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บทคัดยอ 

 
การผสมขามสายพันธุ (hybridization) เปนการผสมพันธุระหวางสิ่งมีชีวิตท่ีมีความใกลชิดกันเชิง

วิวัฒนาการท่ีมีโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรหรือสปชีสที่แตกตางกัน ทั้งน้ีลูกผสม (hybrids) ท่ีเกิดข้ึนอาจ

ทําใหเกิดการถายเทเคลื่อนยายของยีน (gene flow) ระหวางประชากรหรือสปชีสไดหากลูกผสมดังกลาวสามารถ

อยูรอดและสืบพันธุได ซึ่งสามารถตรวจสอบไดโดยใชเทคนิคทางดานอณูชีววิทยา อึ่งนํ้าเตา (Microhyla fissipes) 

อึ่งขางดํา (M. heymonsi)  และอึ่งลายเลอะ (M. butleri) จัดเปนสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกท่ีอยูในสกุลเดียวกัน มี

ขนาดลําตัวใกลเคียงกันและมีการกระจายอยูในทุกภาคของประเทศไทย จากการสํารวจเบื้องตนพบวาอ่ึง 2 หรือ 3 

ชนิด มีการใชพื้นที่อยูอาศัยรวมกัน และที่สําคัญดวยธรรมชาติของอึ่งท่ีมีการปฏิสนธิภายนอกรางกายเปนการเพิ่ม

ความเสี่ยงในการเกิดการผสมขามสายพันธุได การศึกษาครั้งนี้จึงสนใจตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของยีน COI และประเมินความเปนไปไดในการเกิดการผสมขามสายพันธุระหวางอึ่งท้ังสามชนิดในธรรมชาติ โดย

นําอึ่งนํ้าเตาจํานวน 48 ตัว อึ่งขางดําจํานวน 43 ตัวและอ่ึงลายเลอะจํานวน 9 ตัว ที่เก็บมาจากสวนสัตวเปดเขา

เขียว จังหวัดชลบุรี มาตรวจหาและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีสกัด

มาจากเน้ือเย่ือตับของอึ่งทั้งสามชนิด และเพิ่มปริมาณยีน COI โดยใชเทคนิคพีซีอาร ผลการศึกษาพบวาผลิตภัณฑ

พีซีอารของอึ่งทั้งสามชนิดจํานวน 72 ตัวอยางใหผล sequencing ชัดเจนและนาเช่ือถือ โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ี

ไดมีความยาว 677 คูเบส จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DnaSP พบจํานวนแฮพโพลไทปท่ี

แตกตางกันจํานวน 36 แฮพโพลไทป ท่ีมีความแปรผันทางพันธุกรรมจํานวน 189 (27.92%) ตําแหนง มีคาความ

หลากหลายของแฮพโพลไทป และคาความหลากหลายของนิวคลีโอไทดคอนขางสูง โดยเฉลี่ยเทากับ 0.973 ± 

0.006 และ 0.10891 ± 0.00525 ตามลําดับ ระยะหางทางพันธุกรรมระหวางประชากรของอึ่งท้ังสามชนิดอยู

ระหวาง 0.000 ถึง 0.223 แสดงวาประชากรของอ่ึงทั้งสามชนิดมีความแตกตางทางพันธุกรรมของยีน COI 

คอนขางสูง ซึ่งเหมาะที่จะนํามาใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใชในการจําแนกชนิดของอ่ึงทั้งสามชนิด นอกจากนี้

จากการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการยังพบวาอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะมีความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการเปนแบบ monophyletic group การตรวจพบการเกิด gene flow ระหวางประชากรของอ่ึงขางดํา

และอึ่งนํ้าเตา และระหวางประชากรของอึ่งลายเลอะและอึ่งนํ้าเตา แสดงวาอ่ึงทั้งสองชนิดน้ันสามารถผสมขามสาย

พันธุกันไดในธรรมชาติ 
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Abstract 

 
Hybridization is a mating between genetically different species. It results from 

incomplete reproductive isolation. Viable and fertile hybrids may lead to gene flow between 

populations or species. This can be checked using molecular biology techniques. 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. Essentially, the external fertilization of amphibians may increase the 

risk of hybridization. Therefore, this study aims to investigate genetic diversity among these 

three Microhyla species in order to design species-specific mtDNA marker to identify species, 

and to detect possible natural hybridization. Forty-eight M. fissipes, Forty-three M. heymonsi 

and nine M. butleri individuals were collected from Khao Khew Open Zoo, Chonburi province. 

All of the collected samples were screened and compared in terms of the COI gene base 

sequences of the mitochondrial DNA extracted from the liver tissue. The results showed that 

only seventy-two samples had obvious and reliable COI sequences, 677 base pairs. Thirty-six 

unique haplotypes based on 189 (27.92%) variable sites were detected from the 72 aligned 

sequences using DnaSP program. The haplotype diversity (hd) and nucleotide diversity (π) were 

high. On average, hd = 0.973 ± 0.006 and π = 0.10891 ± 0.00525. In addition, the genetic 

distance between populations ranged from 0.000 to 0.223, indicating high genetic diversity 

among the three Microhyla species. These results revealed that the COI gene is suitable for use 

as a species-specific mtDNA marker. Moreover, phylogenetic analysis of the mtDNA haplotypes 

indicated that M. fissipes, M. heymonsi and M. butleri are monophyletic in their evolutionary 

relationships. Furthermore, the detections of gene flow between the two species may indicate 

the occurrence of historical natural hybridization between M. heymonsi and M. fissipes, and 

between M. butleri and M. fissipes. 
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โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริฯ ไดดําเนินโครงการมาเพื่อปกปกรักษา

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตของประเทศไทย เพื่ออนุรักษไวเปนสมบัติของชาติตอไปในอนาคต พื้นท่ีโครงการอนุรักษ

พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริฯ และพื้นที่ท่ีเกี่ยวของสวนใหญเปนปาธรรมชาติรวมท้ังเกาะแกงของ

ทะเลไทย ดวยความหลากหลายของพื้นที่และตําแหนงท่ีต้ังตางๆ กอใหเกิดที่อยูอาศัยของสัตวปาจํานวนมาก 

รวมทั้งสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบก ในปจจุบันมีชุมชนขนาดเล็กเขาไปต้ังถ่ินฐานอยูอยางถาวรในพื้นที่และพื้นท่ี

ใกลเคียงบางสวนและสวนหน่ึงดํารงชีวิตจากการใชประโยชนจากทรัพยากรในพื้นที่โดยไดทําการบุกรุกทําลายปา

และแหลงนํ้าธรรมชาติไปแลวบางสวนเพื่อทําการเกษตรและยังลาสัตวปากินเปนอาหารดวย โดยเฉพาะในบริเวณ

พื้นท่ีที่เปนเขตติดตอระหวางปากับหมูบาน/พื้นที่กิจกรรมของมนุษย 

การศึกษาสํารวจชนิดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรของสัตวปาในพื้นที่เหลานี ้

โดยเฉพาะสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกยังไมมีผูใดทําการศึกษาในรายละเอียด โดยเฉพาะการศึกษาทางดานพันธุกรรม 

อน่ึงในชวงทศวรรษที่ผานมานักชีววิทยาในหลายๆ ประเทศไดใหความสนใจศึกษาวิจัยเก่ียวกับปรากฏการณการ

ผสมขามสายพันธุท่ีเกิดขึ้นในธรรมชาติ (natural hybridization) ระหวางส่ิงมีชีวิตที่มีความใกลชิดกันทางสาย
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วิวัฒนาการ (closely related species) กันอยางกวางขวางโดยใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลควบคูไปกับ

การศึกษาทางดานสัณฐานภายนอก (Arnold, 1997, 2006; Mallet, 2005) ซึ่งจากการศึกษาวิจัยดังกลาวนัก

ชีววิทยาหลายทานพบวาส่ิงมีชีวิตสวนใหญไมวาจะเปนพืชหรือสัตว เมื่อมีการแพรกระจายตัวมาอยูในบริเวณ

ใกลเคียงกัน (contact zone) หรือทับซอนกัน (overlap area)  มีความเส่ียงสูงที่จะผสมพันธุขามสายพันธุกัน

ระหวางสปชีสที่ตางกันแตมีความใกลชิดกันทางสายวิวัฒนาการ ในบางกรณี การผสมขามสายพันธุเกิดข้ึนอยาง

ประสบความสําเร็จและนําไปสูการผลิตลูกผสม (hybrid) ท่ีมีชีวิตและไมเปนหมันได จากเหตุการณดังกลาว โดยใช

เทคนิคทางดานชีวโมเลกุลเขามาประยุกต ทําใหนักชีววิทยาสามารถตรวจหารองรอยทางพันธุกรรมของการเกิด

การผสมขามสายพันธุกันในอดีตได โดยตรวจสอบดูวามีการถายทอดยีน (ไมวาจะเปนไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอหรือ

นิวเคลียรดีเอ็นเอ) จากสิ่งมีชีวิตสปชีสหนึ่งไปยังส่ิงมีชีวิตอีกสปชีสหนึ่งหรือไม ถาตรวจพบ ก็แสดงวาสิ่งมีชีวิตสองส

ปชีสน้ันสามารถผสมขามสายพันธุได เราเรียกปรากฏการณการถายทอดยีนระหวางสปชีส โดยอาศัยลูกผสมที่

เกิดข้ึนเปนตัวกลางในการถายทอดนี้วาการเกิดยีนโฟลวหรืออินโทรเกรสช่ัน (gene flow or introgression) (e.g., 

Barton & Hewitt, 1985; Mallet, 2005; Plotner et al., 2008). 

ทั้งนี้สาเหตุท่ีตองใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลเขามาตรวจสอบความเปนไปไดในการเกิดการผสมพันธุขาม

กันหรือการเกิด introgression นั้นก็เนื่องจากลูกผสม (interspecific hybrid) หรือลูกผสมแบคคลอส 

(backcross hybrid) ไมวาจะเปนรุนท่ีหน่ึง สอง สาม หรือรุนตอๆ มาน้ัน มักจะมีลักษณะทางสัณฐานภายนอกท่ี

ก้ําก่ึง (intermediate) ระหวางสปชีสพอและสปชีสแม หรือมีแนวโนมคลายคลึงกับสปชีสพอหรือสปชีสแมสปชีส

ใดสปชีสหน่ึงมาก ทําใหการจําแนกหรือระบุสปชีสของตัวอยางๆ นั้นวาเปนสปชีสพอ, สปชีสแม, ลูกผสม หรือ

ลูกผสมแบคคลอส นั้นทําไดยากและขาดความนาเชื่อถือ ดังนั้น เพื่อเพิ่มความถูกตองและนาเชื่อถือในระบุชนิด

หรือลูกผสมประเภทตางๆ จึงจําเปนตองใชขอมูลท้ังจากลักษณะสัณฐานภายนอกและขอมูลทางดานชีวโมเลกุล

ควบคูกันไป ซึ่งการใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุล สวนใหญจะใชขอมูลจากลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนบางสวนของ

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอหรือ mtDNA หรือจํานวนชิ้นของดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอ็นไซนตัดจําเพาะ 

(Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP) เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายในการตรวจสอบ ซึ่งจาก

การศึกษาดวยวิธีการดังกลาว ทําใหผูศึกษาวิจัยสามารถตรวจพบการเกิด introgression ของ mtDNA ในสัตว

หลายชนิดที่มีความสัมพันธใกลชิดกันทางสายวิวัฒนาการ เชน ในปลา (e.g. Wilson & Bernatchez, 1998)  ใน

แมลงหว่ี (e.g. Bachtrog et al., 2006), กระตายปา (e.g. Alves et al., 2008; Plötner et al., 2008), ในหนู 

(Bozikova et al., 2005) เปนตน 

การตรวจพบการเกิด introgression ยอมสงผลกระทบตอการการศึกษาอนุกรมวิธานของส่ิงมีชีวิต

เหลานั้นอยางมาก กลาวคือ ทําใหเกิดความสับสนและคลุมเคลือในการระบุและจําแนกสปชีสของส่ิงมีชีวิตที่ศึกษา 

รวมทั้งทําใหเกิดความสับสนในการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอีกดวย ประเทศไทยซึ่งเปนประเทศหน่ึงใน

