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กบนาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก อยูในวงศ Ranidae พบอยูทั่วทุกภาคของ
ประเทศไทย มีความสําคัญตอระบบนิเวศทําใหเกิดความสมดุลในหวงโซและสายใยอาหาร 
สามารถใชเปนตัวบงชี้การเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม และเปนอาหารที่ใหคุณคา
โปรตีนตอมนุษย อยางไรก็ดียังไมมีรายงานการศึกษาโครโมโซมเพศในกบนา ซึ่งการศึกษา
โครโมโซมเพศในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกมีความสําคัญและนาสนใจ เน่ืองจากสัตวสะเทิน
น้ําสะเทินบกแตละชนิดจะมีรูปแบบของโครโมโซมเพศที่แตกตางกันไป การศึกษาครั้งนี้จึง
ไดศึกษาเปรียบเทียบคาริโอไทปของกบนาเพศผูและเพศเมียดวยการยอมสีแบบธรรมดา
พบวากบนาทั้งสองเพศมีจํานวนโครโมโซม 2n = 26 จัดเปนโครโมโซมขนาดใหญ 5 คู มีรูป
รางเปนเมทาเซนทริก 4 คู และอีก 1 คูมีรูปรางเปนสับเมทาเซนทริก และโครโมโซมขนาด
เล็ก 8 คู มีรูปรางเปนเมทาเซนทริก 4 คู และอีก 4 คูมีรูปรางเปนสับเมทาเซนทริก และพบ
เซคันดารีคอนสทรกิชันบนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8 ทั้งสองเพศ เม่ือการยอมแถบสี
โครโมโซมแบบจี แบบซี ยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอร และยอม
เพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเอง พบวาโครโมโซมทั้ง 13 คูเปนฮอโมมอรฟก
โครโมโซม เน่ืองจากโครโมโซมแตละคูมีรูปแบบของแถบสีไมแตกตางกันทั้งสองเพศ คือไม
พบโครโมโซมเพศในกบนา แสดงวาโครโมโซมเพศของกบนายังไมมีวิวัฒนาการของ
โครโมโซมเพศ
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Rana rugulosa, family Ranidae, are common amphibians which can be found
in most regions of Thailand. The animals play very important role in the ecosystem. It is well
known that they contribute tremendously on the food chain and have great influence on the
environment surrounding the particular habitat. Moreover, the frogs can serve as the very good
protein source for men. However, the sex chromosomes in this frog have not been identified.
The studies on this animal’s sex chromosomes are therefore not only interesting but also
important since each species will exhibit different forms of the chromosomes. This study
compared the karyotypes between males and females by using the conventional staining
methods. It was found that the number of sex chromosomes in both males and females was
similar namely 2n=26. Five pairs of large chromosomes were classified as follows: four pairs as
metacentric-type and the other as submetacentric-type. On the other hand, the results on the
chromosomes were as follows 4 of the eight pairs were metacentric and the other 4 were
submetacentric. Moreover, secondary constriction was found on the long arm of the eight in
both male and female chromosomes

When the G-band and C-band stainings were conducted in order to indicate the
position of the nucleolar organizer regions and also to check on the type of self replication, it
was found that 13 pairs of the chromosomes are homomorphic since no difference in each pair
of chromosomes were obviously detectable between these male and female frogs. From these
results, it could be concluded that the sex chromosomes in Rana rugulosa have not yet
evolutionarily developed.
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บทที่ 1

บทนํา

การศึกษาทางดานเซลลพันธุศาสตร (cytogenetics) สามารถนําไปใชประโยชนใน
หลายๆ ดาน เชน ใชชวยในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต ใชในการศึกษาความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต ใชในการศึกษาโรคทางพันธุกรรมอันเนื่องมาจากความผิดปกติ
ของโครโมโซม รวมทั้งใชประโยชนในการจัดทําแผนที่ยีนบนโครโมโซม สําหรับการศึกษา
ทางดานเซลลพันธุศาสตร เกิดขึ้นหลังจากมีการประดิษฐกลองจุลทรรศน และความรูทาง
ดานเซลลพันธุศาสตรไดถูกนําไปประยุกตใชศึกษาในสิ่งมีชีวิตหลายๆ ชนิด ซึ่งสัตวสะเทิน
น้ําสะเทินบกก็เปนอีกกลุมหน่ึงที่มีการศึกษาทางดานเซลลพันธุศาสตร เน่ืองจากโครโมโซม
ของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกมีขนาดใหญ และมีจํานวนโครโมโซมนอย (Schmid, Olert and 
Klett, 1979) นอกจากนี้ยังมีประเด็นที่นาสนใจในการศึกษาเซลลพันธุศาสตรในสัตวสะเทิน
น้ําสะเทินบก เชน การศึกษาโครโมโซมเพศ เน่ืองจากในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกสวนใหญ
ไมสามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศไดอยางชัดเจน (Schmid, Olert and Klett, 
1979) และในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจํานวนนอยที่พบโครโมโซมเพศนั้นยังมีรูปแบบ
โครโมโซมเพศที่แตกตางกัน ซึ่งนักวิทยาศาสตรเชื่อกันวาโครโมโซมเพศของสัตวสะเทินนํ้า
สะเทินบกอยูในขั้นระหวางกึ่งกลางของกระบวนการวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศ
(Schmid et al., 1991; Solari, 1994) ดังนั้นจึงมีความสนใจที่จะศึกษาโครโมโซมเพศของ
สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก เพ่ือใหทราบถึงวิถีทางในการวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศของ
สัตวมีกระดูกสันหลัง (Schmid et al., 1988) ซึ่งในการตรวจสอบโครโมโซมเพศในสัตว
สะ เทินน้ําสะเทินบกหลายชนิด จําเปนตองใช เทคนิคการยอมแถบสี โครโมโซม  
(chromosome banding technique) เขามาชวย

สําหรับในประเทศไทยนั้น พบวามีสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกอยูเปนจํานวนมาก แตมี
การศึกษาทางดานเซลลพันธุศาสตรในสัตวกลุมน้ีไมมากนัก นอกจากนี้ยังมีการนําเทคนิค
การยอมแถบสีโครโมโซมมาใชศึกษากับสัตวในกลุมนี้นอยมาก และยังไมมีการศึกษา
โครโมโซมเพศของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในประเทศไทย  การศึกษาครั้งนี้ไดนําเทคนิค
การยอมแถบสีโครโมโซมมาใชในการตรวจสอบโครโมโซมเพศของกบนา (Rana rugulosa) 
ซึ่งเปนกบพื้นเมืองที่พบอยูทั่วทุกภาคของประเทศไทย และจากการศึกษาในครั้งนี้คาดวาจะ
ทําใหทราบถึงรูปแบบโครโมโซมเพศของกบนา และสามารถนําเทคนิคการยอมแถบสี
โครโมโซมแบบตางๆ ไปประยุกตใชกับสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกชนิดอ่ืนๆ ตอไป



บทที่ 2

ตรวจเอกสาร

เซลลพันธุศาสตร (cytogenetics) เปนการศึกษาถึงสวนประกอบของเซลลที่เกี่ยว
ของกับการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมจากรุนพอแมไปยังลูกหลาน ที่เนนการศึกษา
องคประกอบสําคัญในการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม คือโครโมโซม โดยศึกษาลักษณะ
และพฤติกรรมของโครโมโซมที่อธิบายไดจากการมองเห็นภายใตกลองจุลทรรศน (Halnan, 
1989) นอกจากจะมีการศึกษาขนาดและรูปรางของโครโมโซมแลวยังมีการศึกษาโดยการ
ยอมแถบสีโครโมโซม (chromosome banding) แบบตางๆ อีกดวย ซึ่งความรูทางดานเซลล
พันธุศาสตรสามารถนําไปใชประโยชนไดในหลายๆ ดาน เชน การจัดจําแนกชนิดของสิ่งมี
ชีวิต การศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการปรับปรุงพันธุ นอก
จากนี้ยังสามารถใชในการศึกษาโรคทางพันธุกรรมที่เกิดจากความผิดปกติของโครโมโซม 
หรือใชประโยชนในการจัดทําแผนที่ยีนบนโครโมโซม (Clerk and Wall, 1996)

2.1 โครโมโซม

โครโมโซมเปนองคประกอบทางพันธุกรรมของเซลล ในโปรคาริโอต (prokaryote) 
เชน แบคทีเรีย โครโมโซมจะมีโครงสรางที่ไมสลับซับซอน มีเพียงดีเอ็นเอ (DNA) เปนองค
ประกอบ สวนในยูคาริโอต (eukaryote) โครโมโซมจะอยูภายในนิวเคลียส เกิดจากการขด
ตัวของเสนใยโครมาทิน (chromatin fiber) ซึ่งมีองคประกอบที่สําคัญคือ ดีเอ็นเอ และ
โปรตีน

การศึกษาโครโมโซม นิยมศึกษาโครโมโซมระยะเมทาเฟส (metaphase) ซึ่งเปน
ระยะที่โครโมโซมมีการหดตัวมากที่สุด ทําใหสามารถมองเห็นขนาดและรูปรางของ
โครโมโซมอยางชัดเจน นอกจากนี้ยังสามารถนับจํานวนโครโมโซมไดอีกดวย การศึกษา
โครโมโซมในระยะเมทาเฟสนี้ จะนําภาพของโครโมโซมมาจัดเรียงลําดับจากขนาดใหญที่สุด
ไปยังขนาดเล็กที่สุด และจัดคูตามรูปรางของโครโมโซม ซึ่งเรียกวา การจัดทําคาริโอไทป 
(karyotype) (Weaver, 1997) คาริโอไทปของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดจะมีลักษณะเฉพาะตัว ใน
สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันจะมีรูปแบบคาริโอไทปเหมือนกัน มีจํานวนโครโมโซมเทากัน เชน คน
(Homo sapiens sapiens) มีจํานวนโครโมโซมทั้งหมด 46 แทง ในแมลงหวี่ (Drosophila 
melanogaster) มีจํานวนโครโมโซมทั้งหมด 8 แทง เปนตน ในสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต จะมี
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โครโมโซม 2 ชุด เรียกวา ดิพพลอยด (diploid) หรือ 2n ซึ่งโครโมโซมทั้ง 2 ชุดนี้ไดมาจาก
การรวมกันของเซลลสืบพันธุจากพอ 1 ชุด และเซลลสืบพันธุจากแม 1 ชุด ในแตละ
เซลลสืบพันธุที่มีจํานวนโครโมโซม 1 ชุด เรียกวา แฮพพลอยด (haploid) หรือ n ใน

ดิพพลอยดนั้น โครโมโซมที่เปนคูกันเรียกวา ฮอโมโลกัสโครโมโซม (homologous 
chromosomes) ซึ่งโครโมโซมที่เปน ฮอโมโลกัสกันจะมีขนาดและรูปราง รวมทั้งการจัดเรียง
ตัวของยีนบนโครโมโซมเหมือนกันทุกประการ สวนโครโมโซมที่ไมไดเปนคูกันเรียกวา 
นันฮอโมโลกัสโครโมโซม (nonhomologous chromosomes)

การจัดทําคาริโอไทป จะตองทราบถึงสวนตางๆ ที่สําคัญ และรูปรางของโครโมโซม
กอน ซึ่งโครโมโซมที่มองเห็นไดจากภายใตกลองจุลทรรศน มีสวนประกอบที่สําคัญ คือ 
เซนโทรเมยีร (centromere) ทีโลเมียร (telomere) และแขนของโครโมโซม นอกจากนี้ใน
บางโครโมโซมอาจพบลักษณะพิเศษ คือ เซคันดารีคอนสทริกชัน (secondary constriction) 
(ภาพที่ 1)

ภาพที่ 1 สวนประกอบของโครโมโซม

2.1.1 เซนโทรเมียร จะเห็นเปนรอยคอดภายใตกลองจุลทรรศน เปนบริเวณที่มี
ความสําคัญขณะที่มีการแบงเซลล เน่ืองจากเปนบริเวณที่มีเสนใยสปนเดิล (spindle fiber) 
มาจับเพ่ือดึงแตละโครมาทิด (chromatid) ไปยังขั้วของเซลล ตําแหนงของเซนโทรเมียรจะ
ชวยในการบอกรูปรางของโครโมโซม (ภาพที่ 2) คือ ถาเซนโทรเมียรอยูบริเวณกลางของ
โครโมโซม ทําใหแขนทั้งสองขางของโครโมโซมยาวเทากัน จัดเปนโครโมโซมเมทาเซนทริก 
(metacentric chromosome) ถาตําแหนงของเซนโทรเมียรอยูคอนไปทางแขนขางใดขาง
หน่ึงของโครโมโซม ทําใหแขนของโครโมโซมยาวไมเทากัน จัดเปนโครโมโซมสับเมทา
เซนทริก (submetacentric chromosome) ถาตําแหนงของเซนโทรเมียร อยูเกือบปลายสุด
ของโครโมโซม จัดเปนโครโมโซมอะโครเซนทริก (acrocentric chromosome) หรือ 

