
 
รายงานผลการดําเนินงาน 

ปีงบประมาณ 2558 
 
 

โครงการอนุรักษพ์ันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ 
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 
สนองพระราชดําริโดย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
 

เร่ือง  
 การแปรผันทางพันธกุรรมและการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสาย
พันธุ์ระหว่างอึ่งนํ้าเตา้ (Microhyla fissipes) อึ่งข้างดํา (M. heymonsi) และ
อึ่งลายเลอะ (M. butleri) ในพ้ืนท่ีสวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี โดยใช้

นิวเคลียร์ยีนเป็นดีเอ็นเอเคร่ืองหมายในการตรวจสอบ 

  
 

ผู้รับผิดชอบโครงการ 
อาจารย์ ดร. อัมพร วิเวกแว่ว 

 



รายงานวิจัย 
ทุนอุดหนุนการวิจัยจากงบประมาณแผ่นดินปี 2558 

 
โครงการอนรุักษ์พันธุกรรมพืชอันเน่ืองมาจากพระราชดําร ิ

สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมาร ี
 
 
 
 
 

เรื่อง 
การแปรผันทางพันธุกรรมและการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่าง 

อ่ึงน้ําเต้า (Microhyla fissipes) อ่ึงข้างดํา (M. heymonsi) และอ่ึงลายเลอะ (M. butleri) 
ในพื้นท่ีสวนสัตว์เปดิเขาเขียว จังหวัดชลบรุี โดยใช้นิวเคลียรย์นีเป็นดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย 

ในการตรวจสอบ 
Genetic variation and genetic assessment of possible natural hybridization 
among Microhyla fissipes, M. heymonsi and M. butleri in Khao Khew Open 

Zoo, Chonburi province using nuclear gene as DNA marker 
 
 
 
 
 
 

อาจารย์ ดร. อัมพร วิเวกแว่ว 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. วิเชฏฐ์ คนซ่ือ 

ภาควชิาชวีวิทยา คณะวิทยาศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 



ก 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัยน้ีได้รับทุนอดุหนุนการวิจัยจากเงินงบประมาณแผ่นดิน ประจําปีงบประมาณ 2558 
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณ โครงการอนุรักษ์พนัธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําร ิ สมเด็จพระเทพรัตนราชสดุาฯ 
สยามบรมราชกุมารี และสวนสัตว์เปิดเขาเขียว ที่ให้การสนับสนุนและอํานวยความสะดวกในการทํางานวิจัยใน
พื้นที่ ขอขอบคุณ คุณรชตะ มณีอินทร์และคุณนายธงชัย ฐิติภูรี ทีช่่วยเก็บตัวอย่างอึ่งในการศึกษาคร้ังน้ี, คุณรังสินี 
สันคม ท่ีชว่ยสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณยีนด้วยเทคนิคพีซีอาร ์ และขอขอบคุณภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่ให้การสนับสนุนและอํานวยความสะดวกในทุกๆ ด้าน 



ข 
 

บทคัดย่อ 
 

อึ่งนํ้าเต้า (Microhyla fissipes) อึ่งข้างดํา (M. heymonsi) และอึ่งลายเลอะ (M. butleri) จัดเป็นสัตว์
สะเทินนํ้าสะเทินบกที่อยู่ในสกุลเดียวกัน มีขนาดตัวใกล้เคียงกันและมีการกระจายอยู่ในทุกภาคของประเทศไทย 
การศึกษาครั้งน้ีสนใจตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 28S rRNA และประเมินความเป็นไปได้ใน
การเกิดการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่างอึ่งทั้งสามชนิดในพ้ืนท่ีสวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี โดยนําอึ่งนํ้าเต้า
จํานวน 19 ตัว อึ่งข้างดําจํานวน 10 ตัว และอึ่งลายเลอะจํานวน 6 ตัว มาสกัดดีเอ็นเอ เพ่ิมปริมาณยีน 28S rRNA 
ในนิวเคลียร์ดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์และหาลําดับนิวคลีโอไทด์ ผลการศึกษาพบว่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของอึ่งทั้ง
สามชนิดจํานวน 34 ตัวอย่างให้ผล sequencing ชัดเจนและน่าเชื่อถือ โดยลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มีความยาว 739 
คู่เบส จากการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม DnaSP พบจํานวนแฮพโพลไทป์ที่แตกต่างกันจํานวน 3 
แฮพโพลไทป์ ที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมจํานวน 9 (1.22%) ตําแหน่ง มีค่าความหลากหลายของแฮพโพลไทป์ 
และค่าความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ไม่สูงมาก โดยเฉลี่ยเท่ากับ 0.620 ± 0.053 และ 0.00558 ± 0.00053 
ตามลําดับ ระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรของอึ่งท้ังสามชนิดอยู่ระหว่าง 0.007 ถึง 0.011 แสดงว่าอึ่ง
ทั้งสามชนิดมีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมของยีน 28S rRNA แต่ความแตกต่างดังกล่าวค่อนข้างต่ํา จาก
การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการพบว่าอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
เป็นแบบ monophyletic group และไม่พบการเกิด gene flow หรือ introgression ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ
ระหว่างประชากรของอึ่งทั้งสามชนิด 
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Abstract 
 

Ornate chorus frog (Microhyla fissipes), dark-sided chorus frog (M. heymonsi) and noisy 
chorus frog (M. butleri) are amphibians of the same genus. They are similar in body size, found 
all over Thailand and share their habitats. This study aims to investigate genetic variation and 
detect possible natural hybridization among these three microhylid frogs in Khao Khew Open 
Zoo area, Chonburi province. Nineteen M. fissipes, ten M. heymonsi and six M. butleri individuals 
were used for DNA extraction, PCR amplification of 28S rRNA gene and DNA sequencing. The 
results showed that only thirty-four samples had reliable 28S rRNA sequences. By using DnaSP 
program, we found 9 variable sites (1.22%) from 739 bps of the aligned sequences, resulting in 3 
unique haplotypes. Overall diversity indices were 0.620 ± 0.053 and 0.00558 ± 0.00053 for 
haplotype diversity and nucleotide diversity respectively. The genetic distance between 
populations ranged from 0.007 to 0.011, indicating low genetic variation among the analyzed 
populations. Moreover, analysis of phylogenetic relationships revealed that M. fissipes, M. 
heymonsi and M. butleri are monophyletic with no detections of gene flow between species. 
 
 
Keywords: genetic variation, nuclear DNA, amphibians, 28S ribosomal RNA 
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บทนําและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
ปัจจุบันได้มีการศึกษาพบว่าสิ่งมีชีวิตในธรรมชาตหิลายชนิดไม่ว่าจะเป็นพืชหรือสัตว์ ที่มีความใกล้ชดิกัน

ทางวิวัฒนาการ (closely related species) มักมีการแบ่งแยกทางการสืบพันธ์ุที่ไม่สมบูรณ์ (incomplete 
reproductive isolation) (Arnold, 1997, 2006) ดังน้ันเมือ่สิง่มีชีวิตเหล่าน้ีมีการกระจายตัวทับซอ้นกัน 
(overlapping ranges) หรือเข้ามาอาศัยอยู่ในพื้นที่เดียวกัน (contact zone or sympatry) จึงมีโอกาสเสี่ยงที่จะ
เกิดการผสมข้ามสายพันธ์ุหรือ interspecific hybridization ได ้ (Futuyma, 1997) ซึ่งการเกิดการผสมข้ามสาย
พันธ์ุนี้อาจนําไปสู่การผลติลูกผสม (hybrid) ที่มีชีวติและไม่เป็นหมันได้ ทั้งน้ีหากเหตุการณด์ังกลา่วเกิดข้ึนจริง
ลูกผสมเหล่าน้ันอาจทําหน้าทีเ่ป็นตัวกลางในการถ่ายทอดยีนจากประชากรของสิ่งมชีีวิตชนิดหนึ่งไปยังประชากร
ของสิ่งมชีีวิตอกีชนิดหน่ึงได ้ หรือที่เรียกว่าการเกิดยีนโฟลว์หรืออินโทเกรสชั่น (gene flow or introgression) 
นั่นเอง (Mallet, 2005) ซึง่การเกิด gene flow or introgression นั้นสามารถตรวจสอบไดโ้ดยอาศัยเทคนิค
ทางด้านชีวโมเลกุล (molecular biology) ควบคู่ไปกับการศึกษาทางดา้นสัณฐานวิทยา เช่น การตรวจสอบยีนใน
ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตร่วมกับการระบุชนิดของส่ิงมีชีวติจากลักษณะภายนอก ถ้าสิ่งมีชีวิตน้ันเป็น
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ลูกผสม สิ่งมชีวีิตน้ันจะมีชนิดของยีนในไมโทคอนเดรียลดเีอ็นเอที่ไม่สอดคล้องกับการระบุชนิดของส่ิงมีชีวิตน้ันโดย
ใชล้ักษณะภายนอก (e.g. Alves et al., 2008; Plötner et al., 2008; Klymus et al., 2010) 

