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       The isozyme heterozygosity of white-lined frog Fejervarya limnocharis was 

identified from electrophoretic patterns of 4 populations collected from Phang-nga 

province, Kanchanaburi province and two samples from Chonburi province. All of 

these populations composed of 72 samples studied. The starch gel electrophoresis 

technique was investigated 15 loci of isozyme heterozygosity. The results showed that 

9 loci were polymorphic; ADH, G6PD, GLD, MDH-1, MDH-2, ME-1, ME-2, ODH and 

SOD. Whereas, MDH-1 locus showed the most amount of polymorphic alleleic pattern. 

The calculated heterozygosity values were 0.022-0.058 and expected heterozygosity 

values were 0.119-0.178. These values revealed that no difference relationship 

between isozyme heterozygosity and morphoiogical characters of these 4 populations 

was found (r = 0.215, P ≤ 0.05). Therelationship between morphological variation and 

6 loci, namely ADH, G6PD, MDH-1, MDH-2 , ME-2 and  SOD was not found (P ≤ 

0.05).    
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 บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กบหนอง (Fejervarya limnocharis)  เปนสัตวสะเทนิน้าํสะเทินบกชนิดหนึง่ทีพ่บมาก

ในประเทศไทย อาศยัอยูไดในสภาพแวดลอมที่แตกตางกนัหลายแบบ เชน รองน้ําไหล ในบงึ  แอง

น้ําใหม รวมทัง้ในระดับความสูงของพื้นทีท่ี่แตกตางกัน นอกจากนี้กบหนองมีลักษณะทางสัณฐาน

หลายแบบ จึงคาดวากบชนิดนี้นาจะมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสงู ซึ่งจากการศึกษา

เกี่ยวกับกบหนอง (Fejervarya limnocharis)  ในประเทศไทย สวนใหญจะเนนการศึกษาทางดาน

อนุกรมวธิาน จํานวนโครโมโซม และรูปแบบของโครโมโซม สําหรับการศึกษาดานพนัธุศาสตร

ประชากรของกบหนอง ยังคงมีอยูนอยมาก  

ในการศึกษาเกี่ยวกับพนัธุศาสตรประชากร โดยการหาคาเฮเทโรไซโกซิตีของประชากร

ส่ิงมีชีวิตในธรรมชาติ จะทําใหทราบถงึลักษณะโครงสรางทางพนัธกุรรมของประชากรสิ่งมชีีวิต

เหลานั้น  และยังทําใหทราบถึงชนิดอัลลีลและความถีข่องอัลลีลในแตละกลุมประชากร คาเฮเทโร

ไซโกซิตีของประชากรเหลานั้นยังสามารถแสดงใหทราบวาประชากรเหลานั้นมีลักษณะโครงสราง

ทางพนัธุกรรมอยางไรและจะมีความสามารถปรับตัวใหอยูในสภาพสมดุลไดหรือไม นอกจากนี้ยงั

พบวาในการศึกษาคาเฮเทโรไซโกซิตียังมีความสัมพนัธกบัลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอัตราการ

เจริญเติบโตในสิ่งมชีีวิตหลายชนิด  

อยางไรก็ตาม การที่คาเฮเทโรไซโกซติีของสิ่งมีชีวิตเหลานี้ในประชากรมีคาสงูและมี

ความสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตของสิ่งมีชวีิตเหลานี้ในประชากรเหลานั้น ทําใหส่ิงมีชวีิต

เหลานี้มีความสามารถในการปรับตัวสูง เกิดการคัดเลอืกพันธุตามธรรมชาติ อีกทั้งสิง่มีชวีิตที่มี

ลักษณะทางพนัธุกรรมเปนแบบเฮเทโรไซกสัมีการเจริญเติบโตไดดีกวา ทําใหมีโอกาสอยูรอดได

ดีกวาสิง่มีชวีิตที่มีลักษณะพนัธุกรรมแบบโฮโมไซกัส และเมื่อมีอัตราการเจริญเติบโตสูงขึ้นทําใหมี

โอกาสอยูรอดของสมาชิกในประชากรไดดีกวา หรือ ในกรณีทีท่ําใหมีความหลากหลายของ

ลักษณะทางสณัฐานวิทยามากขึ้น ก็อาจทําใหส่ิงมีชวีิตเหลานั้นสามารถหลบหลกีหรือพรางตัวได

มากขึ้นกลมกลืนกับสภาพแวดลอมไดหลายแบบ ทัง้นี้เนื่องจากสิ่งแวดลอมในธรรมชาติมี

หลากหลายและมีการเปลีย่นแปลงอยูตลอดเวลา  

การศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษาลกัษณะโครงสรางทางพันธุศาสตรประชากรของกบ

หนอง (Fejervarya limnocharis)  โดยการศึกษาจากแบบแผนไอโซไซม เพื่อหาคาเฮเทโรไซโกซติี



 

2 
ของกลุมประชากรกบหนองในพืน้ที่ตางๆ ทีแ่ตกตางกนั และเพื่อหาความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโร

ไซโกซิตีกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของกบหนองในพืน้ที่ตางๆ อีกทั้งเพื่อประเมนิโครงสรางทาง

พันธกุรรมและขนาดประชากรของกบหนองในพืน้ที่ตางๆเหลานั้น ซึ่งจะสงผลใหมีการวางแผนเพื่อ

การจัดการกบัประชากรของกบหนอง และการอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติในแตละพื้นที่ไดอยาง

เหมาะสมและอยางถูกตองในอนาคตตอไป 

วัตถุประสงค 

1. หาคาเฮเทโรไซโกซิตีในแตละกลุมประชากรของกบหนองที่ศึกษาในพื้นที่ตางๆ  

2. หาความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโรไซโกซติีกับลักษณะทางสัณฐานวทิยา    

ของกบหนอง 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากงานวิจยัครั้งนี ้

1. ทราบถงึความหลากหลายทางพันธุกรรมของกบหนองในแตละกลุมประชากรที่อยู

ในสภาพพื้นทีท่ี่แตกตางกัน 

2. สามารถประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกบหนองกับลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาที่ปรากฏ 

 

 

 

 
 

 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เฮเทโรไซโกซิตี  

HEDRICK, 1999 ไดอธิบาย ไววา เฮเทโรไซโกซิตี คือ สัดสวนของสิง่มีชีวิตทีม่ีลักษณะ

ทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัส กับ โลไซทั้งหมดในประชากรของสิ่งมีชีวิตที่ทาํการศึกษา ซึ่ง

ความสาํคัญของคาเฮเทโรไซโกซิตี เปนคาที่แสดงถงึความหลากหลายของพันธุกรรมในประชากร

นั้นๆ โดยประชากรใดมีคาเฮเทโรไซโกซติีสูง แสดงใหเห็นวาประชากรกลุมนัน้มีความหลากหลาย

ทางพนัธุกรรมสูง ดังนั้น การที่ประชากรกลุมนัน้มีความหลากหลายทางพันธกุรรมสูง ทําใหมี

ความสามารถในการปรับตัวอยูไดในสภาพแวดลอมที่มีความหลากหลายไดเชนกัน 

ชีววทิยาของกบหนอง 

 กบหนอง Fejervarya limnocharis เปน สัตวสะเทนิน้ําสะเทนิบก  

 จัดอยูใน  Phylum Chordata,  

   Class Amphibia,  

   Order Anura (Salientia)  (Duellman and Trueb, 1986)   

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 2-1 ลักษณะภายนอกและความหลากหลายของแถบสีกลางลาํตัวของกบหนอง 

กบชนิดนี้ เดมิมีชื่อวทิยาศาสตรวา Rana limnocharis ลักษณะทางสัณฐานวทิยา มี

ลําตัวปอม สีเขียวมะกอกหรือสีน้ําตาลออน สวนหวัเรียว ปลายปากมน ระยะหางระหวางตาแคบ

กวาเปลือกตาบน ผิวหนังชืน้ บนหลงัมีจดุสีน้ําตาลเขมขนาดใหญกระจายอยูทัว่ไป และมีรอยพบั

ของผิวหนังเปนแนวตามยาวลําตัวประมาณ 3-5 แนว ที่กลางลาํตัวจะเหน็แถบสีเขมรูป W ขอบ
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ปากบนและลางมีแถบสเีขม บางตัวอาจจะมีเสนกลางตัว ทองสีขาวออกครีม เยื่อแกวหูอยูใต

ผิวหนัง แขนและนิ้วมือส้ัน นิ้วเทามีพงัผืด ปลายนิว้มน นิ้วที ่ 1 ยาวกวานิ้วที ่ 2  มตีุมแข็งบริเวณ

กลางฝาเทา  กบหนองจัดเปนกบที่พบอาศัยอยูบริเวณพื้นราบและหบุเขาทัว่ทัง้ประเทศไทย และมี

ความหลากหลายทางสัณฐานวิทยาสงู (Tayler, 1962 ; ธัญญา จัน่อาจ, 2546)  

การศึกษาทัว่ไปเกี่ยวกับประชากรกบหนองในประเทศไทย ไดมีการศึกษาสาํรวจ

เกี่ยวกับจํานวนประชากรของกบหนองในพื้นที่ตางๆ พบวากบหนองสามารถอาศยัอยูไดในพืน้ที่

ทั่วไปหลายแบบและหลายแหงของประเทศไทย (ธัญญา  จัน่อาจ, 2530 ; ศรีวรรณ จิระสุขทวี, 

2534 ; วิเชฏฐ  คนซื่อ, 2539 ; อัญชลี  สิริมนตราภรณ, 2541 ; ผุสตี ปริยานนท, 2542 ; อนุสรณ 

ปานสุข, 2543) 
 