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใตที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง แตการศึกษาเพื่อประเมินความเปนไปไดในการ
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เกิดการผสมขามสายพันธุหรือการเกิด introgression ในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในธรรมชาตินั้นพบวายังมีนอย

มากหรือแทบไมมี ท้ังท่ีมีการใชประโยชนจากสัตวกลุมนี้อยางแพรหลายท้ังเชิงเศรษฐกิจและการบริโภค ท้ัง

ภายในประเทศไทยและระหวางประเทศ ดังนั้นจึงเปนการเรงดวนที่ควรมีการศึกษาในสัตวกลุมนี้เพื่อการจัดการ

ทรัพยากรอยางเหมาะสมรวมไปถึงการประยุกตในเชิงอนุรักษ 

อึ่งนํ้าเตา (Ornate chorus frog; Microhyla fissipes Boulenger, 1884) อ่ึงขางดํา (Dark-sided 

chorus frog; M. heymonsi Vogt, 1911) และอึ่งลายเลอะ (Noisy chorus frog; M. butleri Boulenger, 

1900) จัดเปนสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกท่ีอยูในสกุลเดียวกันเน่ืองจากมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกคลายคลึง

กัน มีขนาดลําตัวเล็ก ไมแตกตางกันมาก ในประเทศไทยสามารถพบการกระจายตัวของอ่ึงทั้งสามชนิดไดในทุกภาค

ของประเทศไทย อึ่งท้ังสามชนิดนี้มีลักษณะถิ่นอาศัยเฉพาะคลายๆ กัน คือใตใบไม กองหิน กองหญา และวัสดุอื่นๆ 

บนพื้นดิน มีการกระจายตัวทับซอนกันในหลายพื้นท่ีในประเทศไทย และที่สําคัญอ่ึงเปนสัตวมีกระดูกสันหลังท่ีมี

การปฏิสนธิแบบภายนอก (external fertilization) ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีสามารถเพิ่มโอกาสใหสเปริ์มของอ่ึงชนิด

หน่ึงเขาผสมกับไขของอ่ึงอีกชนิดหน่ึงไดงายกวาการมีการปฏิสนธภิายใน (internal fertilization) ซ่ึงจากขอมูล

ดังกลาวขางตน จึงมีความเปนไปไดท่ีอึ่งสองหรือสามชนิดน้ีจะผสมตางสายพันธุกันได ดังนั้นเพื่อประเมินความ

เปนไปไดในการผสมพันธุขามกันระหวางอึ่งท้ังสามชนิดนี้ จึงควรตรวจสอบดูวามียีนโฟลวจากอึ่งชนิดหน่ึงไปยังอึง่

อีกชนิดหน่ึงหรือไม โดยใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลในการตรวจสอบ  

 

เอกสารที่เก่ียวของ 

 ปจจุบันสถานภาพดานความรูที่เก่ียวกับสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกของประเทศไทยในภาพรวมยังคงจัดอยู

ในข้ันแรกเนื่องจากขอมูลตางๆ ท่ีทําการศึกษาต้ังแตอดีตจนปจจุบันสวนใหญเปนการสํารวจเพื่อวิเคราะหชนิดและ

ศึกษาชีวประวัติบางประการที่สามารถทําไดขณะสํารวจและจากตัวอยางที่เก็บมาเทานั้น (กําธร ธีรคุปต, 2543) 

แตความรูทางดานความหลากหลายทางพันธุกรรมและการเกิดการผสมขามสายพันธุท้ังภายในและระหวาง

ประชากร (หรือสปชีส) ของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในสภาพธรรมชาติในแตละพื้นที่หรือเฉพาะแหลงนั้นมี

การศึกษานอยมากหรือในบางกรณีแทบไมมีการศึกษาเลย  

การผสมขามสายพันธุ (hybridization) เปนการผสมพันธุระหวางสิ่งมีชีวิตสองชนิดที่มีความใกลชิดกันเชิง

วิวัฒนาการที่มีโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรหรือสปชีสที่แตกตางกัน โดยการเกิดการผสมขามสายพันธุ

นั้นมีผลมาจากกระบวนการการแบงแยกทางการสืบพันธุท่ีไมสมบูรณ (incomplete reproductive isolation) 

(Futuyma, 1997) ในบางกรณีการผสมขามสายพันธุอาจนําไปสูการผลิตลูกผสม (hybrid) โดยลูกผสมท่ีเกิดขึ้น

สวนใหญจะมีลักษณะสัณฐานภายนอกก้ํากึ่ง (intermediate) ระหวางสิ่งมีชีวิตทั้งสองชนิด ท้ังนี้ถาลูกผสมที่

เกิดข้ึนน้ันสามารถอยูรอดและสืบพันธุได ลูกผสมเหลาน้ันอาจทําใหเกิดการถายเทเคล่ือนยายของยีน (gene flow) 

ระหวางสปชีสทั้งสองได (Arnold, 1997, 2006; Mallet, 2005) โดยการผสมพันธุแบบ backcross กับสปชีสพอ
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หรือสปชีสแม การที่ลูกผสมมีการผสมพันธุแบบ backcross กับสปชีสพอหรือสปชีสแมจะทําใหไดลูกผสมที่มี

ลักษณะสัณฐานภายนอกเหมือนกับสปชีสพอหรือสปชีสแมมากขึ้น จนในท่ีสุดเกิดเปนลูกผสมท่ีมีลักษณะสัณฐาน

ภายนอกเหมือนสปชีสพอหรือสปชีสแมจนแยกไมออก ในกรณีน้ี จึงมีการนําเทคนิคทางดานชีวโมเลกุล 

(molecular biology) มาใชในการตรวจสอบรวมกับขอมูลทางดานสัณฐานวิทยา เชน การตรวจสอบยีนในไมโท

คอนเดรียลดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตรวมกับการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตจากลักษณะภายนอก ซึ่งหากสิ่งมีชีวิตน้ันเปน

ลูกผสม ส่ิงมีชีวิตนั้นจะมีชนิดของยีนในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีไมสอดคลองกับการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตน้ันโดย

ใชลักษณะภายนอก การผสมขามสายพันธุตามธรรมชาตินั้นเช่ือวาจะเกิดขึ้นไดยาก เนื่องจากส่ิงมีชีวิตแตละชนิดมี

กลไกการแบงแยกทางการสืบพันธุท่ีสมบูรณทําใหสิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ ไมสามารถผสมพันธุกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นๆ ได 

แตปจจุบันมีการศึกษาพบวามีส่ิงมีชีวิตหลายชนิดที่สามารถผสมขามสายพันธุกันได เชน การผสมขามสายพันธุใน

ปลา (e.g. Wilson & Bernatchez, 1998)  ในแมลงหว่ี (e.g. Bachtrog et al., 2006), ในกระตายปา (e.g. 

Alves et al., 2008; Plötner et al., 2008), ในหนู (Bozikova et al., 2005) เปนตน  

การใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลเพื่อศึกษาการเกิดการผสมขามสายพันธุและการเกิด introgression ของ 

mtDNA ในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินน้ัน ปจจุบันพบวายังมีไมมากนัก จากรายงานพบการเกิด introgression ของ 

mtDNA ใน The European water frog ระหวาง Rana ridibunda และ and R. lessonae (Spolsky and 

Uzzell, 1984) ใน canyon treefrogs ระหวาง Hyla arenicolor และ H. wrightorum (Klymus et al., 

2010) ใน green pond frogs ระหวาง Pelophylax nigromaculatus และ P. plancyi (Liu et al., 2010) 

เปนตน ซึ่งการเกิด introgression ดังกลาวยอมสงผลกระทบตอการศึกษาอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตเหลาน้ันอยาง

มาก กลาวคือ ทําใหเกิดความสับสนและคลุมเคลือในการระบุและจําแนกสปชีสของสิง่มีชีวิตที่ศึกษา รวมท้ังทําให

เกิดความสับสนในการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอีกดวย ดังนั้นการศึกษาเบื้องตนเพื่อประเมินความเปนไป

ไดในการผสมขามสายพันธุระหวางสิ่งมีชีวิตท่ีมีการกระจายตัวทับซอนกันในบางหรือทุกพื้นท่ีอาศัย จึงถือเปน

สิ่งจําเปนเรงดวนที่ตองศึกษาเพื่อนําขอมูลท่ีไดไปใชประกอบการศึกษาอนุกรมวิธานเพื่อใหการระบุสปชีสมีความ 

ถูกตองและแมนยํามากขึ้น และเพื่อการจัดการทรัพยากรอยางเหมาะสมรวมไปถึงการประยุกตในเชิงอนุรักษสาย

พันธุหรือพันธุกรรมดั้งเดิมตอไป 

อึ่งนํ้าเตา (Ornate chorus frog; Microhyla fissipes Boulenger, 1884) อ่ึงขางดํา (Dark-sided 

chorus frog; M. heymonsi Vogt, 1911) และอึ่งลายเลอะ (Noisy chorus frog; M. butleri Boulenger, 

1900) จัดเปนสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกที่มีวิวัฒนาการใกลชิดกัน จัดอยูในสกุลเดียวกัน คือ Microhyla อึ่งนํ้าเตา 

มีความยาวประมาณ 28 มิลลิเมตร กลางหลังมีลายคลายรูปนํ้าเตาสีน้ําตาลเขม ขางหัวและลําตัวมีแถบสีดําดาน 

(ภาพที่ 1) อ่ึงขางดํา มีความยาวประมาณ 20-22 มิลลิเมตร กลางหลังมีเสนแคบสีจาง พาดมาตามแนวสันหลัง 1 

เสน ระหวางเสนอาจมีจุดประกบ ขางละจุด (ภาพท่ี 2) และอ่ึงลายเลอะ มีความยาวประมาณ 22-26 มิลลิเมตร 

กลางหลังมีลวดลายสมมาตรกัน ขอบของลายหยักเปนคลื่นสีจางลงมาถึงสีขางและเปนลายพาดมาท่ีขา (ภาพท่ี 3) 
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จากขอมูลดังกลาวจะพบวาอึ่งท้ัง 3 ชนิดนี้มีขนาดลําตัวไมแตกตางกัน มีลักษณะสัณฐานภายนอกคลายคลึงกัน 

และสามารถพบอึ่งทั้งสามชนิดไดทุกภาคของประเทศไทย (Matsui, et al., 2011; Meijden, et al., 2007; 

ธัญญา, 2546) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดสูงท่ีจะพบอ่ึงทั้งสามชนิดอาศัยอยูในบริเวณเดียวกัน (Sympatric area) 

เชน ในบริเวณอุทยานแหงชาติทองผาภูมิ อ. ทองผาภูมิ จ. กาญจนบุรี พบอ่ึงท้ังสามชนิดอยูในบริเวณเดียวกัน

จํานวนมากโดยเฉพาะในฤดูฝน (วิเชฏฐและคณะ 2546) และที่สําคัญการที่อ่ึงทั้งสามชนิดมีการปฏิสนธิแบบ

ภายนอก (external fertilization) ทําใหโอกาสที่จะเกิดการผสมขามสายพันธุกันระหวางอ่ึงทั้งสามชนิดเปนไปได

สูงกวาการปฏิสนธิแบบภายใน (internal fertilization) เพราะการปฏิสนธิแบบภายนอกเปนการเพิ่มโอกาสให

สเปรมของอึ่งชนิดหน่ึงเขาผสมกับไขของอึ่งอีกชนิดหนึ่งไดงาย (Huxel, 1999; Wells, 1977) จากขอมูลดังกลาว

ประกอบกับมีการสํารวจพบอ่ึงที่มีลักษณะกํ้ากึ่งระหวางอ่ึงทั้งสามชนิด (intermediate) และมีการศึกษาพบวากบ

นา 2 สปชีส คือ Rana limnocharis และ R. cancrivora สามารถผสมขามสายพันธุกันได (Sumida, et al., 

2002) จึงเกิดสมมติฐานข้ึนวาอึ่งท้ังสามชนิดสามารถผสมขามสายพันธุกันในธรรมชาติไดหรือไม ซ่ึงในการทดสอบ

สมมติฐานน้ี เราสามารถใชวิธีการตรวจสอบไดทั้งทางสัณฐานวิทยา (Morphology) และทางพันธุกรรม 

(Genetics) แตเนื่องจากการตรวจสอบทางสัณฐานวิทยามีขอจํากัดในการจําแนกชนิดของอ่ึง โดยเฉพาะอึ่งท่ีมี