เซนโทร
เซคันดารีคอนสทริกแขนขางสั้น

แขนขาง

ทีโล

ทีโล
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โครโมโซมสับทีโลเซนทริก (subtelocentric chromosome) และถาตําแหนงของ          
เซนโทรเมียรอยูบริเวณปลายสุดของโครโมโซม จัดเปนโครโมโซมทีโลเซนทริก 
(telocentric chromosome) (Sambamurty, 1999)

2.1.2 ทีโลเมียร อยูบริเวณปลายสุดของโครโมโซม ชวยใหสวนปลายของโครโมโซม
ไมถูกทําลาย และชวยใหโครโมโซมแตละแทงไมเชื่อมตอกัน บริเวณทีโลเมียรจะประกอบไป
ดวยโมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีลําดับไนโตรจีนัสเบสสั้นๆ เรียงตอกันซ้ําๆ เปนจํานวนมาก 
(Weaver, 1997)

ภาพที่ 2 รูปรางของโครโมโซมแบบตางๆ

2.1.3 แขนของโครโมโซม จะถูกแบงเปนแขนขางสั้น และแขนขางยาวโดย       
เซนโทรเมียร

2.1.4 เซคันดารีคอนสทริกชัน จะมองเห็นเปนรอยคอดแหงที่ 2 ซึ่งไมใช          
เซนโทรเมียร จากภายใตกลองจุลทรรศน เปนบริเวณที่ตั้งของนิวคลีโอลัส (nucleolus) จึง
อาจเรียกวา นิวคลีโอลารออรแกไนเซอรรีเจียน (nucleolar organizer rigions หรือ NOR)

ในการศึกษาเซลลพันธุศาสตร จะจําแนกโครโมโซมตามคุณสมบัติในการติดสีได
เปน 2 สวน คือ ยูโครมาทิน (euchromatin) ซึ่งเปนบริเวณที่ติดสีจาง และเฮเทอโร    
โครมาทิน (heterochromatin) ซึ่งเปนบริเวณที่ติดสีเขม สวนของเฮเทอโรโครมาทินสามารถ
แบงออกเปน 2 ชนิด คือ คอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโรโครมาทิน (constitutive 
heterochromatin) เปนบริเวณที่ไมสามารถเปลี่ยนไปเปนยูโครมาทิน และแฟคคัลเททีฟ เฮ
เทอโรโครมาทิน (facultative heterochromatin) เปนบริเวณที่ยูโครมาทินเกิดการขดตัวกัน

โครโมโซม
เมทาเซนทริก

โครโมโซม
สับเมทาเซนท

โครโมโซม
ทีโลเซนทริก

โครโมโซม
สับทีโลเซนทริก หรืออะโครเซนทริก
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แนนจนกลายเปนเฮเทอโรโครมาทิน จึงสามารถเปลี่ยนกลับไปเปนยูโครมาทินได (Weaver, 
1997)

2.2 การยอมแถบสีโครโมโซม (Chromosome banding)

การศึกษาโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตเร่ิมแรกใชเฉพาะการยอมสีแบบธรรมดา 
(conventional staining) ซึ่งโครโมโซมจะติดสีเขมทั้งแทง จึงสามารถศึกษาไดเพียงจํานวน 
ขนาด และรูปรางของโครโมโซม ซึ่งในบางกรณีอาจมีปญหาในการจัดคูของโครโมโซมเกิด
ขึ้น เน่ืองจากโครโมโซมมีขนาดและรูปรางใกลเคียงกันมาก ตอมาจึงไดมีการพัฒนาการยอม
แถบสีโครโมโซมแบบตางๆ (chromosome banding technique) ขึ้น ชวยใหอธบิายสวน
ประกอบของโครโมโซม และจัดคูของโครโมโซมไดถูกตองยิ่งขึ้น นอกจากนี้รูปแบบของแถบ
สีโครโมโซม (banding pattern) ยังสามารถใชอธิบายการเกิดมิวเทชันระดับโครโมโซม 
(chromosome mutation) และสามารถแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการระดับชนิด 
(species) ได (Clerk and Wall, 1996)

แถบสีโครโมโซม เปนการใชวิธีการยอมสีแบบพิเศษ เพ่ือใหเกิดรูปแบบของแถบสี
เขมและจางตามแนวขวางตลอดความยาวของโครโมโซม ซึ่งเกิดจากโครงสรางของ
โครโมโซมที่แตกตางกัน (Gosden, 1994) การยอมแถบสีของโครโมโซมมีอยูดวยกันหลาย
วิธี ขึ้นอยูกับวัตถุประสงคในการศึกษาวาตองการศึกษาองคประกอบใดของโครโมโซม ในที่
นี้จะกลาวเฉพาะวิธีการยอมแถบสีที่ใชในงานวิจัยครั้งนี้

2.2.1 การยอมแถบสีแบบจี (G-banding)

การยอมแถบสีแบบจี คือการทําใหโครโมโซมติดสีเขมและจางสลับกันไปตลอด
ความยาวของโครโมโซม (Sumner, 1990) ซึ่งบริเวณที่ติดสีจางจะเกิดการจําลองตัวเอง 
(replication) กอน บริเวณที่ติดสีเขมจะเกิดการจําลองตัวเองหลัง (Clerk and Wall, 1996)
และบริเวณที่ติดสีเขมจะมีไนโตรจีนัสเบสชนิดอะดีนีนและไธมีนมาก ( AT rich) สวนบริเวณ
ที่ติดสีจางจะมีไนโตรจีนัสเบสชนิดกัวนีนและไซโตซีนมาก (GC rich) (Clerk and Wall, 
1996; Sumner, 1990)

สําหรับวิธีการที่ทําใหเกิดแถบสีแบบจีนั้นมี 2 วิธีที่นิยมใช คือวิธี ASG 
(Acetic/Saline/Giemsa) และวิธีการของ Seabright (1971) สําหรับวิธี ASG มี 2 ขั้นตอน
หลักคือ การใช fixative จะไปทําใหนิวคลีโอโซม (nucleosome) เสียสภาพ โดยทําให
โปรตีนฮิสโทนชนิด H1 เสียสภาพ จากนั้นอุนในสารละลาย 2X SSC ทําใหดีเอ็นเอและ
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โปรตีนฮิสโทนในนิวคลีโอโซมคอร (nucleosome core) จับตัวกันใหม ซึ่งดีเอ็นเอบริเวณที่มี
ไนโตรจีนัสเบสชนิดกัวนีนและไซโทซีนมาก จะจับตัวกับโปรตีนฮิสโทนแนน ทําใหสีจิม
ซาไมสามารถแทรกเขาไประหวางดีเอ็นเอและโปรตีนได โครโมโซมบริเวณนี้จึงติดสี

จาง สวน     ดีเอ็นเอบริเวณที่มีไนโตรจีนัสเบสชนิดอะดีนีนและไธมีนมาก จะจับตัวกับ
โปรตีนไมแนน ทําใหสีจิมซาสามารถแทรกเขาไประหวางดีเอ็นเอและโปรตีนได จึงติดสีเขม
ของจิมซา สําหรับวิธีการของ Seabright จะใชสารละลายทริปซิน (trypsin) ไปยอยโปรตีน
ฮิสโทนชนิด H1 ทําใหเกิดการจัดเรียงตัวใหมระหวางดีเอ็นเอกับโปรตีนฮิสโทนในนิวคลีโอ
โซมคอร ซึ่งบริเวณที่ดีเอ็นเอมีไนโตรจีนัสเบสชนิดกัวนีนและไซโทซีนมาก ก็จะจับตัวกับ
โปรตีนฮิสโทนแนน ทําใหสีจิมซาไมสามารถแทรกเขาไประหวางดีเอ็นเอและโปรตีนได จึง
ติดสีจาง สวนบริเวณที่ดีเอ็นเอมีไนโตรจีนัสเบสชนิดอะดีนีนและไธมีนมาก ก็จะจับตัวกับ
โปรตีนฮิสโทนไมแนน ทําใหสีจิมซาสามารถแทรกเขาไประหวางดีเอ็นเอและโปรตีนได จึง
ติดสีเขมของจิมซา ในการยอมแถบสีแบบจีทั้ง 2 วิธีนี้ใหผลของแถบสีที่มีคุณภาพไมแตก
ตางกัน แตโดยสวนใหญนิยมใชวิธีการของ Seabright มากกวา เน่ืองจากทําไดงายและรวด
เร็วกวา (Sumner, 1990)

แถบสีแบบจี มีความสําคัญมากตอการจัดจําแนกคูของโครโมโซม ซึ่งจะชวยใหการ
จัดทําคาริโอไทปถูกตองแมนยํามากยิ่งขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่โครโมโซมมีขนาด
และรูปรางใกลเคียงกันมาก และดวยความสําคัญในการจําแนกโครโมโซม รวมทั้งจําแนก
สวนตางๆ ของโครโมโซม จึงมีความสําคัญในการจัดทําแผนที่ยีนดวย นอกจากนี้ยัง
สามารถใชตรวจสอบการเกิดมิวเทชันระดับโครโมโซม เชน การเกิดทรานสโลเคชัน 
(translocation) หรือ อินเวอรชัน (inversion) เปนตน (Gosden, 1994)

2.2.2 การยอมแถบสีแบบซี C-banding

แถบสีแบบซีจะยอมติดสีเขมบนโครโมโซมในบริเวณที่เปนคอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโร
โครมาทิน ซึ่งเปนบริเวณที่ดีเอ็นเอมีลําดับเบสซ้ําๆ มาเรียงตอกันเปนจํานวนมาก (highly 
repetitive sequence) และเปนบริเวณที่ไมมียีน (Clerk and Wall, 1996) โดยทั่วไปเราจะ
พบแถบสีเขมบริเวณเซนโทรเมียร ทีโลเมียร และอาจพบบนแขนของโครโมโซมดวย

สําหรับวิธีการทั่วไปที่นิยมใชกันเปนมาตรฐานในการยอมสีแบบซี คือวิธี BSG 
(Barium hydroxide/Saline/Giemsa) เปนวธิีการของ Sumner (1972) ซึ่งประกอบดวย 3 
ขั้นตอน โดยเริ่มจากการทําปฏิกิริยาดวยไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.2 นอรมอล (0.2 N 
HCl) จะทําใหเกิดดีเพียวริเนชัน (depurination) คือการทําใหไนโตรจีนัสเบสกลุมพิวรีน 
หลุดออกจากน้ําตาลดีออกซีไรโบสของสายดีเอ็นเอ โดยที่สายของดีเอ็นเอยังไมขาดออก
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จากกัน จากนั้นก็ทําปฏิกิริยาดวยสารละลายแบเรียมไฮดรอกไซด 5 เปอรเซ็นต (5 % 
barium hydroxide) จะไปทําใหดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดดีเพียวริเนชันหักออกเปนทอน
สั้นๆ และในขั้นตอนสุดทายดีเอ็นเอทอนสั้นๆ เหลานี้จะถูกทําใหสลายไปโดยการอุน

ดวยสารละลาย 2 X SSC ซึ่งดีเอ็นเอที่ถูกทําปฏิกิริยาดวยกลไกของสารเคมีทั้ง 3 ขั้นตอนนี้
จะไมติดสีของจิมซา และเนื่องจากบริเวณคอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโรโครมาทิน เปนบริเวณที่ดี
เอ็นเอมีการขดตัวกันแนน และมีโปรตีนอยูมาก ชวยปองกันการเกิดดีเพียวริเนชันทําใหดี
เอ็นเอบริเวณนี้ไมถูกทําใหสลายไปจึงติดสีเขมของจิมซา

การยอมแถบสีแบบซี มีความสําคัญในการจัดจําแนกคูของโครโมโซม โดยเฉพาะใน
พืชและแมลง ซึ่งไมสามารถยอมแถบสีดวยวิธีการอ่ืนได (Sumner, 1990) นอกจากนี้การ
กระจายตัวของแถบสีแบบซีจะผันแปรจากสิ่งมีชีวิตหนึ่งไปยังสิ่งมีชีวิตหนึ่ง จึงสามารถใช
ศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตได (Clerk and Wall, 1996)

2.2.3 การยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอร

การยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงของนิวคลีโอลารออรแกไนเซอร (NOR) บน
โครโมโซม มีอยูดวยกันหลายวิธี ซึ่ง Ag-NOR staining เปนวิธีการหนึ่งที่นิยมใช โดยการ
ยอมดวยซิลเวอร (Ag) (Sumner, 1990)

