���
���� PCR  

      ��	��
� recombinant DNA �����
��������������
��������	������
��	���%�� 
PCR !�
'��/1� primer L15923 ��  Cont-42Re �#�	����
	,.$21���� �������%"����������)��
��� 
*����6���� PCR product ��
&������#�*!�
�%/��/ agarose gel electrophoresis  
 
  �������������������
 QIAGEN Plasmid Mini Kit 

/�����	�!/!��"&")��%"��" recombinant DNA %"���	
��#)	
 O. minutillus,  
O. mekongensis, O.  javanicus, O.  dancena ��  O.  celebensis �����  2 !/�� (1 !/�� *��
��� 1 ���) �������"6

��	'�	�$�# LB broth �#����# 3 ml �#�	����
 ampicillin (100 µg/ml) ���
)���/��%"�	,.$21�� 37°C ���/#��	
�)
�� *����6�������6	%"���"6

����������$�"�

��a����� 3 ��%" ����
�%	�$�#%�6
 '&���Y�Y	#- P1 �#����# 300 µl �� ��Y�Y	#- P2 �#����# 300 µl `&����l %�6
���%"�
	,.$21��$�	
 5 ��%" ������Y�Y	#- P3 �#����# 300 µl ���&�#� ��
%"�������'��6���)�
��a�����  
5 ��%" *����6�����������$�"�

��� 10 ��%" ���&�#� ��
%"����'&�'� QIAGEN-tip %"���#"
���� (!�

��#������Y�Y	#- QBT 1 ml) #	*�&�#� ��
/�	
l $
�*�$�� *����6����
 QIAGEN-tip ���

��Y�Y	#- QC 2 ml 2 /#�6
 
��
 QIAGEN-tip ����
'� microcentrifuge tube )��� 1.5 ml '&�
��Y�Y	#- QF �#����# 800 µl `��� QIAGEN-tip ���� isopropanol �#����# 560 µl ����� 



 30 

�����$�"�

��� 30 ��%" /�	
l �%&�#� ��
%�6
 ���
 DNA pellet ���
 �	%���	��	[	�- 70% 1 ml 
%�6
'$��$�
 *����6����� nuclease-free water 35 µl ���� DNA %"����'��1��
�� -20°C '���#�����$�"�


���� /#�6
'��/����#�� 13800 xg 
 
���D����
�����'��+�;�
& 
 ��� PCR product %"��#�&,%0��)	
 O. minutillus %"����*��/1� primer L15923 ��  H16498 
�� ���&���%"��"��6� DNA %"���	
��#)	
 Oryzias %�6
 5 ����%"����*��/1� primer L15923 ��  Cont-42Re 
&�
��$����������/�"!	�%�-!�
�%/��/ DNA sequencing %"��#���% Macrogen �# �%����$�"'�� 
 
���
�����
�������
�����'��+�;�
& (sequence alignment) "�#�������� phylogenetic tree 

��#"
��%"
����������/�"!	�%�-�#���./��/,�'���!%/	���#"
)	
��� Oryzias %�6
 5 ���� 
!�
'����� ����'�����������/�"!	�%�-%"���a��	�k��%- (consensus sequence) *��%�6
 2 !/�� ���

!�#��#� Clustal X (Jeanmougin; et al. 1998: 403-405) �� ���/#� $-!/#
&#��
)	
�#���.
/��/,�%�6
 3 domain !�
�%"
�����#���./��/,�'���!%/	���#"
)	
���'���,��������� (sinipercine) 
(Zhao; et al. 2006: 793-799) ���/�#-� ��  zebrafish (Guo; Liu; & Liu. 2003: 25-38) '���#&#��
 
phylogenetic tree ����	���/#� $-/���&�����0-���
���������#���
!�#��#� PAUP* version 4.0b 
(Swofford. 1998) !�
��0" parsimony (branch-and-bound search) '��)�	�1����������/�"!	�%�-
�k�� '� domain II ��  domain III 3��
�"��#*���#"

���������/�"!	�%�-�)��������	
��
����*� (����" 
ambiguous site) �� '�� Cololabis saira (GenBank accession number AP002932) ��a� 
outgroup  

&��$#�� O. minutillus %"����*���$��
��#��# *�
���
l ��6� ������������/�"!	�%�-��
&���
)	
�#���./��/,�'���!%/	���#"
 (domain I) ����#"
��%"
����������/�"!	�%�-!�
'��!�#��#� 
Clustal X �� &#��
 phylogenetic tree ����	���/#� $-/���&�����0-���
���������#!�
'��!�#��#� 
PAUP*version 4.0b ���
��0"������"
����)��
��� ���'�� O. dancena ��  O. celebensis ��a� 
outgroup  
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�������	
��
��� Oryzias 5 ����

���������&�.5����%
��� ��## �,����
)	
 Oryzias 5 ����

����������"���%
�# ���!����,�
)	
 Oryzias 5 ���� #��%�6


O. minutillus *���$��
��#��# *�
���
l

&��� DNA

������#���. DNA �#���./��/,�'���!%/	���#"

)	
 Oryzias 5 ����

!�
�%/��/ PCR �� '��/1� primer
L15923 ��  Cont-42Re

������#���. DNA ��
&���)	
�#���./��/,�'���!%/	���#"

)	
 Oryzias minutillus

!�
�%/��/ PCR �� '��/1� primer
L15923 ��  H16498

%�� PCR product '$��#�&,%0�� %�� PCR product '$��#�&,%0��

!/����6� PCR product

$����������/�"!	�%�-

$����������/�"!	�%�-

���/#� $-!/#
&#��
)	
�#���./��/,�
'���!%/	���#"
)	
 Oryzias 5 ���� 

�� &#��
 phylogenetic tree 
!�
'�����������/�"!	�%�-

 �#���. domain II ��  domain III

&#��
 phylogenetic tree 
!�
'�����������/�"!	�%�-�#���. domain I 
����	���/#� $-/���&�����0-���
���������#

)	
 Oryzias minutillus
*���$��
��#��# *�
���
l

�������	
��
��� Oryzias 5 ����

���������&�.5����%
��� ��## �,����
)	
 Oryzias 5 ����

����������"���%
�# ���!����,�
)	
 Oryzias 5 ���� #��%�6


O. minutillus *���$��
��#��# *�
���
l

&��� DNA

������#���. DNA �#���./��/,�'���!%/	���#"

)	
 Oryzias 5 ����

!�
�%/��/ PCR �� '��/1� primer
L15923 ��  Cont-42Re

������#���. DNA ��
&���)	
�#���./��/,�'���!%/	���#"

)	
 Oryzias minutillus

!�
�%/��/ PCR �� '��/1� primer
L15923 ��  H16498

%�� PCR product '$��#�&,%0�� %�� PCR product '$��#�&,%0��

!/����6� PCR product

$����������/�"!	�%�-

$����������/�"!	�%�-

���/#� $-!/#
&#��
)	
�#���./��/,�
'���!%/	���#"
)	
 Oryzias 5 ���� 

�� &#��
 phylogenetic tree 
!�
'�����������/�"!	�%�-

 �#���. domain II ��  domain III

&#��
 phylogenetic tree 
!�
'�����������/�"!	�%�-�#���. domain I 
����	���/#� $-/���&�����0-���
���������#

)	
 Oryzias minutillus
*���$��
��#��# *�
���
l

 
 
 

2���# �	� 16 2��&#,���0"���������#��*�
 



����� 4 
��	
����
� 

 
	
���	�
�
���
�����
�����
 
 ���������	
���
�	�����������������������
��� Oryzias minutillus, O. mekongensis, 
O. javanicus, O. dancena ��
 O. celebensis ����� �!
��� 17 
 
 

 
 
 

�� �!
��� 17 ��� Oryzias 5 %��� �&'(%�(���!����� Oryzias minutillus (A), O. mekongensis (B), 
O. javanicus (C), O. dancena (D), ��
 O. celebensis (E) 

A 

B 

C 

D 

E 
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  ��	�� ����
�����
�
�!� 	
�"
� Oryzias 5 $���  
  Oryzias minutillus 