ลักษณะ intermediate ซ่ึงยากตอการจําแนกชนิดของอึ่ง ดังนั้นในการตรวจสอบสมมติฐานในครั้งน้ี จึงนําวิธีการ

ตรวจสอบทางพันธุกรรมเขามาชวย โดยจะทําการตรวจสอบการถายเทเคลื่อนยายของยีน COI ระหวางอึ่งท้ังสาม

ชนิด แตเน่ืองจากงานวิจัยน้ีเปนงานวิจัยเริ่มตนและยังไมมีการศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ของอึ่ง

น้ําเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะ ดังนั้นเพื่อประเมินความเปนไปไดในการผสมพันธุขามสายพันธุกันระหวางอึ่งท้ัง

สามชนิดจึงตองเริ่มจากการศึกษาแปรผันทางพันธุกรรมของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอึ่งทั้ง 3 ชนิด 

เพื่อนําขอมูลที่ไดมาออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตออึ่งแตละชนิด (Species specific 

mitochondrial DNA markers) กอนเพื่อใชในการตรวจสอบการถายเทเคล่ือนยายของยีน COI ระหวางอึ่งท้ัง

สามชนิดตอไปในอนาคต 
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ขอมูลพื้นฐานที่เก่ียวของ 

 

อึ่งนํ้าเตา 

Ornate Chorus Frog 

Microhyla fissipes Boulenger, 1884 

 

ลักษณะ ความยาวต้ังแตปลายปากถึงรูทวารรวมประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร หัวแหลม ลําตัวปอมทรงสามเหลี่ยม 

ผิวหนังเรียบ กลางหลังมีลายคลายรูปน้ําเตาสีนํ้าตาลเขม ดานขางของหัวและลําตัวสีนํ้าตาลเขม ชองจมูกภายใน

ขนาดเล็ก ไมมีฟนท่ีเพดานปาก กระดูก premaxilla และ maxilla ลิ้นกลม ปลายล้ินไมมีรอยหยัก เพศผูมีถุงเสียง

ภายนอก รูจมูกอยูดานบนเกือบปลายสุดหัว อัตราสวนระยะหางประมาณ 1:3 เทา ปลายปากมีลักษณะโคงนูนเปน

สัน เย่ือบุชองหูมองไมเห็นจากภายนอก ทองสีนํ้าตาลออน เพศผูมีคอและอกสีดํา นิ้วมือและขาหนาทอนลางมีลาย

พาดขวางชวงละ 3-4 แถบ ขาหลังสีเดียวกับลําตัว เม่ือพับขาหลังเขามาจะเห็นลายพาดขวางตอเนื่องกัน 3-4 แถบ 

เทาหนาไมมีพังผืด ปลายนิ้วเทาหนาไมขยายออก (รูปที่ 1) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐและคณะ 2546) 

 

การแพรกระจาย มีการกระจายกวางขวาง ต้ังแตอินเดียตอนเหนือ แถบเทือกเขาหิมาลัย ท่ัวอินเดีย ศรีลังกา จีน 

ฮองกง ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร พมา เกาะไตหวัน ตลอดประเทศอินโดจีนลงไปถึงคาบสมุทร

มลายู ในประเทศไทยพบทุกภาคของประเทศ 

 

ที่อยูอาศัย ซอนตัวใตใบไม ขอนไม และวัสดุท่ีกองอยูบนพื้นปา ทั่วไปพบในปริมาณประชากรสูงที่สุดในกลุมอึ่ง

ขนาดเล็กทั้งหมด โดยเฉพาะในฤดูฝนชวงเดือนกรกฎาคม พบในปริมาณมากบริเวณปาดิบแลง รอบๆ แองนํ้าที่เปน

แหลงเติบโตของลูกออด ต้ังแตปลายเดือนมีนาคมจนถึงเดือนมิถุนายน ลูกอึ่งขนาดเล็กมักหากินรอบๆ แองที่เติบโต

มาจากท่ีเปนลูกออด 

 

อุปนิสัย หลบซอนตัวในเวลากลางวันบริเวณที่มีความชุมช้ืนและออกหากินเวลากลางคืน นิสัยการกระโดดหนีเวลา

ถูกตามจับวองไวและกระโดดไปไดไกล แตมักหมอบนิ่งอยูกับท่ีหลังจากกระโดดไปแลว อาศัยการพรางตัวหลบเล่ียง

การสังเกตของศัตรูมากกวาจะพลิกตัวมุดเขาใตใบไมที่อยูใกลท่ีสุด ผสมพันธุและวางไขในแองนํ้าขังชั่วคราวท่ี

กระจายอยูในปาเต็งรังและในปาดิบแลงระหวางฤดูฝน 
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สถานภาพ ไมไดเปนสัตวปาคุมครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตวปาคุมครอง พ.ศ. 2535 และไมมีสถานภาพ

เพื่อการอนุรักษตามเกณฑของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 

(2005) และตามเกณฑของ IUCN (2008) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงลักษณะสัณฐานภายนอกของอึ่งนํ้าเตา 

 

 

อึ่งขางดํา 

Dark side chorus frog 

Microhyla heymonsi Vogt, 1911 

 

ลักษณะ ความยาวต้ังแตปลายปากถึงรูทวารประมาณ 2-3 เซนติเมตร หัวแหลม ลําตัวปอมทรง สามเหลี่ยม 

ผิวหนังเรียบสีน้ําตาลกลางหลังมีลายจางๆ คลายรูปน้ําเตา อาจมีเสนสีครีมเล็กๆพาดตามยาวหรือไมก็ได กลางหลัง

มีจุดสีดํา 1 จุด ดานขางของหัวและลําตัวถึงซอกขาหลังมีสีดํา ชองจมูกภายในขนาดเล็ก ไมมีฟนท่ีเพดานปาก 

กระดูก premaxilla และ maxilla ล้ินเรียวยาว ปลายลิ้นไมมีรอยหยัก เพศผูมีถุงเสียงภายนอก รูจมูกอยูดานบน

เกือบปลายสุดหัว อัตราสวนระยะหางประมาณ 1:3 เทา ปลายปากมีลักษณะโคงนูนเปนสัน เย่ือบุชองหูมองไมเห็น

จากภายนอก ทองสีครีม รอบกนมีสีนํ้าตาลเขม เพศผูมีคอและอกสีดํา  นิ้วมือและขาหนาทอนลางมีลายพาดขวาง 

ขาหลังสีเดียวกับลําตัว เม่ือพับขาหลังเขามาจะเห็นลายพาดขวางตอเนื่องกัน 2-3 แถบ เทาหนาไมมีพังผืด ปลาย

นิ้วเทาหนาไมขยายออก (รูปที่ 2) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐและคณะ 2546) 

 

การแพรกระจาย ไตหวัน จีน อินเดีย พมา ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร ในประเทศไทยพบทุกภาค

ของประเทศ  
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ที่อยูอาศัย ซุกซอนตัวใตใบไมแหง กองหิน กองหญา และวัสดุอื่นๆ บนพื้นดิน มักอยูไมไกลจากแหลงขยายพันธุซึ่ง

เปนแองนํ้าขัง พบในปริมาณมากบริเวณปาดิบแลง รอบๆ แองน้ําท่ีเปนแหลงเติบโตของลูกออด ต้ังแตเดือน

สิงหาคมจนถึงเดือนกันยายน ซึ่งเปนหลายฤดูฝน ลูกอ่ึงขนาดเล็กมักหากินรอบๆ แองที่เติบโตมาจากที่เปนลูกออด 

 

อุปนิสัย หลบซอนตัวในเวลากลางวันบริเวณที่มีความชุมช้ืนและออกหากินเวลากลางคืน เมื่อถูกรบกวนจะกระโดด

หนีเปนระยะทางไกล เวลาตกลงสูพื้นดินจะรีบพลิกตัวหลบเขาใตใบไมหรือวัสดุอื่นๆ ทันที ไมหมอบน่ิงอยูกับท่ี

เหมือนอึ่งชนิดอ่ืนๆ จึงจับตัวมาศึกษาไดยาก  ผสมพันธุและวางไขในแองนํ้าขังช่ัวคราวที่กระจายอยูในปาเต็งรัง

และในปาดิบแลงระหวางฤดูฝน รวมทั้งในอางเก็บนํ้า และถังน้ําท่ีต้ังไวในพื้นที่ปา 

 

สถานภาพ ไมไดเปนสัตวปาคุมครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตวปาคุมครอง พ.ศ. 2535 และไมมีสถานภาพ

เพื่อการอนุรักษตามเกณฑของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 

(2005) และตามเกณฑของ IUCN (2008)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 แสดงลักษณะสัณฐานภายนอกอ่ึงขางดํา 

 

 

อึ่งลายเลอะ 

Noisy chorus frog 

Microhyla butleri Boulenger, 1900 

 

ลักษณะ มีขนาดตัวเล็ก ขนาดวัดจากปลายปากถึงกนประมาณ 30 มิลลิเมตร ลําตัวเรียว หัวแหลม ผิวหนังลําตัว

เรียบ แตทางสวนตนของดานหลังมีตุมแบนกระจายอยูบางดานหลังสีเทาหรือสีนํ้าตาลเทาหรือสีน้ําตาลแดง สวน
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ปลายสุดของหัวเปนสีจางและมีทางสีครีมจากดานทายตัวลงไปที่ตนขาหนา บน หลังมีลวดลายสีเขมขอบขาวหรือ

ขอบสีแดงรูปรางคลายน้ําเตา ดานขางลําตัวสีจางและมีจุดสีแดงกระจายเพศผูมีคางเปนจุดประสีเทาเขมและซีด

จางจนเกือบขาวในเพศเมีย ขาหนาและขาหลังเรียวยาว เมื่อพับขาหลังแนบกับลําตัวไปทางดานหนา ขอเทาอยูใน

ตําแหนงใกลสวนปลายของปาก นิ้วเทาหนาไมมีแผนหนังระหวางน้ิว นิ้วเทาหลังมีแผนหนังประมาณ 1/3 ของ

ความยาวนิ้ว สวนปลายของนิ้ว ทุกน้ิวขยายออกเปนตุมและมีรอยหยักทางดานหนาของตุม กับมีรองยาวอยู

ทางดานบนของตุม ตุมของนิ้วเทาหลังใหญกวาของน้ิวเทาหนา ลูกออดมีขนาดตัวเล็กและโปรงแสงแตมีจุดประสีดํา

ทั่วลําตัว สวนหนาของหัวปาน แผนครีบหางสีแดง สวนปลายของหางเรียวเล็กเปนเสน ปากอยูปลายสุดของสวนหัว 

ไมมีตุมฟนและจงอยปาก (รูปที่ 3) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐและคณะ 2546) 

 

การแพรกระจาย จีน พมา ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร ในประเทศไทยพบทุกภาคของประเทศ 

 

ที่อยูอาศัย อยูตามพื้นลางของปาบริเวณที่มีความชุมชื้น โดยท่ัวไปอยูตามชั้นใบไมผุบนพื้นปาดิบแลงและปารกๆ 

ริมลําหวย ซอนอยูใตขอนไมและกองใบไมผุ 

 

อุปนิสัย หลบซอนตัวในเวลากลางวันบริเวณที่มีความชุมชื้นและออกหากินเวลากลางคืน ผสมพันธุและวางไขใน

อางเก็บนํ้า มีเสียงรองดังกวาอึ่งชนิดอื่นๆ 

 

สถานภาพ ไมไดเปนสัตวปาคุมครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตวปาคุมครอง พ.ศ. 2535 และไมมีสถานภาพ

เพื่อการอนุรักษตามเกณฑของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 

(2005) และตามเกณฑของ IUCN (2008)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 แสดงลักษณะสัณฐานภายนอกอ่ึงลายเลอะ 
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วัตถุประสงค 

 
1.   เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน COI และยีน 16S rRNA ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอึ่ง

น้ําเตา (Microhyla  fissipes) อึ่งขางดํา (M. heymonsi) และอึ่งลายเลอะ (M. butleri) ในพื้นท่ีสวนสัตว

เปดเขาเขียว จังหวัดชลบุร ี

2. เพื่อออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เหมาะสมและมีความจําเพาะตอชนิดของอ่ึงทั้งสามชนิดจาก 

 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI หรือยีน 16sRNA ท่ีได 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วิธีดําเนินการวิจัยและแผนการปฏิบัติงาน 