นิวคลีโอลารออรแกไนเซอร คือสวนประกอบของโครโมโซม  เปนที่ตั้งของนิวคลีโอ
ลัส (nucleolus) ซึ่งประกอบไปดวยยีนที่เกี่ยวของกับการสรางไรโบโซม (ribosome) ที่เรียก
วาไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal DNA) ในระยะอินเทอรเฟส (interphase) จะสราง         
ไรโบโซมอลอารเอ็นเอ (ribosomal RNA) จํานวนมากเก็บไวในนิวคลโีอลัส เม่ือเกิดการแบง
เซลลแบบไมโทซีส (mitosis) นิวคลีโอลัสก็จะเร่ิมสลายตัวในระยะโปรเฟส (prophase) เม่ือ
ถึงระยะเมทาเฟส ไรโบโซมอลอารเอ็นเอ ซึ่งเปนองคประกอบอยูในนิวคลีโอลัสยังสลายตัว
ไปไมหมดสิ้น เม่ือยอมดวยซิลเวอรไนเตรต (silver nitrate) ไรโบโซมอลอารเอ็นเอจะติดสี
เขม ทําใหทราบวาตําแหนงของนิวคลีโอลารออรแกไนเซอร อยูบนโครโมโซมใด

2.2.4 การยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU (BrdU-
replication banding)

การยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU เปนการแสดงลําดับ
เวลาในการจําลองตัวเองของดีเอ็นเอสวนตางๆ บนโครโมโซม ซึ่งมีรูปแบบของแถบสี 2 รูป
แบบหลัก คือ early replication banding และ late replication banding (Sumner, 1990; 
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Clerk and Wall, 1996) ทั้งสองรูปแบบของแถบสีจะเกิดขึ้นในลักษณะตรงกันขาม กลาวคือ 
ในรูปแบบ early replication banding นั้น ยูโครมาทินจะติดสีเขมสวนเฮเทอโรโครมา
ทินจะติดสีจาง ในทางตรงกันขาม รูปแบบของ late replication banding นั้น ยูโครมา

ทินจะติดสีจางสวนเฮเทอโรโครมาทินจะติดสีเขม
วิธีการที่ทําใหเกิดรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU (5-bromodeoxyuridine) มี

อยู 2 ขั้นตอนหลัก คือ การแทนที่ BrdU เขาไปในโครโมโซมและขั้นตอนการยอมสี
โครโมโซม ในขั้นตอนการแทนที่ BrdU เขาไปในโครโมโซมทําไดโดยการเติม BrdU ลงใน
อาหารที่กําลังเลี้ยงเซลล เน่ืองจาก BrdU เปนไธมิดีนอะนาลอก (thymidine analouge)
(Clerk and Wall, 1996) ดังนั้น BrdU จึงสามารถเขาไปแทนที่ไธมิดีนในขณะที่โครโมโซม
เกิดการจําลองตัวเองในระยะ S (systhesis phase) จากนั้นในขั้นตอนตอมาก็ทําการยอมสี
โครโมโซม ซึ่งอาจยอมดวยสารเรืองแสงหรือยอมดวยสีจิมซา โดยการยอมดวยสารเรืองแสง
นั้นจะตองตรวจดูโครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนที่ใชแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ซึ่งแสงนี้
จะไปทําใหโครโมโซมบริเวณที่ถูกแทนที่ดวย BrdU สลายตัวไป โครโมโซมบริเวณนี้จึงไม
เกิดการเรืองแสง สําหรับสารเรอืงแสงที่นิยมใชกันมีอยูหลายชนิด เชน acridine orange  
DAPI และ Hoechst 33258 เปนตน สวนการยอมดวยสีจิมซา โครโมโซมจะถูกฉายดวยแสง
อัลตราไวโอเลตหรืออุนในสารละลายฟอสเฟต pH 8.0 ที่ 87 – 89 องศาเซลเซียส เพ่ือให
โครโมโซมบริเวณที่ถูกแทนที่ดวย BrdU สลายตัวไป เม่ือยอมดวยสีจิมซาโครโมโซมบริเวณ
นี้ก็จะติดสีจาง ในการยอมโครโมโซมทั้งสองแบบนั้น การเกิดเปนรูปแบบของแถบสีขึ้นอยู
กับลําดับเวลาในการให BrdU เขาไปแทนที่โครโมโซมในระยะ S โดยถาให BrdU เฉพาะใน
ชวงแรกของระยะ S ซึ่งเปนชวงที่ยูโครมาทินเกิดการจําลองตัวเอง จะทําให BrdU เขาไป
แทนที่ในบริเวณยูโครมาทิน เม่ือยอมสีโครโมโซม บริเวณยูโครมาทินจะติดสีจาง จึงไดรูป
แบบของแถบสีเปน late replication banding แตถาให BrdU เฉพาะในชวงปลายของระยะ 
S ซึ่งเปนชวงที่เฮเทอโรโครมาทินเกิดการจําลองตัวเอง จะทําให BrdU เขาไปแทนที่ใน
บริเวณเฮเทอโรโครมาทิน เม่ือยอมสีโครโมโซม บริเวณเฮเทอโรโครมาทินจะติดสีจาง จึงได
รูปแบบของแถบสีเปน early replication banding (Sumner, 1990; Schmid and Klett, 
1994; Clerk and Wall, 1996)

2.3 โครโมโซมเพศ

สิ่งมีชีวิตโดยทั่วไปมีโครโมโซมแบงออกเปน 2 ชนิด คือ โครโมโซมรางกาย 
(autosome) และโครโมโซมเพศ (sex chromosome หรือ gonosome) โดยโครโมโซมราง
กายเปนโครโมโซมที่มีเหมือนกันในทั้งสองเพศของสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน แตละคูของ
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โครโมโซมจะมีขนาดและรูปรางเหมือนกันเรียกวา ฮอโมมอรฟกโครโมโซม (homomorphic 
chromosome) สวนโครโมโซมเพศ จะมีความแตกตางกันในแตละเพศของสิ่งมีชีวิต
ชนิดเดียวกัน และจะเกี่ยวของกับการกําหนดเพศ (Burns and Bottino, 1989) ซึ่งคู

ของโครโมโซมที่ มีขนาดและรูปรางตางกันเรียกวา เฮเทอโรมอรฟกโครโมโซม 
(heteromorphic chromosome) (Solari, 1994)

โครโมโซมเพศที่พบในสิ่งมีชีวิตทั่วๆ ไปมีอยูดวยกัน 3 ระบบ คือ

2.3.1 ระบบ XO

ในระบบนี้เพศเมียจะมีโครโมโซมเพศ 2 แทง เปน XX เม่ือมีการแบงเซลลแบบ   
ไมโอซีส (meiosis) เพ่ือสรางไข จะใหไขที่มีโครโมโซมเพศเปน X ทั้งหมด สวนเพศผูจะมี
โครโมโซมเพศเพียง 1 แทง เปน XO เม่ือมีการแบงเซลลแบบไมโอซีสเพื่อสรางสเปรม จะ
ใหสเปรมที่มีโครโมโซมเพศเปน X ครึ่งหน่ึง และสเปรมอีกครึ่งหน่ึงไมมีโครโมโซมเพศ 
ระบบการกําหนดเพศแบบนี้พบในแมลงในอันดับ Orthoptera และ Hemiptera (Burns and 
Bottino,1989)

2.3.2 ระบบ XY

ในระบบนี้เพศเมียจะมีโครโมโซมเพศ 2 แทง เปน XX เม่ือมีการแบงเซลลแบบ   
ไมโอซีส เพ่ือสรางไข จะใหไขที่มีโครโมโซมเพศเปน X ทั้งหมด สวนเพศผูจะมีโครโมโซม
เพศ 2 แทง แตมีรูปรางตางกันจึงเรียกเปน XY เม่ือมีการแบงเซลลแบบไมโอซีส เพ่ือสราง
สเปรม จะใหสเปรมที่มีโครโมโซมเพศเปน X ครึ่งหนึ่ง และสเปรมที่มีโครโมโซมเพศเปน Y 
อีกครึ่งหนึ่ง ระบบการกําหนดเพศแบบนี้พบในคน และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Burns and 
Bottino, 1989)

2.3.3 ระบบ ZW

ระบบนี้มีลักษณะตรงกันขามกับระบบ XY คือ เพศผูมีโครโมโซมเพศเปนแบบ XX 
สวนเพศเมียมีโครโมโซมเพศเปนแบบ XY แตเพ่ือไมใหเกิดความสับสนกับระบบ XY จึงใช 
ZZ และ ZW แทนตามลําดับ ดังนั้น เม่ือมีการแบงเซลลแบบไมโอซีสในเพศเมียเพ่ือสรางไข 
ก็จะไดไขครึ่งหนึ่งมีโครโมโซมเพศเปน Z และไขอีกครึ่งหนึ่งมีโครโมโซมเพศเปน W สวน
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เพศผู จะใหสเปรมที่มีโครโมโซมเพศเปน Z ทั้งหมด ระบบการกําหนดเพศแบบนี้พบในพวก
นก ผีเสื้อ ผีเสื้อกลางคืน และพบในปลาบางชนิด (Burns and Bottino, 1989)

ในการกําหนดเพศมีศัพท  2 คําที่ ใช ในการเรียกรูปแบบของเพศ  คือ                   
เฮเทอโรแกมีทิกเซก (heterogametic sex) และฮอโมแกมีทิกเซก (homogametic sex) 
สําหรับเฮเทอโรแกมีทิกเซก จะใชเรียกเพศที่สามารถสรางเซลลสืบพันธุได 2 แบบ (Burns 
and Bottino, 1989) นั่นคือ เพศผูในระบบ XO และ XY และเพศเมียในระบบ ZW เปน    
เฮเทอโรแกมีทิกเซก สวนฮอโมแกมีทิกเซก ใชเรียกเพศที่สามารถสรางเซลลสืบพันธุได
เพียงแบบเดียว (Burns and Bottino,1989) นั่นคือ เพศเมียในระบบ XO และ XY และเพศ
ผูในระบบ ZW เปน ฮอโมแกมีทิกเซก

2.4 โครโมโซมเพศในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบก

จากการศึกษาเซลลพันธุศาสตรในชวงแรกของศตวรรษที่ 19 เปนที่ยอมรับกันวาใน
สัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกไมมีโครโมโซมเพศ (Solari, 1994) ตอมาพบวาสัตวสะเทินนํ้า
สะเทินบกบางชนิดมีโครโมโซมเพศที่มีรูปรางแตกตางกันอยางชัดเจน และเม่ือมีการพัฒนา
เทคนิคการยอมแถบสีโครโมโซมขึ้น จึงไดนํามาประยุกตใชในการศึกษาโครโมโซมของสัตว
สะเทินนํ้าสะเทินบก ทําใหไดขอมูลเพิ่มเติมเกี่ยวกับโครโมโซมเพศในสัตวสะเทินนํ้าสะเทิน
บก โดยพบวาโครโมโซมเพศในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกบางชนิดมีรูปรางเหมือนกันแตมีรูป
แบบของแถบสีแตกตางกัน ทําใหเชื่อวาโครโมโซมเพศของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกอยูใน
ขั้นเริ่มตนของการเปลี่ยนแปลงรูปราง คือมียีนที่เกี่ยวของกับการกําหนดเพศอยูบน
โครโมโซม แตรูปรางของโครโมโซมยังคงเหมือนกัน (Schmid et al., 1991; Solari, 1994) 
ดังน้ันการศึกษาโครโมโซมเพศจึงเปนเรื่องที่นาสนใจ เน่ืองจากในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบก
สวนใหญยังไมสามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศได และการศึกษาโครโมโซม
เพศในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกจะชวยใหทราบลําดับวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศได

สัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกแบงออกเปน 3 อันดับ ซึ่งมีรายงานของรูปแบบโครโมโซม
เพศดังนี้ (Schmid et al.,1991; Solari, 1994)

อันดับ Gymnophyona ไดแก พวกเขียดงู มีการศึกษานอยมากและไมมีรายงาน
ของโครโมโซมเพศ

อันดับ Caudata ไดแก พวกซาลามานเดอร มีรายงานรูปแบบของโครโมโซมเพศดัง
ตารางที่ 1
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ตารางที่ 1 รูปแบบโครโมโซมเพศในกลุมซาลามานเดอร (Schmid et al., 1991)

Species รูปแบบโครโมโซม
เพศ

ความแตกตางของโครโมโซมเพศ

Ambystoma laterale ZW รูปแบบของแถบสีแบบซีแตกตางกัน
Aneides ferreus ZW รูปรางของโครโมโซมแตกตางกัน
Chiropterotriton dimidiatus ZW Pericentric inversion
Dendrotriton bromeliacea XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
D. cuchumatanus XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
D. rabbi XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
Hydromantes ambrosii XY รูปรางของโครโมโซม และรูปแบบของ

แถบสีแบบซีแตกตางกัน
H. flavus XY รูปรางของโครโมโซม และรูปแบบของ

แถบสีแบบซีแตกตางกัน
H. imperalis XY รูปรางของโครโมโซม และรูปแบบของ

แถบสีแบบซีแตกตางกัน
H. intalicus XY รูปรางของโครโมโซม และรูปแบบของ

แถบสีแบบซีแตกตางกัน
Necturus alabamensis XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
Ne. beyeri XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
Ne. lewisi XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
Ne. maculosus XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
Ne. punctatus XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา

โครโมโซม Y
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ตารางที่ 1 รูปแบบโครโมโซมเพศในกลุมซาลามานเดอร (Schmid et al., 1991) (ตอ)

Species รูปแบบโครโมโซม
เพศ

ความแตกตางของโครโมโซมเพศ

Nototriton picadoi XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

No. veraepacis XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

No. richardi XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

Oedipina poelzi XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

O. parvipes XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

O. uniformis XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

O. pseudouniformis XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

O. altura XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

O. ignea XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

Thorius pennatulus XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

Th. dubitus XY โครโมโซม  X มีขนาดใหญกวา
โครโมโซม Y

Triturus alpestris XY รูปแบบของแถบสีแบบซีแตกตางกัน
Tr. cristatus XY รูปแบบของแถบสีแบบซีแตกตางกัน
Tr. helveticus XY รูปแบบของแถบสีแบบซีแตกตางกัน
Tr. italicus XY รูปแบบของแถบสีแบบซีแตกตางกัน
Tr. marmoratus XY รูปแบบของแถบสีแบบซีแตกตางกัน
Tr. vulgaris XY รูปแบบของแถบสีแบบซีแตกตางกัน
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อันดับ Anura ไดแก พวกกลุมกบ เขียด อ่ึงอาง คางคก ปาด มีรายงานรูปแบบของ
โครโมโซมเพศดังตารางที่ 2

ตารางที่ 2 รูปแบบโครโมโซมเพศในกลุมกบ เขียด อ่ึงอาง คางคก ปาด

Species รูปแบบ
โครโมโซมเพศ

ความแตกตางของ
โครโมโซมเพศ

อางอิง

Buergeria buergeri ZW รูปแบบของแถบสีแบบซี
และ NOR แตกตางกัน

Schmid et al., 1993

Centrolenella
 antisthenesi

XY รูปร างของโครโมโซม
และรูปแบบของแถบสี
แบบซีแตกตางกัน

Schmid, Steinlein and 
Feichtinger, 1989

Crinia bilingua ZW โครโมโซม W มีขนาด
ใหญกวาโครโมโซม Z

Mahony, 1991

Eleutherodactylus
 maussi

XXAY โครโมโซมเพศมีรูปแบบ
สลับซับซอน

Schmid, Steinlein and 
Feichtinger, 1992

Eupsophus
 roseus

XY รูปแบบของแถบสีแบบซี
แตกตางกัน

Iturra, 1989

E. migueli XY รูปร างของโครโมโซม
แตกตางกัน

Iturra, 1989

Gastrotheca
 ovifera

XY โครโมโซม X มีขนาด
ใหญกวาโครโมโซม Y

Schmid et al., 1988

G. pseustes XYb, XYa รูปแบบของแถบสีแบบซี
แตกตางกัน

Schmid et al., 1990

G. riobambae XY โครโมโซม Y มีขนาด
ใหญกวาโครโมโซม X

Schmid et al., 1983

G. walkeri XY โครโมโซม X มีขนาด
ใหญกวาโครโมโซม Y

Schmid et al., 1988

Leiopelma
 hochstetteri

WO Supernumerary
 chromosome

Green, 1988

L. hamiltoni ZW รูปแบบของแถบสีแบบซี
แตกตางกัน

Schmid et al., 1991; 
Solari, 1994
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ตารางที่ 2 รูปแบบโครโมโซมเพศในกลุมกบ เขียด อ่ึงอาง คางคก ปาด

Species รูปแบบ
โครโมโซมเพศ

ความแตกตางของ
โครโมโซมเพศ

อางอิง

Pyxicephalus
 adspersus

ZW โครโมโซม Z มีขนาด
ใหญกวาโครโมโซม W

Schmid, 1980

Rana esculenta XY รูปแบบการจําลองตัวเอง
แตกตางกัน

Schempp and Schmid, 
1981

R. narina XY โครโมโซม Y มีขนาด
ใหญกวาโครโมโซม X

Kuramoto, 1980

R. rugosa ZW,XY รูปแบบของแถบสีแบบซี
และรูปแบบการจําลอง
ตัวเองแตกตางกัน

Nishioka et al., 1994

Tomopterna
 delalandi

ZW รูปแบบของแถบสีแบบซี
แตกตางกัน

Schmid et al., 1991

จากตารางที่รายงานรูปแบบของโครโมโซมเพศ จะเห็นไดวา โครโมโซมเพศในสัตว
สะเทินนํ้าสะเทินบกไมไดเปนรูปแบบเดียวกันทั้งหมด และความแตกตางของโครโมโซมเพศ
ในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกไมไดมีรูปรางที่แตกตางกันอยางชัดเจนดังเชนในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนมและสัตวปก ซึ่งสามารถจําแนกรูปแบบความแตกตางของโครโมโซมเพศในสัตว
สะเทินนํ้าสะเทินบกไดดังนี้ (Solari, 1994)

2.4.1 โครโมโซมเพศมีรูปรางไมแตกตางกัน

ในกลุมนี้พบมากที่สุดในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก เปนกลุมที่ยังไมทราบแนชัดวา
โครโมโซมคูใดเปนโครโมโซมเพศ เชน

Schmid (1978a) ศึกษาโครโมโซมในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในวงศ Bufonidae 
และ Hylidea จํานวน 22 ชนิด พบวา 15 ชนิด ไดแก Bufo bufo, B. calamita, B. parvus, 
B. viridis, B. americanus, B. boreas, B. compactilis, B. fowleri, B. punctatus,              
B. terrestris, B. valliceps, B. arenarum, B. marinus, B. mauritanicus. และ      
Pedostibes hosii มีจํานวนโครโมโซม 2n = 22 สวนในอีก 3 ชนิด ไดแก B. garmani,     
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B. poweri และ B. regularis มีจํานวนโครโมโซม 2n = 20 และในอีก 4 ชนิด ไดแก     
Hyla arborea, H. cinerea, H. septentrionalis และ Pseudacris ornata มีจํานวน
โครโมโซม 2n = 24 ซึ่งทั้ง 22 ชนิดนี้ไมสามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศ

ได
Schmid (1978b) ศึกษาโครโมโซมในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบก 12 ชนิด ไดแก 

Rana sphenocephala, R. palustris, R. catesbeiana, R. ridibunda, R. erythrea,           
R. esculenta, Pyxicephalus delalandii และ Chiromantis xerampelina พบวามีจํานวน
โครโมโซม 2n = 26 สวนใน R. temporaria มีจํานวนโครโมโซม 2n = 26 และมีโครโมโซม
ซูเปอรนิวเมอรารี (supernumerary chromosome) ใน Kaloula pulchra มีจํานวน
โครโมโซม 2n = 28 ใน Leptopelis bocagei มีจํานวนโครโมโซม 2n = 22 และใน  
Kassina wealii มีจํานวนโครโมโซม 2n = 24 ซึ่งทั้ง 12 ชนิดนี้ไมสามารถแยกความแตก
ตางของโครโมโซมเพศได

Kuramoto (1980) ไดศึกษาคาริโอไทปของกบ Rana amurensis coreana,            
R. plancyi choseinica, R. latouchii, Ooeidozyga laevis พบวามีโครโมโซมจํานวน       
2n = 26 และ Kaloula picta มีจํานวนโครโมโซม 2n = 28 แตไมสามารถแยกความแตกตาง
ของโครโมโซมเพศได

Nishioka, Okumoto และ Ryuzaki (1987) ศึกษาโครโมโซมของกบ             
Rana nigromaculata, R. brevipoda, R. plancyi chosinica, R. plancyi fukienensis,       
R. lessonae และ R. pipines พบวาทั้ง 6 ชนิดมีจํานวนโครโมโซม 2n = 26 เทากันและไม
สามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศได

Nishioka และคณะ (1987) ศึกษาโครโมโซมของกบ Rana japonica,                   
R. tsushimensis, R. amurensis coreana, R. temporaria และ R. sylvatica พบวามีจํานวน
โครโมโซม 2n = 26 ทั้ง 5 ชนิด และศึกษาโครโมโซมของกบ R. ornativentris,                
R. chensinensis และ R. dybowskii พบวามีจํานวนโครโมโซม 2n = 24 ทั้ง 3 ชนิด ซึ่งทั้ง
หมด 8 ชนิดไมสามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศได

Schmid และคณะ (1988) ไดศึกษาคาริโอไทปของกบ Gastrotheca fissipes มี
จํานวนโครโมโซม 2n = 26 และ Flectonotus pygmaeus มีจํานวนโครโมโซม 2n = 28 ทั้ง
สองชนิดนี้ไมสามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศได

Melo, Recoo-Pimentel และ Giarettc (1995) ไดศึกษาคาริโอไทปของกบ 
Megaelosia massarti  มีจํานวนโครโมโซม 2n = 28 ไมสามารถแยกความแตกตางของ
โครโมโซมเพศได
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Ota และ Matsui (1995) ไดศึกษาคาริโอไทปของกบ Platymantis pelewensis มี
จํานวนโครโมโซม 2n = 22 ไมสามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศได

แตอยางไรก็ตาม อาจพบความแตกตางของโครโมโซมเพศในสัตวสะเทินนํ้า
สะเทินบกกลุมน้ีได หากนําเทคนิคการยอมแถบสีโครโมโซมที่เหมาะสมมาใชในการศึกษา

2.4.2 โครโมโซมเพศมีขนาดและรูปรางตางกัน

ในกลุมนี้โครโมโซมเพศจะมีขนาด รูปรางแตกตางกัน คือโครโมโซมแทงหนึ่งมี
ขนาดเล็กกวาอีกแทงหนึ่ง หรือโครโมโซมเพศทั้งสองแทงมีขนาดเทากันแตมีรูปรางตางกัน 
เชน

Kuramoto (1980) ศึกษาโครโมโซมในกบ Rana narina มีจํานวนโครโมโซม      
2n = 26 พบวาโครโมโซมคูที่ 8 เปนโครโมโซมเพศชนิด XY โดยโครโมโซม Y มีขนาดใหญ
กวาโครโมโซม X

Schmid (1980) ศึกษาโครโมโซมในกบ Pyxicephalus adspersus มีจํานวน
โครโมโซม 2n = 26 พบวาโครโมโซมคูที่ 8 เปนโครโมโซมเพศชนิด ZW โดยโครโมโซม W 
มีขนาดเล็กกวาโครโมโซม Z

Schmid และคณะ (1983) ศึกษาโครโมโซมในกบ Gastrotheca riobambae มี
จํานวนโครโมโซม 2n = 26 พบวาโครโมโซมคูที่ 4 เปนโครโมโซมเพศชนิด XY โดย
โครโมโซม Y มีขนาดใหญกวาโครโมโซม X

Na rd i  และคณะ  ( 1986 )  ได ศึ กษาโครโมโซมของซาลามานเดอร         
Hydromantes intalicus, H. ambrosii, H. imperialis, H. flavus และ H. specie nova    พบ
วามีจํานวนโครโมโซม  2n = 28 โครโมโซมคูที่ 14 เปนโครโมโซมเพศชนิด XY โดย 
โครโมโซม X มีรูปรางเปน สับทีโลเซนทริก สวนโครโมโซม Y มีรูปรางเปน                  
สบัเมทาเซนทริก

Schmid และคณะ (1988) ศึกษาโครโมโซมในกบ Gastrotheca walkeri และ          
G. ovifera มีจํานวนโครโมโซม 2n = 26 พบวาโครโมโซมคูที่ 2 และคูที่ 1 เปนโครโมโซม
เพศชนิด XY ตามลําดับ โดยใน G. walkeri โครโมโซม X มีรูปรางเปนเมทาเซนทริก 
โครโมโซม Y มีรูปรางเปนสับเมทาเซนทริก และมีขนาดเล็กกวาโครโมโซม X และใน      
G. ovifera นั้น โครโมโซม Y ก็มีขนาดเล็กกวาโครโมโซม X เชนกัน

Schmid, Steinlein และ Feichtinger (1989) ศึกษาโครโมโซมในกบ      
Centrolenella antisthenesi มีจํานวนโครโมโซม 2n = 20 พบวาโครโมโซมคูที่ 6 เปน
โครโมโซมเพศชนิด XY โดยโครโมโซม X และ Y มีความยาวเทากันแตมีอัตราสวนของแขน
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โครโมโซม (arm ratio = แขนขางยาว/แขนขางสั้น) ตางกัน คือ โครโมโซม Y มีแขนขางสั้น 
สั้นกวาโครโมโซม X

Iturra (1989) ศึกษาโครโมโซมของกบ Eupsophus migueli มีจํานวน
โครโมโซม     2n = 30 พบวาโครโมโซมคูที่ 14 เปนโครโมโซมเพศชนิด XY โดย
โครโมโซม X และ Y มีขนาดเทากัน แตโครโมโซม X มีรูปรางเปนทีโลเซนทริก สวน
โครโมโซม Y มีรูปรางเปน   เมทาเซนทริก