สัตว์สะเทินนํ้าสะเทินบกนิยมนํามาเป็นโมเดลในการศึกษาเร่ืองการแบ่งแยกทางการสืบพันธ์ุและการเกิด
การผสมข้ามสายพันธ์ุอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากเป็นสัตว์ที่สามารถพบได้ทุกทวีปทั่วโลก โดยเฉพาะในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ รวมทั้งประเทศไทย นอกจากนี้ยังมีรายงานว่ากบนา 2 สปีชีส์ คือ Rana limnocharis และ R. 
cancrivora สามารถผสมขา้มสายพันธ์ุกันได้และสามารถผลติลูกผสมที่ไม่เป็นหมันอกีด้วย (Sumida, et al., 
2002) การศึกษาวิจัยคร้ังน้ีจึงสนใจการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่างอึ่งสามชนิดทีม่ีความสัมพันธ์ใกลช้ิดกันทาง
วิวัฒนาการในประเทศไทย ได้แก่ อึ่งนํ้าเต้า (Microhyla fissipes) อึ่งขา้งดํา (M. heymonsi) และอึ่งลายเลอะ 
(M. butleri) ในพ้ืนที่บริเวณสวนสัตว์เปิดเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบรุี เน่ืองจากเป็นพ้ืนที่ที่มีรายงานพบ
อึ่งทั้ง 3 ชนิดนี้อาศัยอยู่ร่วมกัน (sympatric area) (Wichase Khonsue, person communication) อนึ่งจาก
การศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมและการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่างประชากรของ
อึ่งทั้งสามชนิดในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียวก่อนหน้านี้ โดยทําการวิเคราะห์จากลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ใน
ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอน้ัน ผลการศึกษาพบการเกิด gene flow หรือ introgression ของ mitochondrial DNA 
จากประชากรของอึ่งข้างดําสู่ประชากรของอึ่งนํ้าเต้าในพ้ืนที่สวนสตัว์เปิดเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ผล
การศึกษาที่ไดแ้สดงให้เห็นว่าอึ่งน้ําเต้าและอึง่ข้างดําสามารถผสมข้ามสายพันธ์ุในธรรมชาติได ้ (Wiwegweaw & 
Khonsue, unpublished data) แต่เน่ืองจากการศึกษาดังกล่าวเป็นการศึกษาเบ้ืองต้นและยังขาดขอ้มูลเก่ียวกับ
การเกิด gene flow หรือ introgression ของ nuclear DNA ระหว่างประชากรของอึ่งทั้งสามชนิด ดังน้ันงานวิจัย
ในครั้งน้ีจึงสนใจตรวจสอบการเกิด gene flow และการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างอึ่ง
ทั้งสามชนิดในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบรีุ โดยใช้ nuclear gene เป็นดีเอ็นเอ
เคร่ืองหมายในการตรวจสอบ ท้ังน้ีเพ่ือนําข้อมูลที่ได้มาประกอบการวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับข้อมลูที่ได้จาก
การศึกษาไมโทคอนเดรียลดเีอ็นเอตอ่ไป  
 
เอกสารที่เกี่ยวข้อง 

   ปัจจุบันมีรายงานพบว่าส่ิงมีชีวิตในธรรมชาติหลายชนิดไมว่่าจะเป็นพืชหรือสัตว์ ที่มคีวามใกลช้ิดกันทาง
วิวัฒนาการ (closely related species) มักมีการแบ่งแยกทางการสืบพันธ์ุที่ไม่สมบูรณ์ (incomplete 
reproductive isolation) (Arnold, 1997, 2006) ดังน้ันเมือ่สิง่มีชีวิตเหล่าน้ีมีการกระจายตัวทับซอ้นกัน 
(overlapping ranges) หรือเข้ามาอาศัยอยู่ในพื้นที่เดียวกัน (contact zone or sympatry) จึงมีโอกาสเสี่ยงที่จะ
เกิดการผสมข้ามสายพันธ์ุหรือ interspecific hybridization ได ้(Futuyma, 1997) ในบางกรณีการผสมข้ามสาย
พันธ์ุอาจนําไปสู่การผลติลูกผสม (hybrid) โดยลูกผสมที่เกิดข้ึนสว่นใหญ่จะมลีักษณะสัณฐานภายนอกกํ้าก่ึง 
(intermediate) ระหว่างส่ิงมีชีวิตสองชนิดท่ีผสมข้ามสายพันธ์ุกัน ท้ังน้ีถ้าลูกผสมที่เกิดข้ึนสามารถมีชีวิตอยู่รอด
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และสืบพันธ์ุได ้ลูกผสมเหล่าน้ันอาจทําหน้าที่เป็นตัวกลางในการถ่ายทอดยีนจากประชากรของสิ่งมชีีวิตชนดิหน่ึงไป
ยังประชากรของสิ่งมีชีวติอีกชนิดหน่ึงไดโ้ดยการผสมพันธ์ุแบบ backcross กับสปีชีส์พอ่หรอืสปีชีสแ์ม่ (gene flow 
or introgression) (e.g., Barton & Hewitt, 1985; Mallet, 2005; Plotner et al., 2008) ซึ่งการเกิด gene 
flow or introgression สามารถตรวจสอบได้ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล (molecular biology) ปัจจุบันมีรายงานพบ
การผสมข้ามสายพันธ์ุและ introgression ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น ในปลา (e.g. Wilson & Bernatchez, 
1998), ในกระต่ายป่า (e.g. Alves et al., 2008; Plötner et al., 2008), ในหนู (Bozikova et al., 2005) และ
ในสตัว์สะเทินน้ําสะเทินบก (Spolsky & Uzzell, 1984; Sumida, et al., 2002) 
 สัตว์สะเทินนํ้าสะเทินบกนิยมนํามาเป็นโมเดลในการศึกษาเร่ืองการแบ่งแยกทางการสืบพันธ์ุและการเกิด
การผสมข้ามสายพันธ์อย่างแพร่หลาย เน่ืองจากเป็นสัตว์ที่สามารถพบได้ทุกทวีปทั่วโลก โดยเฉพาะในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต ้รวมทั้งประเทศไทย อึ่งนํ้าเต้า (Ornate chorus frog; Microhyla fissipes Boulenger, 1884) 
อึ่งข้างดํา (Dark-sided chorus frog; M. heymonsi Vogt, 1911) และอึ่งลายเลอะ (Noisy chorus frog; M. 
butleri Boulenger, 1900) จัดเป็นสัตวส์ะเทินนํ้าสะเทินบกที่มีวิวัฒนาการใกล้ชดิกันทางวิวัฒนาการ จัดอยู่ใน
สกุลเดียวกัน คือ Microhyla อึ่งนํ้าเต้า มีความยาวประมาณ 28 มลิลิเมตร กลางหลังมีลายคลา้ยรูปนํ้าเต้าสี
น้ําตาลเข้ม ข้างหัวและลําตัวมีแถบสดีําด้าน อึ่งข้างดํา มีความยาวประมาณ 20-22 มิลลิเมตร กลางหลังมีเส้นแคบ
สีจาง พาดมาตามแนวสันหลัง 1 เส้น ระหว่างเส้นอาจมีจุดประกบ ข้างละจุด และอึ่งลายเลอะ มีความยาว
ประมาณ 22-26 มิลลิเมตร กลางหลังมีลวดลายสมมาตรกัน ขอบของลายหยักเป็นคลื่นสีจางลงมาถึงสีข้างและเป็น
ลายพาดมาที่ขา (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐ์และคณะ 2546) จากข้อมลูดังกล่าวจะพบว่าอึ่งทั้ง 3 ชนดินี้มีขนาดลําตัว
ไม่แตกต่างกัน มีลักษณะสณัฐานภายนอกคล้ายคลึงกัน และสามารถพบอึ่งทั้งสามชนิดไดทุ้กภาคของประเทศไทย 
(Matsui, et al., 2011; ธัญญา, 2546; วิเชฏฐ์และคณะ 2546) ดังน้ันจึงมีความเป็นไปได้สูงท่ีจะพบอึ่งท้ังสามชนิด
อาศัยอยู่ในบริเวณเดียวกัน (sympatric area) เช่น ในบริเวณอุทยานแห่งชาตทิองผาภูมิ อ. ทองผาภูมิ จ. 
กาญจนบุรี พบอึ่งทั้งสามชนิดอยู่ในบริเวณเดียวกันจํานวนมากโดยเฉพาะในฤดูฝน (วิเชฏฐ์และคณะ 2546) และท่ี
สําคัญการทีอ่ึ่งท้ังสามชนิดมีการปฏิสนธิแบบภายนอก (external fertilization) ทําให้โอกาสที่จะเกิดการผสมข้าม
สายพันธ์ุกันระหว่างอึ่งทั้งสามชนิดเป็นไปได้สูงกว่าการปฏิสนธิแบบภายใน (internal fertilization) เพราะการ
ปฏิสนธิแบบภายนอกเป็นการเพ่ิมโอกาสใหส้เปิร์มของอึ่งชนิดหน่ึงเข้าผสมกับไข่ของอึง่อีกชนิดหน่ึงได้ง่าย (Huxel, 
1999) จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นจึงเกิดคําถามข้ึนว่าอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดาํ และอึ่งลายเลอะ สามารถผสมข้ามสาย
พันธ์ุกันในธรรมชาติได้หรือไม่ จากการศึกษาเบ้ืองต้น ในปี พ.ศ. 2555 โดยการศกึษาการแปรผนัทางพันธุกรรม
และการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมต่างสายพันธ์ุระหว่างอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะ โดยใช้ยนี 
COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอน็เอเป็นดีเอ็นเอเคร่ืองหมายในการตรวจสอบการเกิด gene flow หรือ introgression 
ระหว่างประชากรของอึ่งทั้งสามชนดิที่เก็บมาจากพื้นที่บริเวณอุทยานแหง่ชาติทองผาภูมิ อําเภอทองผาภูมิ จังหวัด
กาญจนบุร ี และสวนสัตว์เปิดเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยทั้งสองพ้ืนที่จัดเป็น sympatric area ที่
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สามารถพบอึ่งทั้งสามชนิดอาศัยอยู่ร่วมกัน ผลการศึกษาพบการเกิด gene flow หรือ introgression ของ 
mitochondrial DNA จากประชากรของอึ่งข้างดําสู่ประชากรของอึ่งนํ้าเต้าในพื้นท่ีสวนสัตว์เปิดเขาเขียว อําเภอ
ศรีราชา จังหวัดชลบุรี ผลการศึกษาที่ไดแ้สดงให้เห็นว่าอึ่งน้ําเต้าและอึ่งข้างดําสามารถผสมข้ามพันธ์ุในธรรมชาติได ้
(Wiwegweaw & Khonsue, unpublished data) แต่เน่ืองจากการศึกษาดังกล่าวเป็นการศึกษาเบ้ืองต้นและยัง
ขาดข้อมูลเก่ียวกับการเกิด gene flow หรอื introgression ของ nuclear DNA ระหว่างประชากรของอึ่งทั้งสาม
ชนิด ดังน้ันการวิจัยในครั้งน้ีจึงสนใจตรวจสอบการเกดิ gene flow และการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้าม
สายพันธ์ุระหว่างอึ่งทั้งสามชนิดในพื้นทีส่วนสัตว์เปิดเขาเขียว อําเภอศรรีาชา จังหวัดชลบุรี โดยใช ้nuclear gene 
เป็นดีเอ็นเอเครื่องหมายในการตรวจสอบ ท้ังน้ีเพ่ือนําข้อมูลที่ไดม้าประกอบการวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับ
ข้อมลูที่ได้จากไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอตอ่ไป 

