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ระหวาง 0.119-0.178 และเมื่อคํานวณทางสถิติไมพบความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโรไซโกซติีกับ
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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 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กบหนอง (Fejervarya limnocharis)  เปนสัตวสะเทนิน้าํสะเทินบกชนิดหนึง่ทีพ่บมาก

ในประเทศไทย อาศยัอยูไดในสภาพแวดลอมที่แตกตางกนัหลายแบบ เชน รองน้ําไหล ในบงึ  แอง

น้ําใหม รวมทัง้ในระดับความสูงของพื้นทีท่ี่แตกตางกัน นอกจากนี้กบหนองมีลักษณะทางสัณฐาน

หลายแบบ จึงคาดวากบชนิดนี้นาจะมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสงู ซึ่งจากการศึกษา

เกี่ยวกับกบหนอง (Fejervarya limnocharis)  ในประเทศไทย สวนใหญจะเนนการศึกษาทางดาน

อนุกรมวธิาน จํานวนโครโมโซม และรูปแบบของโครโมโซม สําหรับการศึกษาดานพนัธุศาสตร

ประชากรของกบหนอง ยังคงมีอยูนอยมาก  

ในการศึกษาเกี่ยวกับพนัธุศาสตรประชากร โดยการหาคาเฮเทโรไซโกซิตีของประชากร

ส่ิงมีชีวิตในธรรมชาติ จะทําใหทราบถงึลักษณะโครงสรางทางพนัธกุรรมของประชากรสิ่งมชีีวิต

เหลานั้น  และยังทําใหทราบถึงชนิดอัลลีลและความถีข่องอัลลีลในแตละกลุมประชากร คาเฮเทโร

ไซโกซิตีของประชากรเหลานั้นยังสามารถแสดงใหทราบวาประชากรเหลานั้นมีลักษณะโครงสราง

ทางพนัธุกรรมอยางไรและจะมีความสามารถปรับตัวใหอยูในสภาพสมดุลไดหรือไม นอกจากนี้ยงั

พบวาในการศึกษาคาเฮเทโรไซโกซิตียังมีความสัมพนัธกบัลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอัตราการ

เจริญเติบโตในสิ่งมชีีวิตหลายชนิด  

อยางไรก็ตาม การที่คาเฮเทโรไซโกซติีของสิ่งมีชีวิตเหลานี้ในประชากรมีคาสงูและมี

ความสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตของสิ่งมีชวีิตเหลานี้ในประชากรเหลานั้น ทําใหส่ิงมีชวีิต

เหลานี้มีความสามารถในการปรับตัวสูง เกิดการคัดเลอืกพันธุตามธรรมชาติ อีกทั้งสิง่มีชวีิตที่มี

ลักษณะทางพนัธุกรรมเปนแบบเฮเทโรไซกสัมีการเจริญเติบโตไดดีกวา ทําใหมีโอกาสอยูรอดได

ดีกวาสิง่มีชวีิตที่มีลักษณะพนัธุกรรมแบบโฮโมไซกัส และเมื่อมีอัตราการเจริญเติบโตสูงขึ้นทําใหมี

โอกาสอยูรอดของสมาชิกในประชากรไดดีกวา หรือ ในกรณีทีท่ําใหมีความหลากหลายของ

ลักษณะทางสณัฐานวิทยามากขึ้น ก็อาจทําใหส่ิงมีชวีิตเหลานั้นสามารถหลบหลกีหรือพรางตัวได

มากขึ้นกลมกลืนกับสภาพแวดลอมไดหลายแบบ ทัง้นี้เนื่องจากสิ่งแวดลอมในธรรมชาติมี

หลากหลายและมีการเปลีย่นแปลงอยูตลอดเวลา  

การศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษาลกัษณะโครงสรางทางพันธุศาสตรประชากรของกบ

หนอง (Fejervarya limnocharis)  โดยการศึกษาจากแบบแผนไอโซไซม เพื่อหาคาเฮเทโรไซโกซติี
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ของกลุมประชากรกบหนองในพืน้ที่ตางๆ ทีแ่ตกตางกนั และเพื่อหาความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโร

ไซโกซิตีกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของกบหนองในพืน้ที่ตางๆ อีกทั้งเพื่อประเมนิโครงสรางทาง

พันธกุรรมและขนาดประชากรของกบหนองในพืน้ที่ตางๆเหลานั้น ซึ่งจะสงผลใหมีการวางแผนเพื่อ

การจัดการกบัประชากรของกบหนอง และการอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติในแตละพื้นที่ไดอยาง

เหมาะสมและอยางถูกตองในอนาคตตอไป 

วัตถุประสงค 

1. หาคาเฮเทโรไซโกซิตีในแตละกลุมประชากรของกบหนองที่ศึกษาในพื้นที่ตางๆ  

2. หาความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโรไซโกซติีกับลักษณะทางสัณฐานวทิยา    

ของกบหนอง 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากงานวิจยัครั้งนี ้

1. ทราบถงึความหลากหลายทางพันธุกรรมของกบหนองในแตละกลุมประชากรที่อยู

ในสภาพพื้นทีท่ี่แตกตางกัน 

2. สามารถประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกบหนองกับลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาที่ปรากฏ 

 

 

 

 
 

 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เฮเทโรไซโกซิตี  

HEDRICK, 1999 ไดอธิบาย ไววา เฮเทโรไซโกซิตี คือ สัดสวนของสิง่มีชีวิตทีม่ีลักษณะ

ทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัส กับ โลไซทั้งหมดในประชากรของสิ่งมีชีวิตที่ทาํการศึกษา ซึ่ง

ความสาํคัญของคาเฮเทโรไซโกซิตี เปนคาที่แสดงถงึความหลากหลายของพันธุกรรมในประชากร

นั้นๆ โดยประชากรใดมีคาเฮเทโรไซโกซติีสูง แสดงใหเห็นวาประชากรกลุมนัน้มีความหลากหลาย

ทางพนัธุกรรมสูง ดังนั้น การที่ประชากรกลุมนัน้มีความหลากหลายทางพันธกุรรมสูง ทําใหมี

ความสามารถในการปรับตัวอยูไดในสภาพแวดลอมที่มีความหลากหลายไดเชนกัน 

ชีววทิยาของกบหนอง 

 กบหนอง Fejervarya limnocharis เปน สัตวสะเทนิน้ําสะเทนิบก  

 จัดอยูใน  Phylum Chordata,  

   Class Amphibia,  

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

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 2-1 ลักษณะภายนอกและความหลากหลายของแถบสีกลางลาํตัวของกบหนอง 

กบชนิดนี้ เดมิมีชื่อวทิยาศาสตรวา Rana limnocharis ลักษณะทางสัณฐานวทิยา มี

ลําตัวปอม สีเขียวมะกอกหรือสีน้ําตาลออน สวนหวัเรียว ปลายปากมน ระยะหางระหวางตาแคบ

กวาเปลือกตาบน ผิวหนังชืน้ บนหลงัมีจดุสีน้ําตาลเขมขนาดใหญกระจายอยูทัว่ไป และมีรอยพบั

ของผิวหนังเปนแนวตามยาวลําตัวประมาณ 3-5 แนว ที่กลางลาํตัวจะเหน็แถบสีเขมรูป W ขอบ



 
4 

ปากบนและลางมีแถบสเีขม บางตัวอาจจะมีเสนกลางตัว ทองสีขาวออกครีม เยื่อแกวหูอยูใต

ผิวหนัง แขนและนิ้วมือส้ัน นิ้วเทามีพงัผืด ปลายนิว้มน นิ้วที ่ 1 ยาวกวานิ้วที ่ 2  มตีุมแข็งบริเวณ