Mahony (1991) ศึกษาคาริโอไทปของกบ Crinia bilingua มีจํานวนโครโมโซม       
2n = 24 พบวาโครโมโซมคูที่ 12 เปนโครโมโซมเพศชนิด ZW โดยโครโมโซม W มีรูปราง
เปนสับเมทาเซนทริก สวนโครโมโซม Z มีรูปรางเปนสับทีโลเซนทริก และมีขนาดเล็กกวา
โครโมโซม W

2.4.3 โครโมโซมเพศมีรูปแบบของแถบสีแตกตางกัน

ในกลุมน้ีจะใชการยอมแถบสีโครโมโซม เชน รูปแบบการจําลองตัวเอง (replication 
banding pattern) แถบสีแบบซี (C-banding) เปนตน เพ่ือตรวจสอบโครโมโซมเพศ ซึ่ง
โครโมโซมเพศจะมีรูปแบบของแถบสีแตกตางกัน ดังตัวอยางเชน

Schmid, Olert และ Klett (1979) ศึกษาโครโมโซมในซาลามานเดอร         
Triturus alpestris alpestris และ T. helveticus helveticus พบวามีจํานวนโครโมโซม     2n 
= 24 เม่ือทําการยอมแถบสีแบบซี พบวาโครโมโซมคูที่ 4 ใน T. alpestris alpestris และ
โครโมโซมคูที่ 5 ใน T. helveticus helveticus เปนโครโมโซมเพศชนิด XY โดยพบวา
บริเวณสวนปลายแขนขางยาวของโครโมโซม Y มีบริเวณของคอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโร
โครมาทิน

Schempp และ Schmid (1981) ทําการยอมแถบสีแบบตางๆ ในกบ             
Rana esculenta พบวามีจํานวนโครโมโซม 2n = 26 ไมสามารถแยกความแตกตางของ
โครโมโซมเพศจากการยอมแถบสีโครโมโซมแบบตางๆ ยกเวนการยอมเพ่ือตรวจสอบรูป
แบบของการจําลองตัวเองโดยใช BrdU (BrdU-replication banding pattern) จึงพบวา
โครโมโซมคูที่ 4 เปนโครโมโซมเพศชนิด XY โดยชวงกลางของโครโมโซม Y จะมีการ
จําลองตัวชา ทําใหพบวาโครโมโซม Y มีขนาดยาวกวาโครโมโซม X

Iturra (1989) ศึกษาโครโมโซมของกบ Eupsophus roseus มีจํานวนโครโมโซม     
2n = 30 ไมสามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศจากการยอมสีแบบธรรมดา แต
เม่ือยอมแถบสีแบบซี พบวาโครโมโซมคูที่ 14 เปนโครโมโซมเพศชนิด XY โดยทั้ง
โครโมโซม  X และ Y มีรูปรางเปนเมทาเซนทริกแตในโครโมโซม Y ไมมีคอนสทิทิวทีฟ    
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เฮเทอโรโครมาทินบริเวณเซนโทรเมียร สวนในโครโมโซม X มีคอนสทิทิวทีฟเฮเทอโร
โครมาทินบริเวณเซนโทรเมียร

Schmid และคณะ (1993) ศึกษาคาริโอไทปของกบ Buergeria buergeria มี
จํานวนโครโมโซม 2n = 26 พบโครโมโซมเพศจากการยอมสีแบบซีและ Ag-NOR staining
โดยโครโมโซมคูที่ 7 เปนโครโมโซมเพศชนิด ZW ซึ่งทั้งโครโมโซม Z และ W มีรูปรางเปน    
สับทีโลเซนทริก แตพบวาโครโมโซม W จะมีนิวคลีโอลารออรแกไนเซอรรีเจียน (nucleolar 
organizer region : NOR) และบริเวณนี้เปนคอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโรโครมาทิน ซึ่งทั้งสอง
ลักษณะนี้ไมพบในโครโมโซม Z

2.4.4 โครโมโซมเพศชนิดซูเปอรนิวเมอรารี

รูปแบบโครโมโซมเพศนี้ เปนลักษณะพิเศษที่พบเฉพาะในกบ Leiopelma 
hochstetteri (Green, 1988) ซึ่งจากการศึกษาคาริโอไทป พบวามีโครโมโซมปกติ (regular 
cromosome) จํานวน 22 แทง และมีโครโมโซมซูเปอรนิวเมอรารี (supernumerary 
chromosome) 0 – 26 แทง แตกตางกันไปในแตละประชากรและในแตละเพศ โดยเพศเมีย
จะมีโครโมโซมซูเปอรนิวเมอรารีมากกวาเพศผูเสมอ L. hochstetteri มีโครโมโซมเพศเปน
ชนิด WO คือ เพศเมียมีโครโมโซมเพศ 1 แทง เรียกวาโครโมโซม W แตเพศผูไมมี
โครโมโซมเพศ และโครโมโซม W เปนโครโมโซมซูเปอรนิวเมอรารีที่มีขนาดใหญ มองเห็น
รูปรางไดชัดกวา โครโมโซมซูเปอรนิวเมอรารีอ่ืน ๆ

2.4.5 โครโมโซมเพศแบบสลับซับซอน

รูปแบบโครโมโซมนี้พบในกบ Eleutherodactylus maussi (Schmid, Steinlein and 
Feichtinger, 1992) ซึ่งจากการศึกษาโครโมโซม พบวาเพศเมียทั้งหมดมีจํานวนโครโมโซม      
2n = 36 มีโครโมโซมเพศเปนชนิด XXAA สวนเพศผูเกือบทั้งหมดมีจํานวนโครโมโซม    
2n = 35 มีโครโมโซมเพศเปน XXAY โดยโครโมโซม AY เกิดขึ้นจากเซนทริกฟวชัน (centric 
fusion) ระหวางโครโมโซม Y และโครโมโซมรางกาย ซึ่งในการศึกษานี้ยังพบวา มีเพศผู 1 
ตัว มีจํานวนโครโมโซม 2n = 36 เหมือนกับในเพศเมีย มีโครโมโซมเพศเปนชนิด XYAA 
เน่ืองจาก โครโมโซม Y ไมเกิดเซนทริกฟวชันกับโครโมโซมรางกาย เปนลักษณะของบรรพ
บุรุษของเพศผูที่มีโครโมโซมเพศเปนชนิด XXAY
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2.4.6 โครโมโซมเพศหลายรูปแบบ

รูปแบบโครโมโซมเพศนี้จะพบวาในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบางชนิดจะมี
โครโมโซมเพศมากกวา 1 รูปแบบ ซึ่งมีตัวอยางในการศึกษาดังนี้

Schmid และคณะ (1990) ไดศึกษาโครโมโซมในกบ Gastrotheca pseustes พบวา
มีจํานวนโครโมโซม 2n = 26 และจากการศึกษาดวยการยอมแถบสีแบบซีพบวา โครโมโซม
คูที่ 5 เปนโครโมโซมเพศชนิด XY ซึ่งโครโมโซม Y มี 2 รูปแบบ เปน YA และ YB โดยมี
ความแตกตางกันที่บริเวณแขนขางยาวของ YB จะมีสวนของคอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโรโครมา
ทินยื่นยาวออกมา สวนบริเวณแขนขางยาวของ YA ไมมีสวนของคอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโร
โครมาทิน ซึ่งเปนรูปแบบเดียวกับโครโมโซม X

Nishioka และคณะ (1994) ศึกษาโครโมโซมในกบ Rana rugosa มีจํานวน
โครโมโซม 2n = 26 เม่ือตรวจสอบดวยการยอมแถบสีแบบซี และรูปแบบการจําลองตัวเอง 
พบวามีโครโมโซมคูที่ 7 เปนโครโมโซมเพศ โดยในแตละประชากรมีรูปแบบของโครโมโซม
เพศตางกัน สามารถแบงโครโมโซมเพศออกเปน 4 กลุม คือ กลุมที่ 1 มีโครโมโซมเพศเปน
ชนิด ZW กลุมที่ 2 มีโครโมโซมเพศเปนชนิด XY กลุมที่ 3 ไมสามารถแยกความแตกตาง
ของโครโมโซมเพศได และไมทราบวาระบบการกําหนดเพศเปนแบบใด สวนกลุมที่ 4 ไม
สามารถแยกความแตกตางของโครโมโซมเพศได แตจากการตรวจสอบโดยการกลับเพศ 
(sex reversed) พบวามีระบบการกําหนดเพศเปนชนิด XY

จากรายงานเกี่ยวกับโครโมโซมเพศของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกพบวาสามารถ
ตรวจสอบไดโดยใชความรูทางดานเซลลพันธุศาสตร และจะสามารถทําใหเขาใจถึง
วิวัฒนาการของโครโมโซมเพศในสัตวมีกระดูกสันหลัง (Schmid et al, 1988) ซึ่งนักวิทยา
ศาสตรเชื่อวาสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกนั้น มีโครโมโซมเพศที่อยูในขั้นระหวางกึ่งกลางของ
กระบวนการวิวัฒนาการ และมีสมมุติฐานเกี่ยวกับวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศที่เสนอโดย 
Ohno (อางโดย Schmid et al, 1991) กลาววา โครโมโซมเพศจะเริ่มตนจากโครโมโซมที่มี
ขนาดและรูปรางเหมือนกัน จากนั้นก็จะมีกลไกปองกันการเกิดครอสซิงโอเวอร (crossing 
over) ของโครโมโซมคูนี้บางสวนหรือทั้งแทงของโครโมโซมแลวจึงมีการสะสม รีพิทิทีฟ ดี
เอ็นเอ (repetitive DNA) ซึ่งเปนองคประกอบของเฮเทอโรโครมาทินบนโครโมโซม Y หรือ 
W จากนั้นจึงเกิดอินเวอรชันบนโครโมโซม Y หรือ W และในขั้นสุดทายก็จะสงผลให
โครโมโซม Y และ W มีขนาดเล็กลง เกิดเปนโครโมโซมเพศที่มีขนาดและรูปรางแตกตางกัน
อยางชัดเจน
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2.5 การศึกษาโครโมโซมของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในประเทศไทย

การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในประเทศไทย พบ
รายงานดังตารางที่ 3

ตารางที่ 3 รายงานจํานวนโครโมโซมของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในประเทศไทย

ชนิด จํานวน
โครโมโซม (2n)

อางอิง

กบจุก
(Rana pileata)

26 ถาวร สุภาพรม และคณะ, 2537

กบนา
(Rana rugulosa)

26 สุดสนอง ผาตินาวิน และผุสตี ปริยานนท, 
2531

กบอกหนาม
(Rana fasciculispina)

26 ถาวร สุภาพรม และคณะ, 2543

เขียดจิก
(R. erythraea)

26 ถาวร สุภาพรม, นงเยาว ฉาไธสง และนิ
ยะดา หอนาค, 2534

เขียดเหลือง
(R. laterlis)

26 ถาวร สุภาพรม, อริยาภรณ พงษรัตน 
และอุไรวรรณ นิลเพ็ชร, 2535

เขียดอีโม
(R. limnocharis)

26 นงลักษณ นาคเกษม (2518) และ ถาวร 
สุภาพรม, นงเยาว ฉาไธสง และนิยะดา 
หอนาค (2534

เขียดหลังปุม
(Phrynoglossus martensi)

26 ถาวร สุภาพรม และคณะ, 2543

คางคกบาน
(Bufo melanostictus)

22 นงลักษณ นาคเกษม, 2518; ถาวร สุภา
พรม และประภาพร กัลยาประสิทธิ์, 2533

ปาดบาน
(Rhacophorus leucomystay)

26 ถาวร สุภาพรม, วาริณี อรุณมงคลผล 
และแกว อุดมศิริชาคร, 2535

อ่ึงกรายเอวจุด
(Kalophrynus pleurostigma)

26 ถาวร สุภาพรม และประจักษ จันทรตรี,
2542

อ่ึงขาคํา
(Microhyla pulchra)

24 ถาวร สุภาพรม, วาริณี พละสาร และ
ปทุมทิพย บุญจูง, 2537



21

ตารางที่ 3 รายงานจํานวนโครโมโซมของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในประเทศไทย(ตอ)

ชนิด จํานวน
โครโมโซม (2n)

อางอิง

อ่ึงปากขวด
(Glypholossus molossus)

26 ถาวร สุภาพรม, วาริณี อรุณมงคลผล 
และแกว อุดมศิริชาคร, 2535

อ่ึงแวน
(Calluella guttulata)

26 ถาวร สุภาพรม, อริยาภรณ พงษรัตน 
และอุไรวรรณ นิลเพ็ชร, 2535

อ่ึงอาง
(Microhyla ornata)

24 นงลักษณ นาคเกษม, 2518

อ่ึงอางกนขีด
(Kaloula mediolineata)

28 ถาวร สุภาพรม, วาริณี พละสาร และ
ปทุมทิพย บุญจูง, 2537; Warawut 
C h u l a l a k s a n a n u k u l ,  A c h a r a  
S uwanna k e r d  a n d  Pu t s a t e e  
Pariyanonth, 1998