การศึกษาแบบแผนไอโซไซมในสัตวสะเทินน้ําสะเทนิบกและในกบหนอง(Fejervarya 

limnocharis)  

การศึกษาแบบแผนไอโซไซม ถูกนาํมาใชในการศึกษาเกี่ยวกับการจดัจําแนกกลุมของ

ส่ิงมีชีวิตและการศึกษาทางดานพันธุศาสตรประชากร  

การนาํวิธกีารศึกษาแบบแผนไอโซไซมไปใชในการจัดจาํแนกกลุมส่ิงมชีีวิต ไดมี

การศึกษาในสตัวสะเทนิน้ําสะเทนิบกหลายชนิด ตัวอยางเชน การตรวจสอบ serum albumin ของ

กบ Rana pipiens 2 ชนิดยอย เพือ่หาลักษณะทางพนัธุกรรมของลูกผสมทีเ่กิดจากการผสม

ระหวางชนิดยอยทั้ง  2 ชนิด (Platz, 1976)  การศึกษาความหลากหลายของแบบแผนไอโซไซมใน

กบ 2 ชนิด คือ Rana boylei  และ Rana muscosa (Case, 1978) การจดัจําแนก Bufo 

microscaphus complex โดยใชขอมูลทางอัลโลไซม (Gergus, 1998)  การศึกษาความ

หลากหลายของแบบแผนไอโซไซมในกบอองเล็ก Rana nigrovittata เปรียบเทียบกับกบอองใหญ 

R. mortenseni  ทีพ่บในประเทศไทย (Matsui และคณะ, 2001)  

นอกจากนี้ไดมีนําวิธกีารศึกษาแบบแผนไอโซไซม เพื่อใชในการศึกษาดานพนัธุศาสตร

ประชากรของสัตวสะเทนิน้ําสะเทนิบกหลายชนิด ตัวอยางเชน การศึกษาปฎิสัมพนัธของ gene 

flow ระหวางประชากรกบ Leopard frog  2 ชนิด ที่อาศัยอยูในบริเวณเดียวกนั  คือ Rana pipens 

berlandieri กบั plain type Rana pipens (Platz, 1972)    มีการใชแบบแผนไอโซไซมเพื่อศึกษา

ความหลากหลายทางชีวเคมีในประชากรของคางคกอารเจนตินา Bufo arenarum พบวา คางคก

ชนิดนี้มเีปอรเซ็นตของ Polymorphisms สูงกวาคางคกชนิดอื่นๆ (Matthews, 1975)   
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 Ward และคณะ, 1987 ทาํการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยวิธีไอโซไซม

ในกลุมประชากรของ Cricket frog Acris crepitans ที่พบบริเวณทางตอนใตและตอนเหนือของ

มลรัฐเท็กซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา เพื่อศึกษาความแตกตางทางพนัธกุรรมระหวางประชากรในแต

ละกลุม   

Karakousis และคณะ, 1995  ไดศึกษาความแตกตางทางพนัธุกรรมและลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของคางคกสีเขียว Bufo viridis บริเวณทางตอนเหนือของประเทศกรีซ  และ มีผู

ศึกษาความสมัพันธเชงิววิฒันาการของสัตวสะเทนิน้ําสะเทนิบก ในวงศ Microhylidae จาํนวน 12 

ชนิด ที่ในประเทศปาปวนวิกนิ ี(Sumida และคณะ, 2000) โดยการศึกษาแบบแผนของไอโซไซม

รวมทัง้มีการศึกษาความแตกตางทางพนัธกุรรมของกบ South African ghost frog, Heleophryne 

natalensis จาํนวน 5 กลุมประชากร ที่พบในบริเวณทวปีแอฟริกา (Grobler และคณะ, 2003)  ดัง

จะเหน็ไดวา การศึกษาแบบแผนไอโซไซมสามารถนําไปใชอธิบายถงึปรากฏการณ gene flow  ใน

ประชากรได 

นอกจากการศึกษาแบบแผนไอโซไซมที่นาํไปใชในการจัดจําแนกกลุมของสิ่งมีชวีิต และ

ศึกษาดาน gene flow แลว ยังไดมกีารนําวธิีการศึกษาแบบแผนไอโซไซมไปศึกษาความสัมพันธ

ของคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตัวอยางเชน การศึกษาความสัมพันธระหวาง

คาเฮเทโรไซโกซิตีกับความหลากหลายของลักษณะทางสณัฐานวิทยาในประชากรธรรมชาติใน

ปลาทะเล Fundulus heteroclitus  พบวาคาความแปรปรวนของความยาวครีบของปลาทีม่ี

ลักษณะทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัสจะมากกวาปลาที่มีลักษณะทางพันธุกรรมแบบโฮโมไซกัส 

แสดงใหเหน็วา ความยาวครีบของปลาที่มีลักษณะทางพนัธกุรรมแบบเฮเทโรไซกัสมีความ

หลากหลายมากกวาปลาทีม่ีลักษณะทางพันธกุรรมแบบ  โฮโมไซกัส (Mitton, 1978) 

 การศึกษาเรื่องความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยากับคา  เฮเทโรไซโกซิตี

ในผีเสื้อกลางคืน Danaus plexippus พบวาคาความแปรปรวนของลายบนปกของผีเสื้อทีม่ี

ลักษณะทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัสจะมีมากกวาผีเสือ้ที่มีลักษณะทางพนัธุกรรมแบบโฮโม

ไซกัส แสดงใหเห็นวาลายบนปกของผีเสื้อที่มีลักษณะทางพันธกุรรมแบบเฮเทโรไซกัสมีความ

หลากหลายมากกวาผีเสื้อทีม่ีลักษณะทางพันธกุรรมแบบโฮโมไซกัส (Eanes, 2521)  

การศึกษาเรื่องคาเฮเทโรไซโกซิตีกับการเจริญเติบโตในตัวออนของซาลามานเดอร 

Ambystoma tigrinum พบวาคาเฮเทโรไซโกซิตมีีผลทําใหอัตราการเจริญเตบิโตของประชากร    

ซาลาแมนเดอรระยะตัวออนในกลุมที่มีคาเฮเทโรไซไกซิตสูีงมีอัตราการเจริญเติบโตทีม่ากกวา 

(สูงขึ้น) (Pierce และ Mitton, 1978)  
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การศึกษาเรื่องความหลากหลายของพนัธุกรรมในระดบัสูงระหวางดอกไมทะเล 

Anthopleura orientalis ที่อยูในบริเวณเดียวกนั พบวาประชากรของดอกไมทะเล Anthopleura 

orientalis มคีาเฮเทโรไซโกซิตีสูง ทําใหดอกไมทะเลมสีีที่หลากหลาย (Manchenko และคณะ, 

2000) 

สําหรับการศึกษาเกีย่วกับกบหนอง Fejervarya limnocharis โดยใชเทคนิคโปรตีนอิเล็ก

โทรโฟรีชีส โดยทาํการศึกษาเกีย่วกับพนัธุศาสตรประชากรของกบหนองในสถานที่ตางๆ ไดแก 

บริเวณหมูเกาะทางตอนใตของประเทศญีปุ่นและประเทศไตหวัน ทําใหสามารถอธบิายถงึ

ปรากฏการณ gene flow ระหวางกลุมประชากร และการแยกตวัของกลุมประชากรที่เกิดขึ้นใน

อดีตได (Toda และคณะ, 1997)  

การศึกษาเกี่ยวกับกบหนอง Fejervarya limnocharis บริเวณเกาะไตหวันและเกาะ

ใกลเคียง ผลการศึกษาพบวาลักษณะทางพนัธุกรรมของกบหนองที่สํารวจพบบนเกาะไตหวนัและ

เกาะใกลเคียงสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุมใหญ คือ กลุมที่ 1 ไดแกประชากรทีอ่ยูทางดานทศิ

ตะวันตก ทศิเหนือ และทิศใตของเกาะไตหวัน รวมทั้งประชากรที่อยูที่อยูทางเกาะทางใตของ

ประเทศจีน กลุมที ่ 2 คอืกลุมที่อยูทางทิศตะวันออกของประเทศไตหวัน สวนกลุมที ่ 3 ไดแก 

ประชากรที่อยูบนเกาะ Ryukyus ทางตอนใตของประเทศญี่ปุน (Toda และคณะ, 1998)  
 

 

 



บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

พื้นที่ทําการศึกษา แบงออกเปน 

 1. พื้นที่ฝงตะวนัตกของประเทศไทย ประกอบดวย  

1.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี 

1.2 เกาะพระทอง อ. คุระบุรี จ.พงังา 

2 พื้นที่ฝงตะวนัออกของประเทศไทย ประกอบดวย 

2.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี  เขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา           

จ.ชลบุรี 

2.2      แหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขยีว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี  

 

สัตวทดลอง 

1. กบหนอง Fejervarya limnocharis เขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี จํานวน 21 

ตัวอยาง 

2. กบหนอง Fejervarya limnocharis จากเกาะพระทอง อ. คุระบุรี จ. พังงา จาํนวน 

21 ตัวอยาง 

3. กบหนอง Fejervarya limnocharis แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา          

จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 

4. กบหนอง Fejervarya limnocharis จากพื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว อ.ศรีราชา 

จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 
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รูปที่ 3-1 บริเวณทีท่ําการสาํรวจและเก็บตัวอยางกบหนอง 

1 = พื้นที่โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

สยามบรมราชกุมารี  เขาวังเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบรีุ 

2 = เกาะพระทอง อ. คุระบรีุ จ.พงังา 

3 =  พื้นที่โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

สยามบรมราชกุมารี  เขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

4 = แหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสตัวเปดเขาเขียว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี  
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เขาวังเขมร 

รูปที่ 3-2 แผนที่ตัง้เขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ. กาญจนบุรี 