 
 

วัตถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรมระหว่างประชากรของอึ่งนํ้าเต้า (Microhyla fissipes) อึ่งข้างดํา (M. 
heymonsi) และอ่ึงลายเลอะ (M. butleri) ท้ังภายในและระหว่างประชากร ในพืน้ที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว 
จังหวัดชลบุร ีโดยใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนในนิวเคลียร์ดีเอ็นเอเป็นดเีอ็นเอเครื่องหมายในการตรวจสอบ 

2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการและประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่างอึ่งทั้ง
สามชนิด ในพื้นที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี โดยใช้ยีนจากนิวเคลียร์ดีเอ็นเอเป็นดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ในการตรวจสอบ 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
วิธีดําเนินการวิจัยและแผนการปฏิบัติงาน 

3.1 วสัดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
วสัดุและอุปกรณ์  

- Digital Dry Bath (Labnet International, Inc.) 
- DNA Thermal Cycler (Eppendorf) 
- Centrifuge models 5418 (Eppendorf) 
- Centrifuge models GMC-260 (Labtech, Korea) 
- Microcentrifuge tube 0.2, 0.5 และ 1.5 ml. (Treff® Switzerland) 
- Automatic Micropipette P2, P10, P20, P200 และ P1000 (Hirikul Science) 
- Micropipette tip P10, P20 ,P200 และ P1000 (Treff® Switzerland) 
- -20˚C Freezer (Sharp, Japan) 
- Whatman® Laboratory sealing film 
- Collection Tube 2 ml. (QIAGEN, Germany) 
- Mini column (QIAGEN, Germany) 
- Microwave (Sumsung, Korea) 
- I – MyRun Electrophoresis (Cosmo Bio Co., Ltd) 
- Power supply (Cosmo Bio Co., Ltd) 
- Chamber, tray, comb 
- PCR-Cooler (Eppendorf) 
- Safe Imager Transluminator (Invitrogen Corporation) 
- Digital camera (Nikon) 
- Electronic clock timer Model CT-30 (Canon co. Ltd., Japan) 
- Vortex Mixer (Gemmy Industrail Corp.) 
- กรรไกร, คีม (Forcept) 
- กระดาษทิชช ู(Scott, Thailand) 
- ถุงมอืยาง (Hycare International Co., Ltd) 
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สารเคมี 
- FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech corp.,  
  Taiwan) 
- MilliQ 
- 10 μM 28SV primer (forward primer) 
- 10 μM 28SJJ primer (reverse primer) 
- 100 bp + 1.5 kb DNA ladder (SibEnzyme) 
- Loading Dye (SibEnzyme) 
- Agarose (Promega corporation, USA) 
- SYBR® Safe DNA gel stain (InvitrogenTM) 
- Sterile water 
- Absolute ethanol (Merck, Germany) 

 
เอนไซม์ 

- EmeraldAmp®Max PCR Master Mix (TAKARA BIO, Japan) 
 

3.2 สถานท่ีทาํการวิจัยและเก็บข้อมูล 
เก็บตัวอย่างอึ่งน้ําเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะในพื้นทีส่วนสัตว์เปิดเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวัด

ชลบุร ี จํานวนชนิดละประมาณ 10-40 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างที่เก็บมาได้จะถูกเก็บรักษาตัวอย่างไว้ใน 95% 
เอธานอล เพ่ือนําไปใช้ในการสกัดดีเอ็นเอตอ่ไป 
 

3.3 ขั้นตอนการทดลอง  
ประกอบด้วย 5 ข้ันตอนหลักๆ ได้แก่ 
3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
3.3.2 การเพ่ิมจํานวนยีน 28S rRNA โดยเทคนิคพีซอีาร์ (DNA amplification) 
3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
3.3.4 การอ่านลําดับนิวคลโีอไทด์ (DNA sequencing) 
3.3.5 การวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด ์(Multiple sequence alignment and genetic analyses) 
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3.3.1 การสกดัดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
 สกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเย่ือตับของอึ่งทั้งสามชนิดโดยใช ้FavorPrepTM Tissue Genomic DNA Extraction 
Mini Kit ตาม protocol: DNA Extraction from tissue ดังขั้นตอนดังตอ่ไปน้ี  

1) ใช้กรรไกรตดัเนื้อเยือ่ตบัของอึ่งแตล่ะชนิด ขนาดประมาณ 0.3-0.4 เซนติเมตร ใสล่งในหลอด           
ไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลลิิตร 

2)  เติม FATG1 Buffer 200 ไมโครลิตร และสารละลายเอนไซม์ 11 mg/ml Proteinase K ปริมาณ 9 
ไมโครลติร จากน้ันผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองวอร์เท็ก (Vortex Mixer) นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ระหว่างการบ่มให้ นําไปวอรเ์ท็กใน 30 นาทีแรก 

3)  เติม FATG2 Buffer 200 ไมโครลติร นําไปวอร์เท็กเพ่ือใหผ้สมเป็นเนื้อเดียวกัน นําไปบ่มที่อณุหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี

4)  เติม 100% Ethanol 200 ไมโครลติร แล้วนําไปวอร์เท็ก จากนั้นนําไปป่ันเหว่ียงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ 
ที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที 

5)   ประกอบมินิคอลัมน์ (Mini column) ลงในหลอดคอลเลคชั่น (Collection tube) จากน้ันนําตัวอย่าง
เฉพาะส่วนที่เป็นสารละลายใสปริมาณ 540 ไมโครลิตร ลงในมินิคอลัมน์ แล้วนําไปป่ันเหว่ียงด้วย
เคร่ืองเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี เพ่ือให้ดีเอ็นเอในสารละลายจับ
ตัวกับเมมเบรนในหลอดมินคิอลมัน์ 

6) ทิ้งส่วนที่เป็นนํ้าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แลว้นํามินิคอลมัน์สวมลงในหลอดคอลเลคชั่นดังเดิม 
จากนั้นเติม W1 Buffer 500 ไมโครลิตร แล้วนาํไปป่ันเหว่ียงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 
14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาท ีเพ่ือให้ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์มากยิ่งข้ึน 

7)  ทิ้งส่วนที่เป็นนํ้าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แล้วเตมิ WASH Buffer 750 ไมโครลิตร ป่ันเหว่ียงด้วย 
เคร่ืองเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาท ี

8)   เทส่วนท่ีเป็นนํ้าทิ้ง นําไปป่ันเหว่ียงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 
นาที เพ่ือให้ของเหลวทั้งหมดตกลงในหลอดคอลเลคชั่น 

9) นําเฉพาะมินิคอลัมน์สวมลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์หลอดใหม่ขนาด 1.5 มลิลิลติร จากนั้นเติม 
Elution Buffer 50 ไมโครลิตร ลงบริเวณตรงกลางของมินิคอลมัน์ ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที เพ่ือให้มนิิ
คอลัมน์ดูดซับ Elution Buffer แล้วนําไปป่ันเหว่ียงด้วยเครื่องเซนตริฟวิจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือใหด้ีเอ็นเอตกลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ 

10)  ทําการเกบ็ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดท่ี้อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ก่อนนําไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
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3.3.2. การเพ่ิมจํานวนยีน 28S rRNA โดยเทคนิคพีซีอาร์ (DNA amplification)  
เทคนิคพีซอีาร ์(PCR) มีชื่อเตม็ว่าเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโ่พลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) เป็น

เทคนิคเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอให้มีปริมาณมากมายหลายเท่า ในระยะเวลาอันรวดเร็ว โดยอาศยั
หลักการจําลองตัวของสายดีเอ็นเอ (DNA Replication) เลียนแบบกระบวนการสังเคราะหด์ีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตตาม
ธรรมชาต ิ ทีม่ีการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่อีกหน่ึงสายจากดีเอ็นเอเดิม โดยใช้เครือ่ง PCR machine หรือ 
Thermal cycler เป็นตัวช่วยให้เกิดปฏิกิริยา โดยในการศึกษาครั้งน้ีทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซอีาร์
จากดีเอ็นเอตน้แบบบริเวณยีน 28S rRNA (28S ribosomal RNA) ซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ ซึ่งใช้ไพร
เมอร์ไปจับกับบริเวณดังกล่าว โดยใช้ไพร์เมอร์ทีใ่ชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี คอื 28SV และ 28SJJ (de Sá et al., 2012) 
(ตารางท่ี 1) 
 ตารางท่ี 1 แสดงชือ่และลําดบัโอลโิกนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอรท์ี่ใช้ในการศึกษา 