  2&3��2���2��!����4�&'� 11.98 2�����2�! ��
3��2����8�&���4�&'� 15.18 2�����2�! 
�9����(
:2;2&
&���������9���� 2&<9��������3!&��� 6-8(7) ���� <9��������3!&����� 4-5(5) ���� 
<9��������3!&�8��� 5-6(6) ���� <9��������3!&����! 17-21(18) ���� <9��������3!&��&'�������
���������������3!&� 3 ���� 
;��<9��������3!&��&'������������������;�����3!&�8�� 4 ���� 
<9�����!
�A�
��8�������82� 24-27(25) ��� ��;���B��!
�A�
��8���8������! 9-11(10) ��� ��

�!
�A�
��8���8������! 15-16(16) ��� ��
2&<9�����!
�A�3�9�<���8���� (branchiostegal rays 8!�� 
BOG) 4 T&' 
  Oryzias mekongensis 

  2&3��2���2��!����4�&'� 12.15 2�����2�! ��
3��2����8�&���4�&'� 15.42 2�����2�!  
2&<9��������3!&��� 7-8(7) ���� <9��������3!&����� 6 ���� <9��������3!&�8��� 6-7(6) ���� 
<9��������3!&����! 15-16(16) ���� <9��������3!&����������������3!&�8�� ����3!&��&'���
���� 4 ���� 
;��<9��������3!&������������;�����3!&�8�� 2&<9��������3!&��&'������� 5 ���� 
2&<9�����!
�A�
��8�������82� 26-29(27) ��� ��;���B��!
�A�
��8���8������! 11-12(11) ��� ��

�!
�A�
��8���8������! 15-17(16) ��� ��
2&<9�����!
�A�3�9�<���8���� 4 T&'  

  Oryzias javanicus 

  2&3��2���2��!����4�&'� 25.69 2�����2�! ��
3��2����8�&���4�&'� 31.87 2�����2�! 
2&<9��������3!&��� 10-12(12) ���� <9��������3!&����� 6 ���� <9��������3!&�8��� 7 ���� 
<9��������3!&����! 23-24(23) ���� <9��������3!&����������������3!&�8�� 2&<9��������
3!&��&'������� 4-5(4) ���� 
;��<9��������3!&������������;�����3!&�8�� 2&<9��������3!&��&'
������� 5 ���� 2&<9�����!
�A�
��8�������82� 28-29(29) ��� ��;���B��!
�A�
��8���8������! 
11 ��� ��
�!
�A�
��8���8������! 17-18(18) ��� ��
2&<9�����!
�A�3�9�<���8���� 5 T&' 
  Oryzias dancena 

  2&3��2���2��!����4�&'� 24.75 2�����2�! ��
3��2����8�&���4�&'� 31.01 2�����2�! 
2&<9��������3!&��� 10-11(11) ���� <9��������3!&����� 6 ���� <9��������3!&�8��� 7-8(7) ���� 
<9��������3!&����! 22-24(22) ���� <9��������3!&����������������3!&�8�� 2&<9��������
3!&��&'������� 4-5(4) ���� 
;��<9��������3!&������������;�����3!&�8�� 2&<9��������3!&��&'
������� 4-5(5) ���� 2&<9�����!
�A�
��8�������82� 27-28(28) ��� ��;���B��!
�A�
��8���8���
���! 11 ��� ��
�!
�A�
��8���8������! 16-17 ��� ��
2&<9�����!
�A�3�9�<���8���� 5 T&' 
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  Oryzias celebensis 

  2&3��2���2��!����4�&'� 27.94 2�����2�! ��
3��2����8�&���4�&'� 34.03 2�����2�! 
2&<9��������3!&��� 8-9(9) ���� <9��������3!&����� 6 ���� <9��������3!&�8��� 7-9(8) ���� 
<9��������3!&����! 20-22(22) ���� <9��������3!&����������������3!&�8�� 2&<9��������
3!&��&'������� 4-5(5) ���� 
;��<9��������3!&������������;�����3!&�8�� 2&<9��������3!&��&'
������� 4-5(4) ���� 2&<9�����!
�A�
��8�������82� 29-31(30) ��� ��;���B��!
�A�
��8���8���
���! 11-12(11) ��� ��
�!
�A�
��8���8������! 18-19(19) ��� ��
2&<9�����!
�A�3�9�<���8���� 5 T&' 
 

��!�� 6 
!��3;���!�����
���
;���;��U ��� Oryzias 5 %��� 
 

 O. minutillus O. mekongensis O. javanicus O. dancena O. celebensis 

3��2���2��!��� (22.) 11.98 12.15 25.69 24.75 27.94 
3��2����8�&�� (22.) 15.18 15.42 31.87 31.01 34.03 
<9��������3!&�       
   3!&��� (����) 6-8(7) 7-8(7) 10-12(12) 10-11(11) 8-9(9) 
   3!&����� (����) 4-5(5) 6 6 6 6 
   3!&�8��� (����) 5-6(6) 6-7(6) 7 7-8(7) 7-9(8) 
   3!&����! (����) 17-21(18) 15-16(16) 23-24(23) 22-24(22) 20-22(22) 
   3!&�8�� (����)      
      �����&'�������������3!&�8��
;���� (����)     3 4 4-5(4) 4-5(4) 4-5(5) 
      �����&'�������������3!&�8��
;���;�� (����)     4 5 5 4-5(5) 4-5(4) 
<9��������!
�A�
��8�������82� (���) 24-27(25) 26-28(27) 28-29(29) 27-28(28) 29-31(30) 
<9��������!
�A�
��8����������� (���) 9-11(10) 11-12(11) 11 11 11-12(11) 
<9��������!
�A�
��8�������8�� (���) 15-16(16) 15-17(16) 17-18(18) 16-17 18-19(19) 
<9�����!
�A�3�9�<���8���� (T&') 4 4 5 5 5 

 
	
���	�
$������
� ���%&'�	(�  
	
��	�� DNA *� 	
�'+��&!��&
� DNA ���'��,��,(&-�.&%�,
�'��������'�,��, PCR 
 ��!
��� DNA <�� Oryzias 5 %��� W��(%� DNeasy®Tissue Kit™ ��
� �'2�!�2�	 
DNA �!���	3��3�2(�:2W�3����!&������� Oryzias 5 %��� <����!�9� PCR W��(%�3A; primer  
L15923 ��
 Cont-42Re :�� PCR product ��� Oryzias ��;�
%����&'2&�����&'����;�����  
(����� �!
��� 18) 3�� O. minutillus  2&�����!
2�	 1500 3A;��
 O. mekongensis 2&����
�!
2�	 1000 3A;��
 O. javanicus 2&�����!
2�	 1400 3A;��
 O. dancena 2&�����!
2�	 
1400 3A;��
 ��
 O. celebensis 2&�����!
2�	 1100 3A;��
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�� �!
��� 18 PCR product �!���	3��3�2(�:2W�3����!&���� Oryzias 5 %���W��(%�3A; 

primer L15923 ��
 Cont-42Re �
������&� lane 1: O. minutillus lane 2: O. mekongensis 
lane 3: O. javanicus lane 4: O. dancena lane 5: O. celebensis W�� lane M 3�� 2-Log 
DNA Ladder 

 
	
�'+��&!��&
� DNA �
��1��"
����'��,��,(&-�.&%�,
�'��������'�,��, PCR 
 � �'2�!�2�	 DNA �!���	3��3�2(�:2W�3����!&���� O. minutillus 11 �8�;�(�
�!
���:�� ��
 1 �8�;�<���!
�����2 A%� ������3��3 PCR W��(%�3A; primer L15923 ��
 
H16498 :�� PCR product ��� O. minutillus ��;�
�8�;� 2&�����!
2�	 1000 3A;��
 
(�� �!
��� 19) 
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�� �!
��� 19 PCR product ���
;������!���	3��3�2(�:2W�3����!&���� O. minutillus (�

��;�
�8�;�W��(%�3A; primer L15923 ��
 H16498 �
������&� lane 1: <. �%&��!�� lane 2:  
<. 
�!���!f  lane 3: <. 
� !!	��!&  lane 4: <. �3!
�!!3f  lane 5: <. 
!
��!&  lane 6:  
<.  !
�3!�!&���g�� lane 7: <. 
!
���� lane 8: <. � %!��!& lane 9: <. �!
<��3&!&���gf 
lane 10: <. 
���� lane 11: <. �3!�!&g!!2!�% lane 12: W����
�� �!
�����2 A%� W�� 
lane M 3�� 2-Log DNA Ladder 

 
 	
