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อุปกรณ+และวิธีการ

Fatty acids
Copepod Apocyclops royi

NP CD AD

∑SC_PUFA 17.23±6.76 28.16±2.04 31.49±3.62

∑LC_PUFA 5.27±0.20a 9.43±0.35b 10.51±1.01b

∑n-3 PUFA 15.58±5.84 25.25±0.59 26.64±2.31

∑n-6 PUFA 6.92±0.72a 12.34±2.98a,b 15.36±0.30b

∑PUFA 22.50±6.56a 37.59±2.39b 42.00±2.61b

Table 1 Fatty acid analysis in the three developmental stages of the cyclopoid copepod A. royi fed with 
Tetraselmis sp.

คำนำ

โคพีพอด A. royi สายพันธุ/ไทย ที่เลี้ยงด7วยสาหร;าย Tetraselmis sp. ทั้ง 3 ระยะ ได7แก; ระยะ NP, CD 
และ AD มี LC-PUFA อยู;ในปริมาณท่ีสูง 5.27%, 9.43% และ 10.51% ตามลำดับ และค7นพบยีนใหม; 2 ยีน คือ 

ArO3D-1 และ ArO3D-2 ซึ่งมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นในระยะ AD แสดงให7เห็นว;าทั้ง 2 ยีน อาจทำหน7าที่ในวิถี

การสังเคราะห/กรดไขมัน PUFA ของโคพีพอด A. royi

สรุป

บทคัดย<อ

โคพีพอด Apocyclops royi จัดอยู;ในกลุ;มของครัสเตเชียนขนาดเล็ก มีบทบาทสำคัญในการใช7เปiนอาหารมีชีวิตในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว/น้ำ ในการศึกษานี้ได7ทำการวิเคราะห/กรดไขมันโดยใช7แกlสโครมาโทกราฟฟn/
แมสสเปกโทรสโกปn ค7นพบว;าทุกระยะของ A. royi ได7แก; นอเพลียส โคพีโพดิด และตัวเต็มวัย ที่เลี้ยงด7วยสาหร;าย Tetraselmis sp. มี LC-PUFA ในปริมาณสูงรวมถึง DHA และ EPA นอกจากนั้นได7ค7นพบลำดับนิวคลีโอไทด/ที่

สมบูรณ/ของยีน methyl-end desaturases ใหม; 2 ยีน ได7แก; ArO3D-1 และ ArO3D-2 จากฐานข7อมูลทรานสคริปโตม เมื่อวิเคราะห/โปรตีน ArO3D-1 และ ArO3D-2 พบว;ามีความเหมือนกับยีน O3D-1 และ O3D-2 ของ         

โคพีพอด Tigriopus californicus เท;ากับ 72% และ 73% ตามลำดับ การวิเคราะห/การแสดงออกของยีนพบว;ายีนมีการแสดงออกในทุกระยะพัฒนาการ และแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นในระยะตัวเต็มวัย แสดงให7เห็นว;าทั้ง 2 ยีน       
อาจทำหน7าท่ีในวิถีการสังเคราะห/กรดไขมัน PUFA ของโคพีพอด A. royi

คำสำคัญ: กรดไขมันไม;อิ่มตัวเชิงซ7อน, โคพีพอด, ดีแซตทูเรส
Copepod Apocyclops royi is a group of small crustaceans, which plays an important role as major live feed in the aquaculture industry. In this study, analysis of the fatty acid contents 

using gas chromatography/ mass spectroscopy analysis indicated that all copepod stages (nauplius, copepodid and adult stages) of a Thai culture of A. royi fed Tetraselmis sp. contained high 

levels of LC-PUFAs, including docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA). Moreover, two novel full-length cDNAs of methyl-end desaturases (ArO3D-1 and ArO3D-2) of A. royi
were identified through transcriptome database. ArO3D-1 and ArO3D-2 proteins exhibited 72% and 73% similarity to O3D-1 and O3D-2 of the copepod Tigriopus californicus, respectively. Gene 

expression analysis showed that ArO3D-1 and ArO3D-2 were universally expressed in all different stages and also upregulated in the adult stages, suggesting the possible function of these 
genes in LC-PUFA biosynthesis pathway of copepod A. royi.

Keywords: Copepod, Desaturase, Polyunsaturated fatty acids (PUFA)

องค$ประกอบของกรดไขมันและการแสดงออกของยีน

methyl-end desaturases ในโคพีพอด Apocyclops royi
Fatty acid composition and gene expression of methyl-end desaturases in copepod Apocyclops royi
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*Mean±SD with different superscript letter are significantly different (P<0.05). nauplius; NP, copepodid; 
CD, adult; AD. n.d. = Not detected.