กลางฝาเทา  กบหนองจัดเปนกบที่พบอาศัยอยูบริเวณพื้นราบและหบุเขาทัว่ทัง้ประเทศไทย และมี

ความหลากหลายทางสัณฐานวิทยาสงู (Tayler, 1962 ; ธัญญา จัน่อาจ, 2546)  

การศึกษาทัว่ไปเกี่ยวกับประชากรกบหนองในประเทศไทย ไดมีการศึกษาสาํรวจ

เกี่ยวกับจํานวนประชากรของกบหนองในพื้นที่ตางๆ พบวากบหนองสามารถอาศยัอยูไดในพืน้ที่

ทั่วไปหลายแบบและหลายแหงของประเทศไทย (ธัญญา  จัน่อาจ, 2530 ; ศรีวรรณ จิระสุขทวี, 

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

ปานสุข, 2543) 
 
การศึกษาแบบแผนไอโซไซมในสัตวสะเทินน้ําสะเทนิบกและในกบหนอง(Fejervarya 

limnocharis)  

การศึกษาแบบแผนไอโซไซม ถูกนาํมาใชในการศึกษาเกี่ยวกับการจดัจําแนกกลุมของ

ส่ิงมีชีวิตและการศึกษาทางดานพันธุศาสตรประชากร  

การนาํวิธกีารศึกษาแบบแผนไอโซไซมไปใชในการจัดจาํแนกกลุมส่ิงมชีีวิต ไดมี

การศึกษาในสตัวสะเทนิน้ําสะเทนิบกหลายชนิด ตัวอยางเชน การตรวจสอบ serum albumin ของ

กบ Rana pipiens 2 ชนิดยอย เพือ่หาลักษณะทางพนัธุกรรมของลูกผสมทีเ่กิดจากการผสม

ระหวางชนิดยอยทั้ง  2 ชนิด (Platz, 1976)  การศึกษาความหลากหลายของแบบแผนไอโซไซมใน

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

microscaphus complex โดยใชขอมูลทางอัลโลไซม (Gergus, 1998)  การศึกษาความ

หลากหลายของแบบแผนไอโซไซมในกบอองเล็ก Rana nigrovittata เปรียบเทียบกับกบอองใหญ 

R. mortenseni  ทีพ่บในประเทศไทย (Matsui และคณะ, 2001)  

นอกจากนี้ไดมีนําวิธกีารศึกษาแบบแผนไอโซไซม เพื่อใชในการศึกษาดานพนัธุศาสตร

ประชากรของสัตวสะเทนิน้ําสะเทนิบกหลายชนิด ตัวอยางเชน การศึกษาปฎิสัมพนัธของ gene 

flow ระหวางประชากรกบ Leopard frog  2 ชนิด ที่อาศัยอยูในบริเวณเดียวกนั  คือ Rana pipens 

berlandieri กบั plain type Rana pipens (Platz, 1972)    มีการใชแบบแผนไอโซไซมเพื่อศึกษา

ความหลากหลายทางชีวเคมีในประชากรของคางคกอารเจนตินา Bufo arenarum พบวา คางคก

ชนิดนี้มเีปอรเซ็นตของ Polymorphisms สูงกวาคางคกชนิดอื่นๆ (Matthews, 1975)   
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 Ward และคณะ, 1987 ทาํการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยวิธีไอโซไซม

ในกลุมประชากรของ Cricket frog Acris crepitans ที่พบบริเวณทางตอนใตและตอนเหนือของ

มลรัฐเท็กซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา เพื่อศึกษาความแตกตางทางพนัธกุรรมระหวางประชากรในแต

ละกลุม   

Karakousis และคณะ, 1995  ไดศึกษาความแตกตางทางพนัธุกรรมและลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของคางคกสีเขียว Bufo viridis บริเวณทางตอนเหนือของประเทศกรีซ  และ มีผู

ศึกษาความสมัพันธเชงิววิฒันาการของสัตวสะเทนิน้ําสะเทนิบก ในวงศ Microhylidae จาํนวน 12 

ชนิด ที่ในประเทศปาปวนวิกนิ ี(Sumida และคณะ, 2000) โดยการศึกษาแบบแผนของไอโซไซม

รวมทัง้มีการศึกษาความแตกตางทางพนัธกุรรมของกบ South African ghost frog, Heleophryne 

natalensis จาํนวน 5 กลุมประชากร ที่พบในบริเวณทวปีแอฟริกา (Grobler และคณะ, 2003)  ดัง

จะเหน็ไดวา การศึกษาแบบแผนไอโซไซมสามารถนําไปใชอธิบายถงึปรากฏการณ gene flow  ใน

ประชากรได 

นอกจากการศึกษาแบบแผนไอโซไซมที่นาํไปใชในการจัดจําแนกกลุมของสิ่งมีชวีิต และ

ศึกษาดาน gene flow แลว ยังไดมกีารนําวธิีการศึกษาแบบแผนไอโซไซมไปศึกษาความสัมพันธ

ของคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตัวอยางเชน การศึกษาความสัมพันธระหวาง

คาเฮเทโรไซโกซิตีกับความหลากหลายของลักษณะทางสณัฐานวิทยาในประชากรธรรมชาติใน

ปลาทะเล Fundulus heteroclitus  พบวาคาความแปรปรวนของความยาวครีบของปลาทีม่ี

ลักษณะทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัสจะมากกวาปลาที่มีลักษณะทางพันธุกรรมแบบโฮโมไซกัส 

แสดงใหเหน็วา ความยาวครีบของปลาที่มีลักษณะทางพนัธกุรรมแบบเฮเทโรไซกัสมีความ

หลากหลายมากกวาปลาทีม่ีลักษณะทางพันธกุรรมแบบ  โฮโมไซกัส (Mitton, 1978) 

 การศึกษาเรื่องความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยากับคา  เฮเทโรไซโกซิตี

ในผีเสื้อกลางคืน Danaus plexippus พบวาคาความแปรปรวนของลายบนปกของผีเสื้อทีม่ี

ลักษณะทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัสจะมีมากกวาผีเสือ้ที่มีลักษณะทางพนัธุกรรมแบบโฮโม

ไซกัส แสดงใหเห็นวาลายบนปกของผีเสื้อที่มีลักษณะทางพันธกุรรมแบบเฮเทโรไซกัสมีความ

หลากหลายมากกวาผีเสื้อทีม่ีลักษณะทางพันธกุรรมแบบโฮโมไซกัส (Eanes, 2521)  

การศึกษาเรื่องคาเฮเทโรไซโกซิตีกับการเจริญเติบโตในตัวออนของซาลามานเดอร 

Ambystoma tigrinum พบวาคาเฮเทโรไซโกซิตมีีผลทําใหอัตราการเจริญเตบิโตของประชากร    

ซาลาแมนเดอรระยะตัวออนในกลุมที่มีคาเฮเทโรไซไกซิตสูีงมีอัตราการเจริญเติบโตทีม่ากกวา 

(สูงขึ้น) (Pierce และ Mitton, 1978)  
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การศึกษาเรื่องความหลากหลายของพนัธุกรรมในระดบัสูงระหวางดอกไมทะเล 

