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บทคัดยอ 

 
การผสมขามสายพันธุ (hybridization) เปนการผสมพันธุระหวางสิ่งมีชีวิตท่ีมีความใกลชิดกันเชิง

วิวัฒนาการท่ีมีโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรหรือสปชีสที่แตกตางกัน ทั้งน้ีลูกผสม (hybrids) ท่ีเกิดข้ึนอาจ

ทําใหเกิดการถายเทเคลื่อนยายของยีน (gene flow) ระหวางประชากรหรือสปชีสไดหากลูกผสมดังกลาวสามารถ

อยูรอดและสืบพันธุได ซึ่งสามารถตรวจสอบไดโดยใชเทคนิคทางดานอณูชีววิทยา อึ่งนํ้าเตา (Microhyla fissipes) 

อึ่งขางดํา (M. heymonsi)  และอึ่งลายเลอะ (M. butleri) จัดเปนสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกท่ีอยูในสกุลเดียวกัน มี

ขนาดลําตัวใกลเคียงกันและมีการกระจายอยูในทุกภาคของประเทศไทย จากการสํารวจเบื้องตนพบวาอ่ึง 2 หรือ 3 

ชนิด มีการใชพื้นที่อยูอาศัยรวมกัน และที่สําคัญดวยธรรมชาติของอึ่งท่ีมีการปฏิสนธิภายนอกรางกายเปนการเพิ่ม

ความเสี่ยงในการเกิดการผสมขามสายพันธุได การศึกษาครั้งนี้จึงสนใจตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของยีน COI และประเมินความเปนไปไดในการเกิดการผสมขามสายพันธุระหวางอึ่งท้ังสามชนิดในธรรมชาติ โดย

นําอึ่งนํ้าเตาจํานวน 48 ตัว อึ่งขางดําจํานวน 43 ตัวและอ่ึงลายเลอะจํานวน 9 ตัว ที่เก็บมาจากสวนสัตวเปดเขา

เขียว จังหวัดชลบุรี มาตรวจหาและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีสกัด

มาจากเน้ือเย่ือตับของอึ่งทั้งสามชนิด และเพิ่มปริมาณยีน COI โดยใชเทคนิคพีซีอาร ผลการศึกษาพบวาผลิตภัณฑ

พีซีอารของอึ่งทั้งสามชนิดจํานวน 72 ตัวอยางใหผล sequencing ชัดเจนและนาเช่ือถือ โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ี

ไดมีความยาว 677 คูเบส จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DnaSP พบจํานวนแฮพโพลไทปท่ี

แตกตางกันจํานวน 36 แฮพโพลไทป ท่ีมีความแปรผันทางพันธุกรรมจํานวน 189 (27.92%) ตําแหนง มีคาความ

หลากหลายของแฮพโพลไทป และคาความหลากหลายของนิวคลีโอไทดคอนขางสูง โดยเฉลี่ยเทากับ 0.973 ± 

0.006 และ 0.10891 ± 0.00525 ตามลําดับ ระยะหางทางพันธุกรรมระหวางประชากรของอึ่งท้ังสามชนิดอยู

ระหวาง 0.000 ถึง 0.223 แสดงวาประชากรของอ่ึงทั้งสามชนิดมีความแตกตางทางพันธุกรรมของยีน COI 

คอนขางสูง ซึ่งเหมาะที่จะนํามาใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใชในการจําแนกชนิดของอ่ึงทั้งสามชนิด นอกจากนี้

จากการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการยังพบวาอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะมีความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการเปนแบบ monophyletic group การตรวจพบการเกิด gene flow ระหวางประชากรของอ่ึงขางดํา

และอึ่งนํ้าเตา และระหวางประชากรของอึ่งลายเลอะและอึ่งนํ้าเตา แสดงวาอ่ึงทั้งสองชนิดน้ันสามารถผสมขามสาย

พันธุกันไดในธรรมชาติ 
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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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บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริฯ ไดดําเนินโครงการมาเพื่อปกปกรักษา

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตของประเทศไทย เพื่ออนุรักษไวเปนสมบัติของชาติตอไปในอนาคต พื้นท่ีโครงการอนุรักษ

พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริฯ และพื้นที่ท่ีเกี่ยวของสวนใหญเปนปาธรรมชาติรวมท้ังเกาะแกงของ

ทะเลไทย ดวยความหลากหลายของพื้นที่และตําแหนงท่ีต้ังตางๆ กอใหเกิดที่อยูอาศัยของสัตวปาจํานวนมาก 

รวมทั้งสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบก ในปจจุบันมีชุมชนขนาดเล็กเขาไปต้ังถ่ินฐานอยูอยางถาวรในพื้นที่และพื้นท่ี

ใกลเคียงบางสวนและสวนหน่ึงดํารงชีวิตจากการใชประโยชนจากทรัพยากรในพื้นที่โดยไดทําการบุกรุกทําลายปา

และแหลงนํ้าธรรมชาติไปแลวบางสวนเพื่อทําการเกษตรและยังลาสัตวปากินเปนอาหารดวย โดยเฉพาะในบริเวณ

พื้นท่ีที่เปนเขตติดตอระหวางปากับหมูบาน/พื้นที่กิจกรรมของมนุษย 

การศึกษาสํารวจชนิดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรของสัตวปาในพื้นที่เหลานี ้

โดยเฉพาะสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกยังไมมีผูใดทําการศึกษาในรายละเอียด โดยเฉพาะการศึกษาทางดานพันธุกรรม 

อน่ึงในชวงทศวรรษที่ผานมานักชีววิทยาในหลายๆ ประเทศไดใหความสนใจศึกษาวิจัยเก่ียวกับปรากฏการณการ

ผสมขามสายพันธุท่ีเกิดขึ้นในธรรมชาติ (natural hybridization) ระหวางส่ิงมีชีวิตที่มีความใกลชิดกันทางสาย
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วิวัฒนาการ (closely related species) กันอยางกวางขวางโดยใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลควบคูไปกับ

การศึกษาทางดานสัณฐานภายนอก (Arnold, 1997, 2006; Mallet, 2005) ซึ่งจากการศึกษาวิจัยดังกลาวนัก

ชีววิทยาหลายทานพบวาส่ิงมีชีวิตสวนใหญไมวาจะเปนพืชหรือสัตว เมื่อมีการแพรกระจายตัวมาอยูในบริเวณ

ใกลเคียงกัน (contact zone) หรือทับซอนกัน (overlap area)  มีความเส่ียงสูงที่จะผสมพันธุขามสายพันธุกัน

ระหวางสปชีสที่ตางกันแตมีความใกลชิดกันทางสายวิวัฒนาการ ในบางกรณี การผสมขามสายพันธุเกิดข้ึนอยาง

ประสบความสําเร็จและนําไปสูการผลิตลูกผสม (hybrid) ท่ีมีชีวิตและไมเปนหมันได จากเหตุการณดังกลาว โดยใช

เทคนิคทางดานชีวโมเลกุลเขามาประยุกต ทําใหนักชีววิทยาสามารถตรวจหารองรอยทางพันธุกรรมของการเกิด

การผสมขามสายพันธุกันในอดีตได โดยตรวจสอบดูวามีการถายทอดยีน (ไมวาจะเปนไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอหรือ

นิวเคลียรดีเอ็นเอ) จากสิ่งมีชีวิตสปชีสหนึ่งไปยังส่ิงมีชีวิตอีกสปชีสหนึ่งหรือไม ถาตรวจพบ ก็แสดงวาสิ่งมีชีวิตสองส

ปชีสน้ันสามารถผสมขามสายพันธุได เราเรียกปรากฏการณการถายทอดยีนระหวางสปชีส โดยอาศัยลูกผสมที่