อ่ึงอางบาน
(Kaloula pulchra)

28 ถาวร สุภาพรม และประภาพร กัลยา
ประสิทธิ์, 2533

จะเห็นไดวาการศึกษาโครโมโซมในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกของประเทศไทยนั้นมี
อยูนอยมาก และยังไมมีการนําเทคนิคการยอมแถบสีโครโมโซมมาใชในการศึกษา รวมทั้ง
ยังไมพบรายงานเกี่ยวกับการศึกษาโครโมโซมเพศของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก ดังน้ันจึง
เปนเรื่องที่นาสนใจที่จะนําเทคนิคการยอมแถบสีโครโมโซมมาใชกับสัตวในกลุมน้ี เพ่ือตรวจ
สอบวาโครโมโซมเพศของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกแตละชนิดในประเทศไทยอยูในขั้นใดของ
วิวัฒนาการ

ในการศึกษาครั้งนี้ สนใจศึกษาโครโมโซมเพศในกบนา (Rana rugulosa) เน่ืองจาก
เปนกบพื้นเมืองของไทยที่มีการเพาะเลี้ยงเพ่ือนํามาเปนอาหาร และยังไมมีรายงานเกี่ยวกับ
โครโมโซมเพศ
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2.6 วัตถุประสงค

เพ่ือตรวจสอบระบบการกําหนดเพศดวยโครโมโซมของกบนา ดวยเทคนิคการ
ยอมแถบสีโครโมโซม



บทที่ 3

วัสดุอุปกรณและวิธีการศึกษา

3.1 ตัวอยางสัตวทดลอง

1. กบนา (Rana rugulosa) เพศผูตัวเต็มวัย 12 ตัว
2. กบนา (Rana rugulosa) เพศเมียตัวเต็มวัย 12 ตัว

3.2 สารเคมี

1. RPMI 1640 (Seromed)
2. Pennicillin-Streptromycin
3. fetal bovine serum
4. phytohemaglutinin (PHA) M form (Gibco)
5. potassium chloride (KCl)
6. colchicine
7. acetic acid glacial
8. methanol
9. ether
10. ethanol
11. potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)
12. disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)
13. giemsa
14. 0.25 % trypsin (Gibco)
15. hydrochloric acid (HCl)
16. barium hydroxide octahydrate (Ba(OH)2.8H2O)
17. sodium chloride (NaCl)
18. trisodium citrate
19. silver nitrate (AgNO3)
20. gelatin
21. formic acid
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22. bromodeoxyuridine (BrdU)
23. sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)
24. sodium hydroxide (NaOH)

3.3 อุปกรณ

1. centrifuge
2. laminar flow
3. hot plate
4. water bath
5. กลองจุลทรรศน
6. เครื่องมือผาตัด
7. เข็มเจาะเลือด
8. หลอดหยด (pasture pipette)
9. ขวดเลี้ยงเลือด
10. หลอด centrifuge
11. micropipette
12. JAR สําหรับยอมสไลด
13. สไลดและแผนแกวปดสไลด
14. sterile membrane filter 0.45 µm

3.4 วิธีดําเนินการศึกษา

กบนาที่นํามาศึกษาไดมาจากศูนยศึกษาการพัฒนาหวยทรายอันเนื่องมาจากพระ
ราชดําริ

ในการแยกความแตกตางของกบนาเพศผูและเพศเมีย ดูจากถุงเสียง (vocal sac) สี
ดําใตคาง ซึ่งในกบนาเพศผูจะมีถุงเสียง 2 ขาง (ภาพที่ 3) สวนเพศเมียไมมี (ภาพที่ 4)
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ภาพที่ 3 กบนาเพศผู มีถุงเสียง 2 ขางใตคาง (ศรชี้)

ภาพที่ 4 กบนาเพศเมีย

3.4.1 การเตรียมโครโมโซมจากการเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาว ดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Nishioka และคณะ (1994)

1. เติมเลือดกบ 0.1 - 0.2 มิลลิลิตร ลงในอาหารสําหรับเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาว 2 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

2. เลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 26 – 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 73 – 75 ชั่วโมง
3. เติมสารละลาย colchicine 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร แลว

เลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 26 – 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 นาที
4. นําสารละลายไปปนที่ 1300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดเอาสาร

ละลายสวนใสทิ้ง
5. เติมสารละลาย 0.075 M KCl ปริมาณ 5 มิลลิลิตร แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 15 นาที
6. นําสารละลายไปปนที่ 1300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดเอาสาร

ละลายสวนใสทิ้ง
7. เติมสารละลาย fixative ที่เตรียมใหมและแชเย็นทีละหยดและเขยาตลอดเวลาจน

กระทั่งครบ 5 มิลลิลิตร
8. นําสารละลายไปปนที่ 1300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดเอาสาร

ละลายสวนใสทิ้ง
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9. ทําซ้ําในขอ 7 และ 8 อีก 4 รอบ หรือจนกระทั่งไดตะกอนเซลลสีขาว
10. หยดสารละลายเซลลที่ไดลงบนสไลด ดวยความสูงประมาณ 30 เซนติเมตร 

เพ่ือใหโครโมโซมกระจายตัว แลวนําสไลดไปยอมแถบสีแบบตางๆ ตอไป

3.4.2 การยอมแถบสีแบบธรรมดา

ใชสไลดที่หยดเซลลไวแลวเปนเวลา 1 – 3 วัน
1. ยอมดวยสารละลาย 10 % giemsa เปนเวลา 10 นาที
2. ลางออกดวยน้ํา ทิ้งไวใหแหง แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน

3.4.3 การยอมแถบสีแบบจี ดัดแปลงจากวิธีการของ Seabright (1971)

ใชสไลดที่หยดเซลลไวแลวเปนเวลา 10 – 12 วัน
1. แชสไลดในสารละลาย 0.025 % trypsin ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

25 – 60 วินาที
2. ลางดวย sorensen phosphate buffer
3. ยอมดวยสารละลาย 10 % giemsa เปนเวลา 10 นาที
4. ลางออกดวยน้ํา ทิ้งไวใหแหง แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน

3.4.4 การยอมแถบสีแบบซี ดัดแปลงจากวิธีการของ Sumner (1972)

ใชสไลดที่หยดเซลลไวแลวเปนเวลา 1 - 7 วัน
1. แชสไลดลงในสารละลาย 0.2 N HCl ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 40 - 60 นาที
2. ลางดวยน้ํากลั่น
3. แชสไลดลงในสารละลาย 5 % Ba(OH)2 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

5 – 10 นาที
4. ลางออกดวยน้ํากลั่น
5. แชสไลดลงในสารละลาย 2 X SSC ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา    

40 - 60 นาที
6. ลางออกดวยน้ํากลั่น
7. ยอมดวยสารละลาย 10 % giemsa เปนเวลา 60 นาที
8. ลางออกดวยน้ํา ทิ้งไวใหแหง แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน
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3.4.5 การยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอรดวยวิธี Ag-NOR 
staining ดัดแปลงจากวิธีการของ Hus (1981 อางโดย Green, 1988)

ใชสไลดที่หยดเซลลไวแลวเปนเวลา 1 – 3 วัน
1. ผสมสารละลาย colloidal developer 20 ไมโครลิตร และสารละลาย silver 

nitrate 40 ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวหยดลงบนสไลดและปดดวยแผนแกวปดสไลด
2. นําสไลดไปวางบน hot plate 70 องศาเซลเซียส ในที่มืดเปนเวลา 45 – 60 

วินาที หรือจนกระทั่งสไลดเปลี่ยนเปนสีเหลืองทอง
3. ลางดวยน้ํากลั่น
4. ยอมดวยสารละลาย 10 % giemsa เปนเวลา 10 นาที
5. ลางออกดวยน้ํา ทิ้งไวใหแหง แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน

3.4.6 การเตรียมโครโมโซมจากการเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาวเพื่อการยอมเพ่ือตรวจ
สอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU ดัดแปลงจากวิธีการของ Takayama, Taniguchi 
และ Iwashita (1981 อางโดย Nishioka et al., 1994)

1. เติมเลือดกบ 0.1 - 0.2 มิลลิลิตร ลงในอาหารสําหรับเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาว 2 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

2. เลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 26 – 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 67 - 69 ชั่วโมง
3. เติมสารละลาย 3 x 10-3 M bromodeoxyuridine (BrdU) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 

แลวเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 26 – 28 องศาเซลเซียสในที่มืด เปนเวลา 3 - 7 ชั่วโมง
4. เติมสารละลาย colchicine 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร แลว

เลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 26 – 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 นาที
5. นําสารละลายไปปนที่ 1300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดเอาสาร

ละลายสวนใสทิ้ง
6. เติมสารละลาย 0.075 M KCl ปริมาณ 5 มิลลิลิตร แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 15 นาที
7. นําสารละลายไปปนที่ 1300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดเอาสาร

ละลายสวนใสทิ้ง
8. เติมสารละลาย fixative ที่เตรียมใหมและแชเย็นทีละหยดและเขยาตลอดเวลาจน

กระทั่งครบ 5 มิลลิลิตร
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9. นําสารละลายไปปนที่ 1300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดเอาสาร
ละลายสวนใสทิ้ง

10. ทําซ้ําในขอ 8 และ 9 อีก 4 รอบ หรือจนกระทั่งไดตะกอนเซลลสีขาว
11. หยดสารละลายเซลลที่ไดลงบนสไลด ดวยความสูงประมาณ 30 เซนติเมตร 

เพ่ือใหโครโมโซมกระจายตัว ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 – 3 วัน
12. นําสไลดไปอุนในสารละลาย sorensen phosphate buffer ที่ 80 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
13. ยอมดวยสารละลาย 10 % giemsa เปนเวลา 10 นาที
14. ลางออกดวยน้ํา ทิ้งไวใหแหง แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน

3.4.7 การวิเคราะหโครโมโซม

ในการยอมแถบสีแบบตางๆ เม่ือตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนแลว เลือกเซลลที่มี
การกระจายตัวของโครโมโซมดี ทําการถายภาพดวยฟลมขาว-ดํา Kodak TMax100 แลว
อัดขยายภาพเพื่อนํามาจัดทําคาริโอไทป

ในการจัดทําคาริโอไทปของโครโมโซมที่ไดจากการยอมแถบสีแบบธรรมดาทําโดย 
วัดความยาวแขนขางสั้น (Ls) และแขนขางยาว (Ll) ของโครโมโซมจากภาพถาย แลวนํามา
คํานวณคา relative length (RL) และ numerical value of centromere (NVC) ตามวิธีการ
ของ Nishioka, Okumoto และ Ryuzaki (1987) ดังนี้

คา RL จะชวยในการจัดคูของโครโมโซม โดยโครโมโซมที่เปนคูกันจะมีคา RL เทา
กันหรือใกลเคียงกันมาก สวนคา NVC ชวยในการบอกรูปรางของโครโมโซมตามวิธีการของ 
Nishioka , Okumoto และ Ryuzaki (1987) ดังนี้

RL =
ความยาวของโครโมโซมแตละแทง (LT=Ls+Ll)

ความยาวของโครโมโซมทั้งหมด (ΣLT)
x 100

NVC = x 100
ความยาวแขนขางสั้นของโครโมโซม (Ls)
ความยาวของโครโมโซมแตละแทง (LT)
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NVC       รูปรางของโครโมโซม
     50.0 – 37.5       โครโมโซมเมทาเซนทริก
     37.4 – 25.0       โครโมโซมสับเมทาเซนทริก
     24.9 – 12.5       โครโมโซมสับทีโลเซนทริก
     12.4 – 0       โครโมโซมทีโลเซนทริก

และจากคาความยาวของโครโมโซม นํามาจัดจําแนกขนาดของโครโมโซมตามวิธี
การของ Turpin และLejeune (1965, อางโดย กันยารัตน ไชยสุต, 2532) ดังนี้

โครโมโซมขนาดใหญ (large: L) มีขนาดใหญกวาคา A
โครโมโซมขนาดกลาง (medium: M) มีขนาดอยูระหวางคา A และคา B
โครโมโซมขนาดเล็ก (small: S) มีขนาดเล็กกวาคา B

หลังจากคํานวณคาตางๆ แลวจัดเรียงคาริโอไทปโดยเรียงลําดับโครโมโซมจาก
ขนาดใหญที่สุดไปยังขนาดเล็กที่สุด รูปแบบการจัดเรียงคาริโอไทปของโครโมโซมจากการ
ยอมสีแบบธรรมดาที่ไดจะใชเปนรูปแบบในการจัดเรียงโครโมโซมที่ไดจากยอมสีโครโมโซม
แบบอ่ืนๆ