พบ PUFA ในโคพีพอด A. royi ทุกระยะ ซึ่งสอดคล7องกับการศึกษาในโคพีพอด A. dengizicus ที่เลี้ยง
ด 7วย Tetraselmis tetrathele พบว;าม ี PUFA 37.56% (Farhadian et al., 2009) โดยทั ้งสามระยะพบ 

LC-PUFA ในปริมาณที่สูง พบกรดไขมันโอเมกา-3 ในโคพีพอดทั้ง 3 ระยะ โดยพบ DHA ใน AD มากที่สุด 

(4.85%) รองลงมาคือ CD (4.23%) และ NP (2.78%) และพบกรดไขมันโอเมกา-6 ในโคพีพอดทั้ง 3 ระยะ โดย
พบ ARA ใน CD (1.11%) และ AD (1.31%) แต;ไม;พบใน NP แสดงดัง Table 1

ยีน ArO3D-1 และ ArO3D-2 มี Open reading frame (ORF) ขนาด 
1,149 และ 1,233 คู;เบส สามารถแปลรหัสเปiนโปรตีนขนาด 382 และ 410

กรดอะม ิโน ตามลำด ับ และพบว ;า ArO3D-1 และ ArO3D-2 ม ี  FAD 

domain 1 โดเมน แสดงใน Fig. 1 
และพบว;ายีน ArO3D-1 และ ArO3D-2 เหมือนกับยีน methyl-end 

desaturase-1 (O3D-1) และ methyl-end desaturase-2 (O3D-2) ของ
โคพีพอด Tigriopus californicus 72% และ 73% ตามลำดับ

Fig. 2 Gene expression analysis of ArO3D-1(A) and ArO3D-2(B) mRNA in various developmental stages of 
copepod A. royi. Data represents the mean±SD with different letters are significantly different (P<0.05).

(A) (B)

ยีน ArO3D-1 และ ArO3D-2 มีการแสดงออกสูงแตกต;างกันอย;างมีนัยสำคัญ (P<0.05) ในระยะ AD 
ของโคพีพอด A. royi เมื่อเทียบกับระยะ NP และ CD ดังแสดงใน Fig. 2(A) และ Fig. 2(B) จากรายงานของ 

Lenz et al. (2014) พบว;ายีน delta-9 desaturase (D9D) ของโคพีพอด Calanus finmarchicus มีการ

แสดงออกที่สูงใน CD เมื่อเทียบกับ AD (เพศเมีย) เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห/กรดไขมันพบว;าการ
แสดงออกของยีน ArO3D-1 และ ArO3D-2 ในระยะ AD แสดงออกสูง และ NP แสดงออกน7อย ซึ่งสอดคล7อง

กับปริมาณของ PUFA โดยมีค;าเท;ากับ 42.0% (AD) และ 22.5% (NP) ตามลำดับ

เอกสารอ>างอิง

การอนุบาลลูกสัตว/น้ำวัยอ;อนเปiนป�ญหาคอขวดที่สำคัญต;อการเพิ่มผลผลิตของอุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงสัตว/น้ำของไทย เนื่องจากอาหารอนุบาลลูกสัตว/น้ำวัยอ;อนมีกรดไขมันโอเมกา-3 ที่ต่ำมาก ส;งผลให7

อัตราการรอดชีวิตต่ำ

จากการศึกษาค7นพบยีนในกลุ;ม fatty acid elongase (ELO) และ fatty acid desaturase (FAD)
ที่คาดว;าเกี่ยวข7องกับการสังเคราะห/กรดไขมันโอเมกา-3 (Nielsen et al., 2019) โดยโคพีพอดจะใช7เอนไซม/ 

FAD ในการสังเคราะห/กรดไขมันจำเปiนในกลุ;ม PUFA

งานวิจัยนี้ได7ศึกษาองค/ประกอบของกรดไขมัน และการแสดงออกของยีน methyl-end desaturases
(ArO3D-1 และ ArO3D-2) ซึ่งเปiนยีนที่น;าจะเกี่ยวข7องกับวิถีการสังเคราะห/กรดไขมันในโคพีพอด โดยการ

แสดงออกในแต;ละระยะพัฒนาการของโคพีพอดจะช;วยบ;งบอกแนวทางการทำงานของเอนไซม/ FAD ที่มี
ความสำคัญในแต;ละระยะ ซึ ่งจะช;วยให7สามารถเข7าใจความสัมพันธ/ของการแสดงออกของยีนในกลไก

การสังเคราะห/กรดไขมันของโคพีพอดต;อองค/ประกอบของกรดไขมันในโคพีพอด

โคพีพอด Apocyclops royi มีขนาดตัวเล็กเหมาะสมกับขนาด
ของปากสัตว/น้ำวัยอ;อน มีคุณค;าทางโภชนาการสูง สามารถผลิตกรด

ไขมัน PUFAs โดยเฉพาะ DHA และ EPA ได7 ประกอบด7วย 3 ระยะ 

คือ นอเพลียส (NP) โคพีโพดิด (CD) และตัวเต็มวัย (AD) โคพีพอด        
A. royi มีศักยภาพในการพัฒนาเปiนอาหารมีชีวิตสำหรับสัตว/น้ำวัย

อ;อน โดยสามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต และอัตราการรอดชีวิตของ
สัตว/น้ำวัยอ;อน (พงศธร, 2558)
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การศึกษายีน ArO3D-1และ ArO3D-2 ของโคพีพอด A. royi