เกิดข้ึนเปนตัวกลางในการถายทอดนี้วาการเกิดยีนโฟลวหรืออินโทรเกรสช่ัน (gene flow or introgression) (e.g., 

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

ทั้งนี้สาเหตุท่ีตองใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลเขามาตรวจสอบความเปนไปไดในการเกิดการผสมพันธุขาม

กันหรือการเกิด introgression นั้นก็เนื่องจากลูกผสม (interspecific hybrid) หรือลูกผสมแบคคลอส 

(backcross hybrid) ไมวาจะเปนรุนท่ีหน่ึง สอง สาม หรือรุนตอๆ มาน้ัน มักจะมีลักษณะทางสัณฐานภายนอกท่ี

ก้ําก่ึง (intermediate) ระหวางสปชีสพอและสปชีสแม หรือมีแนวโนมคลายคลึงกับสปชีสพอหรือสปชีสแมสปชีส

ใดสปชีสหน่ึงมาก ทําใหการจําแนกหรือระบุสปชีสของตัวอยางๆ นั้นวาเปนสปชีสพอ, สปชีสแม, ลูกผสม หรือ

ลูกผสมแบคคลอส นั้นทําไดยากและขาดความนาเชื่อถือ ดังนั้น เพื่อเพิ่มความถูกตองและนาเชื่อถือในระบุชนิด

หรือลูกผสมประเภทตางๆ จึงจําเปนตองใชขอมูลท้ังจากลักษณะสัณฐานภายนอกและขอมูลทางดานชีวโมเลกุล

ควบคูกันไป ซึ่งการใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุล สวนใหญจะใชขอมูลจากลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนบางสวนของ

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอหรือ mtDNA หรือจํานวนชิ้นของดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอ็นไซนตัดจําเพาะ 

(Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP) เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายในการตรวจสอบ ซึ่งจาก

การศึกษาดวยวิธีการดังกลาว ทําใหผูศึกษาวิจัยสามารถตรวจพบการเกิด introgression ของ mtDNA ในสัตว

หลายชนิดที่มีความสัมพันธใกลชิดกันทางสายวิวัฒนาการ เชน ในปลา (e.g. Wilson & Bernatchez, 1998)  ใน

แมลงหว่ี (e.g. Bachtrog et al., 2006), กระตายปา (e.g. Alves et al., 2008; Plötner et al., 2008), ในหนู 

(Bozikova et al., 2005) เปนตน 

การตรวจพบการเกิด introgression ยอมสงผลกระทบตอการการศึกษาอนุกรมวิธานของส่ิงมีชีวิต

เหลานั้นอยางมาก กลาวคือ ทําใหเกิดความสับสนและคลุมเคลือในการระบุและจําแนกสปชีสของส่ิงมีชีวิตที่ศึกษา 

รวมทั้งทําใหเกิดความสับสนในการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอีกดวย ประเทศไทยซึ่งเปนประเทศหน่ึงใน

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใตที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง แตการศึกษาเพื่อประเมินความเปนไปไดในการ
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เกิดการผสมขามสายพันธุหรือการเกิด introgression ในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในธรรมชาตินั้นพบวายังมีนอย

มากหรือแทบไมมี ท้ังท่ีมีการใชประโยชนจากสัตวกลุมนี้อยางแพรหลายท้ังเชิงเศรษฐกิจและการบริโภค ท้ัง

ภายในประเทศไทยและระหวางประเทศ ดังนั้นจึงเปนการเรงดวนที่ควรมีการศึกษาในสัตวกลุมนี้เพื่อการจัดการ

ทรัพยากรอยางเหมาะสมรวมไปถึงการประยุกตในเชิงอนุรักษ 

อึ่งนํ้าเตา (Ornate chorus frog; Microhyla fissipes Boulenger, 1884) อ่ึงขางดํา (Dark-sided 

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

1900) จัดเปนสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกท่ีอยูในสกุลเดียวกันเน่ืองจากมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกคลายคลึง

กัน มีขนาดลําตัวเล็ก ไมแตกตางกันมาก ในประเทศไทยสามารถพบการกระจายตัวของอ่ึงทั้งสามชนิดไดในทุกภาค

ของประเทศไทย อึ่งท้ังสามชนิดนี้มีลักษณะถิ่นอาศัยเฉพาะคลายๆ กัน คือใตใบไม กองหิน กองหญา และวัสดุอื่นๆ 

บนพื้นดิน มีการกระจายตัวทับซอนกันในหลายพื้นท่ีในประเทศไทย และที่สําคัญอ่ึงเปนสัตวมีกระดูกสันหลังท่ีมี

การปฏิสนธิแบบภายนอก (external fertilization) ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีสามารถเพิ่มโอกาสใหสเปริ์มของอ่ึงชนิด

หน่ึงเขาผสมกับไขของอ่ึงอีกชนิดหน่ึงไดงายกวาการมีการปฏิสนธภิายใน (internal fertilization) ซ่ึงจากขอมูล

ดังกลาวขางตน จึงมีความเปนไปไดท่ีอึ่งสองหรือสามชนิดน้ีจะผสมตางสายพันธุกันได ดังนั้นเพื่อประเมินความ

เปนไปไดในการผสมพันธุขามกันระหวางอึ่งท้ังสามชนิดนี้ จึงควรตรวจสอบดูวามียีนโฟลวจากอึ่งชนิดหน่ึงไปยังอึง่

อีกชนิดหน่ึงหรือไม โดยใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลในการตรวจสอบ  

 

เอกสารที่เก่ียวของ 

 ปจจุบันสถานภาพดานความรูที่เก่ียวกับสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกของประเทศไทยในภาพรวมยังคงจัดอยู

ในข้ันแรกเนื่องจากขอมูลตางๆ ท่ีทําการศึกษาต้ังแตอดีตจนปจจุบันสวนใหญเปนการสํารวจเพื่อวิเคราะหชนิดและ

ศึกษาชีวประวัติบางประการที่สามารถทําไดขณะสํารวจและจากตัวอยางที่เก็บมาเทานั้น (กําธร ธีรคุปต, 2543) 

แตความรูทางดานความหลากหลายทางพันธุกรรมและการเกิดการผสมขามสายพันธุท้ังภายในและระหวาง

ประชากร (หรือสปชีส) ของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกในสภาพธรรมชาติในแตละพื้นที่หรือเฉพาะแหลงนั้นมี

การศึกษานอยมากหรือในบางกรณีแทบไมมีการศึกษาเลย  

การผสมขามสายพันธุ (hybridization) เปนการผสมพันธุระหวางสิ่งมีชีวิตสองชนิดที่มีความใกลชิดกันเชิง

วิวัฒนาการที่มีโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรหรือสปชีสที่แตกตางกัน โดยการเกิดการผสมขามสายพันธุ

นั้นมีผลมาจากกระบวนการการแบงแยกทางการสืบพันธุท่ีไมสมบูรณ (incomplete reproductive isolation) 

(Futuyma, 1997) ในบางกรณีการผสมขามสายพันธุอาจนําไปสูการผลิตลูกผสม (hybrid) โดยลูกผสมท่ีเกิดขึ้น

สวนใหญจะมีลักษณะสัณฐานภายนอกก้ํากึ่ง (intermediate) ระหวางสิ่งมีชีวิตทั้งสองชนิด ท้ังนี้ถาลูกผสมที่

เกิดข้ึนน้ันสามารถอยูรอดและสืบพันธุได ลูกผสมเหลาน้ันอาจทําใหเกิดการถายเทเคล่ือนยายของยีน (gene flow) 