Anthopleura orientalis ที่อยูในบริเวณเดียวกนั พบวาประชากรของดอกไมทะเล Anthopleura 

orientalis มคีาเฮเทโรไซโกซิตีสูง ทําใหดอกไมทะเลมสีีที่หลากหลาย (Manchenko และคณะ, 

2000) 

สําหรับการศึกษาเกีย่วกับกบหนอง Fejervarya limnocharis โดยใชเทคนิคโปรตีนอิเล็ก

โทรโฟรีชีส โดยทาํการศึกษาเกีย่วกับพนัธุศาสตรประชากรของกบหนองในสถานที่ตางๆ ไดแก 

บริเวณหมูเกาะทางตอนใตของประเทศญีปุ่นและประเทศไตหวัน ทําใหสามารถอธบิายถงึ

ปรากฏการณ gene flow ระหวางกลุมประชากร และการแยกตวัของกลุมประชากรที่เกิดขึ้นใน

อดีตได (Toda และคณะ, 1997)  

การศึกษาเกี่ยวกับกบหนอง Fejervarya limnocharis บริเวณเกาะไตหวันและเกาะ

ใกลเคียง ผลการศึกษาพบวาลักษณะทางพนัธุกรรมของกบหนองที่สํารวจพบบนเกาะไตหวนัและ

เกาะใกลเคียงสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุมใหญ คือ กลุมที่ 1 ไดแกประชากรทีอ่ยูทางดานทศิ

ตะวันตก ทศิเหนือ และทิศใตของเกาะไตหวัน รวมทั้งประชากรที่อยูที่อยูทางเกาะทางใตของ

ประเทศจีน กลุมที ่ 2 คอืกลุมที่อยูทางทิศตะวันออกของประเทศไตหวัน สวนกลุมที ่ 3 ไดแก 

ประชากรที่อยูบนเกาะ Ryukyus ทางตอนใตของประเทศญี่ปุน (Toda และคณะ, 1998)  
 

 

 



บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

พื้นที่ทําการศึกษา แบงออกเปน 

 1. พื้นที่ฝงตะวนัตกของประเทศไทย ประกอบดวย  

1.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี 

1.2 เกาะพระทอง อ. คุระบุรี จ.พงังา 

2 พื้นที่ฝงตะวนัออกของประเทศไทย ประกอบดวย 

2.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี  เขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา           

จ.ชลบุรี 

2.2      แหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขยีว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี  

 

สัตวทดลอง 

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

ตัวอยาง 

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

21 ตัวอยาง 

3. กบหนอง Fejervarya limnocharis แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา          

จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 

4. กบหนอง Fejervarya limnocharis จากพื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว อ.ศรีราชา 

จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 
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รูปที่ 3-1 บริเวณทีท่ําการสาํรวจและเก็บตัวอยางกบหนอง 

1 = พื้นที่โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

สยามบรมราชกุมารี  เขาวังเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบรีุ 

2 = เกาะพระทอง อ. คุระบรีุ จ.พงังา 

3 =  พื้นที่โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

สยามบรมราชกุมารี  เขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

4 = แหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสตัวเปดเขาเขียว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี  

 



 

8 
 

 

 

 

 

 

 

 

เขาวังเขมร 

รูปที่ 3-2 แผนที่ตัง้เขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ. กาญจนบุรี 

 

รูปที่ 3-3 แหลงน้าํทีท่ําการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ. กาญจนบุรี 
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รูปที่ 3-4 แผนที่ตัง้เกาะพระทอง อ.คุระบรีุ จ.พงังา 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3-5 แหลงน้าํทีท่ําการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเกาะพระทอง อ.คุระบุรี จ.พังงา 
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เขาเขียว เขาชมพู

รูปที่ 3-6 แผนที่ตัง้เขาเขียว เขาชมพู และสวนสัตวเปดเขาเขียว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 
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รูปที่ 3-7 สภาพพื้นที่ทีท่าํการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

 

รูปที่ 3-8 แหลงน้าํทีท่ําการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 
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รูปที่ 3-9 สภาพพื้นที่ทีท่าํการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองสวนสัตวเปดเขาเขียว  

อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

 

รูปที่ 3-10 แหลงน้ําที่ทาํการสํารวจเก็บตัวอยางกบหนองสวนสัตวเปดเขาเขียว 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. เวอรเนีย คาลิปเปอร 
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6. ชุด Electrophoresis 

7. กระดาษกรอง 

8. ตะเกยีงแกส 

9. โกรงบดตัวอยาง 

ยกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated Centrifuge) 

 

10. เครื่องปนเหวี่ยงแ

11. เครื่องดูดสารปริมาณนอยอัตโนมัติ (Auto Micropipette) 

12. หลอดเก็บสารขนาดเล็ก (Eppendrof tube) 
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วิธีดําเนินการทดลอง 

วอยางกบหนอง Fejervarya limnocharis 

.00 น. ถึง 21.00 น. ดวยวิธ ี

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

ประกอบดวย  

นเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

.ไทรโยค                

ต

    2. พืน้ท วย 

นื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ

.ศร            

วนสัตวเปดเขาเขยีว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

  

 

 

 

(1) การเก็บตั

การเก็บตัวอยางกบหนองทาํในเวลากลางคืนตั้งแตเวลา 19

ซึ่งตัวอยางกบหนองมาจาก สามารถ

แบงกลุมประชากรออกเปน 2 กลุมใหญ ไดแก 

1. พื้นที่ฝงตะวันตกของประเทศไทย 

1.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอั

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี  เขาวงัเขมร อ

จ.กาญจนบุรี ซึ่งสภาพพืน้ที่เปนผนืปาที่ยงัอุดมสมบรูณ  และเปนผืนปาที่

ติดตอกับผืนปาตะวนัตกของประเทศไทยและผืนปาของประเทศพมา      

จํานวน 21 ตัวอยาง 

1.2 เกาะพระทอง อ.คุระบุรี จ.พงังา ซึ่งสภาพพืน้ที่เปนเกาะที่มนี้ําทะเล

ลอมรอบ จํานวน 21 ัวอยาง 

ี่ฝงตะวันออกของประเทศไทย ประกอบด

2.1 พื้นที่โครงการอนุรักษพันธกุรรมพืชอันเ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี  เขาเขียว เขาชมพู อ ีราชา

จ.ชลบุรี ซึ่งลกัษณะพืน้ที่เปนเกาะกลางเมอืงที่ลอมรอบดวยถนน และพื้นทีท่ํา

การเกษตรกรรม จํานวน 15 ตัวอยาง 

2.2      แหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณส

เปนพืน้ที่ทีม่ีการใชประโยชนจากชาวบานและนกัทองเที่ยวเปนจาํนวนมาก 

จํานวน 15 ตัวอยาง  
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 (2) การศกึษาลักษณะสณัฐานวิทยากบหนอง Fejervarya limnocharis 

ะวัดความ

กวางแถบส

ตัวอยางทัง้หมดนํามาวัดความยาวลาํตัว (Snout and Vent Length, SVL) แล

ีบริเวณระหวางตาดวยเวอรเนยี คาลิปเปอร รวมทั้งถายรูปเพื่อเปรียบเทยีบความ

แตกตางของลกัษณะสัณฐานวทิยาของแตละพื้นที ่

 
รูปที่ 3-11 บริเวณทีท่ําการวัดความกวางของแถบสีบนหลังของกบหนอง 

 