ชื่อ primer 
(Forward/Reverse) 

ลําดับโอลโิกนวิคลีโอไทด์ (5’ - 3’) 
ความยาว 

(bp) 
TM (˚C) 

   28SV AAGGTAGCCAAATGCCTCATC 21 59.4 
   28SJJ AGTAGGGTAAAACTAACCT 19 50.9 

 
จากนั้นทําการสังเคราะหด์ีเอน็เอตอ่ไปตามข้ันตอนดังตอ่ไปน้ี 
เตรียมส่วนผสมของสารท่ีใช้ในการทําพีซีอาร์ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 0.2 มิลลิลติรทีผ่า่นการนึ่งฆ่าเชื้อ
แล้ว โดยจะใชป้ริมาณสารต่างๆ ในแต่ละหลอดดังน้ี 
 Total DNA template    5.0 μl 
 10 μM 28SV     2.5 μl 
 10 μM 28SJJ      2.5 μl 
 MilliQ water            15.0 μl 
 EmeraldAmp® Max PCR Master Mix         25.0 μl 
  Total volume           50.0 μl 
 
สังเคราะห์ยีนเป้าหมายโดยใช้เครือ่ง DNA Thermal Cycler PCR โดยกําหนดโปรแกรมให้มสีภาวะพีซีอาร์ดังน้ี 

ข้ันตอนที ่1  Initial denaturation  94˚C 4 นาท ี
ข้ันตอนที ่2  Denaturation   94˚C 1 นาท ี

            Annealing   60ºC 1 นาท ี
                   Extension   72ºC 1 นาที  



9 
 

ทําซ้ําในขั้นตอนที่ 2 ตามลําดับข้ันตอนย่อยทั้งสิ้น 35 รอบ 
ข้ันตอนที ่3  Final extension  72˚C 10 นาที 

 
นําหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่มีส่วนผสมของสารท่ีใช้ในการทําให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซโ่พลีเมอเรสมาใส่ใน

เคร่ือง DNA Thermal Cycler และเดินเคร่ือง  
 

3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วยวธิี agarose gel electrophoresis 
 เตรียม 0.7% agarose gel โดย ชั่งผง agarose หนัก 0.35 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ เติม 1X TBE 
buffer 50 ml เขย่าเบาๆ ให้เข้ากันแล้วนําไปเข้าไมโครเวฟที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 
วินาที เติม SYBR® Safe DNA gel stain 2 μl เขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้ให้หายร้อนแล้วเท agarose gel solution ลง
ใน tray และใส่ comb ลงไป ตั้งทิ้งไว้ให ้agarose gel แข็งตัวประมาณ 30 นาที แล้วดึง comb ออก จากนั้นนํา
ถาดเจลไปวางลงใน agarose gel chamber ใส ่1X TBE buffer เทลงใน chamber ให้ได้ปริมาณทีสู่งกว่าผิวหน้า 
agarose gel ≈ 2-3 mm ใช ้ micropipette ดูด PCR product ทีละ 1 ตัวอย่าง และ maker ลงใน well 
จากนั้นเปิดเครื่องโดยใช้ความต่างศักย์ท่ี 135 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาท ีอ่านผลของ PCR product โดยใช้ Safe 
Imager transluminator และถ่ายภาพเจลด้วยกลอ้งดจิิตอล 
 

3.3.4 การอ่านลําดับนวิคลโีอไทด์ (DNA sequencing) 
 นําผลิตภัณฑ์พซีีอารท่ี์ทําให้บริสุทธ์ิมากย่ิงข้ึนในขั้นตอนที ่ 4 ปริมาณ 50 ไมโครลิตรส่งไปยังบริษัท 
Macrogen Inc. ที่ประเทศเกาหลีใต้เพ่ือทําการอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์โดยวิธี automated DNA sequencing 
โดยทางบริษัทจะส่งข้อมลูลําดับนิวคลีโอไทด์มาในรูปแบบไฟล์ข้อมูล  
 

3.3.5 การวิเคราะหล์ําดับนิวคลโีอไทด์ (Multiple sequence alignment and genetic 
analyses)  

นําข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ทีไ่ด้มาตรวจสอบความถูกตอ้งด้วยตาเปล่า (visual correction) จากนั้นนําผล
ที่ได้มาทํา Multiple sequences Alignment ด้วยโปรแกรม Clustal W version 1.81 (Thompson et al, 
1994) หาค่า Genetic distance ของอึ่งทั้งสามชนิดภายในประชากรเดียวกันและระหว่างประชากร โดยใช้
โปรแกรม Mega version 5.05 (www.megasoftware.net) (Tamura et al, 2011) ใช้โปรแกรม DnaSP5 
(www.ub.edu/dnasp) (Rozas et al, 2003) สําหรบัคํานวณค่่า Haplotype Diversity และ Nucleotide 
Diversity วิเคราะห์ความสมัพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยอาศัยวิธี Neighbor-Joining และ Maximum Likelihood 
method โดยคํานวน bootstrap percentage 1,000 ครั้ง เพ่ือสนับสนุน tree ที่ได ้ ด้วยโปรแกรม Mega 



10 
 

version 6.06 โดยใช ้ Microhyla achatina (Genbank accession number KC179909) และ 

Glyphoglossus molossus (KC179884) เป็น outgroup ของการศึกษา นอกจากน้ียังได้นําข้อมลูลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ของอึ่งน้ําเต้า (KC179913) อึ่งข้างดํา (KC179912) และ อึ่งลายเลอะ (KC179911) ที่ไดจ้ากการ Blast เทียบ
กับฐานข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์ของ GenBank มาใช้ร่วมในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการอีกด้วย  
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ผลการศึกษา 
 
1. ผลการเก็บตัวอย่าง การสกัดดีเอ็นเอและการเพ่ิมปรมิาณยีน 28S rRNA ด้วยเทคนคิพีซีอาร์ของอ่ึงน้ําเต้า 
อ่ึงข้างดํา และอ่ึงลายเลอะ ในพืน้ทีส่วนสตัว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี 

ในการศึกษาครั้งน้ีได้ใช้ตัวอย่างอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะ ในพืน้ท่ีสวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัด
ชลบุรีที่ได้เก็บตัวอย่างมาแลว้สําหรับการศึกษาก่อนหน้าน้ี (Wiwegweaw & Khonsue, 2014 unpublished 
data) มาใชใ้นการศึกษาวิจัย โดยการวิจัยครั้งน้ีได้สุ่มตัวอย่าง (จากตัวอย่างทั้งหมด) อึง่นํ้าเต้าจํานวน 19 ตัว อึ่ง
ข้างดําจํานวน 10 ตัว และอึ่งลายเลอะจํานวน 6 ตัว มาทําการสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณยีน 28S ribosomal 
RNA ในนิวเคลียร์ดีเอ็นเอด้วยไพร์เมอร์ 28SV และ 28SJJ โดยใช้เทคนิคพีซอีารแ์ละตรวจสอบขนาด PCR 
product ที่ไดโ้ดย 0.7% agarose gel electrophoresis ผลการศึกษาพบว่าจากจํานวนตัวอย่างท้ังหมด มีเพียง 
34 ตัวอย่างเท่าน้ันที่ให้ผล PCR product ที่ตอ้งการ (ตารางที่ 2) โดย PCR product ที่ตอ้งการมีขนาดประมาณ 
750 คู่เบส (รูปที่ 1-4) 

 
ตารางที่ 2 แสดงผลการเก็บตัวอย่าง การสกัดดีเอ็นเอ การเพิ่มจํานวนยีน 28S rRNA ด้วยเทคนิคพีซอีาร์ และการ
หาลําดับนิวคลีโอไทด ์

 

อ่ึงน้ําเต้า อ่ึงข้างดํา อ่ึงลายเลอะ รวม

จํานวนตัวอย่างท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 19 10 6 35

จํานวนตัวอย่างท่ีให้ผลิตภัณฑ์พซีีอาร์

เป็นแถบสีเข้มชัดเจน
18 10 6 34

จํานวนตัวอย่างท่ีให้ลําดับนิวคลีโอไทด์

ชัดเจนและน่าเช่ือถือ
18 10 6 34
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รูปที ่1 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลติภัณฑ์พีซีอาร์ของอึ่งนํ้าเต้าจํานวน 2 ตัว ท่ีได้จากการทํา gradient PCR 
amplification เพ่ือหา annealing temperature ที่เหมาะสมสําหรับการเพิ่มปริมาณยีน 28S rRNA ด้วยไพร์
เมอร์ 28SV และ 28SJJ  ซึ่งผลติภัณฑ์พีซอีาร์ที่ได้มีขนาดประมาณ 750 คู่เบส  

Lane 1-8  : ผลติภัณฑ์พีซอีาร์ของอึ่งนํ้าเต้า (MFKK21) ท่ีเพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค PCR โดย 
   ใช้ annealing temperature ระหว่าง 65-45˚C 
Lane 9-16 : ผลติภัณฑ์พีซอีาร์ของอึ่งนํ้าเต้า (MFKK23) ท่ีเพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค PCR โดย 
   ใช้ annealing temperature ระหว่าง 65-45˚C 
Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลติภัณฑ์พีซีอาร์ของอึ่งนํ้าเต้าจํานวน 10 ตัว จากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว 
อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลติภัณฑพี์ซีอาร์ที่ได้มขีนาดประมาณ 750 คู่เบส  

Lane 1-10  : ผลติภัณฑ์พีซอีาร์ของอึ่งนํ้าเต้าจํานวน 10 ตัว (ตัวอย่างที ่MFKK1, 3, 4, 5, 7,     
    14, 15, 19, 23 และ 25 ตามลําดับ)  
Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 
Lane N  : Negative control 