�%,��$�2� PCR product '"�
�:1+�
�&�� 
 �9�%��� PCR product �&'�!�
��g�h��� Oryzias ���� 5 %��� �&':��<����!�9� PCR W��(%�3A; 
primer L15923 ��
 Cont-42Re �%�'�2�;���� ��
2�� pGEM®-T Easy <�������9� recombinant 
DNA �&':������
A;�T��f�<������ Escherichia  coli 
�� ��g�f XL1-Blue 3�������W3W��&������g&  
blue-white W�������W3W��&
&��� ��
�!�<
��W3W��&
&����&'2& recombinant DNA ������3��3 
PCR W��(%�3A; primer ������� �!�<
��k� PCR product ������3��3 agarose gel electrophoresis 
(�� �!
��� 20) �9�W3W��&�&' � recombinant DNA 2�
��� ��
2��W��(%� QIAGEN Plasmid 
Mini Kit ��
�9�:�8��9�������3�&W�:��f 
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�� �!
��� 20 �����;��k�<����!�!�<
��W3W��&
&����&'2& recombinant DNA ������3��3 

PCR ����!���	3��3�2(�:2W�3����!&�(� O. mekongensis W�� lane �&' 1-2 ��
 8-12 
 � recombinant DNA �&'������! �!
��������!���	3��3�2(�:2W�3����!&�����
�!
2�	 1000 3A;��
  

 
�;
������,��%
.��<���'��,��,(&-�.&%�,
�'���� 
 �9�������3�&W�:��f����82�����!���	3��3�2(�:2W�3����!&���� O. minutillus, 
O. javanicus, O. dancena, O. celebensis, ��
 O. mekongensis 2&���� 1305, 1256, 1226, 
841 ��
 786 3A;��
 ��2�9���� W�� ����3�&W�:��f�&'2&3��2����;�����(���;�
%��� (%����
  
2 W3��) ����&� O. minutillus  �3��2����;��������3�&W�:��f 6 �9��8�;� O. mekongensis  � 
22 �9��8�;� O. dancena  � 15 �9��8�;� O. javanicus  � 4 �9��8�;� ��
 O. celebensis :2;
 ��9�������3�&W�:��f�&'����;����� W���9�������3�&W�:��f�!���	3��3�2(�:2W�3����!&���� 
Oryzias ���� 5 %��� �
��(���!�� 7 ��
!���
��&��������3�&W�:��f�
��(���!�� 8 
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��!�� 7 �9�������3�&W�:��f�&'��B����4���f��� Oryzias 5 %��� �&':��<�� PCR product W��(%�3A; 
primer L15923 ��
 Cont-42Re  

 

O. minutillus  
CCGAGATCTGCCCCCCACGACTAATTTCGCCTAAAAGTTGACTATATTTTTCAGACCTAAAATCCAACCCACGCGATCGTTATCGRTGA

GTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCYTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAACCCTGCCGAGGGGTCGC

CGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCCGAGCT

CTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAATTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCC

TTCATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGCACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTT

GACAAGACTTCAAGGAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCAT

GATCGATAGAAATCAATAGAAGAAAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCAC

AAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTTGTATCCTTGTTTTGAGCCCAATRACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC

ATATTCCGTCGAGACACCGTCATCACGTTATAACTTAAGGTTAACTCTTATTGAAAGGTCAGGGTCCCACATCTTGGGGGTYGCACACC

AGTGAACTATTACTGGCATCTGGTTCCTATTTCAGGTCCATTYRTCCATTAATACTCATTCGTTCCTTGAACCTGACATAAGTTAATGG

TGGAGTACATATTCTGAAGTTACCCACCATGCCGAGCATTCTTTCCATAGGGCTATGGGTTTTTTTTTTATCTAAATTTCACCTGGCAT

CTCACAGTGCAGCGCTAAGGCTAACTAACAAGGCTGTACATCTAGACAATCTGCCGCTAATAATATGGTGATAGTTAATGAAAGATATT

CGTTTTTTAAATTGCATAACTGATATCTAGAGCATAAATCATAAAATGAAACTCTTAAAATTTCTATGATTTTTCCCCCCGGCTTTTGC

GGGTCAAACCCCCCCTACCCCCCCAATACTCGAGAGATGACTATGACTCCTGCAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATCCCTACTAGTATT

TTTTGATGCCCCCTTTGTAAAATTTTTGCGTGTATTTACACTATTAAAATAATGCAAAT 

 

O. mekongensis 
CCGGGCTCTGCCCCCARGCCCGATTTTTGTCCCTAAATACTTATATGTAATATCACCATTAATAGAWYTAAACCATTTTTGCCTAGTATAYAMMGTCCATGC

ATCCAAATTATTTTTACCATAGGGTACATACACCTACGATTGGTTTAATCGGCACAAGTGTGCCACAGCTAGTTTCAAGTCATCCACATCCTTCCTTCGATT

GTTACTTAATGTAGTAAGAGACCACCATCAGTTGATTTCTTAATGCTAACGTTTCTTGATGGTCAGGGACAGAAATYGTGGGGGTTTCACCTAGTGAACTAT

TCCTGGCATTTGGTTCCTATTTCAGGKCCATAWTRACCTTATTACCCATACGTTCCTTGAAGCTTGCATAAGTTAATGGTGGAGTACATAYTCCTCGTTACC

CACCATGCCGGGCGTTCTTTCTAATGGGCAACGGGTTTTTTTTTTCKATTTCCTTTCACCTTGCATTTCAGAGTGCACACGGTATRAACARACAAGGKTGAR

CATTTAGAAATCGGCCGCCAAGAATATTGGTGAAWTGTTATATGACTTTGATAGAAWCATAGCATAACTGATATCATGAGCATAARGAGTAGTTTGAATCTA

GAAGAAYCTCTATGAAATTCYWCCCCGGCTTTTGCGGGTCAAACCCCCCCTACCCCCCCAATACTAGTGAGATATCTGTCATTCCTGCAAACCCCCCGGAAA

CAGGAAAATCCCTACTTGTATTTTTGTTTTCCCTTGTTTGTGTGTATTTACATTATTGCAAATATTGCAAAA 

 

O. javanicus 
CCGAGCTCTGCCTGCAACCACCCTACAGAAGTACCCCYAAACACCTCTCAAAAATTTGGTTATTACTTGTTGCACAAACTAACTTGACATAAAATTCGCCAA

AAACGTCACTCCTGACTTTCCCTGACCGACCTCCGAGTACTTCCAAAAAAGCACTACCAATCCCCCGGCATCTCTAACACTAAAAATTGAGCGCCAAACCCC

GTCTACAGGGTAGCCAAATACCGCCCTATTTGGGCCGAGCTCCGCCTTTGGTCAAAAAAGGTCTGTAATTCTCCGTCAAAATTTCCCTAAAAACCGCCGAGG

CCCGCCAAAAAAAACGCCAAAAAAAACGCAAAAATTTGCCGGACACTGCCGGATGACCAAACACCCTTCAAGCGRCTCACCTAAAGCCCCCGGCCCTTTTTA

TGTCAATTACGACATATATGTATAATCCGCATACGTTCAATGAGGGAGCATCCGCGATTGGCACAAAAACTTAACGGTTTGCGCACTTCATTAGAAGAGTTT

CATTCAATCAAATAAATACACTCTCTTAGTCTGGCTTAGATCGTGAAATCCAAATCCTTTCACAAGTATCAACATTCAACAAAATAACCACCCAACTTATCC

TTGATAATCAGGGACAGAAACTGTGGGGATTTCACAAGGTGAAATATTACTGGCATATTCCGCAAGAGCCCACCATCAGTTGATAACTTAATGTTAACAGAC

CTTGTAAGGTCAGGGACCCACATCTTGGGGGTTTCACACCAGTGAACTATTTCTGGCATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCAYACGTTTATTAACCCTCATACG

TTCAAGTAACCTGACATAAGTTATTGGTGGAGTTCATACTCCGATGTTACCCACCATGCCGGGCGTTCTTTCCATCGGGCTACTGGTTCTTTTTTTTTATTT

CCTTTCACCTGGCATTACAGAGTGAACTCTAAGGTTAACTAACAAGGCTGTACATTTAGAGATCGGCCGCAAAGAATATAGTGGAATTATTTTATGATATTC

TTTTTTTTAATTGCTTAACTGATATCAAGAGCATAAATCAACAAGTGAAACTCTTAAGAAATCCCTGTGATTTCCCCCCGGCTTTTGCGGGTCAAACCCCCC

CTACCCCCCCAACACTAGAGAGATTTCCAACACTTCTGCAAACCCCCCGGAAACAGAAAAATCCCTACTAATATTTTTTTTYCCCAATTTTGTAAATTTTTT

GCGTGTATTTACACTATTAAAATAATGTAAAT 

 