 

รูปที่ 3-3 แหลงน้าํทีท่ําการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ. กาญจนบุรี 
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รูปที่ 3-4 แผนที่ตัง้เกาะพระทอง อ.คุระบรีุ จ.พงังา 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3-5 แหลงน้าํทีท่ําการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเกาะพระทอง อ.คุระบุรี จ.พังงา 
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เขาเขียว เขาชมพู

รูปที่ 3-6 แผนที่ตัง้เขาเขียว เขาชมพู และสวนสัตวเปดเขาเขียว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 
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รูปที่ 3-7 สภาพพื้นที่ทีท่าํการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

 

รูปที่ 3-8 แหลงน้าํทีท่ําการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 
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รูปที่ 3-9 สภาพพื้นที่ทีท่าํการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองสวนสัตวเปดเขาเขียว  

อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

 

รูปที่ 3-10 แหลงน้ําที่ทาํการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองสวนสัตวเปดเขาเขียว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 
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สารเคม ี

1. Potato starch, Hydrolyzed for electrophoresis (Sigma, S5651) 

a, C7129) 

7154) 

TA) (Carlo, 405463) 

2HPO4) (Carlo, 480141) 

4) 

74030) 

0) 

igma, N6522) 

a, N0505) 

2. Trizma-Base (Sigma, T6791) 

3. Citric acid monohydrate (Sigm

4. Maleic acid (Carlo, 407266) 

5. 2-Mercaptoethanol (Sigma, M

6. Ethylenediaminetetraacetic acid (ED

7. Absolute methanol (Merck, 1.06009) 

8. Galcial acetic acid (Carlo, 401481) 

9. di-Sodium hydrogen phosphate (Na

10. conc. Hydrochloric acid (HCl) (Carlo, 403872) 

11. Magnesium chloride (MgCl2) (Sigma, M9272) 

12. Manganese (II) chloride (MnCl2) (Sigma, M363

13. Sodium hydroxide (NaOH) (Carlo, 480522) 

14. Thiazolyl blue (MTT) (Fluka, 88415) 

15. Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (Fluka, 

16. Phenazine methosulphate (PMS) (Fluka, 6860

17.  β-Nicotinamide Adenine Dinucleotide (β-NAD) (S

18. β-Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (β-NADP) (Sigm

19. 95% Ethanol 
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20. Fumaric acid (Sigma, F2752) 

, P2256) 

250) 

) 

Sigma, P7877) 

5) 

 (Sigma, M7508) 

igma, G7877) 

อุปกรณ 

กระจกใส 

ติก 

 (Vacuum pump) 

ิลิตร 

21. MonoSodium pyruvate (Sigma

22. L-Glutamic acid (Sigma, G1626) 

23. Glucose-6-phosphate (Sigma, G7

24. Na2-D,L-Isocitric acid.H2O (Fluka, 58800

25. Lithium D,L-Lactic acid (Merck, 822084) 

26. D,L-Malic acid (Sigma, M0875) 

27. Octanol (Sigma, O4500) 

28. 6-Phosphogluconic acid (

29. Glucose-1-phosphate (Sigma, G7000) 

30. Glucose-1,6-diphosphate (Sigma, G587

31. Sorbital (Fluka, 8553) 

32. Malate dehydrogenase

33. Glucose-6-phosphate dehydrogenase (S

1. 

2. กรอบพลาส

3. เครื่องดูดอากาศ

4. Erlenmeyer flask ขนาด 1,000 มิลล

5. เวอรเนีย คาลิปเปอร 
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6. ชุด Electrophoresis 

7. กระดาษกรอง 

8. ตะเกยีงแกส 

9. โกรงบดตัวอยาง 

ยกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated Centrifuge) 

 

10. เครื่องปนเหวี่ยงแ

11. เครื่องดูดสารปริมาณนอยอัตโนมัติ (Auto Micropipette) 

12. หลอดเก็บสารขนาดเล็ก (Eppendrof tube) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

16 
วิธีดําเนินการทดลอง 

วอยางกบหนอง Fejervarya limnocharis 

.00 น. ถึง 21.00 น. ดวยวิธ ี

Visual Encounter Surveys (VES) (Heyer et.al., 1993) 

ประกอบดวย  

นเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

.ไทรโยค                

ต

    2. พืน้ท วย 

นื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

.ศร            

วนสัตวเปดเขาเขยีว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

  

 

 

 

(1) การเก็บตั

การเก็บตัวอยางกบหนองทาํในเวลากลางคืนตั้งแตเวลา 19

ซึ่งตัวอยางกบหนองมาจาก สามารถ

แบงกลุมประชากรออกเปน 2 กลุมใหญ ไดแก 

1. พื้นที่ฝงตะวันตกของประเทศไทย 

1.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอั

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี  เขาวงัเขมร อ

จ.กาญจนบุรี ซึ่งสภาพพืน้ที่เปนผนืปาที่ยงัอุดมสมบรูณ  และเปนผืนปาที่

ติดตอกับผืนปาตะวนัตกของประเทศไทยและผืนปาของประเทศพมา      

จํานวน 21 ตัวอยาง 

1.2 เกาะพระทอง อ.คุระบุรี จ.พงังา ซึ่งสภาพพืน้ที่เปนเกาะที่มนี้ําทะเล

ลอมรอบ จํานวน 21 ัวอยาง 

ี่ฝงตะวันออกของประเทศไทย ประกอบด

2.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอันเ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี  เขาเขียว เขาชมพู อ ีราชา

จ.ชลบุรี ซึ่งลกัษณะพืน้ที่เปนเกาะกลางเมอืงที่ลอมรอบดวยถนน และพื้นทีท่ํา

การเกษตรกรรม จํานวน 15 ตัวอยาง 

2.2      แหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณส

เปนพืน้ที่ทีม่ีการใชประโยชนจากชาวบานและนกัทองเที่ยวเปนจาํนวนมาก 

จํานวน 15 ตัวอยาง  
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 (2) การศกึษาลักษณะสณัฐานวิทยากบหนอง Fejervarya limnocharis 

ะวัดความ

กวางแถบส

ตัวอยางทัง้หมดนํามาวัดความยาวลาํตัว (Snout and Vent Length, SVL) แล

ีบริเวณระหวางตาดวยเวอรเนยี คาลิปเปอร รวมทั้งถายรูปเพื่อเปรียบเทยีบความ

แตกตางของลกัษณะสัณฐานวทิยาของแตละพื้นที ่

 
รูปที่ 3-11 บริเวณทีท่ําการวัดความกวางของแถบสีบนหลังของกบหนอง 

 

) การสกัดเอนไซมจากตวัอยาง 

ง 

ายที่มสีวนประกอบของ Tris 0.01 M, 

EDTA 0.001 M 

ะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงแยกตะกอนแบบควบคุม

อุณหภูมิ ท เร

ที่อุณหภูมิ     

-20 องศาเซลเซยส

 gel) สําหรับการศกึษาแบบแผนไอโซไซม 

ิตร ใน 

Erlenmeyer flask 

(3

(3.1) ตัดกลามเนื้อและตับจากตัวอยางกบหนอ

(3.2) นํากลามเนื้อหรือตับที่ไดมาสกัดในสารละล

และ Mercapthoethanol 0.001 M, pH 6.8 ในอัตราสวน 1:1 (w/v) โดยบดใน

โกรงบดตัวอยางจนไดสารละลายเนื้อเดียวกัน 

(3.3) สารละลายที่ไดนํามาปนตกต

ี่ความ ็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

(3.4) ดูดสารละลายสวนใสดานบนเก็บไวในหลอดเก็บสารขนาดเล็ก เก็บไว

ี  เพื่อทาํการศึกษาตอไป 

(4) การเตรียมเจลแปง (Starch

(4.1) ชั่ง Potato starch 20.4 กรัม ละลายในบัฟเฟอรปริมาตร 170 มิลลิล

ขนาด 1,000 มิลลิลิตร โดยบัฟเฟอรแตละชนิดที่ใชจะขึ้นอยูกบัชนิดของไอโซ

ไซมที่จะทําการศึกษา 
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(4.2)   นําสารละลาย Potato starch มาทําใหรอนดวยตะเกียงแกส ระหวางการทาํให

รอนจะตองมกีารเหวีย่งสารตลอดเวลา เพื่อปองกนัไมใหสารละลายไหม และไมเกิดการแบงชั้น

ของ Potato starch กับบัฟเฟอร จนกระทัง่สารละลายใส 

(4.3) ทําการไลอากาศออกจากสารละลายดวย Vacuum pump และเทลงบนกระจกใส

ที่มีกรอบพลาสติกขนาด 15*12.5*0.6 เซนติเมตร  ปดทับดวยกระจกใสอีกแผน ตัง้ทิง้ไว 24 ชัว่โมง 

เพื่อใหแผนเจลแข็งตัวพรอมที่จะนําไปใชงาน 

(5) การศกึษาแบบแผนไอโซไซม 

(5.1) เปดกระจกที่ปดทับแผนเจล 1 ดาน และกรดีแผนเจลตามขวางหางจากขอบ

ประมาณ 5 เซนติเมตร เพื่อไวใสตัวอยางสาํหรับการศึกษา 

(5.2) หยดสารละลายตัวอยางลงบนกระดาษกรองขนาด 3*7 มิลลิเมตร วางตามแนวตั้ง

บริเวณแผนเจลที่ทาํการกรีด ตามรูปที ่ 3-12 โดยจะหยด tagging dye ลงบนกระดาษกรองวางไว 

ดานซายสุดของแผนเจล 
 

 
รูปที่ 3-12 การวางกระดาษกรองทีม่ีสารละลายตัวอยางลงบนเจล (PASTEUR และคณะ, 1988) 
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(5.3) วางแผนเจลลงบนชุดอิเล็กโทรโฟรีชีส ตามรูปที ่3-13  