  1    2     3     4     M    5     6     7     8      

750 bp 

750 bp 
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รูปที ่3 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลติภัณฑ์พีซีอาร์ของอึ่งนํ้าเต้าจํานวน 9 ตัว จากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว 
อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลติภัณฑพี์ซีอาร์ที่ได้มขีนาดประมาณ 750 คู่เบส  

Lane 1-9  : ผลติภัณฑ์พีซอีาร์ของอึ่งนํ้าเต้าจํานวน 9 ตวั (ตัวอย่างที่ MFKK2, 9, 21, 28,  
   30, 32, 34, 36 และ 39 ตามลําดับ)  
Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 
Lane N  : Negative control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่4 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลติภัณฑ์พีซีอาร์ของอึ่งข้างดําจํานวน 10 ตัวและอึ่งลายเลอะจาํนวน 6 ตัว 
จากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว อาํเภอศรีราชา จังหวัดชลบุร ีโดยผลิตภัณฑ์พซีีอารท่ี์ไดม้ีขนาดประมาณ 750 คู่เบส  

Lane 1-10  : ผลติภัณฑ์พีซอีาร์ของอึ่งข้างดําจํานวน 10 ตัว (ตัวอย่างที ่MHKK1, 2, 5, 6,  
    7, 8, 9, 10, 11 และ 12 ตามลําดับ)  
Lane 11-16  : ผลติภัณฑ์พีซอีาร์ของอึ่งลายเลอะจํานวน 6 ตัว (ตัวอย่างที่ MBKK1, 4, 5, 6,  
    7 และ 8 ตามลําดับ) 
Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

750 bp 

750 bp 

2 
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2. ข้อมูลความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) ของอ่ึงน้ําเต้า อึ่งขา้งดํา และอึ่งลายเลอะ 
จากผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีน 28S rRNA ในนิวเคลียร์ดีเอน็เอของอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะใน

พื้นที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรีจาํนวน 34 ตวัอย่าง พบว่าผลิตภัณฑ์พีซอีาร์ของอึ่งนํ้าเตา้จํานวน 18 
ตัวอย่าง อึ่งข้างดําจํานวน 10 ตัวอย่าง และอึ่งลายเลอะจํานวน 6 ตัวอย่างให้ผล sequencing ชดัเจนและไม่เกิด
การซ้อนทับกนัของลําดับเบส (ตารางท่ี 2) โดยลําดับนิวคลีโอไทดท์ี่ไดม้ีความยาว 739 คู่เบส มีเบสที่มีเปอร์เซ็นต์ 
G+C เฉลี่ยเทา่กับ 0.564 ซึ่งมี nucleotide composition เป็น: T(21.3%), C(26.2%), A(22.2%) และ 
G(30.3%)  

จากการวิเคราะห์ลําดับนิวคลโีอไทด์ด้วยโปรแกรม DnaSP พบจํานวน haplotype ที่แตกต่างกันจํานวน 
3 haplotype ที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมจํานวน 9 (1.22%) ตําแหน่ง (รูปที่ 5; ตารางที่ 3) ม ี parsimony 
informative sites จํานวน 9 ตําแหน่ง นอกจากน้ีในการหาค่า genetic distance โดยวิธี Kimura two 
parameter พบว่าระหว่างประชากรของอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอึง่ลายเลอะ มคี่า genetic distance อยู่
ระหว่าง 0.007 ถึง 0.011 (รูปที่ 6) โดยค่า genetic distance ภายในประชากรของอึ่งน้ําเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่ง
ลายเลอะ มีค่าเท่ากับศูนย์ เน่ืองจากไม่พบความแปรผันทางพันธุกรรมของยีน 28S rRNA ภายในประชากรของอึ่ง
แตล่ะชนิด (ตารางที่ 3) 

การคํานวณค่าต่างๆ ของอึ่งน้ําเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะ ในแตล่ะประชากร ไดแ้ก่ จํานวนตัวอย่าง 
(n), จํานวน variable site (v), จํานวนของ haplotype (h), haplotype diversity (hd) และ π = nucleotide 
diversity แสดงไว้ในตารางที่ 3 หากพิจารณาจากทุกประชากรของอึ่งทั้งสามชนิดจะพบว่า โดยเฉลี่ยค่า 

haplotype diversity (hd) และค่า nucleotide diversity (π) มีค่าไมสู่งมาก โดยเฉลี่ย hd = 0.620 ± 0.053 

และ π = 0.00558 ± 0.00053 
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                      *        20         *        40         *        60         *        80       
MBKK1       : TCATCTAATTAGTGACGCGCATGAATGGATGAACGAGATTCCCACTGTCCCTACCTACTATCTAGCGAAACCACAGCCAA :  80 
MBKK4       : ................................................................................ :  80 
MBKK5       : ................................................................................ :  80 
MBKK6       : ................................................................................ :  80 
MBKK7       : ................................................................................ :  80 
MBKK8       : ................................................................................ :  80 
KC179911    : ................................................................................ :  80 
MFKK39      : ................................................................................ :  80 
KC179913    : ................................................................................ :  80 
MFKK36      : ................................................................................ :  80 
MFKK34      : ................................................................................ :  80 
MFKK32      : ................................................................................ :  80 
MFKK30      : ................................................................................ :  80 
MFKK28      : ................................................................................ :  80 
MFKK25      : ................................................................................ :  80 
MFKK23      : ................................................................................ :  80 
MFKK21      : ................................................................................ :  80 
MFKK19      : ................................................................................ :  80 
MFKK15      : ................................................................................ :  80 
MFKK14      : ................................................................................ :  80 
MFKK7       : ................................................................................ :  80 
MFKK5       : ................................................................................ :  80 
MFKK4       : ................................................................................ :  80 
MFKK3       : ................................................................................ :  80 
MFKK2       : ................................................................................ :  80 
MFKK1       : ................................................................................ :  80 
MHKK1       : ................................................................................ :  80 
MHKK2       : ................................................................................ :  80 
MHKK5       : ................................................................................ :  80 
MHKK6       : ................................................................................ :  80 
MHKK7       : ................................................................................ :  80 
MHKK8       : ................................................................................ :  80 
MHKK9       : ................................................................................ :  80 
MHKK10      : ................................................................................ :  80 
MHKK11      : ................................................................................ :  80 
MHKK12      : ................................................................................ :  80 
KC179912    : ................................................................................ :  80 
M. achatina : .........................Y...................................................... :  80 
G. molossus : ................................................................................ :  80                          
                                                                                                     
                       *       100         *       120         *       140         *       160       
MBKK1       : GGGAACGGGCTTGGCGGAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCTGTTGAGCTTGACTCTAGTCTGCAACTGTGAAGAGACATGA : 160 
MBKK4       : ................................................................................ : 160 
MBKK5       : ................................................................................ : 160 
MBKK6       : ................................................................................ : 160 
MBKK7       : ................................................................................ : 160 
MBKK8       : ................................................................................ : 160 
KC179911    : ................................................................................ : 160 
MFKK39      : ................................................................................ : 160 
KC179913    : ................................................................................ : 160 
MFKK36      : ................................................................................ : 160 
MFKK34      : ................................................................................ : 160 
MFKK32      : ................................................................................ : 160 
MFKK30      : ................................................................................ : 160 
MFKK28      : ................................................................................ : 160 
MFKK25      : ................................................................................ : 160 
MFKK23      : ................................................................................ : 160 
MFKK21      : ................................................................................ : 160 
MFKK19      : ................................................................................ : 160 
MFKK15      : ................................................................................ : 160 
MFKK14      : ................................................................................ : 160 
MFKK7       : ................................................................................ : 160 
MFKK5       : ................................................................................ : 160 
MFKK4       : ................................................................................ : 160 
MFKK3       : ................................................................................ : 160 
MFKK2       : ................................................................................ : 160 
MFKK1       : ................................................................................ : 160 
MHKK1       : ................................................................................ : 160 
MHKK2       : ................................................................................ : 160 
MHKK5       : ................................................................................ : 160 
MHKK6       : ................................................................................ : 160 
MHKK7       : ................................................................................ : 160 
MHKK8       : ................................................................................ : 160 
MHKK9       : ................................................................................ : 160 
MHKK10      : ................................................................................ : 160 
MHKK11      : ................................................................................ : 160 
MHKK12      : ................................................................................ : 160 
KC179912    : ................................................................................ : 160 
M. achatina : ................................................................................ : 160 
G. molossus : ...............A................................................................ : 160                          
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                       *       180         *       200         *       220         *       240       
MBKK1       : GAGGTGTAGGATAAGTGGGAGGCCCTCGCCCGCCACCCCCTCCGCGGGGTCGGGCCCGGGGAGCCGCCGGTGAAATACCA : 240 
MBKK4       : ................................................................................ : 240 
MBKK5       : ................................................................................ : 240 
MBKK6       : ................................................................................ : 240 
MBKK7       : ................................................................................ : 240 
MBKK8       : ................................................................................ : 240 
KC179911    : ...................................T............................................ : 240 
MFKK39      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
KC179913    : .........A........................G..TTT----.....C.............................. : 236 
MFKK36      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK34      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK32      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK30      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK28      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK25      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK23      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK21      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK19      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK15      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK14      : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK7       : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK5       : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK4       : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK3       : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK2       : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MFKK1       : .........A........................G...TT----.....C.............................. : 236 
MHKK1       : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK2       : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK5       : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK6       : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK7       : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK8       : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK9       : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK10      : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK11      : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
MHKK12      : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
KC179912    : .........A......................T--T..TT----....-............................... : 233 
M. achatina : .........................C......T--....G----...---.....A........................ : 231 
G. molossus : .........A...............C......T--....G----...---.....A........................ : 231 
                                                                                                                             