ระหวางสปชีสทั้งสองได (Arnold, 1997, 2006; Mallet, 2005) โดยการผสมพันธุแบบ backcross กับสปชีสพอ
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หรือสปชีสแม การที่ลูกผสมมีการผสมพันธุแบบ backcross กับสปชีสพอหรือสปชีสแมจะทําใหไดลูกผสมที่มี

ลักษณะสัณฐานภายนอกเหมือนกับสปชีสพอหรือสปชีสแมมากขึ้น จนในท่ีสุดเกิดเปนลูกผสมท่ีมีลักษณะสัณฐาน

ภายนอกเหมือนสปชีสพอหรือสปชีสแมจนแยกไมออก ในกรณีน้ี จึงมีการนําเทคนิคทางดานชีวโมเลกุล 

(molecular biology) มาใชในการตรวจสอบรวมกับขอมูลทางดานสัณฐานวิทยา เชน การตรวจสอบยีนในไมโท

คอนเดรียลดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตรวมกับการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตจากลักษณะภายนอก ซึ่งหากสิ่งมีชีวิตน้ันเปน

ลูกผสม ส่ิงมีชีวิตนั้นจะมีชนิดของยีนในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีไมสอดคลองกับการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตน้ันโดย

ใชลักษณะภายนอก การผสมขามสายพันธุตามธรรมชาตินั้นเช่ือวาจะเกิดขึ้นไดยาก เนื่องจากส่ิงมีชีวิตแตละชนิดมี

กลไกการแบงแยกทางการสืบพันธุท่ีสมบูรณทําใหสิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ ไมสามารถผสมพันธุกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นๆ ได 

แตปจจุบันมีการศึกษาพบวามีส่ิงมีชีวิตหลายชนิดที่สามารถผสมขามสายพันธุกันได เชน การผสมขามสายพันธุใน

ปลา (e.g. Wilson & Bernatchez, 1998)  ในแมลงหว่ี (e.g. Bachtrog et al., 2006), ในกระตายปา (e.g. 

Alves et al., 2008; Plötner et al., 2008), ในหนู (Bozikova et al., 2005) เปนตน  

การใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลเพื่อศึกษาการเกิดการผสมขามสายพันธุและการเกิด introgression ของ 

mtDNA ในสัตวสะเทินนํ้าสะเทินน้ัน ปจจุบันพบวายังมีไมมากนัก จากรายงานพบการเกิด introgression ของ 

mtDNA ใน The European water frog ระหวาง Rana ridibunda และ and R. lessonae (Spolsky and 

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

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

เปนตน ซึ่งการเกิด introgression ดังกลาวยอมสงผลกระทบตอการศึกษาอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตเหลาน้ันอยาง

มาก กลาวคือ ทําใหเกิดความสับสนและคลุมเคลือในการระบุและจําแนกสปชีสของสิง่มีชีวิตที่ศึกษา รวมท้ังทําให

เกิดความสับสนในการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอีกดวย ดังนั้นการศึกษาเบื้องตนเพื่อประเมินความเปนไป

ไดในการผสมขามสายพันธุระหวางสิ่งมีชีวิตท่ีมีการกระจายตัวทับซอนกันในบางหรือทุกพื้นท่ีอาศัย จึงถือเปน

สิ่งจําเปนเรงดวนที่ตองศึกษาเพื่อนําขอมูลท่ีไดไปใชประกอบการศึกษาอนุกรมวิธานเพื่อใหการระบุสปชีสมีความ 

ถูกตองและแมนยํามากขึ้น และเพื่อการจัดการทรัพยากรอยางเหมาะสมรวมไปถึงการประยุกตในเชิงอนุรักษสาย

พันธุหรือพันธุกรรมดั้งเดิมตอไป 

อึ่งนํ้าเตา (Ornate chorus frog; Microhyla fissipes Boulenger, 1884) อ่ึงขางดํา (Dark-sided 

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

1900) จัดเปนสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกที่มีวิวัฒนาการใกลชิดกัน จัดอยูในสกุลเดียวกัน คือ Microhyla อึ่งนํ้าเตา 

มีความยาวประมาณ 28 มิลลิเมตร กลางหลังมีลายคลายรูปนํ้าเตาสีน้ําตาลเขม ขางหัวและลําตัวมีแถบสีดําดาน 

(ภาพที่ 1) อ่ึงขางดํา มีความยาวประมาณ 20-22 มิลลิเมตร กลางหลังมีเสนแคบสีจาง พาดมาตามแนวสันหลัง 1 

เสน ระหวางเสนอาจมีจุดประกบ ขางละจุด (ภาพท่ี 2) และอ่ึงลายเลอะ มีความยาวประมาณ 22-26 มิลลิเมตร 

กลางหลังมีลวดลายสมมาตรกัน ขอบของลายหยักเปนคลื่นสีจางลงมาถึงสีขางและเปนลายพาดมาท่ีขา (ภาพท่ี 3) 
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จากขอมูลดังกลาวจะพบวาอึ่งท้ัง 3 ชนิดนี้มีขนาดลําตัวไมแตกตางกัน มีลักษณะสัณฐานภายนอกคลายคลึงกัน 

และสามารถพบอึ่งทั้งสามชนิดไดทุกภาคของประเทศไทย (Matsui, et al., 2011; Meijden, et al., 2007; 

ธัญญา, 2546) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดสูงท่ีจะพบอ่ึงทั้งสามชนิดอาศัยอยูในบริเวณเดียวกัน (Sympatric area) 

เชน ในบริเวณอุทยานแหงชาติทองผาภูมิ อ. ทองผาภูมิ จ. กาญจนบุรี พบอ่ึงท้ังสามชนิดอยูในบริเวณเดียวกัน

จํานวนมากโดยเฉพาะในฤดูฝน (วิเชฏฐและคณะ 2546) และที่สําคัญการที่อ่ึงทั้งสามชนิดมีการปฏิสนธิแบบ

ภายนอก (external fertilization) ทําใหโอกาสที่จะเกิดการผสมขามสายพันธุกันระหวางอ่ึงทั้งสามชนิดเปนไปได

สูงกวาการปฏิสนธิแบบภายใน (internal fertilization) เพราะการปฏิสนธิแบบภายนอกเปนการเพิ่มโอกาสให

สเปรมของอึ่งชนิดหน่ึงเขาผสมกับไขของอึ่งอีกชนิดหนึ่งไดงาย (Huxel, 1999; Wells, 1977) จากขอมูลดังกลาว

ประกอบกับมีการสํารวจพบอ่ึงที่มีลักษณะกํ้ากึ่งระหวางอ่ึงทั้งสามชนิด (intermediate) และมีการศึกษาพบวากบ

นา 2 สปชีส คือ Rana limnocharis และ R. cancrivora สามารถผสมขามสายพันธุกันได (Sumida, et al., 

2002) จึงเกิดสมมติฐานข้ึนวาอึ่งท้ังสามชนิดสามารถผสมขามสายพันธุกันในธรรมชาติไดหรือไม ซ่ึงในการทดสอบ

สมมติฐานน้ี เราสามารถใชวิธีการตรวจสอบไดทั้งทางสัณฐานวิทยา (Morphology) และทางพันธุกรรม 

(Genetics) แตเนื่องจากการตรวจสอบทางสัณฐานวิทยามีขอจํากัดในการจําแนกชนิดของอ่ึง โดยเฉพาะอึ่งท่ีมี

ลักษณะ intermediate ซ่ึงยากตอการจําแนกชนิดของอึ่ง ดังนั้นในการตรวจสอบสมมติฐานในครั้งน้ี จึงนําวิธีการ

ตรวจสอบทางพันธุกรรมเขามาชวย โดยจะทําการตรวจสอบการถายเทเคลื่อนยายของยีน COI ระหวางอึ่งท้ังสาม