 

รูปที่ 3-13 การวางแผนเจลลงบนชุดอิเลก็โทรโฟรีซีส (PASTEUR และคณะ, 1988) 

(5.4) ทําการผานกระแสไฟฟา 180 V 50 mA 10 W เปนเวลาประมาณ 4-6 ชั่วโมง  

(5.5) ทําการศึกษาแบบแผนไอโซไซมทัง้สิ้น 15 โลไซ โดย  running buffer ที่ใชในการ

ทดลองขึ้นอยูกับชนิดของไอโซไซมทีท่ําการศึกษา ซึง่ชนดิของไอโซไซมที่ทาํการศึกษาและชนิดของ 

runnig buffer ที่ใชในแตละระบบ แสดงไวในตารางที ่3-1 

(5.6) เมื่อครบกําหนดเวลา นาํแผนเจลมายอมเพื่อใหปรากฏแถบสีบนแผนเจล ซึ่ง

วิธีการยอมสีทาํตามวิธีของ PASTEUR และคณะ (1988) 

(5.7) ทําการหาคา Rf ซึ่งคา Rf คํานวณไดจาก 

 Rf = ระยะทางที่ไอโซไซมเคลื่อนที ่/ ระยะทางที ่tagging dye เคลื่อนที ่

(5.8) เมื่อไดคา Rf จากการคํานวณมาแลว จะนาํคา Rf มาแทนคาดวยตัวอักษร

ภาษาอังกฤษ โดยเริ่มตนจากแถบสีที่มีคา Rf มากที่สุด ซึ่งจะแทนดวยตัวอักษร A และเรียงลาํดับ

จากมากไปหานอยจนครบทกุคา ซึง่ตัวอักษรที่แทนคานีจ้ะใชแทนอัลลีลที่อยูในโลคัสนั้นๆ 
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(6) การวิเคราะหขอมลูแบบแผนไอโซม 

นําขอมูลอัลลีลที่ไดมาทาํการวิเคราะหขอมูลแบบแผนไอโซไซม ดวยโปรแกรม BIOSYS 

เวอรชั่น 2.0 และคํานวณหาคาตางๆ ไดแก 

(6.1) คาเฉลี่ยจํานวนอัลลีลตอ 1 โลคัส 

(6.2) เปอรเซนตโลไซที่เปน polymorphic 

(6.3) คาเฮเทโรไซโกซิตีที่คาดหมาย (Hexp) 

(6.4) คาเฮเทโรไซโกซิตีที่คํานวณได (Hobs) 

(6.5) คาความตางของลกัษณะทางพันธกุรรม (D) (genetic similarity & genetic 

distance) ตามวิธีของ Nei’s (1978) unbiased genetic distance และวิธีของ Rogers’ (1972) 

distance 
(7) การวิเคราะหทางสถิติ 

ทําการวิเคราะหทางสถิติ โดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 10.0 ซึ่งจะทาํการวิเคราะห

ทางสถิติ ดงันี ้

 (7.1) ความสัมพันธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับคาเฉลี่ยความกวางของแถบสกีลาง

หลังของกบหนองแตละกลุมประชากร 

(7.2) ความแตกตางของคาความแปรปรวนความกวางของแถบสีกลางหลังระหวางกบ

หนองทีม่ีลักษณะทางพนัธกุรรมเปนเฮเทโรไซกสักับกบหนองทีม่ีลักษณะทางพนัธกุรรมเปน        

โฮโมไซกัส ในแตละโลคัส 
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ตารางที่ 3-1 ชนิดไอโซไซม, โลคัส, แหลงเนื้อเยื่อที่ทาํการสกัด และระบบบัฟเฟอรทีใ่ชใน

การศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบหนอง 

ไอโซไซม E.C. number โลคัส เนื้อเยื่อ ระบบบัฟเฟอร 

Alcohol dehydrogenase 1.1.1.1 ADH ตับ TC 8.0 

Fumarase 4.2.1.2 FUM ตับ TC 6.7 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase 1.1.1.49 G6PD กลามเนื้อ TME 6.9 

Glutamate dehydrogenase 1.4.1.2 GLD ตับ TC 8.0 

Isocitrate dehydrogenase 1.1.1.42 IDH-1 ตับ TC 6.7 

Isocitrate dehydrogenase 1.1.1.42 IDH-2 ตับ TC 6.7 

L-Lactate dehydrogenase 1.1.1.27 LDH-1 ตับ TC 6.7 

L-Lactate dehydrogenase 1.1.1.27 LDH-2 ตับ TC 6.7 

Malate dehydrogenase 1.1.1.37 MDH-1 กลามเนื้อ TC 6.7 

Malate dehydrogenase 1.1.1.37 MDH-2 กลามเนื้อ TC 6.7 

Malic enzyme (NADP dependent) 1.1.1.40 ME-1 กลามเนื้อ TC 8.0 

Malic enzyme (NADP dependent) 1.1.1.40 ME-2 กลามเนื้อ TC 8.0 

Octanol dehydrogenase 1.1.1.73 ODH ตับ TME 6.9 

Phosphoglucomutase 5.4.2.2 PGM ตับ TC 8.0 

Sorbital dehydrogenase 1.1.1.14 SDH กลามเนื้อ TC 8.0 

TC 6.7 = Tris-citrate pH 6.7, TC 8.0 = Tris-citrate pH 8.0, TME 6.9 = Tris-Maleate-EDTA, pH 6.9 

 

 

 
 

 



บทที่  4 

ผลการทดลอง 

การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 

จากการเก็บตัวอยางกบหนองทัง้สิ้น 4 บริเวณ พบวา กบหนองที่ทาํการสํารวจพบจะมี

ความกวางของแถบสีบริเวณกลางหลังทีแ่ตกตางกนั ซึง่ลักษณะของแถบสีที่แตกตางกนัไดแสดงไว

ในรูปที่  4-1  

 

 

 

 

 ก    ข    ค 
รูปที่ 4-1 ลักษณะความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองที่แตกตางกนั 

รูป ก กบหนองที่มีแถบสีกลางหลังกวาง 

รูป ข กบหนองที่มีแถบสีกลางหลังแคบ 

รปู ค กบหนองที่ไมมีแถบสีกลางหลงั 
 

  

ซึ่งจากการสาํรวจกบหนองทั้งสิน้ 4 แหลงประชากร จาํนวนทั้งหมด 72 ตัวอยางพบวา

บริเวณเขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี จะมีคาเฉลี่ยความยาวลําตัวมากทีสุ่ด คือ 4.57 

เซนติเมตร และแหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี จะพบกบหนองที่มคีาเฉลีย่ความ

ยาวลาํตัวนอยที่สุด คือ 4.07 เซนติเมตร สวนความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองบริเวณที่

ทําการสํารวจทั้ง 4 แหง จะสามารถพบกบหนองทีม่ีแถบสีทั้ง 3 แบบ ตามรูปที่ 4-1 โดยบริเวณเขา

วังเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี จะพบกบหนองที่ไมมีแถบสีบนหลงัมากที่สุด จาํนวน 8 ตัว 

สําหรับความยาวลาํตัว (คา SVL) ของกบหนองที่สูงสุดและต่ําสุด, ความกวางของแถบสีบนหลัง

ของกบหนองที่สูงสุดและต่าํสุด รวมทั้งคาเฉลี่ยของความยาวลาํตัว (คา SVL) และความกวางของ



 

แถบสีบนหลงัของกบหนองในแตละกลุมประชากร แสดงไวในตารางที่ 4-1 และตารางที่ 4-2 

ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4-1  คาต่ําสุด, สูงสุด และคาเฉลี่ยความยาวลําตัวของกบหนองที่สํารวจพบ  

SVL 

(ซม.) กลุมประชากร 

ต่ําสุด สูงสุด เฉล่ีย 

เขาวังเขมร 3.40 6.53 4.57 + 0.78 

เกาะพระทอง 3.65 5.31 4.29 + 0.47 

แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู 3.51 5.33 4.07 + 0.48 

พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว 3.44 5.34 4.26 + 0.49 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4-2  คาต่ําสุด, สูงสุด และคาเฉลี่ยความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

ที่สํารวจพบ  

 
ความกวาง 

ของแถบส ี

(มม.) 
กลุมประชากร 

ต่ําสุด สูงสุด เฉล่ีย 

เขาวังเขมร 0.00 3.20 0.74 + 0.99 

เกาะพระทอง 0.70 3.60 2.25 + 0.97 

แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู 0.00 3.60 1.43 + 0.83 

พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว 0.00 1.40 0.38 + 0.52 

 

 

 
  
 
 
 
 
 

 

 



 

 

การวิเคราะหขอมูลแบบแผนไอโซไซม 

ในการศึกษาแบบแผนไอโซไซมทัง้สิ้น 15 โลไซในครั้งนี ้ ไดแก Alcohol 

dehydrogenase (ADH) , Fumarase (FUM), Glucose-6-phosphate dehydrogenase 

(G6PD), Glutamate dehydrogenase (GLD), Isocitrate dehydrogenase-1 (IDH-1), 

Isocitrate dehydrogenase-2 (IDH-2), L-Lactate dehydrogenase-1 (LDH-1), L-Lactate 

dehydrogenase-2 (LDH-2), Malate dehydrogenase-1 (MDH-1), Malate dehydrogenase-2 

(MDH-2), Malic enzyme-1 (ME-1), Malic enzyme-2 (ME-2), Octanol dehydrogenase 

(ODH), Phosphoglucomutase (PGM) และ Sorbital dehydrogenase (SDH) จากขอมลู

ของอัลลีลซ่ึงหาไดจากคา Rf และทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม BIOSYS เวอรชั่น 2.0 พบวาโลไซ