                       *       260         *       280         *       300         *       320       
MBKK1       : CTACTCTTATCGTTTTTTCACTTACCCGGTGAGGCGGGGGGGCGAGCCCCGAGCGGGCTCTCGCTTCTGGCTCCAAGCGC : 320 
MBKK4       : ................................................................................ : 320 
MBKK5       : ................................................................................ : 320 
MBKK6       : ................................................................................ : 320 
MBKK7       : ................................................................................ : 320 
MBKK8       : ................................................................................ : 320 
KC179911    : ................................................................................ : 320 
MFKK39      : ................................................................................ : 316 
KC179913    : ................................................................................ : 316 
MFKK36      : ................................................................................ : 316 
MFKK34      : ................................................................................ : 316 
MFKK32      : ................................................................................ : 316 
MFKK30      : ................................................................................ : 316 
MFKK28      : ................................................................................ : 316 
MFKK25      : ................................................................................ : 316 
MFKK23      : ................................................................................ : 316 
MFKK21      : ................................................................................ : 316 
MFKK19      : ................................................................................ : 316 
MFKK15      : ................................................................................ : 316 
MFKK14      : ................................................................................ : 316 
MFKK7       : ................................................................................ : 316 
MFKK5       : ................................................................................ : 316 
MFKK4       : ................................................................................ : 316 
MFKK3       : ................................................................................ : 316 
MFKK2       : ................................................................................ : 316 
MFKK1       : ................................................................................ : 316 
MHKK1       : ................................................................................ : 313 
MHKK2       : ................................................................................ : 313 
MHKK5       : ................................................................................ : 313 
MHKK6       : ................................................................................ : 313 
MHKK7       : ................................................................................ : 313 
MHKK8       : ................................................................................ : 313 
MHKK9       : ................................................................................ : 313 
MHKK10      : ................................................................................ : 313 
MHKK11      : ................................................................................ : 313 
MHKK12      : ................................................................................ : 313 
KC179912    : ................................................................................ : 313 
M. achatina : ................................................................................ : 311 
G. molossus : ................................................................................ : 311 
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                       *       340         *       360         *       380         *       400       
MBKK1       : CCCGG-CCCCCGCG--CCGGGCGCGACCCGCTCCGGGGACAGTGGCAGGTGGGGAGTTTGACTGGGGCGGTACACCTGTC : 397 
MBKK4       : .....-........--................................................................ : 397 
MBKK5       : .....-........--................................................................ : 397 
MBKK6       : .....-........--................................................................ : 397 
MBKK7       : .....-........--................................................................ : 397 
MBKK8       : .....-........--................................................................ : 397 
KC179911    : .....-........--................................................................ : 397 
MFKK39      : .....-........--................................................................ : 393 
KC179913    : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK36      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK34      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK32      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK30      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK28      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK25      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK23      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK21      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK19      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK15      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK14      : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK7       : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK5       : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK4       : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK3       : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK2       : .....-........--................................................................ : 393 
MFKK1       : .....-........--................................................................ : 393 
MHKK1       : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK2       : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK5       : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK6       : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK7       : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK8       : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK9       : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK10      : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK11      : .....-........--................................................................ : 390 
MHKK12      : .....-........--................................................................ : 390 
KC179912    : .....-........--................................................................ : 390 
M. achatina : ..G.--........--................................................................ : 387 
G. molossus : .....C........GT.G.............................................................. : 391                          
                                                                                                     
                       *       420         *       440         *       460         *       480       
MBKK1       : AAACCGTAACGCAGGTGTCCTAAGGCGAGCTCAGGGAGGACAGAAACCTCCCGTGGAGCAGAAGGGCAAAAGCTCGCTTG : 477 
MBKK4       : ................................................................................ : 477 
MBKK5       : ................................................................................ : 477 
MBKK6       : ................................................................................ : 477 
MBKK7       : ................................................................................ : 477 
MBKK8       : ................................................................................ : 477 
KC179911    : ................................................................................ : 477 
MFKK39      : ................................................................................ : 473 
KC179913    : ................................................................................ : 473 
MFKK36      : ................................................................................ : 473 
MFKK34      : ................................................................................ : 473 
MFKK32      : ................................................................................ : 473 
MFKK30      : ................................................................................ : 473 
MFKK28      : ................................................................................ : 473 
MFKK25      : ................................................................................ : 473 
MFKK23      : ................................................................................ : 473 
MFKK21      : ................................................................................ : 473 
MFKK19      : ................................................................................ : 473 
MFKK15      : ................................................................................ : 473 
MFKK14      : ................................................................................ : 473 
MFKK7       : ................................................................................ : 473 
MFKK5       : ................................................................................ : 473 
MFKK4       : ................................................................................ : 473 
MFKK3       : ................................................................................ : 473 
MFKK2       : ................................................................................ : 473 
MFKK1       : ................................................................................ : 473 
MHKK1       : ......................................................A......................... : 470 
MHKK2       : ......................................................A......................... : 470 
MHKK5       : ......................................................A......................... : 470 
MHKK6       : ......................................................A......................... : 470 
MHKK7       : ......................................................A......................... : 470 
MHKK8       : ......................................................A......................... : 470 
MHKK9       : ......................................................A......................... : 470 
MHKK10      : ......................................................A......................... : 470 
MHKK11      : ......................................................A......................... : 470 
MHKK12      : ......................................................A......................... : 470 
KC179912    : ......................................................A......................... : 470 
M. achatina : ................................................................................ : 467 
G. molossus : ................................................................................ : 471 
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                       *       500         *       520         *       540         *       560       
MBKK1       : ATCTTGATTTTCAGTATGAATACAGACCGTGAAAGCGGGGCCTCACGATCCTTCTGACTTTTTGGGTTTTAAGCAGGAGG : 557 
MBKK4       : ................................................................................ : 557 
MBKK5       : ................................................................................ : 557 
MBKK6       : ................................................................................ : 557 
MBKK7       : ................................................................................ : 557 
MBKK8       : ................................................................................ : 557 
KC179911    : ................................................................................ : 557 
MFKK39      : ................................................................................ : 553 
KC179913    : ................................................................................ : 553 
MFKK36      : ................................................................................ : 553 
MFKK34      : ................................................................................ : 553 
MFKK32      : ................................................................................ : 553 
MFKK30      : ................................................................................ : 553 
MFKK28      : ................................................................................ : 553 
MFKK25      : ................................................................................ : 553 
MFKK23      : ................................................................................ : 553 
MFKK21      : ................................................................................ : 553 
MFKK19      : ................................................................................ : 553 
MFKK15      : ................................................................................ : 553 
MFKK14      : ................................................................................ : 553 
MFKK7       : ................................................................................ : 553 
MFKK5       : ................................................................................ : 553 
MFKK4       : ................................................................................ : 553 
MFKK3       : ................................................................................ : 553 
MFKK2       : ................................................................................ : 553 
MFKK1       : ................................................................................ : 553 
MHKK1       : ................................................................................ : 550 
MHKK2       : ................................................................................ : 550 
MHKK5       : ................................................................................ : 550 
MHKK6       : ................................................................................ : 550 
MHKK7       : ................................................................................ : 550 
MHKK8       : ................................................................................ : 550 
MHKK9       : ................................................................................ : 550 
MHKK10      : ................................................................................ : 550 
MHKK11      : ................................................................................ : 550 
MHKK12      : ................................................................................ : 550 
KC179912    : ................................................................................ : 550 
M. achatina : ................................................................................ : 547 
G. molossus : ................................................................................ : 551                          
                                                                                                     
                       *       580         *       600         *       620         *       640       
MBKK1       : TGTCAGAAAAGTTACCACAGGGATAACTGGCTTGTGGCGGCCAAGCGTTCATAGCGACGTCGCTTTTTGATCCTTCGATG : 637 
MBKK4       : ................................................................................ : 637 
MBKK5       : ................................................................................ : 637 
MBKK6       : ................................................................................ : 637 
MBKK7       : ................................................................................ : 637 
MBKK8       : ................................................................................ : 637 
KC179911    : ................................................................................ : 637 
MFKK39      : ................................................................................ : 633 
KC179913    : ................................................................................ : 633 
MFKK36      : ................................................................................ : 633 
MFKK34      : ................................................................................ : 633 
MFKK32      : ................................................................................ : 633 
MFKK30      : ................................................................................ : 633 
MFKK28      : ................................................................................ : 633 
MFKK25      : ................................................................................ : 633 
MFKK23      : ................................................................................ : 633 
MFKK21      : ................................................................................ : 633 
MFKK19      : ................................................................................ : 633 
MFKK15      : ................................................................................ : 633 
MFKK14      : ................................................................................ : 633 
MFKK7       : ................................................................................ : 633 
MFKK5       : ................................................................................ : 633 
MFKK4       : ................................................................................ : 633 
MFKK3       : ................................................................................ : 633 
MFKK2       : ................................................................................ : 633 
MFKK1       : ................................................................................ : 633 
MHKK1       : ................................................................................ : 630 
MHKK2       : ................................................................................ : 630 
MHKK5       : ................................................................................ : 630 
MHKK6       : ................................................................................ : 630 
MHKK7       : ................................................................................ : 630 
MHKK8       : ................................................................................ : 630 
MHKK9       : ................................................................................ : 630 
MHKK10      : ................................................................................ : 630 
MHKK11      : ................................................................................ : 630 
MHKK12      : ................................................................................ : 630 
KC179912    : ................................................................................ : 630 
M. achatina : ................................................................................ : 627 
G. molossus : ................................................................................ : 631 
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                       *       660         *       680         *       700         *       720       
MBKK1       : TCGGCTCTTCCTATCATTGTGAAGCAGAATTCACCAAGCGTTGGATTGTTCACCCACTAATAGGGAACGTGAGCTGGGTT : 717 
MBKK4       : ................................................................................ : 717 
MBKK5       : ................................................................................ : 717 
MBKK6       : ................................................................................ : 717 
MBKK7       : ................................................................................ : 717 
MBKK8       : ................................................................................ : 717 
KC179911    : ................................................................................ : 717 
MFKK39      : ................................................................................ : 713 
KC179913    : ................................................................................ : 713 
MFKK36      : ................................................................................ : 713 
MFKK34      : ................................................................................ : 713 
MFKK32      : ................................................................................ : 713 
MFKK30      : ................................................................................ : 713 
MFKK28      : ................................................................................ : 713 
MFKK25      : ................................................................................ : 713 
MFKK23      : ................................................................................ : 713 
MFKK21      : ................................................................................ : 713 
MFKK19      : ................................................................................ : 713 
MFKK15      : ................................................................................ : 713 
MFKK14      : ................................................................................ : 713 
MFKK7       : ................................................................................ : 713 
MFKK5       : ................................................................................ : 713 
MFKK4       : ................................................................................ : 713 
MFKK3       : ................................................................................ : 713 
MFKK2       : ................................................................................ : 713 
MFKK1       : ................................................................................ : 713 
MHKK1       : ................................................................................ : 710 
MHKK2       : ................................................................................ : 710 
MHKK5       : ................................................................................ : 710 
MHKK6       : ................................................................................ : 710 
MHKK7       : ................................................................................ : 710 
MHKK8       : ................................................................................ : 710 
MHKK9       : ................................................................................ : 710 
MHKK10      : ................................................................................ : 710 
MHKK11      : ................................................................................ : 710 
MHKK12      : ................................................................................ : 710 
KC179912    : ................................................................................ : 710 
M. achatina : ................................................................................ : 707 
G. molossus : ................................................................................ : 711                          
                                      