3.1 วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี 

วัสดุและอุปกรณ  

- 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) 

- กระดาษทิชชู (Scott, Thailand) 

- ถุงมือยาง (Hycare International Co., Ltd) 
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สารเคมี 

- Favorgen's Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech Corporation, 

Taiwan) 

- MilliQ 

- 10 µM LCO1490 primer  

- 10 µM HCO2198 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) 

 

เอนไซม 

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

 

3.2 สถานที่ทําการวิจัยและเก็บขอมูล 

เก็บตัวอยางอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะในพื้นที่สวนสัตวเปดเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวัด

ชลบุรี จํานวนชนิดละประมาณ 10-40 ตัวอยาง โดยตัวอยางท่ีเก็บมาไดจะถูกเก็บรักษาตัวอยางไวใน 95% 

เอธานอล เพื่อนําไปใชในการสกัดดีเอ็นเอตอไป 

 

3.3 ขั้นตอนการทดลอง  

ประกอบดวย 5 ขั้นตอนหลักๆ ไดแก 

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

3.3.2 การเพิ่มจํานวนยีน COI โดยเทคนิคพีซีอาร (DNA amplification) 

3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

3.3.4 การอานลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 

3.3.5 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (Multiple sequence alignment and genetic analyses) 

3.3.6 การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
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3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

 สกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเย่ือตับของอึ่งท้ังสองชนิดโดยใช Favorgen's Tissue Genomic DNA Extraction 

Mini Kit ตาม protocol: DNA Extraction from tissue ดังข้ันตอนดังตอไปน้ี  

1) ใชกรรไกรตัดเน้ือเย่ือตับของอ่ึงแตละชนิด ขนาดประมาณ 0.3-0.4 เซนติเมตร ใสลงในหลอด           

ไมโครเซนตริฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

2)  เติม FATG1 Buffer 200 ไมโครลิตร และสารละลายเอนไซม 10 µM Proteinase K ปริมาณ 9 

ไมโครลิตร จากน้ันผสมใหเขากันดวยเครื่องวอรเท็ก (Vortex Mixer) นําไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง ระหวางการบมให นําไปวอรเท็กใน 30 นาทีแรก 

3)  เติม FATG2 Buffer 200 ไมโครลิตร นําไปวอรเท็กเพื่อใหผสมเปนเน้ือเดียวกัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 

70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

4)  เติม 100% Ethanol 200 ไมโครลิตร แลวนําไปวอรเท็ก จากน้ันนําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจ 

ที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

5)   ประกอบมินิคอลัมน (Mini column) ลงในหลอดคอลเลคชั่น (Collection tube) จากนั้นนําตัวอยาง

เฉพาะสวนที่เปนสารละลายใสปริมาณ 540 ไมโครลิตร ลงในมินิคอลัมน แลวนําไปปนเหว่ียงดวย

เครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอในสารละลายจับ

ตัวกับเมมเบรนในหลอดมินิคอลัมน 

6) ท้ิงสวนที่เปนนํ้าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แลวนํามินิคอลัมนสวมลงในหลอดคอลเลคชั่นดังเดิม 

จากน้ันเติม W1 Buffer 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยเคร่ืองเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 

14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์มากย่ิงขึ้น 

7)  ท้ิงสวนที่เปนนํ้าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แลวเติม WASH Buffer 750 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงดวย 

เครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 

8)   เทสวนที่เปนนํ้าท้ิง นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 

นาที เพื่อใหของเหลวทั้งหมดตกลงในหลอดคอลเลคชั่น 

9) นําเฉพาะมินิคอลัมนสวมลงในหลอดไมโครเซนตริฟวสหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากน้ันเติม 

Elution Buffer 50 ไมโครลิตร ลงบริเวณตรงกลางของมินิคอลัมน ต้ังท้ิงไว 10 นาที เพื่อใหมินิ

คอลัมนดูดซับ Elution Buffer แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็ว 14,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 2 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอตกลงในหลอดไมโครเซนตริฟวส 

10)  ทําการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนําไปใชในข้ันตอนตอไป 
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3.3.2. การเพิ่มจํานวนยีน COI โดยเทคนิคพีซีอาร (DNA amplification)  

เทคนิคพีซีอาร (PCR) มีช่ือเต็มวาเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) เปน

เทคนิคเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอใหมีปริมาณมากมายหลายเทา ในระยะเวลาอันรวดเร็ว โดยอาศัย

หลักการจําลองตัวของสายดีเอ็นเอ (DNA Replication) เลียนแบบกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอในส่ิงมีชีวิตตาม

ธรรมชาติ ท่ีมีการสรางสายดีเอ็นเอสายใหมอีกหน่ึงสายจากดีเอ็นเอเดิม โดยใชเครื่อง PCR machine หรือ 

Thermal cycler เปนตัวชวยใหเกิดปฏิกิริยา โดยในการศึกษาครั้งน้ีทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร

จากดีเอ็นเอตนแบบบริเวณยีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งเปนยีนท่ีอยูในไมโทคอนเดรียลดีเอ็น

เอ ซึ่งใชไพรเมอรไปจับกับบริเวณดังกลาว โดยใชไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งน้ี คือ LCO1490 และ HCO2198 

(Folmer, 1994) (ตารางที่ 1) 

 ตารางที่ 1 แสดงชื่อและลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 

ช่ือ primer 

(Forward/Reverse) 
ลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทด (5’ - 3’) 

ความยาว 

(bp) 
TM (˚C) 

   LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 59.2 

   HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA 25 61.6 

 

จากนั้นทําการสังเคราะหดีเอ็นเอตอไปตามขั้นตอนดังตอไปน้ี 

เตรียมสวนผสมของสารที่ใชในการทําพีซีอารในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 0.2 มิลลิลิตรท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ

แลว โดยจะใชปริมาณสารตางๆ ในแตละหลอดดังน้ี 

 Total DNA template    5.0 µl 

 10 µM LCO1490 (forward primer)  2.5 µl 

 10 µM HCO2198 (reverse primer)  2.5 µl 

 MilliQ water            15.0 µl 

 EmeraldAmp® GT PCR Master Mix         25.0 µl 

  Total volume           50.0 µl 

 

สังเคราะหยีนเปาหมายโดยใชเครื่อง DNA Thermal Cycler PCR โดยกําหนดโปรแกรมใหมีสภาวะพีซีอารดังน้ี 

ขั้นตอนท่ี 1  Initial denaturation  94˚C 2 นาที 

ขั้นตอนท่ี 2  Denaturation   94˚C 30 วินาที 

            Annealing   45ºC 1 นาที 

                   Extension   72ºC 1 นาที 30 วินาที 
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ทําซ้ําในข้ันตอนที่ 2 ตามลําดับข้ันตอนยอยท้ังสิ้น 35 รอบ 

ขั้นตอนท่ี 3  Final extension  72˚C 3 นาที 

 

นําหลอดไมโครเซนตริฟวจท่ีมีสวนผสมของสารที่ใชในการทําใหเกิดปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสมาใสใน

เครื่อง DNA Thermal Cycler และเดินเคร่ือง  

 

3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

 เตรียม 1% agarose gel โดย ชั่งผง agarose หนัก 0.5 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพู เติม 1X TBE buffer 

50 ml เขยาเบาๆ ใหเขากันแลวนําไปเขาไมโครเวฟที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 30 วินาที 

เติม SYBR® Safe DNA gel stain 5 µl เขยาใหเขากัน ทิ้งไวใหหายรอนแลวเท agarose gel solution ลงใน 

tray และใส comb ลงไป ต้ังทิ้งไวให agarose gel แข็งตัวประมาณ 30 นาที แลวดึง comb ออก จากน้ันนําถาด

เจลไปวางลงใน agarose gel chamber ใส 1X TBE buffer เทลงใน chamber ใหไดปริมาณที่สูงกวาผิวหนา 

agarose gel ≈ 2-3 mm ใช micropipette ดูด PCR product ทีละ 1 ตัวอยาง และ maker ลงใน well 

จากนั้นเปดเคร่ืองโดยใชความตางศักยที่ 135 โวลต เปนเวลา 30 นาที อานผลของ PCR product โดยใช Safe 

Imager transluminator และถายภาพเจลดวยกลองดิจิตอล 

 

3.3.4 การอานลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 

 นําผลิตภัณฑพีซีอารที่ทําใหบริสุทธ์ิมากย่ิงขึ้นในขั้นตอนท่ี 4 ปริมาณ 50 ไมโครลิตรสงไปยังบริษัท 

Macrogen Inc. ที่ประเทศเกาหลีใตเพื่อทําการอานลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธี automated DNA sequencing 

โดยทางบริษัทจะสงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาในรูปแบบไฟลขอมูล  

 

3.3.5 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (Multiple sequence alignment and genetic 

analyses)  

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองดวยตาเปลา (visual correction) จากนั้นนําผล

ที่ไดมาทํา Multiple sequences Alignment ดวยโปรแกรม Clustal W version 1.81 (Thompson et al, 

1994) หาคา Genetic distance ของอึ่งท้ังสามชนิดภายในประชากรเดียวกันและระหวางประชากร โดยใช

โปรแกรม Mega version 5.05 (www.megasoftware.net) (Tamura et al, 2011) ใชโปรแกรม DnaSP5 

(www.ub.edu/dnasp) (Rozas et al, 2003) สําหรับคํานวณคา Haplotype Diversity และ Nucleotide 

Diversity วิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยอาศัยวิธี Maximum Likelihood method โดยคํานวน 

bootstrap percentage 1,000 ครั้ง เพื่อสนับสนุน tree ที่ได ดวยโปรแกรม Mega version 6.06 โดยใช M. 



16 

 

annectens (Genbank accession number AB611944) และ M. marmorata (AB611952) เปน outgroup 

ของการศึกษา จากนั้นนําขอมูลที่ไดท้ังหมดมาวิเคราะหเพื่อหาตําแหนงนิวคลีโอไทดที่แตกตางกันเพื่อทําการ

ออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตออึ่งแตละชนิด 
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ผลการศึกษา 
 

1. ผลการเก็บตัวอยาง การสกัดดีเอ็นเอและการเพิ่มปริมาณยีน COI ดวยเทคนิคพีซีอารของอึ่งน้ําเตา อึ่งขาง

ดํา และอ่ึงลายเลอะ ในพื้นที่สวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี 

ในการศึกษาครั้งนีไ้ดเก็บตัวอยางอึ่งนํ้าเตาจํานวน 48 ตัว อึ่งขางดําจํานวน 43 และอ่ึงลายเลอะจํานวน 9 

ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จากนั้นไดทําการสกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเย่ือตับของอ่ึงทั้งสามชนิดจํานวน

ทั้งหมด 100 ตัวอยาง และนํามาเพิ่มปริมาณยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอดวยไพรเมอร LCO1490 และ 

HCO2198 โดยเทคนิคพีซีอารและตรวจสอบขนาด PCR product ที่ไดโดย 0.8% agarose gel 

electrophoresis พบวามีเพียง XX ตัวอยางเทานั้นที่ใหผล PCR product ที่ตองการ (ตารางที่ 2) โดย PCR 

product ท่ีตองการมีขนาดประมาณ 700 คูเบส (รูปที่ 4-14) 

 

ตารางที่ 2 แสดงผลการเก็บตัวอยาง การสกัดดีเอ็นเอ การเพิ่มจํานวนยีน CO ดวยเทคนิคพีซีอาร และการหา

ลําดับนิวคลีโอไทด 
 

อึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา อ่ึงลายเลอะ รวม

จํานวนตัวอยางท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ 48 43 9 100

จํานวนตัวอยางท่ีใหผลิตภัณฑพซีีอาร

เปนแถบสีเขมชัดเจน
44 35 9 88

จํานวนตัวอยางท่ีใหลําดับนิวคลีโอไทด

ชัดเจนและนาเช่ือถือ
39 24 9 72

ชนิดของอึ่ง
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รูปที่ 4 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-8  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK1a-8a)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-8  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK1-8)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

  1    2     3     4     M    5     6     7     8      

700 bp 

700 bp 
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รูปที่ 6 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 9-18  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK9-18)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 19-28  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK19-28)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control  

700 bp 

700 bp 
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รูปที่ 8 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 12 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 29-40  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 12 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK29-40)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 10 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-10 : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 16 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK1a-10a)  