ทั้งหมด 15 โลไซมีทั้งสิน้ 9 โลไซทีม่ีลักษณะเปน polymorphic ไดแก Alcohol dehydrogenase 

(ADH),Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), Glutamate dehydrogenase (GLD), 

, L-Lactate dehydrogenase-1 (LDH-1), L-Lactate dehydrogenase-2 (LDH-2), Malate 

dehydrogenase-1 (MDH-1), Malate dehydrogenase-2 (MDH-2), Malic enzyme-1 (ME-1), 

Malic enzyme-2 (ME-2), Octanol dehydrogenase (ODH) และ Sorbital dehydrogenase 

(SDH) ซึ่งโลคัส Malate dehydrogenase-1 เปนโลคัสที่มีจํานวนอัลลีลมากที่สุดจาํนวน 7 อัลลีล 

สําหรับจํานวนอัลลีลตอโลคัส (A) มีคาตั้งแต 1.50-1.80 โดยกลุมประชากรจากพืน้ที่โครงการ

อนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช

กุมารี  เขาวงัเขมร อําเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี และกลุมประชากรจากเกาะพระทอง อําเภอ  

คุระบุรี จังหวดัพังงา เปนกลุมประชากรทีม่ีจํานวนอัลลีลตอโลคัสมากที่สุด เปอรเซนตโลไซที่เปน 

polymorphic (P) มีคาตั้งแต 26.7-40.0 % โดยกลุมประชากรจากเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวดั

ชลบุรี เปนกลุมประชากรที่มคีาเปอรเซ็นตโลไซที่เปน polymorphic มากที่สุด, คาเฮเทโรไซโกซิตีที่

คํานวณได (Hobs)มีคาตั้งแต 0.022-0.058 โดยกลุมประชากรจากเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวดั

ชลบุรีเปนกลุมประชากรที่มคีาเฮเทโรไซโกซิตีสูงที่สุด ซึ่งความถี่ของอัลลีลแตละโลคัสและ

จํานวนอัลลีลในแตละโลคัสแสดงไวในตารางที่ 4-3 และ 4-4 ตามลําดบั 

สําหรับคาความตางของพันธุกรรม เมื่อคํานวณตามวิธขีอง Nei’s (1978) มีคาตั้งแต 

0.293-0.615 และเมื่อคํานวณตามวิธีของ Rogers’ (1972) มีคาระหวาง 0.302-0.467 โดย

ระหวางกลุมประชากรจากสวนสัตวเปดเขาเขยีว อําเภอศรีราชา จงัหวัดชลบุรี กบักลุมประชากร

จากเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพังงา มีความตางของพันธุกรรมมากที่สุด ซึ่งคาความตาง

ของพันธุกรรมระหวางกลุมประชากร แสดงไวในตารางที ่ 4-5 และ dendrogram แสดงความ

เหมือนของพนัธุกรรมระหวางกลุมประชากร แสดงไวในรูปที่ 4-2 
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ตารางที่ 4-3 คาความถี่อัลลีลในโลไซตางๆ, จํานวนอัลลีลตอโลคัส, เปอรเซ็นตโลไซที่เปน polymorphic, คาเฮเทโรไซโกซิตตีามทฤษฎ ี 

                    และคาเฮเทโรไซโกซิตีที่คํานวณไดในประชากรกลุมตางๆ 

โลคัส 
 
  กลุมประชากร 

ADH G6PD GLD MDH-1 MDH-2 ME-1 ME-2 ODH SDH 

เขาวังเขมร 
C (1.00) C (.095) 

D (.810) 

E (.048) 

F (.048) 

A (1.00) B (.048) 

C (.405) 

F (.50) 

G (.048) 

B (1.00) C (.429) 

D (.048) 

E (.524) 

B (.571) 

C (4.29) 

B (1.00) C (.571) 

D (.119) 

E (.095) 

F (.214) 

A = 1.80 

P = 33.3 

Hexp = 0.174 

Hobs = 0.038 

เกาะพระทอง 
B (1.00) C (.048) 

E (.952) 

B (1.00) A (.238) 

B (.119) 

D (.048) 

E (.528) 

F (.048) 

G (.024) 

A (.905) 

C (.095) 

C (.238) 

D (.619) 

F (.143) 

C (1.00) B (1.00) A (.262) 

B (.286) 

C (.024) 

D (.429) 

A = 1.80 

P = 26.7 

Hexp = 0.145 

Hobs = 0.029 

 

แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู 
A = 1.50 

P = 40.0 

Hexp = 0.178 

A (.333) 

C (.667) 

A (.767) 

B (.233) 

A (1.00) G (1.00) C (1.00) C (.600) 

D (.400) 

B (.500) 

C (.300) 

D (.200) 

A (.333) 

C (.667) 

D (.133) 

F (.867) 

Hobs = 0.058 

พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว 
A = 1.50 

P = 26.7 

Hexp = 0.119 

Hobs = 0.022 

A (.333) 

B (.667) 

A (1.00) B (1.00) F (1.00) B (.80) 

C (.20) 

A (.133) 

B (.200) 

D (.333) 

F (.333) 

A (1.00) G (1.00) A (.867) 

C (.033) 

D (.10) 

 

 

P = เปอรเซนตโลไซที่เปนpolymorphic 

Hexp = คาเฮเทโรไซโกซิตีตามทฤษฎี 

Hobs = คาเฮเทโรไซโกซิตีที่คํานวณได 

 

A = จํานวนอัลลีลตอโลคัส 
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ตารางที่ 4-4 จํานวนอัลลีลในแตละโลคัส 
 
 โลคัส จํานวนอัลลลี 

Alcohol dehydrogenase (ADH) 4 

Fumarase (FUM) 1 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) 6 

Glutamate dehydrogenase (GLD) 2 

Isocitrate dehydrogenase-1 (IDH-1) 1 

Isocitrate dehydrogenase-2 (IDH-2) 1 

Malate dehydrogenase-1 (MDH-1) 7 

Malate dehydrogenase-2 (MDH-2) 3 

Malic enzyme-1 (ME-1) 6 

Malic enzyme-2 (ME-2) 4 

Lactate dehydrogenase-1 (LDH-1) 1 

Lactate dehydrogenase-2 (LDH-2) 1 

Octanol dehydrogenase (ODH) 3 

Phosphoglucomutase (PGM) 1 

Sorbital dehydrogenase (SDH) 6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4-5 คาความตางของพนัธุกรรมระหวางกลุมประชากรซึง่คํานวณตามวธิีของ  

Nei’s (1978) และวิธีของRogers’ (1972) 

ดานบนของขดี = วิธีของ Rogers’ (1972), ดานลางของขีด = วิธีของ Nei’s (1978) 

กลุมประชากร 
เขาวังเขมร เกาะพระทอง 

เขาเขียว 
เขาชมพู 

สวนสัตวเปด
เขาเขียว 

เขาวังเขมร - .407 .340 .310 

เกาะพระทอง .493 - .467 .460 

เขาเขียว เขาชมพู .362 .605 - .302 

สวนสัตวเปดเขาเขียว .311 .615 .293 - 
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Wagner tree produced by rooting at midpoint of longest path 
 *********************************************************** 
 
 
 
                        Distance from root 
 
  .00       .04       .09       .13       .18       .22       .27 
  +----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+ 
 
 
           ***********************************KANCHANABURI    
  **********                                                    
  *        *          ***************************************CHONBURI1       
  *        ************                                         
  *                   *****************************************CHONBURI2       
  *                                                             
  *************************************************************PANG-NGA        
 
 
  +----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+ 
  .00       .04       .09       .13       .18       .22       .27 

รูปที่ 4-2 dendrogram แสดงความเหมอืนของพนัธกุรรมระหวางกลุมประชากร 

 

 

 

AA     AA    AA    AA     AA    AA        AA    AA     AA    AA    AA    AA     

 
รูปที่ 4-3 แบบแผนไอโซไซมโลคัส ADH ของประชากรกบหนองบริเวณเขาวังเขมร 
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BB        BB       BB         AA      AA       AA        CC        CC      CC       DD     DD 

รูปที่ 4-4 แบบแผนไอโซไซมโลคัส G6PD ของประชากรกบหนองบริเวณเขาวังเขมร 

 

 

 

 

 

AA     AA   AA    AA    AA    AA    AA    AA     AA    AA     AA     AA     AA 

รูปที่ 4-5 แบบแผนไอโซไซมโลคัส GLD ของประชากรกบหนองบริเวณเขาวังเขมร 
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AA      AA     AA     AA    AA    AB       BB     BB     AB      BB      BB      BB      BB     

AA      AA      AA    AA     AA     AA      AA     AA     AA     AA      AA      AA      AA    

รูปที่ 4-6 แบบแผนไอโซไซมโลคัส MDH-1,2 ของประชากรกบหนองบริเวณเขาวงัเขมร 

 

 

 

 

 

 

 

 

AA      AA       AA        AA       AA       AA        AA       AA       AA       BB      

AA       AA       AA       AA        AA       AA        AA       AA       AA       AA    

รูปที่ 4-7 แบบแผนไอโซไซมโลคัส ME-1,2 ของประชากรกบหนองบริเวณพื้นที่ราบ  

สวนสัตวเปดเขาเขียว 
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AA       AA      AA        AA      AA       AA       AA        AA        AA      

รูปที่ 4-8 แบบแผนไอโซไซมโลคัส ODH ของประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4-9แบบแผนไอโซไซมโลคัส SDH ของประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง 
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การวิเคราะหทางสถิติ 

การวิเคราะหทางสถิติในครัง้นี้ไดใชโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 10.0 มาทําการวิเคราะห 