ชนิด แตเน่ืองจากงานวิจัยน้ีเปนงานวิจัยเริ่มตนและยังไมมีการศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ของอึ่ง

น้ําเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะ ดังนั้นเพื่อประเมินความเปนไปไดในการผสมพันธุขามสายพันธุกันระหวางอึ่งท้ัง

สามชนิดจึงตองเริ่มจากการศึกษาแปรผันทางพันธุกรรมของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอึ่งทั้ง 3 ชนิด 

เพื่อนําขอมูลที่ไดมาออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตออึ่งแตละชนิด (Species specific 

mitochondrial DNA markers) กอนเพื่อใชในการตรวจสอบการถายเทเคล่ือนยายของยีน COI ระหวางอึ่งท้ัง

สามชนิดตอไปในอนาคต 
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ขอมูลพื้นฐานที่เก่ียวของ 

 

อึ่งนํ้าเตา 

Ornate Chorus Frog 

Microhyla fissipes Boulenger, 1884 

 

ลักษณะ ความยาวต้ังแตปลายปากถึงรูทวารรวมประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร หัวแหลม ลําตัวปอมทรงสามเหลี่ยม 

ผิวหนังเรียบ กลางหลังมีลายคลายรูปน้ําเตาสีนํ้าตาลเขม ดานขางของหัวและลําตัวสีนํ้าตาลเขม ชองจมูกภายใน

ขนาดเล็ก ไมมีฟนท่ีเพดานปาก กระดูก premaxilla และ maxilla ลิ้นกลม ปลายล้ินไมมีรอยหยัก เพศผูมีถุงเสียง

ภายนอก รูจมูกอยูดานบนเกือบปลายสุดหัว อัตราสวนระยะหางประมาณ 1:3 เทา ปลายปากมีลักษณะโคงนูนเปน

สัน เย่ือบุชองหูมองไมเห็นจากภายนอก ทองสีนํ้าตาลออน เพศผูมีคอและอกสีดํา นิ้วมือและขาหนาทอนลางมีลาย

พาดขวางชวงละ 3-4 แถบ ขาหลังสีเดียวกับลําตัว เม่ือพับขาหลังเขามาจะเห็นลายพาดขวางตอเนื่องกัน 3-4 แถบ 

เทาหนาไมมีพังผืด ปลายนิ้วเทาหนาไมขยายออก (รูปที่ 1) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐและคณะ 2546) 

 

การแพรกระจาย มีการกระจายกวางขวาง ต้ังแตอินเดียตอนเหนือ แถบเทือกเขาหิมาลัย ท่ัวอินเดีย ศรีลังกา จีน 

ฮองกง ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร พมา เกาะไตหวัน ตลอดประเทศอินโดจีนลงไปถึงคาบสมุทร

มลายู ในประเทศไทยพบทุกภาคของประเทศ 

 

ที่อยูอาศัย ซอนตัวใตใบไม ขอนไม และวัสดุท่ีกองอยูบนพื้นปา ทั่วไปพบในปริมาณประชากรสูงที่สุดในกลุมอึ่ง

ขนาดเล็กทั้งหมด โดยเฉพาะในฤดูฝนชวงเดือนกรกฎาคม พบในปริมาณมากบริเวณปาดิบแลง รอบๆ แองนํ้าที่เปน

แหลงเติบโตของลูกออด ต้ังแตปลายเดือนมีนาคมจนถึงเดือนมิถุนายน ลูกอึ่งขนาดเล็กมักหากินรอบๆ แองที่เติบโต

มาจากท่ีเปนลูกออด 

 

อุปนิสัย หลบซอนตัวในเวลากลางวันบริเวณที่มีความชุมช้ืนและออกหากินเวลากลางคืน นิสัยการกระโดดหนีเวลา

ถูกตามจับวองไวและกระโดดไปไดไกล แตมักหมอบนิ่งอยูกับท่ีหลังจากกระโดดไปแลว อาศัยการพรางตัวหลบเล่ียง

การสังเกตของศัตรูมากกวาจะพลิกตัวมุดเขาใตใบไมที่อยูใกลท่ีสุด ผสมพันธุและวางไขในแองนํ้าขังชั่วคราวท่ี

กระจายอยูในปาเต็งรังและในปาดิบแลงระหวางฤดูฝน 
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สถานภาพ ไมไดเปนสัตวปาคุมครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตวปาคุมครอง พ.ศ. 2535 และไมมีสถานภาพ

เพื่อการอนุรักษตามเกณฑของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 

(2005) และตามเกณฑของ IUCN (2008) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงลักษณะสัณฐานภายนอกของอึ่งนํ้าเตา 

 

 

อึ่งขางดํา 

Dark side chorus frog 

Microhyla heymonsi Vogt, 1911 

 

ลักษณะ ความยาวต้ังแตปลายปากถึงรูทวารประมาณ 2-3 เซนติเมตร หัวแหลม ลําตัวปอมทรง สามเหลี่ยม 

ผิวหนังเรียบสีน้ําตาลกลางหลังมีลายจางๆ คลายรูปน้ําเตา อาจมีเสนสีครีมเล็กๆพาดตามยาวหรือไมก็ได กลางหลัง

มีจุดสีดํา 1 จุด ดานขางของหัวและลําตัวถึงซอกขาหลังมีสีดํา ชองจมูกภายในขนาดเล็ก ไมมีฟนท่ีเพดานปาก 

กระดูก premaxilla และ maxilla ล้ินเรียวยาว ปลายลิ้นไมมีรอยหยัก เพศผูมีถุงเสียงภายนอก รูจมูกอยูดานบน

เกือบปลายสุดหัว อัตราสวนระยะหางประมาณ 1:3 เทา ปลายปากมีลักษณะโคงนูนเปนสัน เย่ือบุชองหูมองไมเห็น

จากภายนอก ทองสีครีม รอบกนมีสีนํ้าตาลเขม เพศผูมีคอและอกสีดํา  นิ้วมือและขาหนาทอนลางมีลายพาดขวาง 

ขาหลังสีเดียวกับลําตัว เม่ือพับขาหลังเขามาจะเห็นลายพาดขวางตอเนื่องกัน 2-3 แถบ เทาหนาไมมีพังผืด ปลาย

นิ้วเทาหนาไมขยายออก (รูปที่ 2) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐและคณะ 2546) 

 

การแพรกระจาย ไตหวัน จีน อินเดีย พมา ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร ในประเทศไทยพบทุกภาค

ของประเทศ  
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ที่อยูอาศัย ซุกซอนตัวใตใบไมแหง กองหิน กองหญา และวัสดุอื่นๆ บนพื้นดิน มักอยูไมไกลจากแหลงขยายพันธุซึ่ง

เปนแองนํ้าขัง พบในปริมาณมากบริเวณปาดิบแลง รอบๆ แองน้ําท่ีเปนแหลงเติบโตของลูกออด ต้ังแตเดือน

สิงหาคมจนถึงเดือนกันยายน ซึ่งเปนหลายฤดูฝน ลูกอ่ึงขนาดเล็กมักหากินรอบๆ แองที่เติบโตมาจากที่เปนลูกออด 

 

อุปนิสัย หลบซอนตัวในเวลากลางวันบริเวณที่มีความชุมช้ืนและออกหากินเวลากลางคืน เมื่อถูกรบกวนจะกระโดด

หนีเปนระยะทางไกล เวลาตกลงสูพื้นดินจะรีบพลิกตัวหลบเขาใตใบไมหรือวัสดุอื่นๆ ทันที ไมหมอบน่ิงอยูกับท่ี

เหมือนอึ่งชนิดอ่ืนๆ จึงจับตัวมาศึกษาไดยาก  ผสมพันธุและวางไขในแองนํ้าขังช่ัวคราวที่กระจายอยูในปาเต็งรัง