) การสกัดเอนไซมจากตวัอยาง 

ง 

ายที่มสีวนประกอบของ Tris 0.01 M, 

EDTA 0.001 M 

ะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงแยกตะกอนแบบควบคุม

อุณหภูมิ ท เร

ที่อุณหภูมิ     

-20 องศาเซลเซยส

 gel) สําหรับการศกึษาแบบแผนไอโซไซม 

ิตร ใน 

Erlenmeyer flask 

(3

(3.1) ตัดกลามเนื้อและตับจากตัวอยางกบหนอ

(3.2) นํากลามเนื้อหรือตับที่ไดมาสกัดในสารละล

และ Mercapthoethanol 0.001 M, pH 6.8 ในอัตราสวน 1:1 (w/v) โดยบดใน

โกรงบดตัวอยางจนไดสารละลายเนื้อเดียวกัน 

(3.3) สารละลายที่ไดนํามาปนตกต

ี่ความ ็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

(3.4) ดูดสารละลายสวนใสดานบนเก็บไวในหลอดเก็บสารขนาดเล็ก เก็บไว

ี  เพื่อทาํการศึกษาตอไป 

(4) การเตรียมเจลแปง (Starch

(4.1) ชั่ง Potato starch 20.4 กรัม ละลายในบัฟเฟอรปริมาตร 170 มิลลิล

ขนาด 1,000 มิลลิลิตร โดยบัฟเฟอรแตละชนิดที่ใชจะขึ้นอยูกบัชนิดของไอโซ

ไซมที่จะทําการศึกษา 
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(4.2)   นําสารละลาย Potato starch มาทําใหรอนดวยตะเกียงแกส ระหวางการทาํให

รอนจะตองมกีารเหวีย่งสารตลอดเวลา เพื่อปองกนัไมใหสารละลายไหม และไมเกิดการแบงชั้น

ของ Potato starch กับบัฟเฟอร จนกระทัง่สารละลายใส 

(4.3) ทําการไลอากาศออกจากสารละลายดวย Vacuum pump และเทลงบนกระจกใส

ที่มีกรอบพลาสติกขนาด 15*12.5*0.6 เซนติเมตร  ปดทับดวยกระจกใสอีกแผน ตัง้ทิง้ไว 24 ชัว่โมง 

เพื่อใหแผนเจลแข็งตัวพรอมที่จะนําไปใชงาน 

(5) การศกึษาแบบแผนไอโซไซม 

(5.1) เปดกระจกที่ปดทับแผนเจล 1 ดาน และกรดีแผนเจลตามขวางหางจากขอบ

ประมาณ 5 เซนติเมตร เพื่อไวใสตัวอยางสาํหรับการศึกษา 

(5.2) หยดสารละลายตัวอยางลงบนกระดาษกรองขนาด 3*7 มิลลิเมตร วางตามแนวตั้ง

บริเวณแผนเจลที่ทาํการกรีด ตามรูปที ่ 3-12 โดยจะหยด tagging dye ลงบนกระดาษกรองวางไว 

ดานซายสุดของแผนเจล 
 

 
รูปที่ 3-12 การวางกระดาษกรองทีม่ีสารละลายตัวอยางลงบนเจล (PASTEUR และคณะ, 1988) 
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(5.3) วางแผนเจลลงบนชุดอิเล็กโทรโฟรีชีส ตามรูปที ่3-13  

 

รูปที่ 3-13 การวางแผนเจลลงบนชุดอิเลก็โทรโฟรีซีส (PASTEUR และคณะ, 1988) 

(5.4) ทําการผานกระแสไฟฟา 180 V 50 mA 10 W เปนเวลาประมาณ 4-6 ชั่วโมง  

(5.5) ทําการศึกษาแบบแผนไอโซไซมทัง้สิ้น 15 โลไซ โดย  running buffer ที่ใชในการ

ทดลองขึ้นอยูกับชนิดของไอโซไซมทีท่ําการศึกษา ซึง่ชนดิของไอโซไซมที่ทาํการศึกษาและชนิดของ 

runnig buffer ที่ใชในแตละระบบ แสดงไวในตารางที ่3-1 

(5.6) เมื่อครบกําหนดเวลา นาํแผนเจลมายอมเพื่อใหปรากฏแถบสีบนแผนเจล ซึ่ง

วิธีการยอมสีทาํตามวิธีของ PASTEUR และคณะ (1988) 

(5.7) ทําการหาคา Rf ซึ่งคา Rf คํานวณไดจาก 

 Rf = ระยะทางที่ไอโซไซมเคลื่อนที ่/ ระยะทางที ่tagging dye เคลื่อนที ่

(5.8) เมื่อไดคา Rf จากการคํานวณมาแลว จะนาํคา Rf มาแทนคาดวยตัวอักษร

ภาษาอังกฤษ โดยเริ่มตนจากแถบสีที่มีคา Rf มากที่สุด ซึ่งจะแทนดวยตัวอักษร A และเรียงลาํดับ

จากมากไปหานอยจนครบทกุคา ซึง่ตัวอักษรที่แทนคานีจ้ะใชแทนอัลลีลที่อยูในโลคัสนั้นๆ 
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(6) การวิเคราะหขอมลูแบบแผนไอโซม 

นําขอมูลอัลลีลที่ไดมาทาํการวิเคราะหขอมูลแบบแผนไอโซไซม ดวยโปรแกรม BIOSYS 

เวอรชั่น 2.0 และคํานวณหาคาตางๆ ไดแก 

(6.1) คาเฉลี่ยจํานวนอัลลีลตอ 1 โลคัส 

(6.2) เปอรเซนตโลไซที่เปน polymorphic 

(6.3) คาเฮเทโรไซโกซิตีที่คาดหมาย (Hexp) 

(6.4) คาเฮเทโรไซโกซิตีที่คํานวณได (Hobs) 

(6.5) คาความตางของลกัษณะทางพันธกุรรม (D) (genetic similarity & genetic 

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

distance 
(7) การวิเคราะหทางสถิติ 

ทําการวิเคราะหทางสถิติ โดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 10.0 ซึ่งจะทาํการวิเคราะห

ทางสถิติ ดงันี ้

 (7.1) ความสัมพันธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับคาเฉลี่ยความกวางของแถบสกีลาง

หลังของกบหนองแตละกลุมประชากร 

(7.2) ความแตกตางของคาความแปรปรวนความกวางของแถบสีกลางหลังระหวางกบ

หนองทีม่ีลักษณะทางพนัธกุรรมเปนเฮเทโรไซกสักับกบหนองทีม่ีลักษณะทางพนัธกุรรมเปน        

โฮโมไซกัส ในแตละโลคัส 
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ตารางที่ 3-1 ชนิดไอโซไซม, โลคัส, แหลงเนื้อเยื่อที่ทาํการสกัด และระบบบัฟเฟอรทีใ่ชใน

การศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบหนอง 

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 กลามเนื้อ 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 กลามเนื้อ TC 6.7 

Malate dehydrogenase 1.1.1.37 MDH-2 กลามเนื้อ TC 6.7 

Malic enzyme (NADP dependent) 1.1.1.40 ME-1 กลามเนื้อ TC 8.0 

Malic enzyme (NADP dependent) 1.1.1.40 ME-2 กลามเนื้อ 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 กลามเนื้อ 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 

จากการเก็บตัวอยางกบหนองทัง้สิ้น 4 บริเวณ พบวา กบหนองที่ทาํการสํารวจพบจะมี

ความกวางของแถบสีบริเวณกลางหลังทีแ่ตกตางกนั ซึง่ลักษณะของแถบสีที่แตกตางกนัไดแสดงไว