Lane M: : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

700 bp 

  1   2    3    4   5    6   M   7    8   9   10 

700 bp 
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รูปที่ 10 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 6 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-6  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 6 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK1-6)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 6 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 13-18  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 6 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK13-18)   

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

700 bp 

700 bp 



22 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 7 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 19-25  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 7 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK19-25)   

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 7 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 26-33  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 7 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK19-25)   

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control

26   27   28  29   30   31   32  33    M 

700 bp 

700 bp 

19   20    21   22   23    24   25    N     M 
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รูปที่ 14 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงลายเลอะจํานวน 9 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-9  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งลายเลอะจํานวน 9 ตัว (ตัวอยางที่ MBKK1-9)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

2. ขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) ของอึ่งน้ําเตา อ่ึงขางดํา และอ่ึงลายเลอะ 

จากผลิตภัณฑพีซีอารของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอ่ึงนํ้าเตา อ่ึงขางดํา และอึ่งลายเลอะใน

พื้นท่ีสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรีจํานวน 88 ตัวอยาง พบวาผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 39 

ตัวอยาง อ่ึงขางดําจํานวน 24 ตัวอยาง และอึ่งลายเลอะจํานวน 9 ตัวอยางที่ใหผล sequencing ชัดเจนและไมเกิด

การซอนทับกันของลําดับเบส (ตารางท่ี 2) โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมีความยาว 677 คูเบส มีเบสท่ีมีเปอรเซ็นต 

A+T เฉลี่ยเทากับ 0.57 ซึ่งมี nucleotide composition เปน: T(33.5%), C(25.6%), A(23.9%) และ G(17.0%)  

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Dnasp พบจํานวน haplotype ท่ีแตกตางกันจํานวน 

36 haplotype ที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมจํานวน 189 (27.92%) ตําแหนง (รูปที่ 15) มี parsimony 

informative sites จํานวน 178 ตําแหนง นอกจากน้ีในการหาคา genetic distance โดยวิธี Kimura two 

parameter พบวาระหวางประชากรของอ่ึงน้ําเตา อ่ึงขางดํา และอ่ึงลายเลอะ มีคา Genetic distance อยู

ระหวาง 0.000 ถึง 0.223 โดยคา genetic distance ภายในประชากรของอึ่งนํ้าเตามีคาระหวาง 0.000-0.196 

(รูปท่ี 16) คา genetic distance ภายในประชากรของอ่ึงขางดํามีคาระหวาง 0.000-0.026 (รูปท่ี 17) และคา 

genetic distance ภายในประชากรของอึ่งลายเลอะมีคาระหวาง 0.001-0.015 (รูปท่ี 18) 

การคํานวณคาตางๆ ของอึ่งนํ้าเตาและอึ่งขางดําในแตละประชากร ไดแก จํานวนตัวอยาง (n), จํานวนของ 

mutation (m), จํานวนของ haplotype (h), haplotype diversity (hd), และ π = nucleotide diversity 

แสดงไวในตารางท่ี 3 หากพิจารณาจากทุกประชากรของอ่ึงทั้งสองชนิดจะพบวา โดยเฉลี่ยคา haplotype 

diversity (hd) และคา nucleotide diversity (π) มีคาคอนขางสูง โดยเฉล่ีย hd = 0.973 ± 0.006 และ π = 

0.10891 ± 0.00525 

700 bp 

 M     N    1     2     3     4     5     6     7    8     9 
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                        *        20         *        40         *        60         *        80         *       100       
MBKK3        : AAAGATATTGGCACCCTCTATCTAGTTTTTGGTGCCTGAGCCGGCATGGTAGGAACTGCCCTCAGCCTCCTAATCCGTGCAGAACTTAGCCAACCTGGGA : 100 
MBKK9        : .................................................................................................... : 100 
MBKK1        : .................................................................................................... : 100 
MBKK8        : .................................................................................................... : 100 
MBKK2        : .................................................................................................... : 100 
MBKK5        : .................................................................................................... : 100 
MBKK4        : .................................................................................................... : 100 
MBKK7        : .................................................................................................... : 100 
MFKK40       : .................................................................................................... : 100 
MBKK6        : ..................................................................................................A. : 100 
MFKK7        : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.............................C..C. : 100 
MFKK22       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.............................C..C. : 100 
MFKK5a       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.............................C..C. : 100 
MFKK25       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.............................C..C. : 100 
MFKK38       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G..G........C..C. : 100 
MFKK3a       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G..G........C..C. : 100 
MFKK21       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G..G........C..C. : 100 
MFKK4        : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G..G........C..C. : 100 
MFKK10       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G..G........C..C. : 100 
MFKK1        : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK8a       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK27       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK2        : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK35       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK20       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK33       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK15       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK31       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK39       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK14       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK28       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK17       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK18       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK5        : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A..G.....A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK3        : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK23       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK16       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK26       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK11       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK19       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK13       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK32       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK34       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T..............G..G...........C..C. : 100 
MFKK6        : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G...........C..C. : 100 
MFKK4a       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G...........C..C. : 100 
MFKK24       : ..............T..T..C...A.C.....G...........A..A........A.....T..T.................G...........C..C. : 100 
MFKK37       : ..............T..T..C...A.C.....A...........A..A........A.....T..T.................G..C........C..C. : 100 
MFKK2a       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK1a       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK23       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK24       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK2a       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK15       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK30       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK17       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK19       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK18       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK8a       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK14       : ...........T.....T...T..A.............G..T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK3a       : ...........T.....T...T..A.............G..T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK7a       : ...........T.....T...T..A.............G..T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK6a       : ...........T.....T...T..A.............G..T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........G..CT : 100 
MHKK22       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK29       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK10a      : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK16       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK20       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK28       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK31       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK27       : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C...........T...T....T...........A........A..CT : 100 
MHKK3        : ...........T.....T...T..A.......C........T..A..A..G..C........T..T...T....T.....G.....A........A..CT : 100 
MHKK4        : ...........T.....T...T..A................T..A..A..G..C.....T..T..T...T....T.....G.....A........A..CT : 100 
M. annectens : .....C..C......T.G..C..T..A....................A..G..G..A.....A.....T..C..T..A........A............G : 100 
M. marmorata : .....C..C........A..C..T..A........A.....T..T..A........C...T.A..T..T..T..T..A.....G..C........A..A. : 100 
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                        *       120         *       140         *       160         *       180         *       200       
MBKK3        : CTCTGCTAGGTGACGACCAGATTTACAATGTTATTGTTACTGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTCTTCATAGTTATGCCAATTATAATTGGCGGCTTCGG : 200 
MBKK9        : ...........................................................................................T........ : 200 
MBKK1        : ......................................................................G....................T........ : 200 
MBKK8        : ...........................................................................................T........ : 200 
MBKK2        : ...........................................................................................T........ : 200 
MBKK5        : ...........................................................................................T........ : 200 
MBKK4        : ...........................................................................................T........ : 200 
MBKK7        : ...........................................................................................T........ : 200 
MFKK40       : ...........................................................................................G........ : 200 
MBKK6        : .............................................................C.............................T........ : 200 
MFKK7        : ..........C..T.....A.....T..C...........C.....C..A..C...........T..T..G.....A.....C..G..C..T.....T.. : 200 
MFKK22       : ..........C..T.....A.....T..C...........C.....C..A..C...........T..T..G.....A.....C..G..C..T.....T.. : 200 
MFKK5a       : ..........C..T.....A.....T..C...........C.....C..A..C...........T..T..G.....A.....C..G..C..T.....T.. : 200 
MFKK25       : ..........C..T.....A.....T..C...........C.....C..A..C...........T..T..G.....A.....C..G..C..T.....T.. : 200 
MFKK38       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK3a       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK21       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK4        : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK10       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK1        : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK8a       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK27       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK2        : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK35       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK20       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK33       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK15       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK31       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK39       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK14       : ..........C..T.....A..C.....C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK28       : ..........C..T.....A..C.....C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK17       : ..........C..T.....A..C.....C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK18       : ..........C..T.....A..C.....C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK5        : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK3        : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK23       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK16       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK26       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK11       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK19       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK13       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK32       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK34       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK6        : ..........C..T.....A........C...........C........A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK4a       : ..........C..T.....A........C...........C........A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK24       : ..........C..T.....A........C...........C........A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK37       : ..........C..T.....A........C...........C.....C..A..............T..T..G..............G...........T.. : 200 
MFKK2a       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK1a       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK23       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK24       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK2a       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK15       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK30       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK17       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK19       : ....T.....G..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK18       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....G..T..T.. : 200 
MHKK8a       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....G..T..T.. : 200 
MHKK14       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK3a       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK7a       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK6a       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..AA....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK22       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK29       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK10a      : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T........A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK16       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T........A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK20       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T........A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK28       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T........A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK31       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T........A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK27       : ....T.....A..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T........A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK3        : ....T.....G..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T..G.....A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
MHKK4        : ....T.....G..T.....A.....T.....C..............C..A.....T........T..T........A..T.....G.....A..T..T.. : 200 
M. annectens : .C..T.....G........A.....T.....A..C.....C..C...........T..G....................C..C........G..A..T.. : 200 
M. marmorata : ....TT....C.....T..A.....T.....A.....A..C..C...........C..G.....T..T..G..C.....C..C........A........ : 200 
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                        *       220         *       240         *       260         *       280         *       300       
MBKK3        : AAATTGATTAGTCCCCCTAATAATTGGGGCCCCTGACATGGCATTCCCTCGTATAAATAATATAAGTTTTTGACTTCTTCCCCCCTCATTTCTCCTTCTT : 300 
MBKK9        : .................................................................................................... : 300 
MBKK1        : .................................................................................................... : 300 
MBKK8        : .................................................................................................... : 300 
MBKK2        : ...........................A........................................................................ : 300 
MBKK5        : ...........................A........................................................................ : 300 
MBKK4        : .................................................................................................... : 300 
MBKK7        : .................................................................................................... : 300 
MFKK40       : .................................................................................................... : 300 
MBKK6        : ...........................A.....................................................T.................C : 300 
MFKK7        : C......C.T..T..A...........A..T..G.....A..G........A........C.....C..C..............T..T........CT.G : 300 
MFKK22       : C......C.T..T..A...........A..T..G.....A..G........A........C.....C..C..............T..T........CT.G : 300 
MFKK5a       : C......C.T..T..A...........A..T..G.....A..G........A........C.....C..C..............T..T........CT.G : 300 
MFKK25       : C......C.T..T..A...........A..T..G.....A..G........A........C.....C..C..............T..T........CT.G : 300 
MFKK38       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK3a       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK21       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK4        : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK10       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK1        : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK8a       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK27       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK2        : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK35       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK20       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK33       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK15       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK31       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK39       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK14       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK28       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK17       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK18       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK5        : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK3        : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK23       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK16       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK26       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK11       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK19       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK13       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK32       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T........CT.G : 300 
MFKK34       : T......C.T..T..A...........A.....G.................A........C.....C..C..............T..T........CT.G : 300 
MFKK6        : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK4a       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK24       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK37       : T......C.T..T..A........C..A.....G.................A........C.....C..C..............T..T.........T.G : 300 
MFKK2a       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK1a       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK23       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK24       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK2a       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK15       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK30       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK17       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK19       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A..G..C..TT.A..C : 300 
MHKK18       : T..C...C.G.....TT................A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK8a       : T..C...C.G.....TT................A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK14       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK3a       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK7a       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C..T..A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK6a       : T..C...C.G.....TT..........A.....A...G.A...A.T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK22       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK29       : T..C...C.G.....TT.......C..A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK10a      : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK16       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK20       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK28       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK31       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK27       : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........C.....A.....C..TT.A..C : 300 
MHKK3        : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C...........T..A.....C...T.A..C : 300 
MHKK4        : T..C...C.G.....TT..........A.....A.....A.....T.....A........C.....C..C........AA.T..A.....C..TT.A..C : 300 
M. annectens : T......C.T..A.....T..G..C.....A..A...........T..A..A.....C..C..G..C..C.....C..G..A.....G..C..T..C... : 300 
M. marmorata : ...C...C.T..A..A..C........A..A..A...........T...........C...............T.G...........C..C..T.....C : 300 
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MBKK3        : TTAGCCTCATCTGCAGTAGAAGCCGGAGCCGGAACGGGCTGAACAGTCTATCCCCCCTTAGCAGGAAACCTAGCTCACGCAGGCCCATCAGTAGACCTAA : 400 
MBKK9        : .................................................................................................... : 400 
MBKK1        : .................................................................................................... : 400 
MBKK8        : ..........................................................................C......................... : 400 
MBKK2        : ..........................................................................C......................... : 400 
MBKK5        : ..........................................................................C......................... : 400 
MBKK4        : ..........................................................................C......................... : 400 
MBKK7        : ..........................................................................C......................... : 400 
MFKK40       : ..........................................................................C......................... : 400 
MBKK6        : ..........................................................................C......................... : 400 
MFKK7        : C..........A.....T.....A...........T..T........T..............T..T.....T........C........C..G.....T. : 400 
MFKK22       : C..........A.....T.....A...........T..T........T..............T..T.....T........C........C..G.....T. : 400 
MFKK5a       : C..........A.....T.....A...........T..T........T..............T..T.....T........C........C..G.....T. : 400 
MFKK25       : C..........A.....T.....A...........T..T........T..............T..T.....T........C........C..G.....T. : 400 
MFKK38       : C....T.....A.....T.....A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK3a       : C....T.....A.....T.....A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK21       : C....T.....A.....T.....A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK4        : C....T.....A.....T.....A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK10       : C....T.....A.....T.....A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK1        : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK8a       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK27       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK2        : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK35       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK20       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK33       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK15       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK31       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK39       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK14       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK28       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK17       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK18       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK5        : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK3        : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK23       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK16       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK26       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK11       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK19       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK13       : C....T.....A...A.T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK32       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK34       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK6        : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK4a       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK24       : C....T.....A.....T...T.A..G..T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK37       : C....T.....A.....T...T.A.....T.....T..T........T..............T..T..T..T..C.....C........C..G.....T. : 400 
MFKK2a       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK1a       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK23       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK24       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK2a       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK15       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK30       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK17       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK19       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK18       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK8a       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK14       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK3a       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK7a       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK6a       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK22       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK29       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK10a      : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.........C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK16       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.........C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK20       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.........C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK28       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.........C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK31       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.........C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK27       : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.........C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK3        : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C..G..TT... : 400 
MHKK4        : ...........A..C........T..G..A.....A..A..G..T..T.....A...C....C..T..T..T..A..T.....T.....C.....TT... : 400 
M. annectens : C.G..A..C..A..T..T.....G..G..A........T.....C..A..C......C.C..C..C.....T.....T..C.....C..T.......... : 400 
M. marmorata : C....A..T........T...........T..T..A........T..T.....A..TC.T..T..C.....C..C.....C.....T..T......T... : 400 
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MBKK3        : CCATTTTCTCCCTACATCTAGCTGGGGTATCCTCTATCCTTGGGGCAATCAACTTTATTACCACAATT-ATTAACATAAAACCCCCATCAGTAACCCAAT : 499 
MBKK9        : ....................................................................-............................... : 499 
MBKK1        : ....................................................................-............................... : 499 
MBKK8        : ........................................C....................T......-............................... : 499 
MBKK2        : .............G..........................C.................C.........-............................... : 499 
MBKK5        : ........................................C.................C.........-............................... : 499 
MBKK4        : ........................................C...........................-............................... : 499 
MBKK7        : ........................................C...........................-............................... : 499 
MFKK40       : ........................................C.................C.........-............................... : 499 
MBKK6        : ........................................C.................C.........-............................... : 499 
MFKK7        : .A.........T.G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-..............T...........T..G. : 499 
MFKK22       : .A.........T.G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-..............T...........T..G. : 499 
MFKK5a       : .A.........T.G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-..............T...........T..G. : 499 
MFKK25       : .A.........T.G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-..............T...........T..G. : 499 
MFKK38       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK3a       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK21       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK4        : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK10       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK1        : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK8a       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK27       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK2        : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK35       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK20       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK33       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK15       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK31       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK39       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK14       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK28       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK17       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK18       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK5        : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK3        : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK23       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK16       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK26       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK11       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK19       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK13       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK32       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK34       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK6        : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK4a       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK24       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T.................G..T.... : 499 
MFKK37       : .A.....T.....G...T..........T..T..A..T...........T..T........T..T...-.....T........T...........T.... : 499 
MFKK2a       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK1a       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK23       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK24       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK2a       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK15       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK30       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK17       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK19       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK18       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK8a       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK14       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-.....T..............T..T..T.... : 499 
MHKK3a       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-.....T..............T..T..T.... : 499 
MHKK7a       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-.....T..............T..T..T.... : 499 
MHKK6a       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK22       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK29       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK10a      : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK16       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK20       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK28       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK31       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK27       : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...-....................T..T..T.... : 499 
MHKK3        : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T.....C..T..C...-....................T..C..T.... : 499 
MHKK4        : .A.....T...T..........C..A..T..A..A..TT.A..T.....T..T........T..C...T....................T..C..T.... : 500 
M. annectens : ....C........C........A...........A.....A.....T...........C..T..T..C-C.A..............C.....C....... : 499 
M. marmorata : .T.....T.........T................A..T..C.....C..T..T........A..T..C-C.C..............T..T.......... : 499 
                                                                                                                        