A =
ความยาวของโครโมโซมคูที่ยาวที่สุด + ความยาวของโครโมโซมคูที่สั้นที่สุด

2

B  = ความยาวของโครโมโซมคูที่ยาวที่สุด
2



บทที่ 4

ผลการศึกษา

4.1 การยอมสีแบบธรรมดา

การยอมสีแบบธรรมดาไดผลจากโครโมโซมระยะเมทาเฟสจํานวน 118 เซลล โดย 
45 เซลลไดจากเพศเมีย 4 ตัว และอีก 73 เซลลไดจากเพศผู 6 ตัว ซึ่งพบวา กบนามี
โครโมโซมจํานวน 13 คู (2n = 26) มีคา RL และ NVC เฉลี่ยดังตารางที่ 4 และสามารถจัด
เปนคาริโอไทปไดดังภาพที่ 5 และ 6 โครโมโซมทั้ง 13 คู ประกอบดวยโครโมโซมขนาด
ใหญ 5 คู โดยคูที่ 1, 2, 3 และ 5 มีรูปรางเปนโครโมโซมเมทาเซนทริก สวนคูที่ 4 มีรูปราง
เปนโครโมโซมสบัเมทาเซนทริก และโครโมโซมขนาดเล็กอีก 8 คู โดยคูที่ 6, 7, 10 และ 13 
มีรูปรางเปนโครโมโซมเมทาเซนทริก และคูที่ 8, 9, 11 และ 12 มีรูปรางเปนโครโมโซม   
สับเมทาเซนทริก และยังพบเซคันดารีคอนสทริกชันบนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8 ซึ่ง
โครโมโซมทั้ง 13 คูสามารถเขียนเปนอิดิโอแกรม (idiogram) ไดดังภาพที่ 15 ซึ่งจากการ
ยอมสีแบบธรรมดาพบวาโครโมโซมทั้ง 13 คูเปนฮอโมมอรฟกโครโมโซม จึงยังไมสามารถ
บอกไดวาโครโมโซมคูใดเปนโครโมโซมเพศ

4.2 การยอมแถบสีแบบจี

การยอมแถบสีแบบจีไดผลจาก 39 เซลล โดย 11 เซลลไดจากเพศเมีย 2 ตัว และ
อีก 28 เซลลไดจากเพศผู 2 ตัว รูปแบบของแถบสีแบบจีของกบนาเพศเมียและเพศผู จัด
เปนคาริโอไทปไดดังภาพที่ 7 และ 8 ตามลําดับ สามารถเขียนเปนอิดิโอแกรมดังภาพที่ 16
ซึ่งรูปแบบของแถบสีแบบจีในเพศเมียและเพศผูไมแตกตางกันจึงไมสามารถบอกไดวา
โครโมโซมคูใดเปนโครโมโซมเพศ

4.3 การยอมแถบสีแบบซี

การยอมแถบสีแบบซีไดผลจาก 25 เซลล โดย 10 เซลลไดจากเพศเมีย 1 ตัว และ
อีก 15 เซลลไดจากเพศผู 2 ตัว รูปแบบของแถบสีแบบซีของกบนาเพศเมียและเพศผู จัด
เปนคาริโอไทปดังภาพที่ 9 และ 10 ตามลําดับ และสามารถเขียนเปนอิดิโอแกรมดังภาพที่ 



31

17 ซึ่งพบวามีเฮเทอโรโครมาทินบริเวณเซนโทรเมียรของโครโมโซมทั้ง 13 คู และพบ      
เฮเทอโรโครมาทินบริเวณทีโลเมียรของโครโมโซมเกือบทุกคู แตยังไมพบวามีโครโมโซมคู
ใดในเพศเมียหรือเพศผูมีรูปแบบของแถบสีแตกตางกัน นั่นคือไมสามารถบอกไดวา
โครโมโซมคูใดเปนโครโมโซมเพศ

4.4 การยอมเพื่อตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอร ดวยวิธี Ag-NOR 
staining

การยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอร ดวยวิธี Ag-NOR 
staining ไดผลจาก 47 เซลล โดย 28 เซลลไดจากเพศเมีย 2 ตัว และอีก 19 เซลลไดจาก
เพศผู 3 ตัว ซึ่งพบวา โครโมโซมคูที่ 8 ติดสีเขมบนแขนขางยาวบริเวณที่เปนเซคันดารี
คอนสทริกชันทั้ง 2 แทง เหมือนกันทั้งในเพศเมียและเพศผู ดังภาพที่ 11 และ 12 ซึ่ง
สามารถเขียนเปนอิดิโอแกรมไดดังภาพที่ 18 ดังนั้นจากการยอมแถบสีแบบนี้ไมสามารถ
บอกไดวา โครโมโซมคูใดเปนโครโมโซมเพศ

4.5 การยอมเพื่อตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU

การยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU ไดผลจาก 14 เซลล 
โดย 5 เซลลไดจากเพศเมีย 2 ตัว และอีก 9 เซลลจากเพศผู 2 ตัว รูปแบบการยอมเพ่ือ
ตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU ของกบนาเพศเมียและเพศผู จัดเปน     
คาริโอไทปดังภาพที่ 13 และ 14 ตามลําดับ สามารถเขียนเปนอิดิโอแกรมดังภาพที่ 19 ซึ่ง
พบวาโครโมโซมแตละคูมีรูปแบบของแถบสีเหมือนกันทั้งในเพศเมียและเพศผู จึงไม
สามารถบอกไดวา โครโมโซมคูใดเปนโครโมโซมเพศ
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ตารางที่ 4 แสดงคา RL, NVC ขนาดและรูปรางของโครโมโซมกบนา

คูที่ RL ± SD NVC ± SD ขนาดและรูปราง*

1 8.02 ± 0.68 44.72 ± 0.56 Lm

2 6.49 ± 0.63 39.15 ± 0.97 Lm

3 5.75 ± 0.46 38.31 ± 1.12 Lm

4 5.76 ± 0.57 32.05 ± 1.32 Lsm

5 5.21 ± 0.51. 44.01 ± 0.88 Lm

6 3.08 ± 0.33 43.90 ± 2.12 Sm

7 2.87 ± 0.30 43.94 ± 1.68 Sm

8 2.63 ± 0.40 36.43 ± 1.83 Ssm

9 2.85 ± 0.30 28.92 ± 1.01 Ssm

10 2.40 ± 0.30 47.87 ± 1.74 Sm

11 2.36 ± 0.30 33.72 ± 0.99 Ssm

12 2.22 ± 0.31 33.92 ± 1.11 Ssm

13 2.03 ± 0.29 48.15 ± 1.12 Sm

  Lm หมายถึง โครโมโซมขนาดใหญ มีรูปรางเปนเมทาเซนทริก
  Lsm หมายถึง โครโมโซมขนาดใหญ มีรูปรางเปนสับเมทาเซนทริก
  Sm หมายถึง โครโมโซมขนาดเล็ก มีรูปรางเปนเมทาเซนทริก
  Ssm หมายถึง โครโมโซมขนาดเล็ก มีรูปรางเปนสับเมทาเซนทริก
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ภาพที่ 5 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทปของกบนาเพศเมีย

ภาพที่ 6 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทปของกบนาเพศผู

10µm

10µm
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ภาพที่ 7 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป
                จากการยอมแถบสีแบบจีของกบนาเพศเมีย

ภาพที่ 8 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป
   จากการยอมแถบสีแบบจีของกบนาเพศผู

10µm

10µm
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ภาพที่ 9 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป
                จากการยอมแถบสีแบบซีของกบนาเพศเมีย

ภาพที่ 10 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป
               จากการยอมแถบสีแบบซีของกบนาเพศผู

10µm

10µm
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ภาพที่ 11 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป จากการยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนง
   นิวคลีโอลารออรแกไนเซอรดวยวิธี Ag-NOR staining ของกบนาเพศเมีย

ภาพที่ 12 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป จากการยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนง
   นิวคลีโอลารออรแกไนเซอรดวยวิธี Ag-NOR staining ของกบนาเพศผู

10µm

10µm
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ภาพที่ 13 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป จากการยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบ
             การจําลองตัวเองโดยใช BrdU ของกบนาเพศเมีย

ภาพที่ 14 โครโมโซมระยะเมทาเฟสและคาริโอไทป จากการยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบ
             การจําลองตัวเองโดยใช BrdU ของกบนาเพศผู

10µm

10µm
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ภาพที่ 15 อิดิโอแกรมของกบนา

. ภาพที่ 16 อิดิโอแกรมจากการยอมแถบสีแบบจีของกบนา
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. ภาพที่ 17 อิดิโอแกรมจากการยอมแถบสีแบบซีของกบนา

ภาพที่ 18 อิดิโอแกรม จากการยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอร
             ดวยวิธี Ag-NOR staining ของกบนา พบแถบสีเขมบริเวณ

   เซคันดารีคอนสทริกชันบนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8 (ศรชี้)

ภาพที่ 19 อิดิโอแกรมจากการยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU
             ของกบนา
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บทที่ 5

อภิปรายผลการศึกษา

5.1 การยอมสีแบบธรรมดา

จากการยอมสีแบบธรรมดา พบวามีจํานวนโครโมโซม 2n = 26 เชนเดียวกับราย
งานของสุดสนอง ผาตินาวิน และผุสตี ปริยานนท (2531) ในขั้นตอนของการจัดทําคาริโอ
ไทปจะ พบวาโครโมโซมคูที่ 6 และ 7 และคูที่ 11 และ 12 มีขนาดและรูปรางใกลเคียงกัน
มาก จะทําใหเกิดความผิดพลาดในการจัดคูของโครโมโซมได จึงจําเปนตองใชปริมาณเซลล
ในการศึกษาจํานวนมากเพื่อใหไดผลที่ถูกตองที่สุด

ในการยอมสีแบบธรรมดาจะสามารถตรวจสอบวาโครโมโซมเพศนั้นมีวิวัฒนาการ
จนถึงขั้นสุดทายตามสมมุติฐานเกี่ยวกับวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศที่เสนอโดย Ohno 
(1967 อางโดย Schmid et al, 1991) ในขั้นน้ีโครโมโซมเพศจะมีขนาดและรูปรางแตกตาง
กันอยางชัดเจน ผลจากการยอมสีแบบธรรมดาในกบนา พบวาโครโมโซมทั้ง 13 คู เปนฮอร
โมมอรฟกโครโมโซม คือ มีขนาดและรูปรางเหมือนกัน แสดงวาในกบนายังไมมีวิวัฒนาการ
ของโครโมโซมเพศถึงขั้นสุดทาย

5.2 การยอมสีแบบจี

การยอมแถบสีแบบจี โครโมโซมจะติดสีเขมบริเวณเฮเทอโรโครมาทินเกิดเปนแถบ
สีเขมและจางสลับกันตลอดแนวความยาวของโครโมโซม ซึ่งจะชวยในการจัดคูโครโมโซมได
ถูกตองแมนยํามากยิ่งขึ้น จากผลการศึกษาที่ได พบวาแถบสีเขมและจางของโครโมโซมของ
กบนาไมชัดเจนมากนัก เน่ืองจากโครโมโซมในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะมีการขดตัวกัน
แนนมาก (Sumner, 1991) ทําใหแถบสีเขมและจางใกลกันมากจึงแยกแถบสีไดยาก แต
อยางไรก็ตาม พบวา โครโมโซมแตละคูมีรูปแบบของแถบสีแตกตางกันอยางชัดเจน จึง
สามารถใชชวยในการจัดคูของโครโมโซมใหถูกตองมากยิ่งขึ้น และยังชวยแกปญหาที่เกิด
จากการยอมสีแบบธรรมดา คือสามารถจัดคูของโครโมโซมคูที่ 6, 7, 11 และ 12 ไดถูกตอง
แมนยํามากยิ่งขึ้น
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การยอมแถบสีแบบจีจะชวยตรวจสอบวาโครโมโซมมีการเกิดอินเวอรชันหรือไม ซึ่ง
การเกิดอินเวอรชันนี้เปนขั้นตอนหนึ่งของวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศตามสมมุติฐาน
เกี่ยวกับวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศที่เสนอโดย Ohno (1967 อางโดย Schmid et al, 
1991) จากรูปแบบของแถบสีแบบจีในกบนา พบวาโครโมโซมทั้ง 13 คู ไมแตกตางกัน
ระหวางเพศผูและเพศเมีย แสดงวาโครโมโซมเพศในกบนายังไมมีวิวัฒนาการถึงขั้นที่มีการ
เกิดอินเวอรชัน

5.3 การยอมแถบสีแบบซี

การยอมแถบสีแบบซีสีเขมจะติดที่บริเวณคอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโรโครมาทิน ซึ่งจะ
พบบริเวณเซนโทรเมียร และที่บางสวนบนแขนของโครโมโซม จากผลการศึกษาที่ได พบ
แถบสีเขมบริเวณเซนโทรเมียรของโครโมโซมทุกคู และพบแถบสีเขมบริเวณปลายแขนของ
โครโมโซมเกือบทุกคู แสดงวาบริเวณเซนโทรเมียรของโครโมโซมทุกคูเปนคอนสทิทิวทีฟ  
เฮเทอโรโครมาทิน