โดยเมื่อนาํคาเฉลี่ย SVL ในแตละกลุมประชากรมาหาความแตกตางทางสถิต ิไมพบความแตกตาง

ของคาเฉลี่ย SVL ในแตละกลุมประชากร (P ≤ 0.05) แสดงใหเหน็วาขนาดของกบหนองทีท่ําการ

สํารวจในแตละพื้นที่ไมมีความแตกตางกนั และเมื่อหาความแตกตางของคาเฉลีย่ความกวางของ

แถบสีบนหลงัของกบหนองในแตละกลุมประชากร พบวา คาเฉลีย่ความกวางของแถบสีบนหลงั

ของกบหนองบริเวณเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพงังา มคีาเฉลี่ยความกวางของแถบสี

แตกตางจากความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองในประชากรกลุมอ่ืน (P ≤ 0.05) และ

คาเฉลี่ยความกวางของแถบสีกลางหลงัของกบหนองบริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว อําเภอศรีราชา 

จังหวัดชลบุรีมีคาแตกตางกับคาเฉลี่ยความกวางของแถบสีบนหลังของกบหนองบริเวณเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี และจากการนาํขอมูลคาเฮเทโรไซโกซิตีมาหาความสัมพันธกับ

คาเฉลี่ยความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองในประชากรกลุมตางๆ ไมพบความสัมพนัธ

ระหวางคาทัง้สอง (r = 0.074, P ≤ 0.05) และเมื่อหาความแตกตางคาความแปรปรวนของคาเฉลีย่

ความกวางของแถบสีระหวางกบหนองทีม่ลัีกษณะทางพนัธุกรรม (genotype) แบบ โฮโมไซกัสกบั

กบหนองที่มีลักษณะทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัสในแตละโลคัสจํานวน 6 โลคัส ไดแก Alcohol 

dehydrogenase (ADH), Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), Malate 

dehydrogenase-1 (MDH-1), Malate dehydrogenase-2 (MDH-2), Malic enzymes-2 (ME-2) 

และ Sorbital dehydrogenase (SOD) ไมพบความแตกตางของคาความแปรปรวนของคาเฉลีย่

ความกวางของแถบสีระหวางกบหนองทีม่ลัีกษณะทางพนัธุกรรมตางกนั (P ≤ 0.05) ซึ่งตารางการ

วิเคราะหผลทางสถิติแสดงไวในภาคผนวก ข 

 

 

 



บทที่ 5  

วิจารณผลการศึกษา 

การวิเคราะหขอมูลแบบแผนไอโซไซม 

จากการศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบหนองในครั้งนี ้ จะพบอลัลีลที่มีความเฉพาะ 

เจาะจงตอประชากรไดในหลายโลคัส ซึ่งสามารถใชเปนเครื่องหมายทางพันธกุรรม (genetic 

marker) ในการระบุถึงแหลงที่อยูของกบหนอง เชน ในโลคัส Glutamate dehydrogenase (GLD) 

จะพบอัลลีล B เฉพาะประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพงังาเทานั้น 

โลคัส Malic enzyme-2 (ME-2) จะพบเฉพาะอัลลีล A ในประชากรกบหนองบริเวณแหลงน้ําบน

พื้นที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว ตําบลบางพระ อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรีหรือโลคัส 

Octanol dehydrogenase (ODH) จะพบอัลลีล A และ C เฉพาะประชากรกบหนองบริเวณพืน้ที่

โครงการอนุรักษพนัธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดาํริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยาม

บรมราชกุมารี  เขาเขยีว เขาชมพู ตําบลบางพระ อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรีเทานั้น และเมื่อ

พิจารณาเฉพาะประชากร 2 กลุม คือ แหลงน้ําบนพื้นที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว ตําบล

บางพระ อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี กับพืน้ทีโ่ครงการอนุรักษพนัธกุรรมพืชอันเนื่องมาจาก

พระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขาเขียว เขาชมพู ตําบลบางพระ 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ซึ่งเปนกลุมประชากรทีอ่ยูใกลกัน แตมีภูเขากั้นแบงระหวางกลุม

ประชากรทัง้สอง จากผลการทดลองจะพบวา แบบแผนของไอโซไซมที่ทาํการศึกษามีการรวมกนั

ของอัลลีลในหลายๆโลคัส ทาํใหสันนิษฐานไดวา เกิดปรากฏการณ gene flow ระหวางประชากร

ทั้ง 2 กลุมนี ้

  เมื่อเปรียบเทยีบจํานวนอัลลีลในแตละโลคัสกับสัตวสะเทินน้ําสะเทนิบกชนิดอืน่ๆทีไ่ด

ทําการศึกษาไวแลวตามตารางที่ 5-1 พบวา สวนใหญจํานวนอัลลีลในแตละโลคัสของกบหนองที่

ทําการศึกษาในครั้งนีม้ีจํานวนมากกวาสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกหลายชนิด เชน จํานวนอัลลีล

ในโลคัส Glutamate dehydrogenase (GLD) ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกทกุชนดิในตารางที ่5-1 

มีจํานวน 1 อัลลีล ในขณะที่จาํนวนอัลลีลในโลคัส GLD ของกบหนองทีท่ําการศึกษาในครัง้นีม้ี

จํานวน 2 อัลลีล  หรือจํานวนอัลลีลในโลคัส Malic enzymes-1 (ME-1) ของ Rana mortenseni 

หรือกบอองใหญ และ R.nigrovittata หรือกบอองเล็ก ทีท่าํการศึกษาโดย Matsui และคณะ 

(2001) มีจํานวนอัลลีล 1 อัลลีล และ 2 อัลลีล ตามลาํดับ แตในกบหนองทีท่ําการศึกษาครั้งนีม้ี

จํานวน 6 อัลลีล แตก็มีบางโลคัสที่จํานวนอัลลีล ของกบหนองมีจาํนวนนอยกวา เชน จาํนวนอัลลีล
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ในโลคัส Phosphoglucomutase (PGM) ในสัตวสะเทนิน้าํสะเทินบกทุกชนิดในตารางที่ 5-1 จะมี

จํานวนอัลลีลมากกวาในกบหนองทีท่ําการศึกษา  

เมื่อเปรียบเทยีบแบบแผนของไอโซไซมของกบหนองทีท่าํการศึกษาในครั้งนี้ กับการ 

ศึกษาที่ผานมา ไดแก การศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบหนองซึ่งศึกษาโดย Toda และคณะ 

(1997) ซึ่งทาํการศึกษากบหนองบริเวณตะวันตก, เกาะทางดานทิศใตของประเทศญี่ปุน, ใน    

ประเทศไตหวนั และดานตะวันออกของประเทศจีน รวมทัง้การศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบ

หนองซึ่งศกึษาโดย Toda และคณะ (1998) ซึ่งทาํการศึกษากบหนองบริเวณประเทศไตหวนัทัง้

ทางดานทิศตะวันตกและทศิตะวันออกของประเทศ และบริเวณทิศตะวันออกประเทศจนี จะพบวา 

สวนใหญจํานวนอัลลีลในโลคัสที่เหมือนกนั กบหนองทีท่ําการศึกษาครั้งนีจ้ะมจีํานวนอัลลีลที่

มากกวา รวมทั้งจาํนวนอัลลีลตอโลคัส (A) ของกบหนองทีท่ําการศึกษาครั้งนีม้ีคาสูงกวาการศึกษา

ทั้งสองครั้งที่ผานมา จงึอาจจะสรุปไดวาประชากรกบหนองในประเทศไทยมีความหลากหลายของ

พันธกุรรมมากกวาประชากรกบหนองในประเทศจนี, ประเทศไตหวนั และประเทศญี่ปุน 

สําหรับความแตกตางของลกัษณะทางพนัธุกรรม พบวา การที่ประชากรกบหนองแหลง

น้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว กับประชากรกบหนองพืน้ที่โครงการอนุรักษ

พันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดาํริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสดุาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขา

เขียว เขาชมพู มีความแตกตางของลกัษณะทางพันธกุรรมนอย (D=0.293) เนื่องจากบริเวณทัง้

สองอยูใกลกนัมีเพียงภูเขามากั้นตรงกลาง จงึทาํใหมีความแตกตางของลกัษณะทางพันธกุรรม

นอย สวนประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง จงัหวัดพงังา มีความแตกตางของลกัษณะ

พันธกุรรมกับประชากรกลุมอ่ืนๆมากที่สุด (D=0.493-0.615) เพราะวาบริเวณเกาะพระทอง ตั้งอยู

ทางดานทะเลฝงอันดามัน ซึง่มีลักษณะเปนเกาะทีม่ีน้ําทะเลลอมรอบ ประชากรของกบหนอง

บริเวณนี้จงึถูกแยกออกจากบริเวณแผนดนิ ทําใหลักษณะทางพนัธุกรรมของกบหนองบริเวณนี้

แตกตางจากบริเวณอื่นๆมากที่สุด และการที่ประชากรกบหนองบริเวณโครงการอพ.สธ. จงัหวดั

กาญจนบุรี กบัประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง จังหวัดพงังา มีความแตกตางของลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมนอยกวาประชากรของกบหนองอีกสองบริเวณทีท่ําการศกึษา เพราะวาจังหวัด

กาญจนบุรีกับจังหวัดพงังาตัง้อยูทางดานทศิตะวันตกของประเทศไทยเชนกนั ในขณะที่ประชากร

กบหนองอีก 2 บริเวณ ซึ่งอยูในจังหวัดชลบุรี ทางดานทิศตะวนัออกของประเทศไทย ซึง่อยูคนละ