และในปาดิบแลงระหวางฤดูฝน รวมทั้งในอางเก็บนํ้า และถังน้ําท่ีต้ังไวในพื้นที่ปา 

 

สถานภาพ ไมไดเปนสัตวปาคุมครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตวปาคุมครอง พ.ศ. 2535 และไมมีสถานภาพ

เพื่อการอนุรักษตามเกณฑของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 

(2005) และตามเกณฑของ IUCN (2008)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 แสดงลักษณะสัณฐานภายนอกอ่ึงขางดํา 

 

 

อึ่งลายเลอะ 

Noisy chorus frog 

Microhyla butleri Boulenger, 1900 

 

ลักษณะ มีขนาดตัวเล็ก ขนาดวัดจากปลายปากถึงกนประมาณ 30 มิลลิเมตร ลําตัวเรียว หัวแหลม ผิวหนังลําตัว

เรียบ แตทางสวนตนของดานหลังมีตุมแบนกระจายอยูบางดานหลังสีเทาหรือสีนํ้าตาลเทาหรือสีน้ําตาลแดง สวน
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ปลายสุดของหัวเปนสีจางและมีทางสีครีมจากดานทายตัวลงไปที่ตนขาหนา บน หลังมีลวดลายสีเขมขอบขาวหรือ

ขอบสีแดงรูปรางคลายน้ําเตา ดานขางลําตัวสีจางและมีจุดสีแดงกระจายเพศผูมีคางเปนจุดประสีเทาเขมและซีด

จางจนเกือบขาวในเพศเมีย ขาหนาและขาหลังเรียวยาว เมื่อพับขาหลังแนบกับลําตัวไปทางดานหนา ขอเทาอยูใน

ตําแหนงใกลสวนปลายของปาก นิ้วเทาหนาไมมีแผนหนังระหวางน้ิว นิ้วเทาหลังมีแผนหนังประมาณ 1/3 ของ

ความยาวนิ้ว สวนปลายของนิ้ว ทุกน้ิวขยายออกเปนตุมและมีรอยหยักทางดานหนาของตุม กับมีรองยาวอยู

ทางดานบนของตุม ตุมของนิ้วเทาหลังใหญกวาของน้ิวเทาหนา ลูกออดมีขนาดตัวเล็กและโปรงแสงแตมีจุดประสีดํา

ทั่วลําตัว สวนหนาของหัวปาน แผนครีบหางสีแดง สวนปลายของหางเรียวเล็กเปนเสน ปากอยูปลายสุดของสวนหัว 

ไมมีตุมฟนและจงอยปาก (รูปที่ 3) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐและคณะ 2546) 

 

การแพรกระจาย จีน พมา ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร ในประเทศไทยพบทุกภาคของประเทศ 

 

ที่อยูอาศัย อยูตามพื้นลางของปาบริเวณที่มีความชุมชื้น โดยท่ัวไปอยูตามชั้นใบไมผุบนพื้นปาดิบแลงและปารกๆ 

ริมลําหวย ซอนอยูใตขอนไมและกองใบไมผุ 

 

อุปนิสัย หลบซอนตัวในเวลากลางวันบริเวณที่มีความชุมชื้นและออกหากินเวลากลางคืน ผสมพันธุและวางไขใน

อางเก็บนํ้า มีเสียงรองดังกวาอึ่งชนิดอื่นๆ 

 

สถานภาพ ไมไดเปนสัตวปาคุมครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตวปาคุมครอง พ.ศ. 2535 และไมมีสถานภาพ

เพื่อการอนุรักษตามเกณฑของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 

(2005) และตามเกณฑของ IUCN (2008)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 แสดงลักษณะสัณฐานภายนอกอ่ึงลายเลอะ 
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วัตถุประสงค 

 
1.   เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน COI และยีน 16S rRNA ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอึ่ง

น้ําเตา (Microhyla  fissipes) อึ่งขางดํา (M. heymonsi) และอึ่งลายเลอะ (M. butleri) ในพื้นท่ีสวนสัตว

เปดเขาเขียว จังหวัดชลบุร ี

2. เพื่อออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เหมาะสมและมีความจําเพาะตอชนิดของอ่ึงทั้งสามชนิดจาก 

 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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 สถานที่ทําการวิจัยและเก็บขอมูล 

เก็บตัวอยางอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะในพื้นที่สวนสัตวเปดเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวัด

ชลบุรี จํานวนชนิดละประมาณ 10-40 ตัวอยาง โดยตัวอยางท่ีเก็บมาไดจะถูกเก็บรักษาตัวอยางไวใน 95% 

เอธานอล เพื่อนําไปใชในการสกัดดีเอ็นเอตอไป 

 

3.3 ขั้นตอนการทดลอง  

ประกอบดวย 5 ขั้นตอนหลักๆ ไดแก 

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

3.3.2 การเพิ่มจํานวนยีน COI โดยเทคนิคพีซีอาร (DNA amplification) 

3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

3.3.4 การอานลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 

3.3.5 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (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 ดังข้ันตอนดังตอไปน้ี  

1) ใชกรรไกรตัดเน้ือเย่ือตับของอ่ึงแตละชนิด ขนาดประมาณ 0.3-0.4 เซนติเมตร ใสลงในหลอด           

ไมโครเซนตริฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

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

ไมโครลิตร จากน้ันผสมใหเขากันดวยเครื่องวอรเท็ก (Vortex Mixer) นําไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง ระหวางการบมให นําไปวอรเท็กใน 30 นาทีแรก 

3)  เติม FATG2 Buffer 200 ไมโครลิตร นําไปวอรเท็กเพื่อใหผสมเปนเน้ือเดียวกัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 

70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

4)  เติม 100% Ethanol 200 ไมโครลิตร แลวนําไปวอรเท็ก จากน้ันนําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจ 

ที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

5)   ประกอบมินิคอลัมน (Mini column) ลงในหลอดคอลเลคชั่น (Collection tube) จากนั้นนําตัวอยาง

เฉพาะสวนที่เปนสารละลายใสปริมาณ 540 ไมโครลิตร ลงในมินิคอลัมน แลวนําไปปนเหว่ียงดวย

เครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอในสารละลายจับ

ตัวกับเมมเบรนในหลอดมินิคอลัมน 

6) ท้ิงสวนที่เปนนํ้าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แลวนํามินิคอลัมนสวมลงในหลอดคอลเลคชั่นดังเดิม 

จากน้ันเติม W1 Buffer 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยเคร่ืองเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 

14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์มากย่ิงขึ้น 

7)  ท้ิงสวนที่เปนนํ้าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แลวเติม WASH Buffer 750 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงดวย 

เครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 

8)   เทสวนที่เปนนํ้าท้ิง นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 

นาที เพื่อใหของเหลวทั้งหมดตกลงในหลอดคอลเลคชั่น 

9) นําเฉพาะมินิคอลัมนสวมลงในหลอดไมโครเซนตริฟวสหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากน้ันเติม 

Elution Buffer 50 ไมโครลิตร ลงบริเวณตรงกลางของมินิคอลัมน ต้ังท้ิงไว 10 นาที เพื่อใหมินิ

คอลัมนดูดซับ Elution Buffer แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็ว 14,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 2 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอตกลงในหลอดไมโครเซนตริฟวส 

10)  ทําการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนําไปใชในข้ันตอนตอไป 
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3.3.2. การเพิ่มจํานวนยีน COI โดยเทคนิคพีซีอาร (DNA amplification)  

เทคนิคพีซีอาร (PCR) มีช่ือเต็มวาเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) เปน

เทคนิคเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอใหมีปริมาณมากมายหลายเทา ในระยะเวลาอันรวดเร็ว โดยอาศัย