เม่ือเปรียบเทียบรูปแบบของแถบสีระหวางแถบสีแบบซีและแถบสีแบบจี นาจะใหรูป
แบบของแถบสีที่สอดคลองกัน เนื่องจากการยอมแถบสีแบบจีจะติดสีเขมบริเวณเฮเทอโร  
โครมาทิน และการยอมแถบสีแบบซีจะติดสีเขมบริเวณ คอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโรโครมาทิน 
จากผลการศึกษาที่ไดพบวา บริเวณเซนโทรเมียรและทีโลเมียรติดสีเขมเม่ือทําการยอมแถบ
สีแบบซี แตติดสีจางเมื่อทําการยอมแถบสีแบบจี เน่ืองจากการยอมแถบสีแบบจีจะติดสีเขมบ
ริเวเฮเทอโรโครมาทินที่มีไนโตรจินัสเบสชนิดอะดินีน และไธมีนมาก แตในกบนาบริเวณ          
เซนโทรเมียร ซึ่งเปน คอนสทิทิวทีฟ เฮเทอโรโครมาทิน ไมไดประกอบดวยไนโตรจินัสเบส
ชนิดอะดินีน และไธมีน ดังเชนที่เคยมีการศึกษา พบวาบริเวณเซนโทรเมียรอาจไมได
ประกอบดวยไนโตรจินัสเบสชนิด อะดินีน และไธมีนมาก แตอาจประกอบดวยเบสชนิดกัวนี
น และไซโทซีนมาก หรือมีไนโตรจีนัสเบสทั้ง 4 ชนิด ในปริมาณเทาๆ กัน (Halan, 1989)

การยอมแถบสแีบบซี จะชวยตรวจสอบวามีวิวัฒนาการถึงขั้นที่มีการสะสมเฮเทอโร
โครมาทินหรือไม ดังเชนสมมุติฐานเกี่ยวกับวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศที่เสนอโดย 
Ohno (1967 อางโดย Schmid et al, 1991) จากรูปแบบของแถบสีแบบซีในกบนาพบวา
โครโมโซมแตละคูมีรูปแบบของแถบสีเหมือนกัน คือเปนฮอโมโลกัสโครโมโซมทั้ง 13 คู 
แสดงวาในกบนายังไมมีวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศถึงขั้นที่มีการสะสมเฮเทอโรโครมา
ทิน
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5.4 การยอมเพื่อตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอรดวยวิธี Ag-NOR 
staining

การยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไนเซอรดวยวิธี Ag-NOR 
staining เพ่ือตรวจสอบวานิวคลีโอลัสมีที่ตั้งอยูบนตําแหนงใดของโครโมโซมคูใดบาง 
บริเวณที่ติดสีเขมคือตําแหนงที่ตั้งของนิวคลีโอลัส

จากการยอมสีแบบธรรมดาในกบนาพบ เซคันดารี คอนสทริกชันบนแขนขางยาว
ของโครโมโซมคูที่ 8 แลวนิวคลีโอลัสยังมีที่ตั้งอยูบนโครโมโซมแทงอ่ืนอีกหรือไม ซึ่งผลจาก
การยอมแถบสีนี้ก็พบแถบสีเขมเฉพาะบนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8 แสดงวาในกบ
นามีนิวคลีโอลัส 2 ตําแหนง คือบนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8 ทั้งสองแทง

ในการตรวจสอบตําแหนงที่ตั้งของนิวคลีโอลัสถาหากพบวาในโครโมโซมคูใดคูหน่ึง 
ในเพศใดเพศหนึ่งมีตําแหนงที่ตั้งของนิวคลีโอลัสเพียง 1 แทง แสดงวาโครโมโซมคูนั้นเปน
โครโมโซมเพศ ดังเชนในกบ Buergeria buergeria (Schmic et al., 1993) พบวาโครโมโซม 
Z มีตําแหนงที่ตั้งของนิวคลีโอลัส แตในโครโมโซม W ไมมีตําแหนงที่ตั้งของนิวคลีโอลัส 
จากผลการศึกษาที่ได พบแถบสีเขมบนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8 ทั้งสองแทง ทั้งใน
เพศผูและเพศเมีย แสดงวาโครโมโซมคูที่ 8 ในกบนาไมใชโครโมโซมเพศ

5.5 การยอมเพื่อตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU

การยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU ที่ใชในการศึกษาครั้ง
นี้ เติม BrdU ในชวงปลายของระยะ S จะทาํใหไดรูปแบบของแถบสีเปน early replication 
banding ซึ่งรูปแบบของแถบสีที่ได พบวามีรายละเอียดมากกวารูปแบบของแถบสีแบบจี 
เน่ืองการยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช BrdU นั้น BrdU จะไปชวย
ยับยั้งการขดตัวของโครโมโซม ทําใหโครโมโซมไมขดตัวแนนมากเกินไป รูปแบบของแถบสี
ที่ไดจึงมีรายละเอียดเพิ่มขึ้น

ในการยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเอง เปนวิธีการหนึ่งที่ใชตรวจสอบวา
มีกลไกการปองกันการเกิดครอสซิงโอเวอรหรือไม ดังเชนในการศึกษาโครโมโซมเพศในกบ 
Rana esculenta (Shempp and Schmid, 1981) พบวาบริเวณปลายแขนขางยาวของ
โครโมโซม Y จะเกิดการจําลองตัวเองชากวาโครโมโซม X ซึ่งการจําลองตัวเองชาเปนกลไก
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หน่ึงที่ปองกันการเกิดครอสซิงโอเวอร ซึ่งเปนขั้นตอนหนึ่งของวิวัฒนาการของโครโมโซม
เพศตามสมมุติฐานเกี่ยวกับวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศที่เสนอโดย Ohno (1967 อาง
โดย Schmid et al, 1991) จากผลการศึกษาที่ได พบวารูปแบบของแถบสีในกบนาเพศผู
และเพศเมียไมแตกตางกัน แสดงวาไมมีวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศถึงขั้นที่มีการปองกัน
การเกิดครอสซิงโอเวอร



บทที่ 6

สรุปผลการศึกษา

1. ศึกษาโครโมโซมของกบนาโดยใชการยอมสีแบบธรรมดา พบวามีจํานวน
โครโมโซม 2n = 26 เปนโครโมโซมขนาดใหญ 5 คู มีรูปรางเปนโครโมโซมเมทาเซนทริก 4
คู และโครโมโซมสับเมทาเซนทริก 1 คู และเปนโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู มีรูปรางเปน
โครโมโซมเมทาเซนทริก และโครโมโซมสับเมทาเซนทริกอยางละ 4 คู และพบเซคันดารี 
คอนสทริกชัน บนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8

2. ศึกษาโครโมโซมของกบนาโดยใชการยอมสีแบบธรรมดา พบวาไมมีโครโมโซม
เพศ แสดงวาในกบนายังไมมีวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศถึงขั้นที่มีขนาดและรูปรางแตก
ตางกนัอยางชัดเจน

3. ศึกษาโครโมโซมของกบนาโดยใชการยอมแถบสีแบบจี พบวาไมมีโครโมโซม
เพศ แสดงวาในกบนายังไมมีวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศถึงขั้นที่เกิดอินเวอรชัน

4. ศึกษาโครโมโซมของกบนาโดยใชการยอมแถบสีแบบซี พบวาไมมีโครโมโซม
เพศ แสดงวาในกบนายังไมมีวิวัฒนาการของโครโมโซมเพศถึงขั้นที่มีการสะสมเฮเทอโร
โครมาทิน

5. ศึกษาโครโมโซมของกบนาโดยใชเทคนิคการยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงที่ตั้ง
ของนิวคลโีอลารออรแกไนเซอรดวยวิธี Ag-NOR staining พบตําแหนงที่ตั้งของนิวคลีโอลัส
บนแขนขางยาวของโครโมโซมคูที่ 8 ทั้งสองแทง ทั้งในเพศผูและเพศเมีย แสดงวา
โครโมโซมเพศไมไดขึ้นอยูกับตําแหนงที่ตั้งของนิวคลีโอสลัส

6. ศึกษาโครโมโซมของกบนาโดยใชเทคนิคการยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการ
จําลองตัวเองโดยใช BrdU พบวาไมมีโครโมโซมเพศ แสดงวาในกบนายังไมมีวิวัฒนาการ
ของโครโมโซมเพศถึงขั้นที่มีการปองกันการเกิดครอสซิงโอเวอร

7. จากการศึกษาโครโมโซมของกบนาดวยเทคนิคการยอมสีแบบธรรมดา การยอม
แถบสีแบบจี การยอมแถบสีแบบซี การยอมเพ่ือตรวจสอบตําแหนงนิวคลีโอลารออรแกไน
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เซอรดวยวิธี Ag-NOR staining และการยอมเพ่ือตรวจสอบรูปแบบการจําลองตัวเองโดยใช 
BrdU ไมพบโครโมโซมเพศในกบนา จึงสามารถสรุปไดวาในกบนายังไมมีวิวัฒนาการของ
โครโมโซมไปจนถึงขั้นที่มีโครโมโซมเพศ
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วิธีการเตรียมสารเคมี

• RPMI 1640
1. ละลาย RPMI 1640 ชนิดผง (Seromed: Cat.No.T121-01) ในน้ําที่อบฆาเชื้อแลว

1000มิลลิลิตร
2. เติม NaHCO3 2 กรัม
3. ปรับ pH ใหได 6.8 โดยใช 1 HCl และ 1 N NaOH
4. กรองดวย sterile membrane filters ขนาด 0.45 ไมโครเมตร
เก็บที่ 2 – 8 องศาเซลเซียส

• อาหารสําหรับเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาวประกอบดวย
1. RPMI 1640 60 มิลลิลิตร
2. foetal bovine serum 20 มิลลิลิตร
3. น้ํากลั่นที่อบฆาเชื้อแลว 20 มิลลิลิตร
4. phytohemaglutinin (PHA) M Form (Gibco)   3 มิลลิลิตร
5. pennicillin-Streptromycin   1 มิลลิลิตร
ผสมใหเขากันโดยวิธีปลอดเชื้อ เก็บที่ –20 องศาเซลเซียส

• 0.075 M KCl
ชั่ง KCl 0.5588 กรัม ละลายในน้ํา 100 มิลลิลิตร
เก็บที่อุณหภูมิหอง

• 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร colchicine
ชั่ง colchicine 0.002 กรัม ละลายในน้ํา 10 มิลลิลิตร
เก็บที่ 2 – 8 องศาเซลเซียส

• fixative
ผสม acetic acid glacial 1 สวนและ methanol 3 สวนใหเขากัน
เตรียมใหมและแชเย็นทุกครั้ง  ใชภายใน 24 ชั่วโมง
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• sorensen phosphate buffer
- solution A : KH2PO4 9.1 กรัม ละลายน้ํา 1000 มิลลิลิตร
- solution B : Na2HPO4 9.5 กรัม ละลายน้ํา 1000 มิลลิลิตร
walking solution : solution A 50.8 มิลลิลิตร + solution B 49.2 มิลลิลิตร
เก็บที่อุณหภูมิหอง

• giemsa 10 %
giemsa 5 มิลลิลิตร ผสมกับ sorensen phosphate buffer 45 มิลลิลิตร
ใชภายในวันเดียวกัน

• 0.025 % trypsin
0.25 % trypsin (Gibco) 5 มิลลิลิตร ละลายน้ํา 45 มิลลิลิตร
ใชภายในวันเดียวกัน

• 0.2 N HCl
conc.HCl 17.2 มิลลิลิตร เติมลงในน้ํา 982.8 มิลลิลิตร
เติมกรดลงน้ํา เก็บที่อุณหภูมิหอง

• 5 % barium hydroxide (5% Ba(OH)2)
ตั้งน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร ใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เม่ือตองการใช เติม Ba(OH)2.8H2O 2 กรัม เขยาใหเขากัน อาจเกิดเปนฝาขึ้นที่ผิว ชอน

ฝาที่ผิวทิ้งไดถาจําเปน
ตองเตรียมใหมและกําจัดทิ้งภายใน 1 ชั่วโมง

• silver nitrate solution
ชั่ง AgNO3 4 กรัม ละลายในน้ํา 8 มิลลิลิตร
เก็บในที่มืด ทิ้งเม่ือเปลี่ยนเปนสีดํา

• colloidal developer
ชั่ง gelatin 2 กรัม ละลายน้ํา 100 มิลลิลิตร อาจอุนเล็กนอยเพ่ือใหละลาย แลวเติม

formic acid 1 มิลลิลิตร
ใชภายใน 2 สัปดาห
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• 3 x 10-3 M BrdU (bromodeoxyuridine)
ชั่ง BrdU 0.0092 กรัม ละลายน้ํา 10 มิลลิลิตร
เก็บในที่มืด ที่ 2 – 8 องศาเซลเซียส

• 2 x SSC
ชั่ง NaCl 17.53 กรัม และ trisodium citrate 8.82 กรัม ละลายในน้ํา 1000 มิลลิลิตร
ใชภายใน 1-2 ชั่วโมง
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