29 

 
   
                                                                                                                          
                        *       520         *       540         *       560         *       580         *       600       
MBKK3        : ATCAAACACCTTTATTT-GTCTGATCTGTCCTAATTACAGCTGTCCTTCTCCTACTTTCCCTCCCTGTTCTTGCTGCAGGCATTACAATACTTTTAACCG : 598 
MBKK9        : .................-.................................................................................. : 598 
MBKK1        : .................-.................................................................................. : 598 
MBKK8        : .................-..T............................................................................... : 598 
MBKK2        : .................-....................G............................................................. : 598 
MBKK5        : .................-....................G............................................................. : 598 
MBKK4        : .................-.................................................................................. : 598 
MBKK7        : .................-.................................................................................. : 598 
MFKK40       : .................-.................................................................................. : 598 
MBKK6        : .................-....................G............................................................. : 598 
MFKK7        : ..........CC.....-........C..TT....C..T..A..T..A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK22       : ..........CC.....-........C..TT....C..T..A..T..A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK5a       : ..........CC.....-........C..TT....C..T..A..T..A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK25       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK38       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK3a       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK21       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK4        : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK10       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK1        : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK8a       : ..........CC....CT..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 599 
MFKK27       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK2        : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..C...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK35       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..C...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK20       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK33       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK15       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK31       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK39       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK14       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK28       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK17       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK18       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK5        : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK3        : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK23       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK16       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK26       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK11       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK19       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK13       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK32       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK34       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK6        : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK4a       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK24       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T...........A........C.....T.....T......C....T. : 598 
MFKK37       : ..........CC....C-..T..G..C...T....C..T..A.....A..A..T.....T.....A........C.....T.....T......C.G..T. : 598 
MFKK2a       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK1a       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK23       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK24       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK2a       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK15       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK30       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK17       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.............................T. : 598 
MHKK19       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK18       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK8a       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK14       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK3a       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK7a       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK6a       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK22       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK29       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK10a      : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK16       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK20       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK28       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK31       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK27       : .C........CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK3        : .C..G.....CC.....-..G........T........T.....A.....T..T..A..T........C.................T...........T. : 598 
MHKK4        : .C........CC.....-..A........T........T.....A.....T..TT.A..T........C.................T...........T. : 599 
M. annectens : .......C..AC....C-..T.....G.....C..C........A..C..T..T.....A.....C...T.A..G..C..G..C......T.AC...... : 598 
M. marmorata : .C.....C..A......-..T.....A..TT....C........A..AT.A...T.G........A..C..A..C..T..A.....T.....AC.C..T. : 598 
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                        *       620         *       640         *       660         *                
MBKK3        : ACCGCAACCTCAATACTACATTCTTTGATCCAGCTGGGGGCGGTGACCCAGTCTTATATCAACACCTGTTCTGATTTTT : 677 
MBKK9        : ............................................................................... : 677 
MBKK1        : ............................................................................... : 677 
MBKK8        : ............................................................................... : 677 
MBKK2        : ............................................................................... : 677 
MBKK5        : ............................................................................... : 677 
MBKK4        : ............................................................................... : 677 
MBKK7        : ............................................................................... : 677 
MFKK40       : ............................C.................................................. : 677 
MBKK6        : ............................................................................... : 677 
MFKK7        : .T..A...T.G.....C..C...........T........A..A.........C.T........T..T........... : 677 
MFKK22       : .T..A...T.G.....C..C...........T........A..A.........C.T........T..T........... : 677 
MFKK5a       : .T..A...T.G.....C..C...........T........A..A.........C.T........T..T........... : 677 
MFKK25       : ....T...T.G.....C..C........C..T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK38       : ....T...T.G.....C..C........C..T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK3a       : ....T...T.G.....C..C........C..T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK21       : ....T...T.G.....C..C........C..T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK4        : ....T...T.G.....C..C........C..T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK10       : ....T...T.G.....C..C........C..T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK1        : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK8a       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 678 
MFKK27       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK2        : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK35       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK20       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK33       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK15       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK31       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK39       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK14       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK28       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK17       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK18       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK5        : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK3        : ....T...T.G.....C..C...........T.....A..A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK23       : ....T...T.G.....C..C...........T.....A..A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK16       : ....T...T.G.....C..C...........T.....A..A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK26       : ....T...T.G.....C..C...........T.....A..A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK11       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK19       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK13       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK32       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK34       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T...A..C.C........T..T........... : 677 
MFKK6        : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK4a       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK24       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK37       : ....T...T.G.....C..C...........T........A..A..T......C.C........T..T........... : 677 
MFKK2a       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..G..G.........C.T..C..G.....C........... : 677 
MHKK1a       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..G..G.........C.T..C..G.....C........... : 677 
MHKK23       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..G..G.........C.T..C..G.....C........... : 677 
MHKK24       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..G..G.........C.T..C..G.....C........... : 677 
MHKK2a       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..G..G.........C.T..C..G.....C........... : 677 
MHKK15       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK30       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK17       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK19       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK18       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK8a       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK14       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK3a       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK7a       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK6a       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK22       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK29       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK10a      : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK16       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK20       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK28       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK31       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK27       : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C....C...C........... : 677 
MHKK3        : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 677 
MHKK4        : ..........A..C..A.....T........T..A..A..A..G.........C.T..C........C........... : 678 
M. annectens : ....A...T.A.....C.....T..C..C..G..A..C..G..G.........C.C....................C.. : 677 
M. marmorata : .T..A...T.A..C..C.....T........C..A.....A..A.....CA..C.C...........A..T........ : 677 
                                                                                                     

 

 

รูปที่ 15 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ความยาว 677 bp จํานวน 74 ตัวอยาง จากประชากรของอึ่งน้ําเตา 

(MFKK) อึ่งขางดํา (MHKK) และอ่ึงลายเลอะ (MBKK) เทียบกับ outgroup ไดแก M. annectens และ M. 

marmorata โดยเครื่องหมาย (.) แสดงตําแหนงของเบสที่เหมือนกัน  
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MFKK1 MFKK2 MFKK3 MFKK4 MFKK5 MFKK6 MFKK7 MFKK10 MFKK11 MFKK13 MFKK14 MFKK15 MFKK16 MFKK17 MFKK18 MFKK19 MFKK20 MFKK21 MFKK22 MFKK23 MFKK24 MFKK25 MFKK26 MFKK27 MFKK28 MFKK31 MFKK32 MFKK33 MFKK34 MFKK35 MFKK37 MFKK38 MFKK39 MFKK40 MFKK3a MFKK4a MFKK5a MFKK8a MFKK2a