การศึกษาการแสดงออกของยีน ArO3D-1และ ArO3D-2 ของโคพีพอด A. royi
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การวิเคราะห<ปริมาณกรดไขมัน คYนหาและวิเคราะห<ยีน ArO3D-1 และ ArO3D-2 

สกัด RNA และเตรียม cDNA

วิเคราะห<การแสดงออกของยีน ArO3D-1 และ ArO3D-2 

Reverse Transcription PCR ศึกษาการแสดงออกของยีน

TcO3D-1      ----------------------MSPNSSATEVP--TPPITPEKFTESDFQKGVPRAIPSILELKKALPAHCFQPDLTTSFYYAFKDLALVAGLYIIMLAMELQ--PYTLLKWAYIPIYWYVSGTLMASIFIVGHDCGHESFSNNSLINDIVGNFMHTIILVPYYPW 
TcO3D-2      MASDYTGQETLEDNV---RVTRSKSAASVSDMGSGQSKVLSAGVSEDEAIRFVPQNTPSILEIKRQLPAHCFQPTLAQSFYYVLKDLVIMAVLYLGMIFMDLQ---FPLATYITYPVYWYLQGTMMWALFVLGHDCGHGSFSHSTLINDITGNLLHSLILVPYYPW 
ArO3D-1      ---------------------MSRTRSSETLVMTSR--KTSAKALEEEALKEVPDNVPSILELKKILPKHCFQPSLVTSMYYVFKDIAIIAGLFLSILCIDHL--ATKFIKFMAYPLYWYLQGTMFWAVFVLGHDCGHGSFSNYPVINDVMGNILHSFILVPYYPW 
ArO3D-2      MNSAFSTNQCISTVHSLYGIDSQQENLRRKRIMTSEALRNLSTTTVVENEEFLPRNVPSILELKKNLPQHCFESHLPTSLYYVFKDLAIIAALYFAILLVDKELSNIPYLSFMAYPIYWNLQGMMFWALFVLGHDCGHGSFSRYEVLNDVVGNLLHAFILVPYYPW 
                                
 
TcO3D-1      KLSHRHHHKNTGNIDKDEVFYPVREQHRTK----DSELMIPYFGLGIGWIFYMFKGYSPRTINHFNPFNHLFIKHSVNCIISMACLTAWMGLVVIPYG-SAYGFSRLAIHYLMPVFGFMCWIVFITFLHHHDENVPWYGDEKWDFVRGQLSSVDRNYGWAHDVLHN 
TcO3D-2      KVSHRHHHKNTGNIDKDEIFYPVREKDYAA----DGKKFLPLFGLGLSWFFYLFKGYAPRAVNHVNPYDEFFVRHASQCVISLVTIAGWVCFGLIPYA-GHYGFTALLCHYLIPIFVFASWLVVTTFLHHQDENVPWYADHKWDFVRGNLSSVDRHYGWAHSLVHN 
ArO3D-1      KMSHHHHHKNTGNIDKDEIFYPVRKTEGEKG--GKRKHFIPFFGFGLSWFMYLFVGYSPRNVNHMNPFDKIFVRHAFRCLISIILTSAWLGLILGFYTAKMNGITDFMFHYGIPIFVFATWLVVTTFLHHQDENVPWYGDEKWDFVRGNLSSVDRSYGWAHSLVHN 
ArO3D-2      KLSHRHHHKNTGNIDRDEIFYPIRQKDWYKGNGEREGSTLPLFGLGLGWFFYLVVGYSPRNVNHLNPFDQFFNRNNLKCGISIALVAAWSLVLAMSYQYEVYTFFGLLKHYLIPVFVFASWLVITTFLHHQGEDVPWYSDEEWNFVRGNLSSVDRDYGWAHNLVHN
  
              
 
TcO3D-1      IGTHQIHHLFSKVPHYHLEEATKVFRERYPELVRKSDERLIPAFIRIFHMFMDQVWIPDDAQVHSYTLSNKSL----- 374  
TcO3D-2      IGTHQIHHLFSKIPHYHLEEATKTFRTVYPDLVRMSNEPIMPAFFKMFYIFDQQQWIKNDAEFHVYSSKKSR------ 393  
ArO3D-1      IGTHQIHHLFIKIPHYYLEEATAVFRAKYPHLVRKSDEPILKAFVKRFFVFDAQQWIDDDTKVHVFKESRNAEKK-IN 382  
ArO3D-2      IGTHQIHHLFIKIPHYHLEEATQVFRDKYPHLVRKCNDPILTSFVKRFFVFTSHQLISNETKFHFFDGKKSTASKKIS 410  
              
 
 
 
 

FA desaturase domain 

FA desaturase domain 

FA desaturase domain 

Fig. 1 Multiple alignment of deduced amino acid sequence of methyl-end desaturases (ArO3D-1 and ArO3D-2) of copepod A. royi with 
TcO3D-1 and TcO3D-2 of copepod T. californicus. 

แยกระยะพัฒนาการ

การเก็บตัวอยGางโคพีพอด A. royi

A. royi Tetraselmis sp.