O. dancena 
CCGAGCTCCGCCATGAAACGTAATYACTCTAAATAACCTTYATAMCGCCRTCATCCATTCTTCTCACCCCYCCCTAAATTTTTASRCTCCCTTCTTTGTAAG

TTYTCCGAGCTCYGCCAAAAAAGCCCCTATAAACCCCTGACATATCTAATACTAAAAATTGAGCGYCAAAACCCTACCACACCCCCGCCGAATACCGCCCTA

TTTTTTCCGAGCTCTGCCTTTGGCCAAAAAAGGTCTGGGAAAATCCGTCGGAAATTCCTTAAAAATTGCCGAACTCTGCCAAAAAAAACGCCAAAAAAAACG

CAAAAAATTGCCGAGCACTTCCARATGACCATTTGGCACTAAAAGGCCTCACCTTTAAAGGCCGACTATTTTTATGTCAATTTCGACATATATGTATAATCC

ACATACGTTCAATGAGGGGACATCCGCRATTGGCACAAAAAGTTAACGGTTTGCGAAACTTAATTGAAGAGTTTCATTCATTTAACTAAATACACTCTCTTA

GTCTGGCAAAGATCGTTAGCTCCAAATCCTTTCACAARAATCAACATCATTCAAAATAAACACCCAACTTATCCTTGATARTCAGGGACAATAACCGTGGGG

ATATCACAGGGTGAACTATTACTGACATATTCCGTAAGAGCCCACCATCAGTTGATAACTTAATGTTAACAGTCCTTGTAARGTCAGGACCCACATCTTGGG

GGTTGTACACCAGTGAACTATTTCTGGCATCTGGTTCCTATTTCAGGTTCACAAATTTATTAATACTCATTCATTCCTCTAACCTGACATAAGTTATTGGTG

GAGTTCATACTCCTCGTTACCCACCATGCCGGGCGTTCTTTCCATCGGGCTACTGGTTCTTTTTTTTTATTTCCTTTCACCTGGCATTACAGAGTGAACTCT

AAGGTTAACTAACAAGGCTGTACATTTAGAGATCGGCCGCAAATAATATAGTGGAGATATTGAAAGATATTCTTTTTTTTATTTGCATAACTGATATCAAGA

GCATAAATCATCAAATGAAACTCTTAAAGTTTCTATGATTTATTTCCCCGGCTTTTGCGGGTTAAACCCCCCCTACCCCCCCAACACTAGAGAGATTTCTAT

CACTCCTGCAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATCCCTACTAATATTTTTTTTTCCCAATTTTGTAAAATTTTTGCGTGTATTTACACTATTGAAATAATGTAA

AT 

 

O. celebensis 
CCGAGCTCCGCCTCTCCCCAACAATAGATGTAAAATTTATACCTTATACTTGTATGTAATATAACCATTAATTTAATTAAACCATTAATGCCTAGTACACTT

TAATTAATGATGTTAAATAAAAAATGAATAATAAACTATAACTTAAATAAATACATATGTATAAACCCCATAAAAATAATGAAATGCTAAGAGATTTATATA

TAACCTATAACTTGTTTAAAACTAGTTTCAAGTCACCCACATCCTTCCTTCAATGATTACTTAATGTAGTAAGAGACCACCATCAGTTGATTACTTAATGCC

AACGGTTCTTGATGGTCAGGGACAGTTATTTGTGGGGGTTTCACAGTGTGAACTATTCCTGGCATTTGGTTCCTATTTCAGGGCCATACGTTCATTATTACT

CACACGTTCCTTGACGCTTGCATAAGTTAATGGTGGAGTACATATGACGGGAGCACCCCCCATGCCGGGCGTTCTTTCTAATGGGCAACTGGTATTTTTTTT

TTTTCCTTTTCACTTGGCATTTCACAGTGCACACTAAAGTTAGCTGACAAGGTTGAACATTTAGAAATCGGCCGCAAATAATATTGGTGAGTTATTGAAAGA

TATTAATAGATAACTTACATAACTGATATCAAGAGCATAAATAACCAAATGAAACTACTAAAGTTTCTATTATATTTCCCCCCGGCTTTTGCGGGTCAAACC

CCCCCTACCCCCCCAATACTAGTAAGATTTCTATCATTCCTGCAAACCCCCCGGAAACAGGAAAACCCCTACTAATATTTTTTTTTTCGCTTGTTTGTTCAT

ATTTACATTATTGCAAAATGTAAAA 

 

 

�������! R = A/G, Y = C/T, M = A/C, K = G/T, S = C/G ��
 W = A/T 
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��!�� 8 <9�������3�&W�:��f��;�
%�������!���	3��3�2(�:2W�3����!&���� Oryzias 5 %��� 
 

<9�������3�&W�:��f  (���!f�Ts��f) %��� Oryzias 
!�2 A T C G Y R W S M K 

O. minutillus  1305 404(31.0) 375(28.7) 302(23.2) 218(16.7) 3(0.2) 3(0.2) - - - - 

O. mekongensis 786 206(26.2) 248(31.6) 175(22.3) 135(17.2) 6(0.7) 6(0.7) 5(0.6) - 2(0.3) 3(0.4) 

O. javanicus 1256 383(30.5) 340(27.1) 329(26.2) 200(15.9) 3(0.2) 1(0.1) - - - - 

O. dancena 1226 372(30.3) 362(29.5) 298(24.3) 179(14.6) 6(0.5) 7(0.6) - 1(0.1) 1(0.1) - 

O. celebensis 841 272(32.4) 275(32.7) 171(20.3) 123(14.6) - - - - - - 

 

�������! R = A/G, Y = C/T, M = A/C, K = G/T, S = C/G ��
 W = A/T 
 
	
�'!����'�����;
������,��%
.��<*� ,�
&��&+��=<'$������>�
	
�"
� Oryzias 5 $��� 

	
�'!����'�����;
������,��%
.��<"
� Oryzias 5 $��� *�  outgroup 
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                            *        20         *        40         *        60         *        80         *       100 

 O. minutillus     CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGC------CTAAAAGTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTA 

 O. dancena        CCGAGCTCCGCCATGAAACG--TAATYACT-------CTAAATAACCTTYATAMCGCCRTCATCCATTCTTCTCACCCCYCCCTAAATTTTTASRCTCCC 

 O. javanicus      CCGAGCTCTGCC-TGCAACCACCCTACAGAAGTACCCCYAAACACCTCTCAAAAATTTGGTTATTACTTGTTGCACAAACTAACTTGACATAAAATTCGC 

 O. mekongensis    CCGGGCTCTGCCCCCARGCCCGATTTTTGT-----CCCTAAA---------------------------------------------------------- 

 O. celebensis     CCGAGCTCCGCCTCTCCCCAACAATAGAT--------GTAAAATTTATACCTTA---------------------------------------------- 

 Cololabis saira   TAATATACATATATATAATATCCACATATTATGGTTTATACCATAATATGTAATTAATAGG--------------------------------------- 

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                            *       120         *       140         *       160         *       180         *       200 

 O. minutillus     AAATCCAACCCACGCGATCGTTATCGRTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCYTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTA 

 O. dancena        --------------------TTCTTTGTAAGTTYTCCGAGCTCYGCCAAAAAAGCCCCTATAAACCCCTGACATATCTAATACTAAAAATTGAGCGYCAA 

 O. javanicus      CAAAAACGTCACTCCTGACTTTCCCTGACCGACCTCCGAGTACTTCCAAAAAAGCACTACCAATCCCCCGGCATCTCTAACACTAAAAATTGAGCGCCAA 

 O. mekongensis    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 O. celebensis     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 Cololabis saira   ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                            *       220         *       240         *       260         *       280         *       300 

 O. minutillus     AACCCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATT 

 O. dancena        AACCCTACCACACCCCCGCCGAATACCGCCCTATTTTTTCCGAGCTCTGCCTTTGGCCAAAAAAGGTCTGGGAAAATCCGTCGGAAATTCCTTAAAAATT 

 O. javanicus      ACCCCGTCTACAGGGTAGCCAAATACCGCCCTATTTGGGCCGAGCTCCGCCTTTGGTCAAAAAAGGTCTGTAATTCTCCGTCAAAATTTCCCTAAAAACC 

 O. mekongensis    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 O. celebensis     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 Cololabis saira   ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                                                                                