ในรูปที่  4-1  

 

 

 

 

 ก    ข    ค 
รูปที่ 4-1 ลักษณะความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองที่แตกตางกนั 

รูป ก กบหนองที่มีแถบสีกลางหลังกวาง 

รูป ข กบหนองที่มีแถบสีกลางหลังแคบ 

รปู ค กบหนองที่ไมมีแถบสีกลางหลงั 
 

  

ซึ่งจากการสาํรวจกบหนองทั้งสิน้ 4 แหลงประชากร จาํนวนทั้งหมด 72 ตัวอยางพบวา

บริเวณเขาวงัเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี จะมีคาเฉลี่ยความยาวลําตัวมากทีสุ่ด คือ 4.57 

เซนติเมตร และแหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี จะพบกบหนองที่มคีาเฉลีย่ความ

ยาวลาํตัวนอยที่สุด คือ 4.07 เซนติเมตร สวนความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองบริเวณที่

ทําการสํารวจทั้ง 4 แหง จะสามารถพบกบหนองทีม่ีแถบสีทั้ง 3 แบบ ตามรูปที่ 4-1 โดยบริเวณเขา

วังเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี จะพบกบหนองที่ไมมีแถบสีบนหลงัมากที่สุด จาํนวน 8 ตัว 

สําหรับความยาวลาํตัว (คา SVL) ของกบหนองที่สูงสุดและต่ําสุด, ความกวางของแถบสีบนหลัง

ของกบหนองที่สูงสุดและต่าํสุด รวมทั้งคาเฉลี่ยของความยาวลาํตัว (คา SVL) และความกวางของ



 

แถบสีบนหลงัของกบหนองในแตละกลุมประชากร แสดงไวในตารางที่ 4-1 และตารางที่ 4-2 

ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4-1  คาต่ําสุด, สูงสุด และคาเฉลี่ยความยาวลําตัวของกบหนองที่สํารวจพบ  

SVL 

(ซม.) กลุมประชากร 

ต่ําสุด สูงสุด เฉล่ีย 

เขาวังเขมร 3.40 6.53 4.57 + 0.78 

เกาะพระทอง 3.65 5.31 4.29 + 0.47 

แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู 3.51 5.33 4.07 + 0.48 

พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว 3.44 5.34 4.26 + 0.49 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4-2  คาต่ําสุด, สูงสุด และคาเฉลี่ยความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

ที่สํารวจพบ  

 
ความกวาง 

ของแถบส ี

(มม.) 
กลุมประชากร 

ต่ําสุด สูงสุด เฉล่ีย 

เขาวังเขมร 0.00 3.20 0.74 + 0.99 

เกาะพระทอง 0.70 3.60 2.25 + 0.97 

แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู 0.00 3.60 1.43 + 0.83 

พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว 0.00 1.40 0.38 + 0.52 

 

 

 
  
 
 
 
 
 

 

 



 

 

การวิเคราะหขอมูลแบบแผนไอโซไซม 

ในการศึกษาแบบแผนไอโซไซมทัง้สิ้น 15 โลไซในครั้งนี ้ ไดแก 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) จากขอมลู

ของอัลลีลซ่ึงหาไดจากคา Rf และทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม BIOSYS เวอรชั่น 2.0 พบวาโลไซ

ทั้งหมด 15 โลไซมีทั้งสิน้ 9 โลไซทีม่ีลักษณะเปน polymorphic ไดแก 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 เปนโลคัสที่มีจํานวนอัลลีลมากที่สุดจาํนวน 7 อัลลีล 

สําหรับจํานวนอัลลีลตอโลคัส (A) มีคาตั้งแต 1.50-1.80 โดยกลุมประชากรจากพืน้ที่โครงการ

อนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช

กุมารี  เขาวงัเขมร อําเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี และกลุมประชากรจากเกาะพระทอง อําเภอ  

คุระบุรี จังหวดัพังงา เปนกลุมประชากรทีม่ีจํานวนอัลลีลตอโลคัสมากที่สุด เปอรเซนตโลไซที่เปน 

polymorphic (P) มีคาตั้งแต 26.7-40.0 % โดยกลุมประชากรจากเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวดั

ชลบุรี เปนกลุมประชากรที่มคีาเปอรเซ็นตโลไซที่เปน polymorphic มากที่สุด, คาเฮเทโรไซโกซิตีที่

คํานวณได (Hobs)มีคาตั้งแต 0.022-0.058 โดยกลุมประชากรจากเขาเขียว อําเภอศรีราชา จังหวดั

ชลบุรีเปนกลุมประชากรที่มคีาเฮเทโรไซโกซิตีสูงที่สุด ซึ่งความถี่ของอัลลีลแตละโลคัสและ

จํานวนอัลลีลในแตละโลคัสแสดงไวในตารางที่ 4-3 และ 4-4 ตามลําดบั 

สําหรับคาความตางของพันธุกรรม เมื่อคํานวณตามวิธขีอง Nei’s (1978) มีคาตั้งแต 

0.293-0.615 และเมื่อคํานวณตามวิธีของ Rogers’ (1972) มีคาระหวาง 0.302-0.467 โดย

ระหวางกลุมประชากรจากสวนสัตวเปดเขาเขยีว อําเภอศรีราชา จงัหวัดชลบุรี กบักลุมประชากร

จากเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพังงา มีความตางของพันธุกรรมมากที่สุด ซึ่งคาความตาง

ของพันธุกรรมระหวางกลุมประชากร แสดงไวในตารางที ่ 4-5 และ dendrogram แสดงความ

เหมือนของพนัธุกรรมระหวางกลุมประชากร แสดงไวในรูปที่ 4-2 
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ตารางที่ 4-3 คาความถี่อัลลีลในโลไซตางๆ, จํานวนอัลลีลตอโลคัส, เปอรเซ็นตโลไซที่เปน polymorphic, คาเฮเทโรไซโกซิตตีามทฤษฎ ี 

                    และคาเฮเทโรไซโกซิตีที่คํานวณไดในประชากรกลุมตางๆ 

โลคัส 
 
  กลุมประชากร 

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 

 

แหลงน้ําบนเขาเขียว 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 

พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขยีว 
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 = เปอรเซนตโลไซที่เปนpolymorphic 

Hexp = คาเฮเทโรไซโกซิตีตามทฤษฎี 

Hobs = คาเฮเทโรไซโกซิตีที่คํานวณได 

 

A = จํานวนอัลลีลตอโลคัส 
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ตารางที่ 4-4 จํานวนอัลลีลในแตละโลคัส 
 
 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 คาความตางของพนัธุกรรมระหวางกลุมประชากรซึง่คํานวณตามวธิีของ  

Nei’s (1978) และวิธีของRogers’ (1972) 

ดานบนของขดี = วิธีของ Rogers’ (1972), ดานลางของขีด = วิธีของ Nei’s (1978) 

กลุมประชากร 
เขาวังเขมร เกาะพระทอง 

เขาเขียว 
เขาชมพู 

สวนสัตวเปด
เขาเขียว 

เขาวังเขมร - .407 .340 .310 

เกาะพระทอง .493 - .467 .460 

เขาเขียว เขาชมพู .362 .605 - .302 

สวนสัตวเปดเขาเขียว .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 แสดงความเหมอืนของพนัธกุรรมระหวางกลุมประชากร 