หลักการจําลองตัวของสายดีเอ็นเอ (DNA Replication) เลียนแบบกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอในส่ิงมีชีวิตตาม

ธรรมชาติ ท่ีมีการสรางสายดีเอ็นเอสายใหมอีกหน่ึงสายจากดีเอ็นเอเดิม โดยใชเครื่อง PCR machine หรือ 

Thermal cycler เปนตัวชวยใหเกิดปฏิกิริยา โดยในการศึกษาครั้งน้ีทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร

จากดีเอ็นเอตนแบบบริเวณยีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งเปนยีนท่ีอยูในไมโทคอนเดรียลดีเอ็น

เอ ซึ่งใชไพรเมอรไปจับกับบริเวณดังกลาว โดยใชไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งน้ี คือ LCO1490 และ HCO2198 

(Folmer, 1994) (ตารางที่ 1) 

 ตารางที่ 1 แสดงชื่อและลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 

ช่ือ primer 

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

ความยาว 

(bp) 
TM (˚C) 

   LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 59.2 

   HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA 25 61.6 

 

จากนั้นทําการสังเคราะหดีเอ็นเอตอไปตามขั้นตอนดังตอไปน้ี 

เตรียมสวนผสมของสารที่ใชในการทําพีซีอารในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 0.2 มิลลิลิตรท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ

แลว โดยจะใชปริมาณสารตางๆ ในแตละหลอดดังน้ี 

 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 

 

สังเคราะหยีนเปาหมายโดยใชเครื่อง DNA Thermal Cycler PCR โดยกําหนดโปรแกรมใหมีสภาวะพีซีอารดังน้ี 

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 ตามลําดับข้ันตอนยอยท้ังสิ้น 35 รอบ 

ขั้นตอนท่ี 3  Final extension  72˚C 3 นาที 

 

นําหลอดไมโครเซนตริฟวจท่ีมีสวนผสมของสารที่ใชในการทําใหเกิดปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสมาใสใน

เครื่อง DNA Thermal Cycler และเดินเคร่ือง  

 

3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

 เตรียม 1% agarose gel โดย ชั่งผง agarose หนัก 0.5 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพู เติม 1X TBE buffer 

50 ml เขยาเบาๆ ใหเขากันแลวนําไปเขาไมโครเวฟที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 30 วินาที 

เติม SYBR® Safe DNA gel stain 5 µl เขยาใหเขากัน ทิ้งไวใหหายรอนแลวเท agarose gel solution ลงใน 

tray และใส comb ลงไป ต้ังทิ้งไวให agarose gel แข็งตัวประมาณ 30 นาที แลวดึง comb ออก จากน้ันนําถาด

เจลไปวางลงใน agarose gel chamber ใส 1X TBE buffer เทลงใน chamber ใหไดปริมาณที่สูงกวาผิวหนา 

agarose gel ≈ 2-3 mm ใช micropipette ดูด PCR product ทีละ 1 ตัวอยาง และ maker ลงใน well 

จากนั้นเปดเคร่ืองโดยใชความตางศักยที่ 135 โวลต เปนเวลา 30 นาที อานผลของ PCR product โดยใช Safe 

Imager transluminator และถายภาพเจลดวยกลองดิจิตอล 

 

3.3.4 การอานลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 

 นําผลิตภัณฑพีซีอารที่ทําใหบริสุทธ์ิมากย่ิงขึ้นในขั้นตอนท่ี 4 ปริมาณ 50 ไมโครลิตรสงไปยังบริษัท 

Macrogen Inc. ที่ประเทศเกาหลีใตเพื่อทําการอานลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธี automated DNA sequencing 

โดยทางบริษัทจะสงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาในรูปแบบไฟลขอมูล  

 

3.3.5 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (Multiple sequence alignment and genetic 

analyses)  

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองดวยตาเปลา (visual correction) จากนั้นนําผล

ที่ไดมาทํา Multiple sequences Alignment ดวยโปรแกรม Clustal W version 1.81 (Thompson et al, 

1994) หาคา Genetic distance ของอึ่งท้ังสามชนิดภายในประชากรเดียวกันและระหวางประชากร โดยใช

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

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

Diversity วิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยอาศัยวิธี Maximum Likelihood method โดยคํานวน 

bootstrap percentage 1,000 ครั้ง เพื่อสนับสนุน tree ที่ได ดวยโปรแกรม Mega version 6.06 โดยใช M. 
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annectens (Genbank accession number AB611944) และ M. marmorata (AB611952) เปน outgroup 

ของการศึกษา จากนั้นนําขอมูลที่ไดท้ังหมดมาวิเคราะหเพื่อหาตําแหนงนิวคลีโอไทดที่แตกตางกันเพื่อทําการ

ออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตออึ่งแตละชนิด 



17 

 

ผลการศึกษา 
 

1. ผลการเก็บตัวอยาง การสกัดดีเอ็นเอและการเพิ่มปริมาณยีน COI ดวยเทคนิคพีซีอารของอึ่งน้ําเตา อึ่งขาง

ดํา และอ่ึงลายเลอะ ในพื้นที่สวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี 

ในการศึกษาครั้งนีไ้ดเก็บตัวอยางอึ่งนํ้าเตาจํานวน 48 ตัว อึ่งขางดําจํานวน 43 และอ่ึงลายเลอะจํานวน 9 

ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จากนั้นไดทําการสกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเย่ือตับของอ่ึงทั้งสามชนิดจํานวน

ทั้งหมด 100 ตัวอยาง และนํามาเพิ่มปริมาณยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอดวยไพรเมอร LCO1490 และ 

HCO2198 โดยเทคนิคพีซีอารและตรวจสอบขนาด PCR product ที่ไดโดย 0.8% agarose gel 

electrophoresis พบวามีเพียง XX ตัวอยางเทานั้นที่ใหผล PCR product ที่ตองการ (ตารางที่ 2) โดย PCR 

product ท่ีตองการมีขนาดประมาณ 700 คูเบส (รูปที่ 4-14) 

 

ตารางที่ 2 แสดงผลการเก็บตัวอยาง การสกัดดีเอ็นเอ การเพิ่มจํานวนยีน CO ดวยเทคนิคพีซีอาร และการหา

ลําดับนิวคลีโอไทด 
 

อึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา อ่ึงลายเลอะ รวม

จํานวนตัวอยางท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ 48 43 9 100

จํานวนตัวอยางท่ีใหผลิตภัณฑพซีีอาร

เปนแถบสีเขมชัดเจน
44 35 9 88

จํานวนตัวอยางท่ีใหลําดับนิวคลีโอไทด

ชัดเจนและนาเช่ือถือ
39 24 9 72

ชนิดของอึ่ง
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รูปที่ 4 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-8  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK1a-8a)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-8  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 8 ตัว (ตัวอยางท่ี 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 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 9-18  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK9-18)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 19-28  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 10 ตัว (ตัวอยางท่ี 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 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 12 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 29-40  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 12 ตัว (ตัวอยางท่ี MFKK29-40)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 10 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-10 : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 16 ตัว (ตัวอยางท่ี 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 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 6 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-6  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 6 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK1-6)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 6 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 13-18  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 6 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK13-18)   

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

700 bp 

700 bp 
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รูปที่ 12 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 7 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 19-25  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 7 ตัว (ตัวอยางท่ี MHKK19-25)   

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงขางดําจํานวน 7 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 26-33  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งขางดําจํานวน 7 ตัว (ตัวอยางท่ี 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 แสดงผลการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑพีซีอารของอ่ึงลายเลอะจํานวน 9 ตัว จากสวนสัตวเปดเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี โดยผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 700 คูเบส  