 

�� �!
��� 22 ��!��!&����&���9�������3�&W�:��f�!���	3��3�2(�:2W�3����!&���� O. minutillus, O. javanicus, O. dancena, O. mekongensis ��
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�� palindromic motif (ATGTA) �������! R = A/G, Y = C/T, M = A/C, 
K = G/T, S = C/G ��
W = A/T 40 
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                                  *       320         *       340         *       360         *       380         *       400 

 O. minutillus     GCCGAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCC 

 O. dancena        GCCGAACTCTGCCAAAAAAAACGCCAAAAAAAACGC-AAAAAA-TTGCCGAGCACTTCCARATGACCATTTGGCACTAAAAGGCCTCACCTTTAAAGGCC 

 O. javanicus      GCCGAGGCCCGCCAAAAAAAACGCCAAAAAAAACGC--AAAAATTTGCCGGACACTGCCGGATGACCAAACACCCTTCAAGCGRCTCACCTAAAGCCCCC 

 O. mekongensis    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 O. celebensis     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 Cololabis saira   ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                                                                                                                      

                                                               ETAS                                                       
                                  *       420         *       440         *       460         *       480         *       500 

 O. minutillus     TTCATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTT 

 O. dancena        GACTATTTTTATGTCAATTTCGACATATATGTATAATCCACATACGTTCAATGAGGGGACATCCGCRATTGGCACAAAAAGTTAACGGTTTGCGAAACTT 

 O. javanicus      GGCCCTTTTTATGTCAATTACGACATATATGTATAATCCGCATACGTTCAATGAGGGAGCATCCGCGATTGGCACAAAAACTTAACGGTTTGCG-CACTT 

 O. mekongensis    ---------------------TACTTATATGTAATATCACCATTAATAGAWYTAA--ACCAT----TTTTGCCTAGTATAYAMMGTCCATGCAT-CCAAA 

 O. celebensis     ---------------------TACTTGTATGTAATATAACCATTAATTTAATTAA--ACCAT----TAATGCCTAGTACACTTTAATTAATGATGTTAAA 

 Cololabis saira   ---------------------GACATATATGTATTATCAACATTAAACTATATTA--ACCAT----TAAT--CAAGTGCATAATAATGAAAATCACCAAC 

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                            *       520         *       540         *       560         *       580         *       600 

 O. minutillus     CAAG-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATCGATAGAAATCAATAGA 

 O. dancena        AATT-GAAGAGTTTCATTCATTTAA-CT-AAATACACTCTCTTAGTCTGGCAAAGATCGTTAGCTCCAA------------------------------- 

 O. javanicus      CATTAGAAGAGTTTCATTCAATCAA-AT-AAATACACTCTCTTAGTCTGGCTTAGATCGTGAAATCCAA------------------------------- 

 O. mekongensis    -----TTATTTTTACCATA----------GGGTACATACACCTACGATTGGTTTAATCGGCACAAGTGTGCC---------------------------- 

 O. celebensis     -TAAAAAATGAATAATAAACTATAACTT-AAATAAATACATATGTATAAACCCCATAAAAATAATGAAATGCTAAGAGATTTATATATAACCTATAACTT 

 Cololabis saira   C-TATTTTTT--TAATAAATCTTTGAGACATTTGATCCAAAATAACAATAAAATTAGTATTACACAAATATCATCTTGCGCCAGTCGAAAGTTTAAGACC 

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                            *       620         *       640         *       660         *       680         *       700 

 O. minutillus     AGAAAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTA 

 O. dancena        -----------------------------------------------------------ATCCTTTCACAARAATCAACATCATTCAAAATAAACACCCA 

 O. javanicus      -----------------------------------------------------------ATCCTTTCACAAGTATCAACATTCAACAAAATAACCACCCA 

 O. mekongensis    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 O. celebensis     GTTT------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 Cololabis saira   GAACACAAAACTCACAAG---------------------------------------------------------------------------------- 
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                                                                                                        CFB-F                         
                            *       720         *       740         *       760         *       780         *       800 

 O. minutillus     TTTGTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-RACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATA 

 O. dancena        ACT-TATCCTTGATARTCAGGGACAAT-AACCGTGGGGATATCACAGGGTGAACTAT-TACTGACATATTCCGTAAGAGCCCACC---ATCA-GTTGATA 

 O. javanicus      ACT-TATCCTTGATAATCAGGGACAGA-AACTGTGGGGATTTCACAAGGTGAAATAT-TACTGGCATATTCCGCAAGAGCCCACC---ATCA-GTTGATA 

 O. mekongensis    ----------------ACAGCTAGTTTCAAGTCATCCACATCCTTCCTTCGATTGT--TACT---TAATGTAGTAAGAGACCACC---ATCA-GTTGATT 

 O. celebensis     ----------------AAAACTAGTTTCAAGTCACCCACATCCTTCCTTCAATGAT--TACT---TAATGTAGTAAGAGACCACC---ATCA-GTTGATT 

 Cololabis saira   ----------------TTAAGTTATACCAAGTAACCACCATCCTACTAATTGAAAA--TACT---TAATGTAGTAAGAGACCACC---ATCA-GTTGATT 

                                                                                                                      

                                                             CFB-E                              CFB-D                        

                            *       820         *       840         *       860         *       880         *       900 

 O. minutillus     ACTTAAGGTTAACTCTTATTGAAAGGTCAGGGTCCCACATC-TTGGGGGTYGCACACCAGTGAACTATTACTGGCATCTGGTTCCTATTTCAGGTCCATT 

 O. dancena        ACTTAATGTTAACAGTCCTTGTAARGTCAGG-ACCCACATC-TTGGGGGTTGTACACCAGTGAACTATTTCTGGCATCTGGTTCCTATTTCAGGTTCACA 

 O. javanicus      ACTTAATGTTAACAGACCTTGTAAGGTCAGGGACCCACATC-TTGGGGGTTTCACACCAGTGAACTATTTCTGGCATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCAYA 

 O. mekongensis    TCTTAATGCTAACGTTTCTTG-ATGGTCAGGGACAGAAATY-GTGGGGGTTTCAC-CTAGTGAACTATTCCTGGCATTTGGTTCCTATTTCAGGKCCATA 

 O. celebensis     ACTTAATGCCAACGGTTCTTG-ATGGTCAGGGACAGTTATTTGTGGGGGTTTCACAGT-GTGAACTATTCCTGGCATTTGGTTCCTATTTCAGGGCCATA 

 Cololabis saira   TCTTAATGCATACTCTTATTG-ATGGTCAGGGACAAAAATC-GTGGGGGTAG-ATAATCTTGAATTATTCCTGGCATTTGGTTCCTATTTCAGGTCCATT 

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                               *       920         *       940         *       960         *       980         *      1000 

 O. minutillus     YRTCCATTAATACTCATTCGTTCCTT----GAACCTGACATAAGTTAATGGTGGAGTACATATTCTGAAGTTACCCACCATGCCGAGCATTCTTTCCATA 

 O. dancena        AATTTATTAATACTCATTCATTCCTC----TAACCTGACATAAGTTATTGGTGGAGTTCATACTCCTC-GTTACCCACCATGCCGGGCGTTCTTTCCATC 

 O. javanicus      CGTTTATTAACCCTCATACGTTCAAG----TAACCTGACATAAGTTATTGGTGGAGTTCATACTCCGATGTTACCCACCATGCCGGGCGTTCTTTCCATC 

 O. mekongensis    WTRACCTTATTACCCATACGTTCCTT----GAAGCTTGCATAAGTTAATGGTGGAGTACATAYTCCTC-GTTACCCACCATGCCGGGCGTTCTTTCTAAT 

 O. celebensis     CGTTCATTATTACTCACACGTTCCTT----GACGCTTGCATAAGTTAATGGTGGAGTACATATGACGGGAGCACCCCCCATGCCGGGCGTTCTTTCTAAT 

 Cololabis saira   AATTGAT-GTTACTC-CCCATTCTTTCCTTGAAGCTGGCATAAGTTAATGGTGGAATACATATTACCCTGTCACCCACCATGCCGGGCATTCTTTCTAAG 

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                            *      1020         *      1040         *      1060         *      1080         *      1100 