 

 

 

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

 
รูปที่ 4-3 แบบแผนไอโซไซมโลคัส ADH ของประชากรกบหนองบริเวณเขาวังเขมร 
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BB        BB       BB         AA      AA       AA        CC        CC      CC       DD     DD 

รูปที่ 4-4 แบบแผนไอโซไซมโลคัส G6PD ของประชากรกบหนองบริเวณเขาวังเขมร 

 

 

 

 

 

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

รูปที่ 4-5 แบบแผนไอโซไซมโลคัส 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 แบบแผนไอโซไซมโลคัส 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 แบบแผนไอโซไซมโลคัส ME-1,2 ของประชากรกบหนองบริเวณพื้นที่ราบ  

สวนสัตวเปดเขาเขียว 
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AA       AA      AA        AA      AA       AA       AA        AA        AA      

รูปที่ 4-8 แบบแผนไอโซไซมโลคัส ODH ของประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4-9แบบแผนไอโซไซมโลคัส SDH ของประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง 
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การวิเคราะหทางสถิติ 

การวิเคราะหทางสถิติในครัง้นี้ไดใชโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 10.0 มาทําการวิเคราะห 

โดยเมื่อนาํคาเฉลี่ย SVL ในแตละกลุมประชากรมาหาความแตกตางทางสถิต ิไมพบความแตกตาง

ของคาเฉลี่ย SVL ในแตละกลุมประชากร (P ≤ 0.05) แสดงใหเหน็วาขนาดของกบหนองทีท่ําการ

สํารวจในแตละพื้นที่ไมมีความแตกตางกนั และเมื่อหาความแตกตางของคาเฉลีย่ความกวางของ

แถบสีบนหลงัของกบหนองในแตละกลุมประชากร พบวา คาเฉลีย่ความกวางของแถบสีบนหลงั

ของกบหนองบริเวณเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพงังา มคีาเฉลี่ยความกวางของแถบสี

แตกตางจากความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองในประชากรกลุมอ่ืน (P ≤ 0.05) และ

คาเฉลี่ยความกวางของแถบสีกลางหลงัของกบหนองบริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว อําเภอศรีราชา 

จังหวัดชลบุรีมีคาแตกตางกับคาเฉลี่ยความกวางของแถบสีบนหลังของกบหนองบริเวณเขาเขียว 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี และจากการนาํขอมูลคาเฮเทโรไซโกซิตีมาหาความสัมพันธกับ

คาเฉลี่ยความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองในประชากรกลุมตางๆ ไมพบความสัมพนัธ

ระหวางคาทัง้สอง (r = 0.074, P ≤ 0.05) และเมื่อหาความแตกตางคาความแปรปรวนของคาเฉลีย่

ความกวางของแถบสีระหวางกบหนองทีม่ลัีกษณะทางพนัธุกรรม (genotype) แบบ โฮโมไซกัสกบั

กบหนองที่มีลักษณะทางพนัธุกรรมแบบเฮเทโรไซกัสในแตละโลคัสจํานวน 6 โลคัส ไดแก 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) ไมพบความแตกตางของคาความแปรปรวนของคาเฉลีย่

ความกวางของแถบสีระหวางกบหนองทีม่ลัีกษณะทางพนัธุกรรมตางกนั (P ≤ 0.05) ซึ่งตารางการ

วิเคราะหผลทางสถิติแสดงไวในภาคผนวก ข 

 

 

 



บทที่ 5  

วิจารณผลการศึกษา 

การวิเคราะหขอมูลแบบแผนไอโซไซม 

จากการศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบหนองในครั้งนี ้ จะพบอลัลีลที่มีความเฉพาะ 

เจาะจงตอประชากรไดในหลายโลคัส ซึ่งสามารถใชเปนเครื่องหมายทางพันธกุรรม (genetic 

marker) ในการระบุถึงแหลงที่อยูของกบหนอง เชน ในโลคัส Glutamate dehydrogenase (GLD) 

จะพบอัลลีล B เฉพาะประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพงังาเทานั้น 

โลคัส Malic enzyme-2 (ME-2) จะพบเฉพาะอัลลีล A ในประชากรกบหนองบริเวณแหลงน้ําบน

พื้นที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว ตําบลบางพระ อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรีหรือโลคัส 

Octanol dehydrogenase (ODH) จะพบอัลลีล A และ C เฉพาะประชากรกบหนองบริเวณพืน้ที่

โครงการอนุรักษพนัธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดาํริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยาม

บรมราชกุมารี  เขาเขยีว เขาชมพู ตําบลบางพระ อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรีเทานั้น และเมื่อ

พิจารณาเฉพาะประชากร 2 กลุม คือ แหลงน้ําบนพื้นที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว ตําบล

บางพระ อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี กับพืน้ทีโ่ครงการอนุรักษพนัธกุรรมพืชอันเนื่องมาจาก

พระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขาเขียว เขาชมพู ตําบลบางพระ 

อําเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ซึ่งเปนกลุมประชากรทีอ่ยูใกลกัน แตมีภูเขากั้นแบงระหวางกลุม

ประชากรทัง้สอง จากผลการทดลองจะพบวา แบบแผนของไอโซไซมที่ทาํการศึกษามีการรวมกนั

ของอัลลีลในหลายๆโลคัส ทาํใหสันนิษฐานไดวา เกิดปรากฏการณ gene flow ระหวางประชากร

ทั้ง 2 กลุมนี ้

  เมื่อเปรียบเทยีบจํานวนอัลลีลในแตละโลคัสกับสัตวสะเทินน้ําสะเทนิบกชนิดอืน่ๆทีไ่ด

ทําการศึกษาไวแลวตามตารางที่ 5-1 พบวา สวนใหญจํานวนอัลลีลในแตละโลคัสของกบหนองที่

ทําการศึกษาในครั้งนีม้ีจํานวนมากกวาสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกหลายชนิด เชน จํานวนอัลลีล

ในโลคัส Glutamate dehydrogenase (GLD) ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกทกุชนดิในตารางที ่5-1 

มีจํานวน 1 อัลลีล ในขณะที่จาํนวนอัลลีลในโลคัส GLD ของกบหนองทีท่ําการศึกษาในครัง้นีม้ี

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

หรือกบอองใหญ และ R.nigrovittata หรือกบอองเล็ก ทีท่าํการศึกษาโดย Matsui และคณะ 

(2001) มีจํานวนอัลลีล 1 อัลลีล และ 2 อัลลีล ตามลาํดับ แตในกบหนองทีท่ําการศึกษาครั้งนีม้ี

จํานวน 6 อัลลีล แตก็มีบางโลคัสที่จํานวนอัลลีล ของกบหนองมีจาํนวนนอยกวา เชน จาํนวนอัลลีล
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ในโลคัส Phosphoglucomutase (PGM) ในสัตวสะเทนิน้าํสะเทินบกทุกชนิดในตารางที่ 5-1 จะมี

จํานวนอัลลีลมากกวาในกบหนองทีท่ําการศึกษา  

เมื่อเปรียบเทยีบแบบแผนของไอโซไซมของกบหนองทีท่าํการศึกษาในครั้งนี้ กับการ 

ศึกษาที่ผานมา ไดแก การศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบหนองซึ่งศึกษาโดย Toda และคณะ 