ฝงของประเทศ ทําใหความแตกตางของลักษณะทางพนัธุกรรมของประชากรบริเวณพื้นที่โครงการ

อนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช

กุมารี  เขาวังเขมร อําเภอไทรโยค จังหวดักาญจนบุรี กับประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง 

จังหวัดพงังามคีานอยกวาประชากรอีก 2 กลุมที่เหลือ และจากกรณีเหตุการณคลื่นสึนามทิี่ไดพัด
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เขามาบริเวณฝงทะเลอันดามัน ซึง่เกาะพระทอง จังหวดัพังงาเปนอีกบริเวณหนึ่งที่ไดรับผลกระทบ

จากเหตุการณดังกลาว น้าํทะเลไดทวมขึ้นมาบนเกาะทั้งหมด ทําใหหนองน้ําบรเิวณทีท่ําการ

สํารวจกบหนองถูกน้ําทะเลเขาแทนที ่ จนน้ําบริเวณดังกลาวกลายเปนน้ําเค็ม (Broekhoven และ

คณะ, 2005) จึงคาดวากบหนองที่เคยอาศัยอยูบริเวณดังกลาวอาจจะสูญหายไปจนเกือบหมด 

เนื่องจากสภาพแวดลอมที่อยูอาศัยไมเหมาะสม ทาํใหความถี่อัลลีล และอัลลีลของบางโลคสัที่พบ

ไดเฉพาะบนเกาะพระทองสญูหายไปได และอาจจะทําใหลักษณะพันธกุรรมของกบหนองบริเวณ

เกาะพระทองแตกตางจากบริเวณอื่นๆทีท่ําการศึกษาในครั้งนีม้ากขึน้กวาเดิม ซึง่เปนเรื่องที่ควรจะ

ทําการศึกษาตอไป 

ขามาบริเวณฝงทะเลอันดามัน ซึง่เกาะพระทอง จังหวดัพังงาเปนอีกบริเวณหนึ่งที่ไดรับผลกระทบ

จากเหตุการณดังกลาว น้าํทะเลไดทวมขึ้นมาบนเกาะทั้งหมด ทําใหหนองน้ําบรเิวณทีท่ําการ

สํารวจกบหนองถูกน้ําทะเลเขาแทนที ่ จนน้ําบริเวณดังกลาวกลายเปนน้ําเค็ม (Broekhoven และ

คณะ, 2005) จึงคาดวากบหนองที่เคยอาศัยอยูบริเวณดังกลาวอาจจะสูญหายไปจนเกือบหมด 

เนื่องจากสภาพแวดลอมที่อยูอาศัยไมเหมาะสม ทาํใหความถี่อัลลีล และอัลลีลของบางโลคสัที่พบ

ไดเฉพาะบนเกาะพระทองสญูหายไปได และอาจจะทําใหลักษณะพันธกุรรมของกบหนองบริเวณ

เกาะพระทองแตกตางจากบริเวณอื่นๆทีท่ําการศึกษาในครั้งนีม้ากขึน้กวาเดิม ซึง่เปนเรื่องที่ควรจะ

ทําการศึกษาตอไป 

 

  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5-1 สภาพพื้นที่ทีถู่กทาํลายดวยคลืน่สึนาม ิ
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ตารางที่ 5-1 จํานวนอัลลีลในแตละโลคัสของสัตวสะเทินน้ําสะเทนิบกแตละชนิด 

 

 

 

 

จํานวนอัลลีลแตละโลคัส 
ชนิดสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 

ADH FUM G6PD GLD IDH-1 IDH-2 LDH-1 LDH-2 MDH-1 MDH-2 ME-1 ME-2 ODH PGM SDH คาเฮเทโรไซโกซติี 

Acris crepitans - - - - - - 2 1 3 2 1 - - 4 - - 

Bufo arenarum - - - - - - 2 3 3 1 - - - - - 0.116-0.236 

B. microscaphus 2 2 - 1 3 2 - - 2 - 1 2 - 2 - - 

B.  viridis - - - - - - 1 2 2 2 - - - - - 0.113-0.155 

0.00-0.013 

0.05-0.11 

0.052-0.178 

0.00-0.018 Heleophryne natalensis - - - - 2 - - - 2 2 2 - - 2 - 

Microhylidae - - - - 9 7 6 11 8 2 8 5 - 9 - 

Rana boylei - - - 1 1 1 1 1 1 1 - - - - - - 

R. limnocharis - 3 - 1 4 3 2 2 3 5 4 4 - 6 - - 

R. limnocharis (in Taiwan) - 3 - 1 3 3 1 3 3 4 4 3 - 6 - 

R. muscosa - - - 1 2 1 2 1 1 1 - - - - - - 

R. mortenseni - 1 - 1 1 1 1 1 1 - 1 2 - 1 - 0.04 

 

 

R. nigrovittata - 2 - 1 1 2 2 3 2 - 2 4 - 3 - 

R. ruglosa - - - 2 2 2 1 2 2 2 - - - 2 2 0.216 
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การวิเคราะหทางสถิติ 

จากการวิเคราะหผลทางสถติิไมพบความสัมพันธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะ

ทางสัณฐานวทิยาของกบหนอง ไดแก ความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนอง แสดงใหเห็นวา

ในการศึกษาครั้งนี้คาเฮเทโรไซโกซิตีไมมีสวนเกีย่วของกับลักษณะทางสณัฐานวิทยาของกบหนอง 

ไดแก ความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนอง และเมื่อหาความแตกตางของความแปรปรวน

ของความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองระหวางกบหนองที่มีลักษณะทางพนัธุกรรม 

(genotype) แบบเฮเทโรไซกัสกับกบหนองทีม่ีลักษณะทางพนัธกุรรมแบบโฮโมไซกัส ในโลคัส 

ADH, G6PD, MDH-1, MDH-2 , ME-2 และ SOD  ซึง่ไมพบความแตกตางของความแปรปรวน

ดังกลาว แสดงใหเห็นวาไมมีโลคัสใดในการศึกษาครั้งนีเ้กี่ยวของกับความหลากหลายของลักษณะ

ทางสัณฐานวทิยาของกบหนอง ซึง่แตกตางกับผีเสื้อกลางคืน Danaus plexippus ที่พบวาโลคัสที่

สรางเอนไซม Mannose phosphate isomerase (MPI) โลคัสที่สรางเอนไซม 

Phosphoglucomutase (PGM) เกี่ยวของกับความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

ไดแก ความยาวของปก และความกวางของจุดบนปก (Eanes, 1978) รวมทัง้ปลาทะเล Fundulus 

heteroclitus ซึ่งโลคัสที่สรางเอนไซม Lactate dehydrogenase (LDH) จะมีสวนเกี่ยวของกบั

ความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวทิยามากทีสุ่ด เชน ความยาวของครบีทอง, จาํนวน

เกล็ดดานขางลําตัว หรือจํานวนครีบดานทอง เปนตน การที่ส่ิงมีชีวิตเหลานี้มีความสัมพันธระหวาง

คาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพราะวาสิ่งมีชวีติเหลานี้มีการเคลื่อนที่ไดไกล 

และมีพื้นทีห่ากินหลากหลาย จึงเกิดปรากฏการณ gene flow ทําใหมีความหลากหลายทาง

พันธกุรรมสูง และจะตองมกีารพรางตัว หรือปรับตัวใหเขาสภาพแวดลอมที่อยูอาศยั เพื่อความอยู

รอด จึงทาํใหพบความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะทางสณัฐานวิทยาของ

ส่ิงมีชีวิตเหลานี้ แตทั้งนี้ความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยาไมไดข้ึนอยูกับลักษณะ

ทางพนัธุกรรมเพียงอยางอยางเดียว แตยังขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมที่ส่ิงมีชีวิตชนิดนัน้อาศัยอยูดวย 

จึงอาจเปนไปไดวา ความหลากหลายของกบหนองที่ทาํการศึกษาในครั้งนี้อาจจะขึ้นอยูกบั

ส่ิงแวดลอมในแตกลุมประชากรดวย 

 
 

 
 

 



บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 

1. จํานวนกบหนองที่สํารวจพบจากทั้งหมด 4 บริเวณ มจีํานวนดังนี ้

(1.1) เขาวังเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี จํานวน 21 ตัวอยาง 

(1.2) พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขียว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 

(1.3) แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 

(1.4) เกาะพระทอง อ. คุระบุรี จ. พังงา จาํนวน 21 ตัวอยาง 

2. ความยาวลําตัวของกบหนองที่สํารวจพบ (Snout and Vent Length, SVL) มี

คาเฉลี่ยระหวาง 4.07-4.57 เซนติเมตร และมีคาเฉลี่ยความกวางของแถบสีบนหลงัระหวาง 0.38-

2.25 มิลลิเมตร 

3. การศึกษาแบบแผนไอโซไซมจํานวน 15 โลไซ มีจาํนวน 9 โลไซที่มีลักษณะเปน 

polymorphic ไดแก Alcohol dehydrogenase (ADH), Glucosse-6-phosphate 

dehydrogenase (G6PD), Glutamate dehydrogenase (GLD), Malate dehydrogenase-1 

(MDH-1), Malate dehydrogenase-2 (MDH-2), Malic enzyme-1 (ME-1), Malic enzyme-2 

(ME-2), Octanol dehydrogenase (ODH) และ Sorbital dehydrogenase (SDH)  และอีก 6    

โลไซมีลักษณะเปน monomorphic ไดแก Fumarase (FUM), Isocitrate dehydrogenase-1 

(IDH-1), Isocitrate dehydrogenase (IDH-2), Lactate dehydrogenase-1 (LDH-1), Lactate 

dehydrogenase-2 (LDH-2) และ Phosphoglucomutase (PGM) ซึ่งมีจาํนวนอัลลีลระหวาง

โลคัสระหวาง 1.50-1.80, เปอรเซนตโลไซที่เปน polymorphic ระหวาง 26.7-40.0 และคา           

เฮเทโรไซโกซติีระหวาง 0.022-0.058 

4.  พบเครื่องหมายทางพนัธุกรรม (genetic marker) ที่ใชระบุถงึแหลงที่มาของกลุม

ประชากรในโลคัส Glutamate dehydrogenase (GLD) จะพบอัลลีล B เฉพาะประชากรกบหนอง

บริเวณเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพังงาเทานัน้ โลคัส Malic enzyme-2 (ME-2) จะพบ