                       *              
MBKK1       : TAGACCGTCGTGAGACA : 734 
MBKK4       : ................. : 734 
MBKK5       : ................. : 734 
MBKK6       : ................. : 734 
MBKK7       : ................. : 734 
MBKK8       : ................. : 734 
KC179911    : ................. : 734 
MFKK39      : ................. : 730 
KC179913    : ................. : 730 
MFKK36      : ................. : 730 
MFKK34      : ................. : 730 
MFKK32      : ................. : 730 
MFKK30      : ................. : 730 
MFKK28      : ................. : 730 
MFKK25      : ................. : 730 
MFKK23      : ................. : 730 
MFKK21      : ................. : 730 
MFKK19      : ................. : 730 
MFKK15      : ................. : 730 
MFKK14      : ................. : 730 
MFKK7       : ................. : 730 
MFKK5       : ................. : 730 
MFKK4       : ................. : 730 
MFKK3       : ................. : 730 
MFKK2       : ................. : 730 
MFKK1       : ................. : 730 
MHKK1       : ................. : 727 
MHKK2       : ................. : 727 
MHKK5       : ................. : 727 
MHKK6       : ................. : 727 
MHKK7       : ................. : 727 
MHKK8       : ................. : 727 
MHKK9       : ................. : 727 
MHKK10      : ................. : 727 
MHKK11      : ................. : 727 
MHKK12      : ................. : 727 
KC179912    : ................. : 727 
M. achatina : ................. : 724 
G. molossus : ................. : 728 
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รูปที ่5 แสดงลําดับนิวคลโีอไทด์ของยีน 28S rRNA ความยาว 730 bp จํานวน 39 ตัวอย่าง จากประชากรของ
อึ่งนํ้าเต้า (MFKK) อึ่งข้างดํา (MHKK) และอึ่งลายเลอะ (MBKK) เทียบกับ outgroup ไดแ้ก่ M. achatina 
และ G. molossus โดยเคร่ืองหมาย (.) แสดงตําแหน่งของเบสที่เหมือนกัน  
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รูปที ่6 แสดงค่า genetic distance ระหวา่งและภายในประชากรของอึ่งน้ําเต้า (MFKK) อึ่งข้างดํา (MHKK) และอึ่งลายเลอะ (MBKK) จากสวนสัตว์เปิดเขา
เขียว จังหวัดชลบุรี จํานวน 34 ตัวอย่าง ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี Kimura two parameter โดยลําดับนิวคลีโอไทด์ทีใ่ช้ในการคํานวณมีความยาวเท่ากับ 739 bps   
 
 
 

MFKK1 MFKK2 MFKK3 MFKK4 MFKK5 MFKK7 MFKK14 MFKK15 MFKK19 MFKK21 MFKK23 MFKK25 MFKK28 MFKK30 MFKK32 MFKK34 MFKK36 MFKK39 MBKK1 MBKK4 MBKK5 MBKK6 MBKK7 MBKK8 MHKK1 MHKK2 MHKK5 MHKK6 MHKK7 MHKK8 MHKK9 MHKK10 MHKK11 MHKK12

MFKK1

MFKK2 0.000

MFKK3 0.000 0.000

MFKK4 0.000 0.000 0.000

MFKK5 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK14 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK15 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK23 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK28 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK36 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MFKK39 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MBKK1 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007

MBKK4 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.000

MBKK5 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.000 0.000

MBKK6 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.000 0.000 0.000

MBKK7 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.000 0.000 0.000 0.000

MBKK8 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MHKK1 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010

MHKK2 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000

MHKK5 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000

MHKK6 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000

MHKK7 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000

MHKK8 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MHKK9 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MHKK10 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MHKK11 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

MHKK12 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

21 
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ตารางที่ 3 แสดงค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึง่นํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิด
เขาเขียว ตัวอกัษรย่อที่ใช้ในตาราง: N = จํานวนตัวอย่าง; V = จํานวนของ variable site; h = จํานวนของ 

haplotype; hd = haplotype diversity และค่าเบียงเบนมาตรฐาน (± S.D) และ π = nucleotide diversity 
และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (± S.D) 
 

  ชนิดของอึ่ง N M h hd ± S.D. π ± S.D.  

อึ่งนํ้าเต้า 18 0 1 0 0 

อึ่งข้างดํา 10 0 1 0 0 

อึ่งลายเลอะ 6 0 1 0 0 

  ทุกประชากร 34 9 3 0.620 ± 0.053 0.00558 ± 0.00558  
 
 
หมายเหตุ  

haplotype diversity (hd) หมายถึง จํานวนและความถี่ของ haplotype ที่แตกตา่งกันที่พบในตัวอย่าง คํานวณจาก 

hd = (1 -Σxi 2) n / (n -1)  (Nei and Tajima, 1981) เมื่อ xi คือ ความถี่ของ haplotype และ n คือ จํานวนตัวอย่าง 

nucleotide diversity (π) หมายถึง ค่าเฉล่ียของจํานวน nucleotide ที่แตกต่างตอ่ 1 ตําแหน่ง เทยีบกับ sequence 

อื่นแบบสุ่ม คํานวณจาก π  = n/(n − 1)Σxixjπij (Nei 1987, equation 10.5) 

หรือ π  = Σxij/nc (Nei 1987, equation 10.6) เมื่อ n คือ จํานวนของ sequence ที่ทาํการวิเคราะห์ผล, xi คือ ความถี่ของ
รูปแบบ ith ใน sequence ของดีเอ็นเอตัวอย่าง และ nc คือ จํานวนของ sequence ทั้งหมดทีท่ําการเปรียบเทียบ  
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3. ความสัมพนัธ์ทางววิัฒนาการของอ่ึงน้าํเต้า อ่ึงข้างดํา และอึ่งลายเลอะ 
จากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

(Phylogenetic tree) ด้วยวิธี Neighbor-Joining และ Maximum Likelihood ระหว่างอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และ
อึ่งลายเลอะ จากลําดับเบสทีม่ีความยาว 730 bps พบว่าทั้ง NJ tree และ ML tree แสดง topology ที่คล้ายคลึง
กันและสอดคล้องกัน กล่าวคือ ผลการศกึษาพบว่าประชากรของอึ่งทัง้สามชนิดแบ่งออกเป็น 3 clade ใหญ่ๆ 
ด้วยกันตามลักษณะสัณฐานของอึ่งแต่ละชนิด ไดแ้ก่ clade ของอึ่งนํ้าเตา้ (MFKK) clade ของอึ่งข้างดํา (MHKK) 
และ clade ของอึ่งลายเลอะ (MBKK) ด้วยค่า bootstrap probability ท่ีมากกว่า 60% (รูปที่ 7-8) โดย clade ที่
หน่ึงประกอบด้วยประชากรของอึ่งน้ําเต้าทัง้หมด (รวมทั้งอึ่งนํ้าเต้าที่ได้ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์มาจากฐานข้อมูล 
GenBank; Accession number KC179913)  clade ที่สองประกอบด้วยประชากรของอึ่งข้างดําทั้งหมด (รวมทั้ง
อึ่งข้างดําท่ีไดข้้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์มาจากฐานข้อมูล GenBank; KC179912) ส่วน clade ที่สามประกอบด้วย
ประชากรของอึ่งลายเลอะทั้งหมด (รวมทั้งอึ่งลายเลอะที่ได้ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์มาจากฐานข้อมลู GenBank; 
KC179911) 
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รูปที ่7 แผนภมูิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของอึ่งน้ําเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะ ที่สร้างโดยวิธี 
Neighbor-Joining โดยวิเคราะห์จากลําดับนิวคลีโอไทด์ทีม่ีความยาว 730 bps ตัวเลขที่กํากับบนแผนภูมิแสดงค่า 
bootstrap probability จากการทํา 1000 ซ้ํา โดยม ีMicrohyla achatina และ Glyphoglossus molossus 
เป็น outgroup 