MFKK1

MFKK2 0.001

MFKK3 0.006 0.007

MFKK4 0.006 0.007 0.012

MFKK5 0.004 0.006 0.004 0.010

MFKK6 0.003 0.004 0.009 0.006 0.007

MFKK7 0.054 0.056 0.058 0.054 0.059 0.054

MFKK10 0.006 0.007 0.012 0.000 0.010 0.006 0.054

MFKK11 0.004 0.006 0.001 0.010 0.003 0.007 0.056 0.010

MFKK13 0.006 0.007 0.003 0.012 0.004 0.009 0.058 0.012 0.001

MFKK14 0.004 0.006 0.004 0.010 0.003 0.007 0.059 0.010 0.003 0.004

MFKK15 0.003 0.004 0.003 0.009 0.001 0.006 0.058 0.009 0.001 0.003 0.001

MFKK16 0.006 0.007 0.000 0.012 0.004 0.009 0.058 0.012 0.001 0.003 0.004 0.003

MFKK17 0.004 0.006 0.004 0.010 0.003 0.007 0.059 0.010 0.003 0.004 0.000 0.001 0.004

MFKK18 0.004 0.006 0.004 0.010 0.003 0.007 0.059 0.010 0.003 0.004 0.000 0.001 0.004 0.000

MFKK19 0.004 0.006 0.001 0.010 0.003 0.007 0.056 0.010 0.000 0.001 0.003 0.001 0.001 0.003 0.003

MFKK20 0.003 0.004 0.003 0.009 0.001 0.006 0.058 0.009 0.001 0.003 0.001 0.000 0.003 0.001 0.001 0.001

MFKK21 0.006 0.007 0.012 0.000 0.010 0.006 0.054 0.000 0.010 0.012 0.010 0.009 0.012 0.010 0.010 0.010 0.009

MFKK22 0.054 0.056 0.058 0.054 0.059 0.054 0.000 0.054 0.056 0.058 0.059 0.058 0.058 0.059 0.059 0.056 0.058 0.054

MFKK23 0.006 0.007 0.000 0.012 0.004 0.009 0.058 0.012 0.001 0.003 0.004 0.003 0.000 0.004 0.004 0.001 0.003 0.012 0.058

MFKK24 0.003 0.004 0.009 0.006 0.007 0.000 0.054 0.006 0.007 0.009 0.007 0.006 0.009 0.007 0.007 0.007 0.006 0.006 0.054 0.009

MFKK25 0.042 0.043 0.045 0.038 0.046 0.042 0.015 0.038 0.043 0.045 0.046 0.045 0.045 0.046 0.046 0.043 0.045 0.038 0.015 0.045 0.042

MFKK26 0.006 0.007 0.000 0.012 0.004 0.009 0.058 0.012 0.001 0.003 0.004 0.003 0.000 0.004 0.004 0.001 0.003 0.012 0.058 0.000 0.009 0.045

MFKK27 0.000 0.001 0.006 0.006 0.004 0.003 0.054 0.006 0.004 0.006 0.004 0.003 0.006 0.004 0.004 0.004 0.003 0.006 0.054 0.006 0.003 0.042 0.006

MFKK28 0.004 0.006 0.004 0.010 0.003 0.007 0.059 0.010 0.003 0.004 0.000 0.001 0.004 0.000 0.000 0.003 0.001 0.010 0.059 0.004 0.007 0.046 0.004 0.004

MFKK31 0.003 0.004 0.003 0.009 0.001 0.006 0.058 0.009 0.001 0.003 0.001 0.000 0.003 0.001 0.001 0.001 0.000 0.009 0.058 0.003 0.006 0.045 0.003 0.003 0.001

MFKK32 0.006 0.007 0.003 0.012 0.004 0.009 0.054 0.012 0.001 0.003 0.004 0.003 0.003 0.004 0.004 0.001 0.003 0.012 0.054 0.003 0.009 0.042 0.003 0.006 0.004 0.003

MFKK33 0.003 0.004 0.003 0.009 0.001 0.006 0.058 0.009 0.001 0.003 0.001 0.000 0.003 0.001 0.001 0.001 0.000 0.009 0.058 0.003 0.006 0.045 0.003 0.003 0.001 0.000 0.003

MFKK34 0.006 0.007 0.003 0.012 0.004 0.009 0.054 0.012 0.001 0.003 0.004 0.003 0.003 0.004 0.004 0.001 0.003 0.012 0.054 0.003 0.009 0.042 0.003 0.006 0.004 0.003 0.000 0.003

MFKK35 0.001 0.000 0.007 0.007 0.006 0.004 0.056 0.007 0.006 0.007 0.006 0.004 0.007 0.006 0.006 0.006 0.004 0.007 0.056 0.007 0.004 0.043 0.007 0.001 0.006 0.004 0.007 0.004 0.007

MFKK37 0.012 0.013 0.015 0.013 0.013 0.012 0.054 0.013 0.013 0.015 0.013 0.012 0.015 0.013 0.013 0.013 0.012 0.013 0.054 0.015 0.012 0.042 0.015 0.012 0.013 0.012 0.015 0.012 0.015 0.013

MFKK38 0.006 0.007 0.012 0.000 0.010 0.006 0.054 0.000 0.010 0.012 0.010 0.009 0.012 0.010 0.010 0.010 0.009 0.000 0.054 0.012 0.006 0.038 0.012 0.006 0.010 0.009 0.012 0.009 0.012 0.007 0.013

MFKK39 0.003 0.004 0.003 0.009 0.001 0.006 0.058 0.009 0.001 0.003 0.001 0.000 0.003 0.001 0.001 0.001 0.000 0.009 0.058 0.003 0.006 0.045 0.003 0.003 0.001 0.000 0.003 0.000 0.003 0.004 0.012 0.009

MFKK40 0.192 0.192 0.196 0.188 0.198 0.188 0.194 0.188 0.194 0.196 0.198 0.196 0.196 0.198 0.198 0.194 0.196 0.188 0.194 0.196 0.188 0.194 0.196 0.192 0.198 0.196 0.196 0.196 0.196 0.192 0.194 0.188 0.196

MFKK3a 0.006 0.007 0.012 0.000 0.010 0.006 0.054 0.000 0.010 0.012 0.010 0.009 0.012 0.010 0.010 0.010 0.009 0.000 0.054 0.012 0.006 0.038 0.012 0.006 0.010 0.009 0.012 0.009 0.012 0.007 0.013 0.000 0.009 0.188

MFKK4a 0.003 0.004 0.009 0.006 0.007 0.000 0.054 0.006 0.007 0.009 0.007 0.006 0.009 0.007 0.007 0.007 0.006 0.006 0.054 0.009 0.000 0.042 0.009 0.003 0.007 0.006 0.009 0.006 0.009 0.004 0.012 0.006 0.006 0.188 0.006

MFKK5a 0.054 0.056 0.058 0.054 0.059 0.054 0.000 0.054 0.056 0.058 0.059 0.058 0.058 0.059 0.059 0.056 0.058 0.054 0.000 0.058 0.054 0.015 0.058 0.054 0.059 0.058 0.054 0.058 0.054 0.056 0.054 0.054 0.058 0.194 0.054 0.054

MFKK8a 0.000 0.001 0.006 0.006 0.004 0.003 0.054 0.006 0.004 0.006 0.004 0.003 0.006 0.004 0.004 0.004 0.003 0.006 0.054 0.006 0.003 0.042 0.006 0.000 0.004 0.003 0.006 0.003 0.006 0.001 0.012 0.006 0.003 0.192 0.006 0.003 0.054

MFKK2a 0.202 0.204 0.197 0.200 0.200 0.202 0.195 0.200 0.200 0.202 0.204 0.202 0.197 0.204 0.204 0.200 0.202 0.200 0.195 0.197 0.202 0.206 0.197 0.202 0.204 0.202 0.200 0.202 0.200 0.204 0.204 0.200 0.202 0.223 0.200 0.202 0.195 0.202  
 

รูปที่ 16 แสดงคา Genetic distance ภายในประชากรของอ่ึงน้ําเตาจากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวน 39 ตัวอยาง ท่ีวิเคราะหดวยวิธี Kimura 

two parameter โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการคํานวณมีความยาวเทากับ 677 bps   
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MHKK3 MHKK4 MHKK14 MHKK15 MHKK16 MHKK17 MHKK18 MHKK19 MHKK20 MHKK22 MHKK23 MHKK24 MHKK27 MHKK28 MHKK29 MHKK30 MHKK31 MHKK1a MHKK2a MHKK3a MHKK6a MHKK7a MHKK8a MHKK10a

MHKK3

MHKK4 0.016

MHKK14 0.017 0.020

MHKK15 0.015 0.018 0.004

MHKK16 0.018 0.018 0.007 0.006

MHKK17 0.016 0.020 0.006 0.001 0.007

MHKK18 0.017 0.020 0.006 0.004 0.007 0.006

MHKK19 0.013 0.016 0.006 0.001 0.007 0.003 0.006

MHKK20 0.018 0.018 0.007 0.006 0.000 0.007 0.007 0.007

MHKK22 0.015 0.018 0.004 0.003 0.003 0.004 0.004 0.004 0.003

MHKK23 0.018 0.021 0.007 0.003 0.009 0.004 0.007 0.004 0.009 0.006

MHKK24 0.018 0.021 0.007 0.003 0.009 0.004 0.007 0.004 0.009 0.006 0.000

MHKK27 0.020 0.019 0.009 0.007 0.001 0.009 0.009 0.009 0.001 0.004 0.010 0.010

MHKK28 0.018 0.018 0.007 0.006 0.000 0.007 0.007 0.007 0.000 0.003 0.009 0.009 0.001

MHKK29 0.017 0.020 0.006 0.004 0.004 0.006 0.006 0.006 0.004 0.001 0.007 0.007 0.006 0.004

MHKK30 0.015 0.018 0.004 0.000 0.006 0.001 0.004 0.001 0.006 0.003 0.003 0.003 0.007 0.006 0.004

MHKK31 0.018 0.018 0.007 0.006 0.000 0.007 0.007 0.007 0.000 0.003 0.009 0.009 0.001 0.000 0.004 0.006

MHKK1a 0.018 0.021 0.007 0.003 0.009 0.004 0.007 0.004 0.009 0.006 0.000 0.000 0.010 0.009 0.007 0.003 0.009

MHKK2a 0.018 0.021 0.007 0.003 0.009 0.004 0.007 0.004 0.009 0.006 0.000 0.000 0.010 0.009 0.007 0.003 0.009 0.000

MHKK3a 0.017 0.020 0.000 0.004 0.007 0.006 0.006 0.006 0.007 0.004 0.007 0.007 0.009 0.007 0.006 0.004 0.007 0.007 0.007

MHKK6a 0.023 0.026 0.009 0.010 0.010 0.012 0.012 0.012 0.010 0.007 0.013 0.013 0.012 0.010 0.009 0.010 0.010 0.013 0.013 0.009

MHKK7a 0.017 0.020 0.000 0.004 0.007 0.006 0.006 0.006 0.007 0.004 0.007 0.007 0.009 0.007 0.006 0.004 0.007 0.007 0.007 0.000 0.009

MHKK8a 0.017 0.020 0.006 0.004 0.007 0.006 0.000 0.006 0.007 0.004 0.007 0.007 0.009 0.007 0.006 0.004 0.007 0.007 0.007 0.006 0.012 0.006

MHKK10a 0.018 0.018 0.007 0.006 0.000 0.007 0.007 0.007 0.000 0.003 0.009 0.009 0.001 0.000 0.004 0.006 0.000 0.009 0.009 0.007 0.010 0.007 0.007  
 

 

รูปที่ 17 แสดงคา genetic distance ภายในประชากรของอึ่งขางดําจากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวน 24 ตัวอยาง ท่ีวิเคราะหดวยวิธี Kimura 

two parameter โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการคํานวณมีความยาวเทากับ 677 bps 
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MBKK1 MBKK2 MBKK3 MBKK4 MBKK5 MBKK6 MBKK7 MBKK8 MBKK9 

MBKK1 

         MBKK2 0.010 

        MBKK3 0.003 0.010 

       MBKK4 0.004 0.006 0.004 

      MBKK5 0.009 0.001 0.009 0.004 

     MBKK6 0.015 0.007 0.015 0.010 0.006 

    MBKK7 0.004 0.006 0.004 0.000 0.004 0.010 

   MBKK8 0.007 0.009 0.007 0.003 0.007 0.013 0.003 

  MBKK9 0.001 0.009 0.001 0.003 0.007 0.013 0.003 0.006 

  

รูปที่ 18 แสดงคา Genetic distance ภายในประชากรของอึ่งลายเลอะจากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวน 9 ตัวอยาง ที่วิเคราะหดวยวิธี 

Kimura two parameter โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการคํานวณมีความยาวเทากับ 677 bps  
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ตารางที่ 2 แสดงคาความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะในพื้นท่ีสวนสัตวเปด

เขาเขียว ตัวอักษรยอท่ีใชในตาราง: N = จํานวนตัวอยาง; M = จํานวนของ mutation; h = จํานวนของ 

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

และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (± S.D) 

 

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

 

อึ่งนํ้าเตา 39 215 16 0.941 ±  0.015 0.03049 ± 0.01075 
 

 