Lane 1-9  : ผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งลายเลอะจํานวน 9 ตัว (ตัวอยางที่ MBKK1-9)  

Lane M  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

Lane N  : Negative control 

 

 

2. ขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) ของอึ่งน้ําเตา อ่ึงขางดํา และอ่ึงลายเลอะ 

จากผลิตภัณฑพีซีอารของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอ่ึงนํ้าเตา อ่ึงขางดํา และอึ่งลายเลอะใน

พื้นท่ีสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรีจํานวน 88 ตัวอยาง พบวาผลิตภัณฑพีซีอารของอึ่งนํ้าเตาจํานวน 39 

ตัวอยาง อ่ึงขางดําจํานวน 24 ตัวอยาง และอึ่งลายเลอะจํานวน 9 ตัวอยางที่ใหผล sequencing ชัดเจนและไมเกิด

การซอนทับกันของลําดับเบส (ตารางท่ี 2) โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมีความยาว 677 คูเบส มีเบสท่ีมีเปอรเซ็นต 

A+T เฉลี่ยเทากับ 0.57 ซึ่งมี nucleotide composition เปน: T(33.5%), C(25.6%), A(23.9%) และ G(17.0%)  

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Dnasp พบจํานวน haplotype ท่ีแตกตางกันจํานวน 

36 haplotype ที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมจํานวน 189 (27.92%) ตําแหนง (รูปที่ 15) มี parsimony 

informative sites จํานวน 178 ตําแหนง นอกจากน้ีในการหาคา genetic distance โดยวิธี Kimura two 

parameter พบวาระหวางประชากรของอ่ึงน้ําเตา อ่ึงขางดํา และอ่ึงลายเลอะ มีคา Genetic distance อยู

ระหวาง 0.000 ถึง 0.223 โดยคา genetic distance ภายในประชากรของอึ่งนํ้าเตามีคาระหวาง 0.000-0.196 

(รูปท่ี 16) คา genetic distance ภายในประชากรของอ่ึงขางดํามีคาระหวาง 0.000-0.026 (รูปท่ี 17) และคา 

genetic distance ภายในประชากรของอึ่งลายเลอะมีคาระหวาง 0.001-0.015 (รูปท่ี 18) 

การคํานวณคาตางๆ ของอึ่งนํ้าเตาและอึ่งขางดําในแตละประชากร ไดแก จํานวนตัวอยาง (n), จํานวนของ 

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

แสดงไวในตารางท่ี 3 หากพิจารณาจากทุกประชากรของอ่ึงทั้งสองชนิดจะพบวา โดยเฉลี่ยคา haplotype 

diversity (hd) และคา nucleotide diversity (π) มีคาคอนขางสูง 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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                        *       320         *       340         *       360         *       380         *       400       
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 
                                                                                                                        



28 

 
   
                                                                                                                          
                        *       420         *       440         *       460         *       480         *       500       
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 
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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 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ความยาว 677 bp จํานวน 74 ตัวอยาง จากประชากรของอึ่งน้ําเตา 

(MFKK) อึ่งขางดํา (MHKK) และอ่ึงลายเลอะ (MBKK) เทียบกับ outgroup ไดแก M. annectens และ M. 

marmorata โดยเครื่องหมาย (.) แสดงตําแหนงของเบสที่เหมือนกัน  
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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 แสดงคา Genetic distance ภายในประชากรของอ่ึงน้ําเตาจากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวน 39 ตัวอยาง ท่ีวิเคราะหดวยวิธี Kimura 

two parameter โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการคํานวณมีความยาวเทากับ 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 แสดงคา genetic distance ภายในประชากรของอึ่งขางดําจากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวน 24 ตัวอยาง ท่ีวิเคราะหดวยวิธี Kimura 

two parameter โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการคํานวณมีความยาวเทากับ 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 แสดงคา Genetic distance ภายในประชากรของอึ่งลายเลอะจากสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวน 9 ตัวอยาง ที่วิเคราะหดวยวิธี 

Kimura two parameter โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการคํานวณมีความยาวเทากับ 677 bps  
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ตารางที่ 2 แสดงคาความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะในพื้นท่ีสวนสัตวเปด

เขาเขียว ตัวอักษรยอท่ีใชในตาราง: N = จํานวนตัวอยาง; M = จํานวนของ mutation; h = จํานวนของ 

haplotype; hd = haplotype diversity และคาเบียงเบนมาตรฐาน (± S.D) และ π = nucleotide diversity 

และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (± S.D) 

 

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

 

อึ่งนํ้าเตา 39 215 16 0.941 ±  0.015 0.03049 ± 0.01075 
 

 

อึ่งขางดํา 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 ที่แตกตางกันที่พบในตัวอยาง คํานวณจาก 

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

nucleotide diversity (π) หมายถึง คาเฉลี่ยของจํานวน nucleotide ท่ีแตกตางตอ 1 ตําแหนง เทียบกับ sequence 

อื่นแบบสุม 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 ที่ทําการวิเคราะหผล, xi คือ ความถี่ของ

รูปแบบ ith ใน sequence ของดเีอ็นเอตัวอยาง และ nc คือ จํานวนของ sequence ทั้งหมดที่ทําการเปรียบเทียบ  
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3. ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะ 

จากการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยการสรางแผนภูมิแสดงสายสัมพันธทางวิวัฒนาการ 

(Phylogenetic tree) ดวยวิธี Maximum Likelihood ระหวางอึ่งนํ้าเตา อ่ึงขางดํา และอึ่งลายเลอะ จากลําดับ

เบสที่มีความยาว 677 bps พบวาประชากรของอึ่งทั้งสามชนิดแบงออกเปน 3 clade ใหญๆ ดวยกันตามลักษณะ

สัณฐานของอึ่งแตละชนิด ไดแก clade ของอ่ึงน้ําเตา (MFKK) clade ของอ่ึงขางดํา (MHKK) และ clade ของอึ่ง

ลายเลอะ (MBKK) ดวยคา bootstrap probability ที่มากกวา 80% โดย clade ท่ีหน่ึงประกอบดวยประชากร

ของอึ่งนํ้าเตาท้ังหมด clade ที่สองประกอบดวยประชากรของอึ่งขางดําท้ังหมด (ยกเวน MFKK2a) สวน clade ท่ี

สามประกอบดวยประชากรของอึ่งลายเลอะทั้งหมด (ยกเวน MFKK40)  
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 MHKK22
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 M. annectens

 M. marmorata

65

69

99

46

98

86

92

89

61

83

39

10

33

99

74

78

99

94

99

96

89

86

71

48

58

66

62

64

59

79

0.05

อึ่งน้ําเตา 

อึ่งขางดาํ 

อึ่งลายเลอะ 

* 

* 
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รูปที่ 19 แผนภูมิแสดงสายสัมพันธทางวิวัฒนาการของอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะ ที่สรางโดยวิธี 

Maximum Likelihood method โดยวิเคราะหจากลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความยาว 677 bps ตัวเลขที่กํากับบน

แผนภูมิแสดงคา bootstrap probability จากการทํา 1000 ซ้ํา โดยมี M. annectens และ M. marmorata  
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สรุปและวจิารณผล 

 
ผลการวิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ของอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะ 

ในพื้นท่ีสวนสัตวเปดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี จํานวนท้ังหมด 72 ตัวอยาง พบวามีความยาวของลําดับนิวคลีโอไทด

เทากับ 677 bps มีคา genetic distance ระหวางประชากรอยูระหวาง 0.000-0.223 และมคีวามแปรผันทาง

พันธุกรรม (genetic variation) จํานวน 189 (27.92%) ตําแหนง แสดงวาประชากรของอ่ึงทั้งสามชนิดมีความ