(1997) ซึ่งทาํการศึกษากบหนองบริเวณตะวันตก, เกาะทางดานทิศใตของประเทศญี่ปุน, ใน    

ประเทศไตหวนั และดานตะวันออกของประเทศจีน รวมทัง้การศึกษาแบบแผนไอโซไซมของกบ

หนองซึ่งศกึษาโดย Toda และคณะ (1998) ซึ่งทาํการศึกษากบหนองบริเวณประเทศไตหวนัทัง้

ทางดานทิศตะวันตกและทศิตะวันออกของประเทศ และบริเวณทิศตะวันออกประเทศจนี จะพบวา 

สวนใหญจํานวนอัลลีลในโลคัสที่เหมือนกนั กบหนองทีท่ําการศึกษาครั้งนีจ้ะมจีํานวนอัลลีลที่

มากกวา รวมทั้งจาํนวนอัลลีลตอโลคัส (A) ของกบหนองทีท่ําการศึกษาครั้งนีม้ีคาสูงกวาการศึกษา

ทั้งสองครั้งที่ผานมา จงึอาจจะสรุปไดวาประชากรกบหนองในประเทศไทยมีความหลากหลายของ

พันธกุรรมมากกวาประชากรกบหนองในประเทศจนี, ประเทศไตหวนั และประเทศญี่ปุน 

สําหรับความแตกตางของลกัษณะทางพนัธุกรรม พบวา การที่ประชากรกบหนองแหลง

น้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว กับประชากรกบหนองพืน้ที่โครงการอนุรักษ

พันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดาํริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสดุาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขา

เขียว เขาชมพู มีความแตกตางของลกัษณะทางพันธกุรรมนอย (D=0.293) เนื่องจากบริเวณทัง้

สองอยูใกลกนัมีเพียงภูเขามากั้นตรงกลาง จงึทาํใหมีความแตกตางของลกัษณะทางพันธกุรรม

นอย สวนประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง จงัหวัดพงังา มีความแตกตางของลกัษณะ

พันธกุรรมกับประชากรกลุมอ่ืนๆมากที่สุด (D=0.493-0.615) เพราะวาบริเวณเกาะพระทอง ตั้งอยู

ทางดานทะเลฝงอันดามัน ซึง่มีลักษณะเปนเกาะทีม่ีน้ําทะเลลอมรอบ ประชากรของกบหนอง

บริเวณนี้จงึถูกแยกออกจากบริเวณแผนดนิ ทําใหลักษณะทางพนัธุกรรมของกบหนองบริเวณนี้

แตกตางจากบริเวณอื่นๆมากที่สุด และการที่ประชากรกบหนองบริเวณโครงการอพ.สธ. จงัหวดั

กาญจนบุรี กบัประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง จังหวัดพงังา มีความแตกตางของลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมนอยกวาประชากรของกบหนองอีกสองบริเวณทีท่ําการศกึษา เพราะวาจังหวัด

กาญจนบุรีกับจังหวัดพงังาตัง้อยูทางดานทศิตะวันตกของประเทศไทยเชนกนั ในขณะที่ประชากร

กบหนองอีก 2 บริเวณ ซึ่งอยูในจังหวัดชลบุรี ทางดานทิศตะวนัออกของประเทศไทย ซึง่อยูคนละ

ฝงของประเทศ ทําใหความแตกตางของลักษณะทางพนัธุกรรมของประชากรบริเวณพื้นที่โครงการ

อนุรักษพันธกุรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช

กุมารี  เขาวังเขมร อําเภอไทรโยค จังหวดักาญจนบุรี กับประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง 

จังหวัดพงังามคีานอยกวาประชากรอีก 2 กลุมที่เหลือ และจากกรณีเหตุการณคลื่นสึนามทิี่ไดพัด
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เขามาบริเวณฝงทะเลอันดามัน ซึง่เกาะพระทอง จังหวดัพังงาเปนอีกบริเวณหนึ่งที่ไดรับผลกระทบ

จากเหตุการณดังกลาว น้าํทะเลไดทวมขึ้นมาบนเกาะทั้งหมด ทําใหหนองน้ําบรเิวณทีท่ําการ

สํารวจกบหนองถูกน้ําทะเลเขาแทนที ่ จนน้ําบริเวณดังกลาวกลายเปนน้ําเค็ม (Broekhoven และ

คณะ, 2005) จึงคาดวากบหนองที่เคยอาศัยอยูบริเวณดังกลาวอาจจะสูญหายไปจนเกือบหมด 

เนื่องจากสภาพแวดลอมที่อยูอาศัยไมเหมาะสม ทาํใหความถี่อัลลีล และอัลลีลของบางโลคสัที่พบ

ไดเฉพาะบนเกาะพระทองสญูหายไปได และอาจจะทําใหลักษณะพันธกุรรมของกบหนองบริเวณ

เกาะพระทองแตกตางจากบริเวณอื่นๆทีท่ําการศึกษาในครั้งนีม้ากขึน้กวาเดิม ซึง่เปนเรื่องที่ควรจะ

ทําการศึกษาตอไป 

ขามาบริเวณฝงทะเลอันดามัน ซึง่เกาะพระทอง จังหวดัพังงาเปนอีกบริเวณหนึ่งที่ไดรับผลกระทบ

จากเหตุการณดังกลาว น้าํทะเลไดทวมขึ้นมาบนเกาะทั้งหมด ทําใหหนองน้ําบรเิวณทีท่ําการ

สํารวจกบหนองถูกน้ําทะเลเขาแทนที ่ จนน้ําบริเวณดังกลาวกลายเปนน้ําเค็ม (Broekhoven และ

คณะ, 2005) จึงคาดวากบหนองที่เคยอาศัยอยูบริเวณดังกลาวอาจจะสูญหายไปจนเกือบหมด 

เนื่องจากสภาพแวดลอมที่อยูอาศัยไมเหมาะสม ทาํใหความถี่อัลลีล และอัลลีลของบางโลคสัที่พบ

ไดเฉพาะบนเกาะพระทองสญูหายไปได และอาจจะทําใหลักษณะพันธกุรรมของกบหนองบริเวณ

เกาะพระทองแตกตางจากบริเวณอื่นๆทีท่ําการศึกษาในครั้งนีม้ากขึน้กวาเดิม ซึง่เปนเรื่องที่ควรจะ

ทําการศึกษาตอไป 

 

  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5-1 สภาพพื้นที่ทีถู่กทาํลายดวยคลืน่สึนาม ิ
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ตารางที่ 5-1 จํานวนอัลลีลในแตละโลคัสของสัตวสะเทินน้ําสะเทนิบกแตละชนิด 

 

 

 

 

จํานวนอัลลีลแตละโลคัส 
ชนิดสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 

ADH FUM G6PD GLD IDH-1 IDH-2 LDH-1 LDH-2 MDH-1 MDH-2 ME-1 ME-2 ODH PGM SDH คาเฮเทโรไซโกซติี 

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 



 
36 

การวิเคราะหทางสถิติ 

จากการวิเคราะหผลทางสถติิไมพบความสัมพันธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะ

ทางสัณฐานวทิยาของกบหนอง ไดแก ความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนอง แสดงใหเห็นวา

ในการศึกษาครั้งนี้คาเฮเทโรไซโกซิตีไมมีสวนเกีย่วของกับลักษณะทางสณัฐานวิทยาของกบหนอง 

ไดแก ความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนอง และเมื่อหาความแตกตางของความแปรปรวน

ของความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนองระหวางกบหนองที่มีลักษณะทางพนัธุกรรม 