อึ่งขางดํา 24 32 13 0.924 ± 0.032 0.00797 ± 0.00797 
 

 

อึ่งลายเลอะ 9 14 8 0.972 ±  0.064 0.00665 ± 0.00127 
 

  ทุกประชากร 72 233 36 0.973 ± 0.006 0.10891 ± 0.00525   

 
 

หมายเหตุ  

haplotype diversity (hd) หมายถึง จํานวนและความถี่ของ haplotype ที่แตกตางกันที่พบในตัวอยาง คํานวณจาก 

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

nucleotide diversity (π) หมายถึง คาเฉลี่ยของจํานวน nucleotide ท่ีแตกตางตอ 1 ตําแหนง เทียบกับ sequence 

อื่นแบบสุม 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 ที่ทําการวิเคราะหผล, xi คือ ความถี่ของ

รูปแบบ ith ใน sequence ของดเีอ็นเอตัวอยาง และ nc คือ จํานวนของ sequence ทั้งหมดที่ทําการเปรียบเทียบ  
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3. ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะ 

จากการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยการสรางแผนภูมิแสดงสายสัมพันธทางวิวัฒนาการ 

(Phylogenetic tree) ดวยวิธี Maximum Likelihood ระหวางอึ่งนํ้าเตา อ่ึงขางดํา และอึ่งลายเลอะ จากลําดับ

เบสที่มีความยาว 677 bps พบวาประชากรของอึ่งทั้งสามชนิดแบงออกเปน 3 clade ใหญๆ ดวยกันตามลักษณะ

สัณฐานของอึ่งแตละชนิด ไดแก clade ของอ่ึงน้ําเตา (MFKK) clade ของอ่ึงขางดํา (MHKK) และ clade ของอึ่ง

ลายเลอะ (MBKK) ดวยคา bootstrap probability ที่มากกวา 80% โดย clade ท่ีหน่ึงประกอบดวยประชากร

ของอึ่งนํ้าเตาท้ังหมด clade ที่สองประกอบดวยประชากรของอึ่งขางดําท้ังหมด (ยกเวน MFKK2a) สวน clade ท่ี

สามประกอบดวยประชากรของอึ่งลายเลอะทั้งหมด (ยกเวน MFKK40)  
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 M. annectens
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39

10

33

99
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99
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86
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48

58

66
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0.05

อึ่งน้ําเตา 

อึ่งขางดาํ 

อึ่งลายเลอะ 

* 

* 
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รูปที่ 19 แผนภูมิแสดงสายสัมพันธทางวิวัฒนาการของอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะ ที่สรางโดยวิธี 

Maximum Likelihood method โดยวิเคราะหจากลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความยาว 677 bps ตัวเลขที่กํากับบน

แผนภูมิแสดงคา bootstrap probability จากการทํา 1000 ซ้ํา โดยมี M. annectens และ M. marmorata  
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สรุปและวจิารณผล 

 
ผลการวิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ของอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะ 

ในพื้นท่ีสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวนท้ังหมด 72 ตัวอยาง พบวามีความยาวของลําดับนิวคลีโอไทด

เทากับ 677 bps มีคา genetic distance ระหวางประชากรอยูระหวาง 0.000-0.223 และมคีวามแปรผันทาง

พันธุกรรม (genetic variation) จํานวน 189 (27.92%) ตําแหนง แสดงวาประชากรของอ่ึงทั้งสามชนิดมีความ

แตกตางทางพันธุกรรมของยีน COI คอนขางสูง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาครั้งน้ีกับงานวิจัยของ Meijden 

และคณะ ในป 2007 (Meijden et al., 2007) ท่ีใชยีน COI ในการศึกษา molecular phylogeny ของอึ่งวงศ 

Microhylidae จํานวน 34 สปชีส (รวมทั้งอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะ) โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ

ไทดของยีน COI ความยาว 573 คูเบส ระหวางอ่ึงทั้ง 34 สปชีส พบวามีตําแหนงที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมถึง 

267 ตําแหนง ซึ่งแสดงใหเห็นวายีน COI ในอึ่งวงศ Microhylidae มีความแปรผันทางพันธุกรรมคอนขางมาก ซึ่ง

สอดคลองกับงานวิจัยครั้งน้ีที่พบความแปรผันทางพันธุกรรมมากถึง 189 ตําแหนง ดังน้ันอาจสรุปไดวายีน COI มี

ความเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอ (species-specific mtDNA marker) เพื่อใชในการจําแนก

ชนิดของอึ่งท้ังสามชนิดได และเม่ือเปรียบเทียบคา genetic distance ภายในประชากรของอ่ึงแตละชนิด พบวา

คา genetic distance ภายในประชากรของอึ่งนํ้าเตามีคาสูงกวาคาที่ไดจากภายในประชากรของอ่ึงขางดําและอึ่ง

ลายเลอะ แสดงวาประชากรของอึ่งน้ําเตาแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกวาประชากรของอ่ึงทั้งสอง

ชนิด 

นอกจากนี้ผลการศึกษาท่ีไดยังพบวา โดยเฉลี่ย คา haplotype diversity (hd) และคา nucleotide 

diversity (π) ของประชากรของอ่ึงน้ําเตาและอึ่งขางดํามีคาคอนขางสูง โดยเฉลี่ย hd = 0.973 ± 0.006 และ π 

= 0.10891 ± 0.00525 และจากแผนภูมิแสดงสายสัมพันธทางวิวัฒนาการท่ีสรางโดยวิธี Maximum Likelihood 

ยังแสดงใหเห็นวาอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะมีความสัมพันธทางวิวัฒนาการเปนแบบ monophyletic 

group และแยกออกเปน 3 clade ตามลักษณะสัณฐานภายนอกอยางชัดเจน นอกจากนีก้ารที่พบวาอึ่งนํ้าเตา 

MFKK2a จัดอยูใน clade เดียวกับอึ่งขางดํา และ MFKK40 จัดอยูใน clade เดียวกันกับอึ่งลายเลอะ ก็แสดงวา

เกิด gene flow ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) ระหวางประชากรของอึ่งนํ้าเตากับประชากรของอึ่งขาง

ดําและอ่ึงลายเลอะ หรืออาจกลาวไดวาอึ่งทั้ง 2 ตัวอยางน้ี (MFKK2a และ MFKK40) เปนลูกผสมที่เกิดจากการ

ผสมขามสายพันธุระหวางอ่ึงน้ําเตากับอึ่งขางดํา และระหวางอ่ึงน้ําเตากับอ่ึงลายเลอะในอดีต เนื่องจากบริเวณสวน

สัตวเปดเขาเขียวท่ีที่เก็บตัวอยางมานั้น เปนบริเวณที่สามารถพบอึ่งท้ังสามชนิดไดงาย และเปนพื้นท่ีท่ีพบวาอึ่งท้ัง

สามชนิดอาศัยอยูรวมกัน จึงมีความเปนไปไดท่ีอึ่งท้ังสามชนิดจะผสมขามสายพันธุกันระหวางสปชีส โดยการเกิด 

gene flow ของ mtDNA ท่ีตรวจพบไดในครั้งน้ีพบเพียงทิศทางเดียว คือ mtDNA จากประชากรของอึ่งขางดํา 

introgress สูประชากรของอึง่น้ําเตา และ mtDNA จากประชากรของอ่ึงลายเลอะ introgress สูประชากรของอึ่ง
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น้ําเตา แสดงวาการเกิดการผสมขามพันธุระหวางอ่ึงขางดํากับอึ่งนํ้าเตา และระหวางอึ่งลายเลอะกับอ่ึงนํ้าเตา ใน

ธรรมชาติในอดีตน้ันอาจเกิดขึ้นไดประสบความสําเร็จเพียงทิศทางเดียว โดยเพศเมียของอึ่งขางดําหรืออึ่งลายเลอะ

เทาน้ันท่ีสามารถใหกําเนิดลูกผสมไดเมื่อผสมขามสายพันธุกับเพศผูของอ่ึงน้ําเตา ในขณะที่เพศเมียของอ่ึงน้ําเตาไม

สามารถใหกําเนิดลูกผสมไดเมื่อผสมขามสายพันธุกับเพศผูของอ่ึงขางดําหรืออึ่งลายเลอะ การตรวจพบ gene flow 

ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก โดยใชเทคนิคดานอณูชีววิทยาและ mtDNA marker ในการตรวจสอบน้ัน เคยมี

รายงานพบใน The European water frog ระหวาง Rana ridibunda และ and R. lessonae (Spolsky and 

Uzzell, 1984) ใน canyon treefrogs ระหวาง Hyla arenicolor และ H. wrightorum (Klymus et al., 

2010) ใน green pond frogs ระหวาง Pelophylax nigromaculatus และ P. plancyi (Liu et al., 2010) 

เปนตน  

การศึกษาคร้ังนี้เปนการศึกษาเพื่อประเมินความเปนไปไดในการเกิดการผสมขามสายพันธุระหวางอ่ึง

น้ําเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะในธรรมชาติ เพื่อเปนการยืนยันการเกิดการผสมขามสายพันธุระหวางอึ่งท้ังสาม

ชนิดในธรรมชาติใหชัดเจนยิ่งข้ึน จึงควรทําการเก็บตัวอยางอึ่งท้ังสามชนิดใหมากกวานี้ โดยเฉพาะอึ่งลายเลอะ 

และควรเพิ่มจํานวนพื้นท่ีที่ศึกษาใหครอบคลุมมากกวาน้ี โดยควรทําการเก็บตัวอยางท้ังจากพื้นท่ีท่ีพบอ่ึงเพียงชนิด

เดียว (allopatry) และพื้นท่ีที่พบอึ่งทั้งสองชนิดอาศัยอยูรวมกัน (sympatry)  และควรทําการศึกษานิวเคลียรดี

เอ็นเอควบคูกันไปดวย เพื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาที่ไดระหวางไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอกับนิวเคลียรดีเอ็นเอ 
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2010. Comparison of stream frog assemblages at three elevations in an 

evergreenforest, North-Central Thailand. Zoological Studies 49(5): 632-639. ทุน 90 ป 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

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. แหลงทุน โครงการพัฒนาองคความรูและ

ศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

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. แหลงทุน โครงการพัฒนาองค

ความรูและศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

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. แหลงทุนโครงการพัฒนา

องคความรูและศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

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. แหลงทุน 

โครงการพัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

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. แหลงทุน 

โครงการพัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

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 แหลงทุน 

National Center of Excellence in Environmental and Hazardous Waste Management 

และ ทุน 90 ป จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

11. วิเชฏฐ คนซ่ือ. 2008. 2008 ปแหงการอนุรักษกบ 2008 ปแหงการอนุรักษกบ: วิกฤติการสูญพันธุและ

บัญชีแดง. การประชุมวิชาการประจําปโครงการ BRT ครั้งท่ี 12. 10-13 ตุลาคม 2551 โรงแรมได

มอนดพลาซา จังหวัดสุราษฎรธานี. แหลงทุน โครงการพัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการ

จัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

งานวิจัยที่กําลังดําเนินการอยูในปจจุบัน 

1. ความหลากหลายของชนิดและการใชพื้นท่ีของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกบริเวณเทือกเขาหินปูน 

จังหวัดสระบุรีและลพบุรี แหลงทุน โครงการพัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการจัดการ 

ทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย(โครงการ BRT R352042) สถานภาพงานวิจัย 90% 

2. โครงการวิจัยขอมูลเบื้องตนของสัตวมีกระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดูกสันหลัง บริเวณพื้นท่ีเกาะ 

 ทะลุ แหลงทุนงบประมาณแผนดินป 2554 สถานภาพงานวิจัย 80% 

3. โครงการวิจัยการสํารวจเบื้องตน microhabitat ของคางคาวคุณกิตติ แหลงทุนงบประมาณ 

แผนดินป 2554 สถานภาพงานวิจัย 70% 

 

 

 


	รายงานวิจัย
	กิตติกรรมประกาศ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	สารบัญ
	บทนำและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	เอกสารที่เกี่ยวข้อง
	ข้อมูลพื้นฐานที่เกี่ยวข้อง
	วัตถุประสงค์
	วิธีดำเนินการวิจัย
	ผลการศึกษา
	สรุปและวิจารณ์ผล
	เอกสารอ้างอิง
	ประวัติคณะวิจัย