 O. minutillus     GGGCTATGGGTTTTTTTTTTATCTAAA--TTTCACCTGGCATCTCACAGTGCAGCGCTAAGGCTAACTAACAAGGCTGTACATCTAGACAATCTGCCGCT 

 O. dancena        GGGCTACTGGTTCTTTTTTTTTATTT-CCTTTCACCTGGCATTACAGAGTGAACT-CTAAGGTTAACTAACAAGGCTGTACATTTAGAGATCGGCCGCAA 

 O. javanicus      GGGCTACTGGTTCTTTTTTTTTATTT-CCTTTCACCTGGCATTACAGAGTGAACT-CTAAGGTTAACTAACAAGGCTGTACATTTAGAGATCGGCCGCAA 

 O. mekongensis    GGGCAACGGGTTTTTTTTTTCKATTT-CCTTTCACCTTGCATTTCAGAGTGCACA-C-GGTATRAACARACAAGGKTGARCATTTAGAAATCGGCCGCCA 

 O. celebensis     GGGCAACTGGTATTTTTTTTTTTTC--CTTTTCACTTGGCATTTCACAGTGCACA-CTAAAGTTAGCTGACAAGGTTGAACATTTAGAAATCGGCCGCAA 

 Cololabis saira   GGGCAAGGGGTTTCTTTTTTTTGTCTTCCTTTCACTTGGCATTTCAGAGTGCACA-C-GGTAATAACTAACAAGGCGGAGCATCTTTCTCTGAGGTCTCA 
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                                      CFB1 

                            *      1120         *      1140         *      1160         *      1180         *      1200 

 O. minutillus     AATAATATGGTGATAGTTAATGAAAGATATTCGTTTTTTAAATTGCATAACTGATATCTAGAGCATAAATCATAAAATGAAACTCTTAAAATTTCTATGA 

 O. dancena        ATAATATAGTGGAGATA--TTGAAAGATATTCTTTTTTTTATTTGCATAACTGATATCAAGAGCATAAATCATCAAATGAAACTCTTAAAGTTTCTATGA 

 O. javanicus      AGAATATAGTGGAATTA--TTTTATGATATTCTTTTTTTTAATTGCTTAACTGATATCAAGAGCATAAATCAACAAGTGAAACTCTTAAGAAATCCCTGT 

 O. mekongensis    AGAATATTGGTGAAWTG--TTATATGACTTTGATAGAAWCATA-GCATAACTGATATCATGAGCATAARGAGTAGTTTGAATCTAGAAGAAYCTCTATGA 

 O. celebensis     ATAATATTGGTGAGTTA--TTGAAAGATATTAATAGATAACTT-ACATAACTGATATCAAGAGCATAAATAACCAAATGAAACTACTAAAGTTTCTATTA 

 Cololabis saira   CCGTAATAATTGTTAATGTTGATAAGATATTACTTGAAGAATT-GCATTACTGATATCAAGAGCATAATATGACTAGTGTTACTCCTAACATCTCTGTTA 

                                                                                                                      

                                                        CFB2                                         CFB3                    

                            *      1220         *      1240         *      1260         *      1280         *      1300 

 O. minutillus     TTTTTCCCCCCGGCTTTTGCGGGTCAAACCCCCCCTACCCCCCCAATACTCGAGAGATGACTATGACTCCTGCAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATCCCT 

 O. dancena        TTTATTTCCCCGGCTTTTGCGGGTTAAACCCCCCCTACCCCCCCAACACTAGAGAGATTTCTATCACTCCTGCAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATCCCT 

 O. javanicus      GATTTCCCCCCGGCTTTTGCGGGTCAAACCCCCCCTACCCCCCCAACACTAGAGAGATTTCCAACACTTCTGCAAACCCCCCGGAAACAGAAAAATCCCT 

 O. mekongensis    AATTCYWCCCCGGCTTTTGCGGGTCAAACCCCCCCTACCCCCCCAATACTAGTGAGATATCTGTCATTCCTGCAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATCCCT 

 O. celebensis     TATTTCCCCCCGGCTTTTGCGGGTCAAACCCCCCCTACCCCCCCAATACTAGTAAGATTTCTATCATTCCTGCAAACCCCCCGGAAACAGGAAAACCCCT 

 Cololabis saira   TCTCCCCCTCTGGTTTACACGCGTTAAACCCCCCC-ACCCCCC--TTACTCGTAAGATCCTTATTATTTCTGCAAACCCCC-TAAAACAGAGAAGCTCCT 

                                                                                                                      

                                                                                      

                            *      1320         *      1340         *      1360         

 O. minutillus     ACTAGTATTTTTTGATGCCCCCTTTGTAAAATTTTTGCGTGTATTTACACTATTAAAATAATGCAAAT [1305] 

 O. dancena        ACTAATATTTTTTTTTCCCAATTTTGTAAAATTTTTGCGTGTATTTACACTATTGAAATAATGTAAAT [1226] 

 O. javanicus      ACTAATATTTTTTTTYCCCAATTTTGTAAATTTTTTGCGTGTATTTACACTATTAAAATAATGTAAAT [1256] 

 O. mekongensis    ACTTGTATTTTTGTTTTCCCTTGTTTGTGTGTATTTACATTATTGCAAA-TATTGCAAAA-------- [786] 

 O. celebensis     ACTAATATTTTTTTTTTCGCTTGTTTGT----------TCATATTTACATTATTGCAAAA-TGTAAAA [841] 

 Cololabis saira   ACTCATAATTTTTATCCCTAAAAAT-GTTTATTTATA-TAATATAATATTT----------------- [859] 
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                                           *        20         *        40         *        60         *        80         *       100 

O. minutillus (Cambodia)          CCAGCATCTGCCCCT-----GTTAATTTAACCTAAAAA-GTTAAATAA----------------------------------ATTATTCAGATCCAAAAT 

O. minutillus (Surin)             CCAACATATGCCCC------GTTAATTTAACCTAAAAA-GTTAAATAA----------------------------------ATTATTCAGATCCAAAAT 

O. minutillus (Sakaeo)            CCAGCATCTGCCCCT-----GTTAATTTAACCTAAAAA-GTTAAATAA----------------------------------ATTATTCAGATCCAAAAT 

O. minutillus (Songkla)           CCAGCATCTGCCTCT-----GCTGATTTAACCTAAAAAAGTTAAATAA----------------------------------ATTATTCAGATCCAAAAT 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) CCAGCATCTGCCTCT-----GCTGATTTAACCTAAAAAAGTTAAATAA----------------------------------ATTATTCAGATCCAAAAT 

O. minutillus (Suphanburi)        CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGCCTAAAA--GTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTAAAAT 

O. minutillus (NakhonSawan)       CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGCCTAAAA--GTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTAAAAT 

O. minutillus (Saraburi)          CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGCCTAAAA--GTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTAAAAT 

O. minutillus (Phetchaburi)       CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGCCTAAAA--GTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTAAAAT 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGCCTAAAA--GTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTAAAAT 

O. minutillus (ChiangRai)         CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGCCTAAAA--GTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTAAAAT 

O. minutillus (Ayutthaya)         CCGAGATCTGCCCCCCA-CGACTAATTTCGCCTAAAA--GTTGACTAT----------------------------------ATTTTTCAGACCTAAAAT 

O. dancena                        CCGAGCTCCGCCATGAAACG--TAATTACT-CTAAAT--AACCTTTATAACGCCGTCATCCATTCTTCTCACCCCTCCCTAAATTTTTACACT------- 

O. celebensis                     CCGAGCTCCGCCTCTCCCCAACAATAGAT--GTAAAA--TTTATACCTTA-------------------------------------------------- 

                                                                                                                     

                                                                                                                     

                                           *       120         *       140         *       160         *       180         *       200 