แตกตางทางพันธุกรรมของยีน COI คอนขางสูง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาครั้งน้ีกับงานวิจัยของ Meijden 

และคณะ ในป 2007 (Meijden et al., 2007) ท่ีใชยีน COI ในการศึกษา molecular phylogeny ของอึ่งวงศ 

Microhylidae จํานวน 34 สปชีส (รวมทั้งอึ่งน้ําเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะ) โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ

ไทดของยีน COI ความยาว 573 คูเบส ระหวางอ่ึงทั้ง 34 สปชีส พบวามีตําแหนงที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมถึง 

267 ตําแหนง ซึ่งแสดงใหเห็นวายีน COI ในอึ่งวงศ Microhylidae มีความแปรผันทางพันธุกรรมคอนขางมาก ซึ่ง

สอดคลองกับงานวิจัยครั้งน้ีที่พบความแปรผันทางพันธุกรรมมากถึง 189 ตําแหนง ดังน้ันอาจสรุปไดวายีน COI มี

ความเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอ (species-specific mtDNA marker) เพื่อใชในการจําแนก

ชนิดของอึ่งท้ังสามชนิดได และเม่ือเปรียบเทียบคา genetic distance ภายในประชากรของอ่ึงแตละชนิด พบวา

คา genetic distance ภายในประชากรของอึ่งนํ้าเตามีคาสูงกวาคาที่ไดจากภายในประชากรของอ่ึงขางดําและอึ่ง

ลายเลอะ แสดงวาประชากรของอึ่งน้ําเตาแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกวาประชากรของอ่ึงทั้งสอง

ชนิด 

นอกจากนี้ผลการศึกษาท่ีไดยังพบวา โดยเฉลี่ย คา haplotype diversity (hd) และคา nucleotide 

diversity (π) ของประชากรของอ่ึงน้ําเตาและอึ่งขางดํามีคาคอนขางสูง โดยเฉลี่ย hd = 0.973 ± 0.006 และ π 

= 0.10891 ± 0.00525 และจากแผนภูมิแสดงสายสัมพันธทางวิวัฒนาการท่ีสรางโดยวิธี Maximum Likelihood 

ยังแสดงใหเห็นวาอึ่งนํ้าเตา อึ่งขางดํา และอ่ึงลายเลอะมีความสัมพันธทางวิวัฒนาการเปนแบบ monophyletic 

group และแยกออกเปน 3 clade ตามลักษณะสัณฐานภายนอกอยางชัดเจน นอกจากนีก้ารที่พบวาอึ่งนํ้าเตา 

MFKK2a จัดอยูใน clade เดียวกับอึ่งขางดํา และ MFKK40 จัดอยูใน clade เดียวกันกับอึ่งลายเลอะ ก็แสดงวา

เกิด gene flow ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) ระหวางประชากรของอึ่งนํ้าเตากับประชากรของอึ่งขาง

ดําและอ่ึงลายเลอะ หรืออาจกลาวไดวาอึ่งทั้ง 2 ตัวอยางน้ี (MFKK2a และ MFKK40) เปนลูกผสมที่เกิดจากการ

ผสมขามสายพันธุระหวางอ่ึงน้ําเตากับอึ่งขางดํา และระหวางอ่ึงน้ําเตากับอ่ึงลายเลอะในอดีต เนื่องจากบริเวณสวน

สัตวเปดเขาเขียวท่ีที่เก็บตัวอยางมานั้น เปนบริเวณที่สามารถพบอึ่งท้ังสามชนิดไดงาย และเปนพื้นท่ีท่ีพบวาอึ่งท้ัง

สามชนิดอาศัยอยูรวมกัน จึงมีความเปนไปไดท่ีอึ่งท้ังสามชนิดจะผสมขามสายพันธุกันระหวางสปชีส โดยการเกิด 

gene flow ของ mtDNA ท่ีตรวจพบไดในครั้งน้ีพบเพียงทิศทางเดียว คือ mtDNA จากประชากรของอึ่งขางดํา 

introgress สูประชากรของอึง่น้ําเตา และ mtDNA จากประชากรของอ่ึงลายเลอะ introgress สูประชากรของอึ่ง
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น้ําเตา แสดงวาการเกิดการผสมขามพันธุระหวางอ่ึงขางดํากับอึ่งนํ้าเตา และระหวางอึ่งลายเลอะกับอ่ึงนํ้าเตา ใน

ธรรมชาติในอดีตน้ันอาจเกิดขึ้นไดประสบความสําเร็จเพียงทิศทางเดียว โดยเพศเมียของอึ่งขางดําหรืออึ่งลายเลอะ

เทาน้ันท่ีสามารถใหกําเนิดลูกผสมไดเมื่อผสมขามสายพันธุกับเพศผูของอ่ึงน้ําเตา ในขณะที่เพศเมียของอ่ึงน้ําเตาไม

สามารถใหกําเนิดลูกผสมไดเมื่อผสมขามสายพันธุกับเพศผูของอ่ึงขางดําหรืออึ่งลายเลอะ การตรวจพบ gene flow 

ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก โดยใชเทคนิคดานอณูชีววิทยาและ mtDNA marker ในการตรวจสอบน้ัน เคยมี

รายงานพบใน The European water frog ระหวาง Rana ridibunda และ and R. lessonae (Spolsky and 

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

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

เปนตน  

การศึกษาคร้ังนี้เปนการศึกษาเพื่อประเมินความเปนไปไดในการเกิดการผสมขามสายพันธุระหวางอ่ึง

น้ําเตา อึ่งขางดํา และอึ่งลายเลอะในธรรมชาติ เพื่อเปนการยืนยันการเกิดการผสมขามสายพันธุระหวางอึ่งท้ังสาม

ชนิดในธรรมชาติใหชัดเจนยิ่งข้ึน จึงควรทําการเก็บตัวอยางอึ่งท้ังสามชนิดใหมากกวานี้ โดยเฉพาะอึ่งลายเลอะ 

และควรเพิ่มจํานวนพื้นท่ีที่ศึกษาใหครอบคลุมมากกวาน้ี โดยควรทําการเก็บตัวอยางท้ังจากพื้นท่ีท่ีพบอ่ึงเพียงชนิด

เดียว (allopatry) และพื้นท่ีที่พบอึ่งทั้งสองชนิดอาศัยอยูรวมกัน (sympatry)  และควรทําการศึกษานิวเคลียรดี

เอ็นเอควบคูกันไปดวย เพื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาที่ไดระหวางไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอกับนิวเคลียรดีเอ็นเอ 
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บัญชีแดง. การประชุมวิชาการประจําปโครงการ BRT ครั้งท่ี 12. 10-13 ตุลาคม 2551 โรงแรมได

มอนดพลาซา จังหวัดสุราษฎรธานี. แหลงทุน โครงการพัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการ

จัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

งานวิจัยที่กําลังดําเนินการอยูในปจจุบัน 

1. ความหลากหลายของชนิดและการใชพื้นท่ีของสัตวสะเทินนํ้าสะเทินบกบริเวณเทือกเขาหินปูน 

จังหวัดสระบุรีและลพบุรี แหลงทุน โครงการพัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการจัดการ 

ทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย(โครงการ BRT R352042) สถานภาพงานวิจัย 90% 

2. โครงการวิจัยขอมูลเบื้องตนของสัตวมีกระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดูกสันหลัง บริเวณพื้นท่ีเกาะ 

 ทะลุ แหลงทุนงบประมาณแผนดินป 2554 สถานภาพงานวิจัย 80% 

3. โครงการวิจัยการสํารวจเบื้องตน microhabitat ของคางคาวคุณกิตติ แหลงทุนงบประมาณ 

แผนดินป 2554 สถานภาพงานวิจัย 70% 
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