อ่ึงนํ้าเต้า 

อ่ึงข้างดํา 

อ่ึงลายเลอะ 
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รูปที ่8 แผนภมูิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของอึ่งน้ําเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะ ที่สร้างโดยวิธี 
Maximum Likelihood โดยวิเคราะห์จากลําดับนิวคลโีอไทด์ทีม่ีความยาว 730 bps ตัวเลขที่กํากับบนแผนภูมิ
แสดงค่า bootstrap probability จากการทํา 1000 ซ้ํา โดยมี Microhyla achatina และ Glyphoglossus 
molossus เป็น outgroup 

อ่ึงนํ้าเต้า 

อ่ึงข้างดํา 

อ่ึงลายเลอะ 
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สรุปและวิจารณ์ผล 
 

ผลการวิเคราะห์และเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 28S rRNA ของอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอ่ึง
ลายเลอะ ในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จาํนวนทั้งหมด 34 ตัวอย่าง พบว่ามีความยาวของลําดบั    
นิวคลีโอไทด์เท่ากับ 739 คู่เบส มีค่า genetic distance ระหว่างประชากรอยูร่ะหว่าง 0.007-0.011 และมีความ
แปรผันทางพันธุกรรม (genetic variation) จํานวน 9 (1.22%) ตําแหน่ง แสดงว่าอึ่งทัง้สามชนิดมีความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมของยีน 28S rRNA ค่อนข้างต่ํา ซึ่งเมื่อเปรยีบเทียบผลการศึกษาครั้งน้ีกับงานวิจัยของ de Sá และ
คณะ ในปี 2012 ทีใ่ช้ยีน 28S rRNA ในการศึกษา molecular phylogeny ของ microhylid frogs ในวงศ์ 
Microhylidae จํานวน 225 ตัวอย่าง (รวมทั้งอึ่งนํ้าเต้า อึง่ข้างดํา และอึง่ลายเลอะ) โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน 28S rRNA ความยาว 738 คูเ่บส ระหว่างอึง่ทั้ง 225 ตัวอย่าง พบว่ามีตําแหน่งที่มีความแปรผันทาง
พันธุกรรม (number of parsimony informative sites/total sites) เท่ากับ 49/738, 6.6% ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ยีน 28S rRNA ของอึ่งวงศ์ Microhylidae มีความแปรผันทางพันธุกรรมไม่สูงมาก ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัยครั้งน้ีที่
พบความแปรผันทางพันธุกรรมเพียง 9 ตําแหน่ง นอกจากนี้ยังพบว่ายีน 28S rRNA มคีวามแปรผันทางพันธุกรรม
ค่อนข้างต่ําเมือ่เปรียบเทียบกับยีนในนิวเคลียร์ดีเอ็นเออืน่ๆ เช่น ยีน tyrosinase (313/551, 60%) และยีน BDNF 
(221/711, 31%) (de Sá et al., 2012) หรือยีนในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ เช่น ยีน 16S rRNA (355/673, 
52%) (de Sá et al., 2012) และยีน COI (267/573, 47%) (Meijden et al., 2007) แตอ่ย่างไรก็ดผีลการศึกษา
ที่ได้พบว่าอึ่งทัง้สามชนิดมีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมของยีน 28S rRNA อย่างชัดเจน ดังจะสังเกตได้จาก
แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่สร้างโดยวิธี NJ และ ML ที่แสดงให้เห็นว่าอึง่ทั้งสามชนิด แยกออกเป็น 
3 clade อย่างชัดเจนสอดคล้องตามลักษณะสณัฐานภายนอก ดังน้ันจึงสรุปได้ว่ายีน 28S rRNA ในนิวเคลียร์ดีเอ็น
เอ มีความเหมาะสมที่จะนํามาใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (species-specific mtDNA marker) เพ่ือใช้ในการ
จําแนกชนิดของอึ่งทั้งสามชนิดได ้นอกจากนี้ผลการศึกษาที่ได้ยังพบว่า โดยเฉลี่ย ค่า haplotype diversity (hd) 

และค่า nucleotide diversity (π) ของประชากรของอึ่งนํ้าเต้า อึ่งข้างดํา และอึ่งลายเลอะ มีค่าไมส่งูมากนัก โดย

เฉลี่ย hd = 0.620 ± 0.053 และ π = 0.00558 ± 0.00053  
จากการศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมและการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่าง

ประชากรของอึ่งทั้งสามชนิดในพ้ืนท่ีสวนสัตว์เปิดเขาเขียวก่อนหน้าน้ี โดยทําการวิเคราะห์จากลาํดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอน้ัน ผลการศึกษาพบการเกิด gene flow หรือ introgression ของ 
mitochondrial DNA จากประชากรของอึ่งข้างดําสู่ประชากรของอึ่งนํ้าเต้าในพื้นท่ีสวนสัตว์เปิดเขาเขียว อําเภอ
ศรีราชา จังหวัดชลบุรี ผลการศกึษาท่ีไดแ้สดงให้เห็นว่าอึ่งนํ้าเต้าและอึ่งข้างดําสามารถผสมข้ามสายพันธ์ุใน
ธรรมชาติได ้(Wiwegweaw & Khonsue, unpublished data) แต่จากการศึกษาครัง้น้ีซึ่งใช ้nuclear gene เป็น
ดีเอ็นเอเครือ่งหมายในการตรวจสอบ ไมพ่บการเกิด gene flow หรือ introgression ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ
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ระหว่างประชากรของอึ่งทั้งสามชนดิ ดังจะสังเกตได้ว่าแตล่ะ clade ของอึ่งแตล่ะชนิดประกอบด้วยสมาชิกที่มา
จากประชากรของอึ่งชนิดเดยีวกันเท่าน้ัน    
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5. Suttinee, Lhaoteaw, Chatchawan Chaisuekul and Wichase Khonsue. 2010. Feeding 
cology og Big-headed frog, Limnonectes macrongathus (Boulenger, 1917), in 
naturalforest, Nan Province. 36th Congress on Science and Technology of Thailand 
26-28 October, 2010 . Bangkok, Thailand. P. 1-6. แหล่งทุน โครงการพัฒนาองค์ความรู้และ
ศึกษานโยบายการจัดการทรพัยากรชีวภาพในประเทศไทย 

6. Patchara Danaisawat, Art-ong Pradatsundarasan and Wichase Khonsue. 2009. 
Habitat selection and relationships between annual occurrence of amphibians and 
climatic factors at Khao Sip Ha ChanNational Reserve Forest, Chantaburi province. 
Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 142. แหล่งทุน โครงการพัฒนาองค์
ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

7. Pataradawn Pinyopich, Worrapong Kit-anan, Sirirat Rengpipat and Wichase Khonsue. 2009. 
Molecular cloning of antimicrobial peptide genes from the tree frog, Rhacophorus 
feae. Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 139. แหล่งทุนโครงการพัฒนา
องค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

8. Kan Nitiroj and Wichase Khonsue. 2009. Vertical distribution and diets of the 
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Median-striped bullfrog, Kaloula mediolineata (Smith, 1917), in San Ngao district, 
Tak Province. Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 136. แหล่งทุน 
โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

9. Anusorn Pansook, Wichase Khonsue, Sanit Piyapatanakorn and Putsatee Pariyanont. 2009. 
Genetic diversity of the rice field frog, Hoplobatrachus rugulosus (Wiengmann, 1853), 
in natural habitats in Thailand by mitochondrial DNA (16SrRNA and cytochrome-b 
sequences). Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 135. แหล่งทุน 
โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

10. Othman, MS, Khonsue, W, Kitana, J, Thirakhupt, K, Robson, MG and Kitana, N. 2009. 
Hepatic biomarker responses in the frog, Fejervarya limnocharis, naturally exposed 
to environmental stress from cadmium contamination. Abstract, 16th International 
Congress of Comparative Endocrinology, Hong Kong S.A.R., China (P69). 19 แหล่งทุน 
National Center of Excellence in Environmental and Hazardous Waste Management 
และ ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

11. วิเชฏฐ ์คนซื่อ. 2008. 2008 ปีแห่งการอนุรักษ์กบ 2008 ปีแห่งการอนุรักษ์กบ: วิกฤติการสญูพันธ์ุและ
บัญชแีดง. การประชุมวิชาการประจําปีโครงการ BRT คร้ังที่ 12. 10-13 ตุลาคม 2551 โรงแรมได
มอนด์พลาซ่า จังหวัดสุราษฎร์ธานี. แหล่งทนุ โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการ
จัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

งานวิจัยทีก่ําลงัดําเนินการอยู่ในปัจจุบัน 
1. ความหลากหลายของชนิดและการใช้พื้นที่ของสตัว์สะเทินนํ้าสะเทินบกบริเวณเทือกเขาหินปูน 

จังหวัดสระบุรีและลพบุร ีแหล่งทุน โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการ 
ทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย(โครงการ BRT R352042) สถานภาพงานวิจัย 90% 

2. โครงการวิจัยข้อมูลเบ้ืองตน้ของสตัว์มีกระดูกสันหลังและสตัว์ไม่มีกระดูกสันหลัง บริเวณพ้ืนที่เกาะ 
 ทะล ุแหล่งทุนงบประมาณแผ่นดินปี 2554 สถานภาพงานวิจัย 80% 
3. โครงการวิจัยการสํารวจเบ้ืองต้น microhabitat ของค้างคาวคุณกิตต ิแหล่งทุนงบประมาณ 

แผ่นดินปี 2554 สถานภาพงานวิจัย 70% 
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