O. minutillus (Cambodia)          CTAACCCGTCGAGGTTACAATCGGCAAGCTTACCGAGCTCTTCCAGAAAAGACCCCTTAAACCCCCGGCTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Surin)             CTAACCCACCGAGGTTACAATCGGCAAGCTTACCGAGCTCTTCCAGAAAAGACCCCTAAAACCCCCGGCTTGTCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Sakaeo)            CTAGCCCACCAAGGTTACAATCGGCAAGCTTACCGAGCTCTTCCAGAAAAGACCCCTTAAACCCCCGGCTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Songkla)           CTGACTCATACGGGTTACAACCGGCAGGCTTACCGAGCTCTTCCAGAAAAGACCCCTTAAACCCCCGGCTTATCCAATATAGAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) CTGACTCATACGGGTTACAACCGGCAGGCTTACCGAGCTCTTCCAGAAAAGACCCCTTAAACCCCCGGCTTATCCAATATAGAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Suphanburi)        CCAACCCA-CGTGATCGTTATCGGTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCCTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (NakhonSawan)       CCAACCCA-CGCGATCGTTATCGGTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCCTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Saraburi)          CCAACCCA-CGCGATCGTTATCGGTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCCTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Phetchaburi)       CCAACCCA-CGCGATCGTTATCGGTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCTTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  CCAACCCA-CGCGATCGTTATCGGTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCTTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (ChiangRai)         CCAACCCA-CGCGATCGTTATCGGTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCTTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. minutillus (Ayutthaya)         CCAACCCA-CGCGATCGTTATCGGTGAGTTTACCGAGCTCTTCCAAAAATGACCCCCTAAACCCCAGACTTATCCAATATCAAAAATTGAGAGACTAAAC 

O. dancena                        --------------CCCTTCTTTGTAAGTTTTCCGAGCTCCGCCAAAAAAGCCCCTATAAACCCCTGACATATCTAATACTAAAAATTGAGCGCCAAAAC 

O. celebensis                     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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                                           *       220         *       240         *       260         *       280         *       300 

O. minutillus (Cambodia)          CCTGCCGAGGGGTCGCCGAATACCGCCCTATTTTTCCCGAGCTCTGCCCAAGGCCAAAATCAATCGGCATTTTTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (Surin)             CCTGCCGAGGGGTCGCCGAATACCGCCCTATTTTTCCCGAGCTCTGCCCAAGGCCAAAATCAATCGGCATTTTTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (Sakaeo)            CCTGCCGAGGGGTCGCCGAATACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCAAGGCCAAAATCAATCGGCATTTTTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (Songkla)           CCTGCCGAGGGGTCGCCGAATACCGCCCTATTTTTCCCGAGCTCTGCCCAAGGCCAAAATCAATCGGCATTTTTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) CCTGCCGAGGGGTCGCCGAATACCGCCCTATTTTTCCCGAGCTCTGCCCAAGGCCAAAATCAATCGGCATTTTTTCCTCAAAAATTGGGTCGAAATTGCC 

O. minutillus (Suphanburi)        CCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (NakhonSawan)       CCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (Saraburi)          CCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (Phetchaburi)       CCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  CCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (ChiangRai)         CCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAGAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. minutillus (Ayutthaya)         CCTGCCGAGGGGTCGCCGAGTACCGCCCTATTTTTCCCGAGCCCCGCCCACAGCCAAAATCAATCGGCGAAATTTCCTCAAAAATTGGGTCAAAATTGCC 

O. dancena                        CCTACCACACCCCCGCCGAATACCGCCCTATTTTTTCCGAGCTCTGCCTTTGGCCAAAAAAGGTCTGGGAAAATCCGTCGGAAATTCCTTAAAAATTGCC 

O. celebensis                     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                                                                                                                     

                                                                                                                     

                                           *       320         *       340         *       360         *       380         *       400 

O. minutillus (Cambodia)          GAGCTCTTCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAGCTGCCGAACCCTGCCCGAAAA---TTTTACACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Surin)             GAGCTCTTCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAGCTGCCGAACCCTGCCCGAAAA---TTTTACACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Sakaeo)            GAGCTCTTCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAGCTGCCGAACCCTGCCCGAAAA---TTTTACACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Songkla)           GAGCTCTTCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAGCTACCGAGCCCTGCCCGAAAA---TTTTACACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) GAGCTCTTCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAAAGGCCAAAAAAGCTGCCGAGCCCTGCCCGAAAA---TTTTACACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Suphanburi)        GAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (NakhonSawan)       GAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Saraburi)          GAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Phetchaburi)       GAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  GAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (ChiangRai)         GAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. minutillus (Ayutthaya)         GAGCTCTTCCAAAAAAATGGCCAAAAAAATGGCCAAAAAAGCTGCCGAGTACCGCCCGAAAA---TTTTTCACTAAAAAAACAATAGGCGCGAGGCCTTC 

O. dancena                        GAACTCTGCCAAAAAAAACGCCAAAAAAAACGC-AAAAAA-TTGCCGAGCACTTCCAGATGACCATTTGGCACTAAAAGGCCTCACCTTTAAAGGCCGAC 

O. celebensis                     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                                                                                          

         

�� �!
��� 24 (�;�) 
 

 

        

46 



 
 

47 

 

 

 

 

 

 

 

                                           *       420         *       440         *       460         *       480         *       500 

O. minutillus (Cambodia)          ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTACATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCCCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Surin)             ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTACATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCCCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Sakaeo)            ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTACATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCCCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Songkla)           ATTTTTTTTTTATGCATGTACATATATGTACATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCCCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) ATTTTTTTTTTATGCATGTACATATATGTACATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCCCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Suphanburi)        ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (NakhonSawan)       ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Saraburi)          ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Phetchaburi)       ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (ChiangRai)         ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. minutillus (Ayutthaya)         ATTTTTTTTTTATGCAAGTACATATATGTATATAGGGCATAAATTGAATGAGGC-ACATCCTCGATTGCCTCATAAAGTTAATGGTTGACAAGACTTCAA 

O. dancena                        TATTTTTATGTCAATTTCGACATATATGTATAATCCACATACGTTCAATGAGGGGACATCCGCGATTGGCACAAAAAGTTAACGGTTTGCGAAACTTAAT 

O. celebensis                     ------------------TACTTGTATGTAATATAACCATTAATTTAATTAA--ACCAT----TAATGCCTAGTACACTTTAATTAATGATGTTAAA-TA 

                                                                                                                     

                                                                                                                     

                                           *       520         *       540         *       560         *       580         *       600 

O. minutillus (Cambodia)          G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGTTATGAATGTTTTGTTTCCATGATTAAAAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Surin)             G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGTTATGAATGTTTTGTTTCCATGATTAAAAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Sakaeo)            G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGTTATGAATGTTTTGTTTCCATGATTAAAAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Songkla)           G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGTTATGAATGTTTTATTTCCATGATCAAAAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGTTATGAATGTTTTATTTCCATGATCAAAAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Suphanburi)        G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATCGATAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (NakhonSawan)       G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATCGATAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Saraburi)          G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATCAATAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Phetchaburi)       G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATCGATAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATCGATAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (ChiangRai)         G-GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATTGATAGAAATCAATAGAAGA 

O. minutillus (Ayutthaya)         -GAAGTATTGCACACGGTTATGCTCAAATGCACTCTCTTAATTAAGCATAGATCGGTGTGAATGTTTTGTTTCCATGATCGATAGAAATCAATAGAAGA 

O. dancena                        T-GAAGAGTTTCATTCATTTAA-CT-AAATACACTCTCTTAGTCTGGCAAAGATCGTTAGCTCCAA---------------------------------- 

O. celebensis                     AAAAATGAATAATAAACTATAACTT-AAATAAATACATATGTATAAACCCCATAAAAATAATGAAATGCTAAGAGATTTATATATAACCTATAACTTGTT 
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                                           *       620         *       640         *       660         *       680         *       700 

O. minutillus (Cambodia)          AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTTAACATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATAC 

O. minutillus (Surin)             AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTTAACATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATAC 

O. minutillus (Sakaeo)            AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTTAACATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATAC 

O. minutillus (Songkla)           AAATCATTCAGTTAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTCCACATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATAC 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) AAATCATTCAGTTAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTCCACATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATAC 

O. minutillus (Suphanburi)        AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTT 

O. minutillus (NakhonSawan)       AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTT 

O. minutillus (Saraburi)          AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTT 

O. minutillus (Phetchaburi)       AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTT 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTT 

O. minutillus (ChiangRai)         AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTT 

O. minutillus (Ayutthaya)         AAATCATTCAGTCAAACAAGCACTTCCTAATAATCTGGCATACCTAAAATGTAAGCATCCTTTCACAAGTCTCCTCATCATTCAAAGGTTGTACTTATTT 

O. dancena                        --------------------------------------------------------ATCCTTTCACAAGAATCAACATCATTCAAAATAAACACCCAACT 

O. celebensis                     T--------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                                                                                                                     

                                                                                                                     