เฉพาะอัลลีล A ในประชากรกบหนองบริเวณแหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว 

ตําบลบางพระ อําเภอศรรีาชา จังหวัดชลบุรีหรือโลคัส Octanol dehydrogenase (ODH) จะ

พบอัลลีล A และ C เฉพาะประชากรกบหนองบริเวณพื้นที่โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอัน

เนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขาเขียว เขาชมพู 

ตําบลบางพระ อําเภอศรีราชา จงัหวัดชลบุรี 
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5. ความเหมอืนของลักษณะทางพันธกุรรม พบวา ประชากรกบหนองบริเวณสวนสัตว

เปดเขาเขียว กับประชากรกบหนองบริเวณเขาเขียว มีความแตกตางของลกัษณะทางพันธกุรรม

นอยที่สุด สวนประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง จังหวัดพงังา มีความแตกตางของลกัษณะ

พันธกุรรมกับประชากรกลุมอ่ืนๆมากที่สุด และจากเหตุการณคลืน่สึนามพิัดเขามาบริเวณเกาะ 

พระทองทาํใหที่อยูอาศัยของกบหนองเกิดการเปลี่ยนแปลง จงึคาดวาจะทาํใหลักษณะทาง

พันธกุรรมของกบหนองบนเกาะพระทองมกีารเปลี่ยนแปลง จนเกิดความแตกตางของลักษณะทาง

พันธกุรรมกับประชากรกลุมอ่ืนๆ มากกวาเดิม

6. ผลการวเิคราะหทางสถิติไมพบความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะ

ทางสัณฐานวทิยา ไดแก ความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนอง และไมพบวามีโลคัสใดเกี่ยวของ

กับความหลากหลายของลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
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ภาคผนวก ก 

การเตรยีมสารเคมี

การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

1. Tris-Citrate pH 6.9 

 Electrode buffer pH 6.3  

 Tris (0.22 M)       135.0 g 

 Citric acid (monohydrate) (0.08 M)      90.0 g 

 เติมน้ําจนครบ       5,000 mL. 

ปรับคา pH เปน 6.3 ดวย Tris หรือ Citric acid (1 M ) 

 Gel buffer pH 6.7 

Tris (0.008 M)            4.9 g 

 Citric acid (monohydrate) (0.003 M)         3.2 g 

 เติมน้ําจนครบ       5,000 mL. 

ปรับคา pH เปน 6.7 ดวย Tris หรือ Citric acid (1 M ) 

2. Tris-Citrate pH 8.0 

 Electrode buffer pH 8.0  

 Tris (0.62 M)         378.2 g 

 Citric acid (monohydrate) (0.08 M)      150.0 g 

 เติมน้ําจนครบ       5,000 mL. 

ปรับคา pH เปน 8.0 ดวย Tris หรือ Citric acid (1 M ) 
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Gel buffer pH 8.0 

 Electrode buffer        160 mL. 

 เติมน้ําจนครบ       5,000 mL. 

ปรับคา pH เปน 8.0 ดวย Tris หรือ Citric acid (1 M ) 

3. Tris-Maleate-EDTA pH 6.9 

 Electrode buffer pH 6.9  

 Tris (0.1 M)         60.5 g 

 Maleic acid (anhydride) (0.08 M)      49.0 g 

 EDTA (0.01 M )         18.6 g   

 MgCl2 . 6H2O (0.01 M )        10.0 g 

 เติมน้ําจนครบ       5,000 mL. 

ปรับคา pH เปน 6.9 ดวย NaOH น้ําหนกัประมาณ 10 g และ Tris หรือ Maleic acid (anhydride) 

(1 M ) 

 Gel buffer pH 6.9 

 Electrode buffer         40 mL. 

 เติมน้ําจนครบ         400 mL. 

ปรับคา pH เปน 8.0 ดวย Tris หรือ Maleic acid (anhydride) (1 M ) 
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ภาคผนวก ข 

ตารางทางสถิติ

ตาราง ข-1 คาเฉลี่ยความกวางของแถบสบีนหลงัของกบหนองในแตละกลุมประชากร 

Descriptives

WIDTH

21 2.2548 .9681 .2113 1.8141 2.6954 .70 3.60
15 .3760 .5151 .1330 9.074E-02 .6613 .00 1.40
15 1.4333 .8287 .2140 .9744 1.8922 .00 3.60
21 .7381 .9937 .2168 .2858 1.1904 .00 3.20
72 1.2499 1.1289 .1330 .9846 1.5151 .00 3.60

1.00
2.00
3.00
4.00
Total

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound

95% Confidence Interval for
Mean

Minimum Maximum

 

ตาราง ข-2 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

ระหวางกลุมประชากร 

ANOVA

WIDTH

38.666 3 12.889 16.912 .000
51.822 68 .762
90.488 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
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ตาราง ข-3 ตารางแสดงการเปรียบเทียบความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนองระหวางกลุม

ประชากร ดวยวิธีการ LSD 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: WIDTH
LSD

1.8788* .2951 .000 1.2899 2.4677
.8214* .2951 .007 .2325 1.4103

1.5167* .2694 .000 .9791 2.0543
-1.8788* .2951 .000 -2.4677 -1.2899
-1.0573* .3188 .001 -1.6934 -.4212
-.3621 .2951 .224 -.9510 .2268
-.8214* .2951 .007 -1.4103 -.2325
1.0573* .3188 .001 .4212 1.6934
.6952* .2951 .021 .1063 1.2841

-1.5167* .2694 .000 -2.0543 -.9791
.3621 .2951 .224 -.2268 .9510

-.6952* .2951 .021 -1.2841 -.1063

(J) GROUP
2.00
3.00
4.00
1.00
3.00
4.00
1.00
2.00
4.00
1.00
2.00
3.00

(I) GROUP
1.00

2.00

3.00

4.00

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 
 

 

ตาราง ข-4 คาเฉลี่ยความยาวของลาํตัว (SVL) ของกบหนองในแตละกลุมประชากร 

Descriptives

SVL

21 4.2910 .4701 .1026 4.0769 4.5050 3.65 5.33
15 4.2560 .4925 .1272 3.9833 4.5287 3.44 5.34
15 4.0713 .4767 .1231 3.8073 4.3353 3.51 5.33
21 4.5743 .7782 .1698 4.2200 4.9285 3.40 6.35
72 4.3206 .5990 7.059E-02 4.1798 4.4613 3.40 6.35

1.00
2.00
3.00
4.00
Total

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound

95% Confidence Interval for
Mean

Minimum Maximum

 

 

 

 

 

 



 
48 

 
ตาราง ข-5 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบความยาวลาํตวั (SVL)ของกบหนอง 

ระหวางกลุมประชากร 

ANOVA

SVL

2.365 3 .788 2.319 .083
23.111 68 .340
25.475 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 

 

ตาราง ข-6 คาสหสัมพนัธ ระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

 
Correlations

1.000 .074
. .537

72 72
.074 1.000
.537 .

72 72

Pearson Correlation
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correlation
Sig. (2-tailed)
N

BAND1

HETERO1

BAND1 HETERO1

 

 

 

 

 

ตาราง ข-7 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

โลคัส ADH 

ANOVA

ADH

1.032 1 1.032 1.191 .279
60.665 70 .867
61.697 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
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ตาราง ข-8 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

โลคัส G6PD 

ANOVA

G6PD

3.601 1 3.601 3.369 .071
74.824 70 1.069
78.425 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 
 
 

ตาราง ข-9 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

โลคัส MDH-1 

ANOVA

MDH1

.103 1 .103 .080 .778
90.385 70 1.291
90.488 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 
 
 

ตาราง ข-10 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสบีนหลงัของกบหนอง 

โลคัส MDH-2 

ANOVA

MDH2

.321 1 .321 .249 .619
90.167 70 1.288
90.488 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
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ตาราง ข-11 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสบีนหลงัของกบหนอง 

โลคัส ME-2 

ANOVA

ME2

3.292 1 3.292 3.945 .051
58.406 70 .834
61.697 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 

ตาราง ข-12 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสบีนหลงัของกบหนอง 

โลคัส SOD 

ANOVA

SOD

1.625 1 1.625 1.280 .262
88.863 70 1.269
90.488 71

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นายอนุสรณ ปานสุข เกิดเมื่อวันที่ 9 มนีาคม พ.ศ. 2522 ที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ 

สําเร็จการศึกษาระดับวทิยาศาสตรบัณฑติ (ชีววทิยา) ในปการศึกษา 2543 จากคณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลยัศิลปากร เขาศึกษาตอในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพนัธุศาสตร 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศกึษา 2544 โดยไดรับทุนอุดหนนุการศึกษา 

เพื่อทาํหนาทีผู่ชวยสอน ประจําปการศึกษา 2545 และ 2546 จากบัณฑิตวทิยาลัย จฬุาลงกรณ

มหาวิทยาลยั และไดเขารวมเสนองานวิทยานิพนธภาคโปสเตอร ในงานประชุมวิชาการ           

พันธุศาสตรแหงชาติ คร้ังที่ 14 ประจําป พ.ศ. 2547 
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