                                           *       720         *       740         *       760         *       780         *       800 

O. minutillus (Cambodia)          TGATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-GACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGCTAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Surin)             TGATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-GACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGCTAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Sakaeo)            TGATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-GACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGCTAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Songkla)           TTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAC-AACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATACTACGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) TTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAC-AACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATACTACGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Suphanburi)        GTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-AACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (NakhonSawan)       GTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-AACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Saraburi)          GTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-AACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Phetchaburi)       GTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-GACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  GTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-GACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (ChiangRai)         GTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-AACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. minutillus (Ayutthaya)         GTATCCTTGTT--TTGAGCCCAAT-AACAGTAGATAAGACATAAGGTGAGATAAGTAC----ATATTCCGTC-GAGA-CACCGTCATCACGTT-ATAACT 

O. dancena                        -TATCCTTGATAGTCAGGGACAAT-AACCGTGGGGATATCACAGGGTGAACTAT-TACTGACATATTCCGTAAGAGCCCACC---ATCA-GTTGATAACT 

O. celebensis                     -------------AAAACTAGTTTCAAGTCACCCACATCCTTCCTTCAATGAT--TACT---TAATGTAGTAAGAGACCACC---ATCA-GTTGATTACT 
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                               * 

O. minutillus (Cambodia)          TAAGGTTAACTCTTAT [761] 

O. minutillus (Surin)             TAAGGTTAACTCTTAT [760] 

O. minutillus (Sakaeo)            TAAGGTTAACTCTTAT [761] 

O. minutillus (Songkla)           TAAGGTTAACTCTTAT [762] 

O. minutillus (NakhonSiThammarat) TAAGGTTAACTCTTAT [762] 

O. minutillus (Suphanburi)        TAAGGTTAACTCTTAT [763] 

O. minutillus (NakhonSawan)       TAAGGTTAACTCTTAT [763] 

O. minutillus (Saraburi)          TAAGGTTAACTCTTAT [763] 

O. minutillus (Phetchaburi)       TAAGGTTAACTCTTAT [763] 

O. minutillus (Prachuapkirikhun)  TAAGGTTAACTCTTAT [763] 

O. minutillus (ChiangRai)         TAAGGTTAACTCTTAT [763] 

O. minutillus (Ayutthaya)         TAAGGTTAACTCTTAT [763] 

O. dancena                        TAATGTTAACAGTCCT [688] 

O. celebensis                     TAATGCCAACGGTTCT [315] 
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 Oryzias 5 ����  !"#�$��

$�� �%����&'�!"	����(��������������)������
���$�(*+������ ,�� O. minutillus (��  
O. mekongensis &����&���&�*���� -��#� 11.98 (�� 12.15 &���� &*� *�&�3���� 4�#
5����'+$�
��)+& Oryzias ����5�6�*�&(����
 !� ��*� (Parenti. 2008: 515) ,�������	
��
����&�������
��#(*�*+�
��� �"� 53���������������� 53�����������'����B��
 (Parenti. 2008: 503; Magtoon; 
& Termvidchakorn. 2009: 41) (����������
����� ������B�
 (Uwa; & Magtoon. 1986: 473-478) 
$��+����
 O. javanicus, O. dancena (�� O. celebensis &����&���&�*���� -��#� 25.69 
24.75 (�� 27.94 &���� &*� *�&�3���� 5����'+$���)+& Oryzias ���� �V� (Parenti. 2008: 515) 
�����	
��&������&��W(�����5�����
��5��53������������B��
 53���������������� 
(Parenti. 2008: 503; Magtoon; & Termvidchakorn. 2009: 40) (��$������������	
��	!��+�
53�����������'����B��
��
 O. celebensis &�53����&����+���������"#���#$��$���������������� 
���5����	(����������'��+�
!"	������
�����	
��&������
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��������� ������	����������������	���
�	
��	 !����"���
��������������#�� $�
��"�% O. javanicus (�� O. dancena &��3�*���� ��$�*�����	
�3�*�� (*+
��&��W(�������	
��
����
��5��������
���&����
�3�*�� �"#�
5�� O. dancena ��	�&����&
����
�3�*�� �+���� 34% ��
���&���&�*���� 4�#
W"��+�&���������
��#�)�$������)� Oryzias 
��
5�� O. profundicola (Parenti. 2008: 516) (������������������
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&�
������ �%������)�(��&������ B�"�� 
����� �������
���������������4�#
�3�$B���&��W(��
���&(*�*+�
��
�����	
��
����
�� �+�� O. javanicus ��	�$���� !�Y'���� ����������������	�
5�!� bony contact organ 4�#
5�
&+!�$������	
 5 ���� ��#$��$��������� 4�#
�����#$��$�
����5��
���	
��	&���������
������������������
�������������#Y+��&��+��B�����	 
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��  �"#�
5��
����5�����	
��	��&��W(��������
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PCR product (5���'+ primer L15923 ��� Cont42Re) ��#(*�*+�
���,�� O. minutillus, O. mekongensis 
(�� O. celebensis ��	�&��������&�� 1500, 1000 (�� 1100 �'+ �� �+�� O. javanicus ���  
O. dancena ��	�&�������#$��� ���
����"����&�� 1400 �'+ �� 4�#
��&��W(�����5�����
��,��
���*������ ��
4&c DraI (5����*�c �����*��)�; ������� e���&�*�c; (�� ������  ��#����� 2553: 
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unpublished) 4�#
5���&��W*�� PCR product ��
 O. dancena ��� �%���
��	���#&����� 1000 
(�� 400 �'+ �� (*+
&+��&��W*�� PCR product ��
 O. javanicus 
�� 

$���������������� ������)&$�
&,���� ������
 Oryzias ��	
 5 ���� &����&�����#
(*�*+�
���*�	
(*+ 786-1305 �'+ �� 4�#
���&(*�*+�
��	 ���5����� !�#& (insertion) B�"�������
B��
� (deletion) ��
�3����������,�
��c  �"#�
5����� ������)&$�
&,���� ���� �%��+����#
&+&�
���W���B�� (non-coding region) ��
��	�5�
!���*����������'
��+���� ���"#�$�
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��� ��
�� (������z�*�W��. 2545: 105-133) (e�!������



 53 
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(����#(��
���&��&!��qc ��
����r�������
�����)� 
Oryzias $���� ��
�� ,����������&'�5���3����������,�
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 1 Pairwise distance ��������� ��!��"#�$%
��&'(� O. minutillus 12 ��* � �*� outgroup 
 
 

 

O. mnutillus 
#&"/0� �%�1�!�2 ����
3� ��'*� �	�4�5$��&��0 �%"��67%�5 �	�����	2 ���7%�5 8"0�7%�5 9��:�7	5�5'#�$2 805����� "���	�4�5(�%$�� O. dancena 

#&"/0� -             
�%�1�!�2 0.00733 -            
����
3� 0.00734 0.00979 -           
��'*� 0.03366 0.03882 0.03754 -          
�	�4�5$��&��0 0.03365 0.03881 0.03754 0.00243 -         
�%"��67%�5 0.08009 0.08007 0.07867 0.09540 0.09538 -        
�	�����	2 0.08010 0.08009 0.07869 0.09542 0.09539 0.00121 -       
���7%�5 0.07871 0.07870 0.07730 0.09398 0.09396 0.00243 0.00121 -      
8"0�7%�5 0.07732 0.07731 0.07591 0.09541 0.09539 0.00365 0.00243 0.00365 -     
9��:�7	5�5'#�$2 0.07870 0.07870 0.07730 0.09685 0.09683 0.00487 0.00365 0.00487 0.00121 -    
805����� 0.07869 0.07869 0.07729 0.09684 0.09682 0.00487 0.00365 0.00487 0.00365 0.00487 -   
"���	�4�5(�%$�� 0.08010 0.08009 0.07869 0.09542 0.09539 0.00121 0.00000 0.00121 0.00243 0.00365 0.00365 -  
Outgroup              
 O. dancena 0.38705 0.39007 0.39165 0.39912 0.39887 0.36413 0.36402 0.36371 0.36624 0.36853 0.36156 0.36402 - 
 O. celebensis 0.80408 0.81170 0.80260 0.81156 0.81286 0.78925 0.78894 0.78315 0.7951 0.80107 0.78164 0.78894 0.71109 
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 1 ��* ��#�(� ��'(� O. minutillus D��� *���77*% &�EF� 
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