(genotype) แบบเฮเทโรไซกัสกับกบหนองทีม่ีลักษณะทางพนัธกุรรมแบบโฮโมไซกัส ในโลคัส 

ADH, G6PD, MDH-1, MDH-2 , ME-2 และ SOD  ซึง่ไมพบความแตกตางของความแปรปรวน

ดังกลาว แสดงใหเห็นวาไมมีโลคัสใดในการศึกษาครั้งนีเ้กี่ยวของกับความหลากหลายของลักษณะ

ทางสัณฐานวทิยาของกบหนอง ซึง่แตกตางกับผีเสื้อกลางคืน Danaus plexippus ที่พบวาโลคัสที่

สรางเอนไซม Mannose phosphate isomerase (MPI) โลคัสที่สรางเอนไซม 

Phosphoglucomutase (PGM) เกี่ยวของกับความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

ไดแก ความยาวของปก และความกวางของจุดบนปก (Eanes, 1978) รวมทัง้ปลาทะเล Fundulus 

heteroclitus ซึ่งโลคัสที่สรางเอนไซม Lactate dehydrogenase (LDH) จะมีสวนเกี่ยวของกบั

ความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวทิยามากทีสุ่ด เชน ความยาวของครบีทอง, จาํนวน

เกล็ดดานขางลําตัว หรือจํานวนครีบดานทอง เปนตน การที่ส่ิงมีชีวิตเหลานี้มีความสัมพันธระหวาง

คาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพราะวาสิ่งมีชวีติเหลานี้มีการเคลื่อนที่ไดไกล 

และมีพื้นทีห่ากินหลากหลาย จึงเกิดปรากฏการณ gene flow ทําใหมีความหลากหลายทาง

พันธกุรรมสูง และจะตองมกีารพรางตัว หรือปรับตัวใหเขาสภาพแวดลอมที่อยูอาศยั เพื่อความอยู

รอด จึงทาํใหพบความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะทางสณัฐานวิทยาของ

ส่ิงมีชีวิตเหลานี้ แตทั้งนี้ความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยาไมไดข้ึนอยูกับลักษณะ

ทางพนัธุกรรมเพียงอยางอยางเดียว แตยังขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมที่ส่ิงมีชีวิตชนิดนัน้อาศัยอยูดวย 

จึงอาจเปนไปไดวา ความหลากหลายของกบหนองที่ทาํการศึกษาในครั้งนี้อาจจะขึ้นอยูกบั

ส่ิงแวดลอมในแตกลุมประชากรดวย 

 
 

 
 

 



บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 

1. จํานวนกบหนองที่สํารวจพบจากทั้งหมด 4 บริเวณ มจีํานวนดังนี ้

(1.1) เขาวังเขมร อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี จํานวน 21 ตัวอยาง 

(1.2) พื้นที่ราบสวนสัตวเปดเขาเขียว อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 

(1.3) แหลงน้ําบนเขาเขียว เขาชมพู อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี จํานวน 15 ตัวอยาง 

(1.4) เกาะพระทอง อ. คุระบุรี จ. พังงา จาํนวน 21 ตัวอยาง 

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

คาเฉลี่ยระหวาง 4.07-4.57 เซนติเมตร และมีคาเฉลี่ยความกวางของแถบสีบนหลงัระหวาง 0.38-

2.25 มิลลิเมตร 

3. การศึกษาแบบแผนไอโซไซมจํานวน 15 โลไซ มีจาํนวน 9 โลไซที่มีลักษณะเปน 

polymorphic ไดแก 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    

โลไซมีลักษณะเปน monomorphic ไดแก Fumarase (FUM), Isocitrate dehydrogenase-1 

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

dehydrogenase-2 (LDH-2) และ Phosphoglucomutase (PGM) ซึ่งมีจาํนวนอัลลีลระหวาง

โลคัสระหวาง 1.50-1.80, เปอรเซนตโลไซที่เปน polymorphic ระหวาง 26.7-40.0 และคา           

เฮเทโรไซโกซติีระหวาง 0.022-0.058 

4.  พบเครื่องหมายทางพนัธุกรรม (genetic marker) ที่ใชระบุถงึแหลงที่มาของกลุม

ประชากรในโลคัส Glutamate dehydrogenase (GLD) จะพบอัลลีล B เฉพาะประชากรกบหนอง

บริเวณเกาะพระทอง อําเภอคุระบุรี จังหวัดพังงาเทานัน้ โลคัส Malic enzyme-2 (ME-2) จะพบ

เฉพาะอัลลีล A ในประชากรกบหนองบริเวณแหลงน้ําบนพืน้ที่ราบ บริเวณสวนสัตวเปดเขาเขียว 

ตําบลบางพระ อําเภอศรรีาชา จังหวัดชลบุรีหรือโลคัส Octanol dehydrogenase (ODH) จะ

พบอัลลีล A และ C เฉพาะประชากรกบหนองบริเวณพื้นที่โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอัน

เนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  เขาเขียว เขาชมพู 

ตําบลบางพระ อําเภอศรีราชา จงัหวัดชลบุรี 
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5. ความเหมอืนของลักษณะทางพันธกุรรม พบวา ประชากรกบหนองบริเวณสวนสัตว

เปดเขาเขียว กับประชากรกบหนองบริเวณเขาเขียว มีความแตกตางของลกัษณะทางพันธกุรรม

นอยที่สุด สวนประชากรกบหนองบริเวณเกาะพระทอง จังหวัดพงังา มีความแตกตางของลกัษณะ

พันธกุรรมกับประชากรกลุมอ่ืนๆมากที่สุด และจากเหตุการณคลืน่สึนามพิัดเขามาบริเวณเกาะ 

พระทองทาํใหที่อยูอาศัยของกบหนองเกิดการเปลี่ยนแปลง จงึคาดวาจะทาํใหลักษณะทาง

พันธกุรรมของกบหนองบนเกาะพระทองมกีารเปลี่ยนแปลง จนเกิดความแตกตางของลักษณะทาง

พันธกุรรมกับประชากรกลุมอ่ืนๆ มากกวาเดิม

6. ผลการวเิคราะหทางสถิติไมพบความสัมพนัธระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับลักษณะ

ทางสัณฐานวทิยา ไดแก ความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนอง และไมพบวามีโลคัสใดเกี่ยวของ

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. 

ปรับคา pH เปน 6.3 ดวย 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. 

ปรับคา pH เปน 6.7 ดวย 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. 

ปรับคา pH เปน 8.0 ดวย Tris หรือ Citric acid (1 M ) 
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Gel buffer pH 8.0 

 Electrode buffer        160 mL. 

 เติมน้ําจนครบ       5,000 mL. 

ปรับคา pH เปน 8.0 ดวย 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. 

ปรับคา pH เปน 6.9 ดวย NaOH น้ําหนกัประมาณ 10 g และ Tris หรือ Maleic acid (anhydride) 

(1 M ) 

 Gel buffer pH 6.9 

 Electrode buffer         40 mL. 

 เติมน้ําจนครบ         400 mL. 

ปรับคา pH เปน 8.0 ดวย Tris หรือ Maleic acid (anhydride) (1 M ) 
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ภาคผนวก ข 

ตารางทางสถิติ

ตาราง ข-1 คาเฉลี่ยความกวางของแถบสบีนหลงัของกบหนองในแตละกลุมประชากร 

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 เปรียบเทียบความกวางของแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

ระหวางกลุมประชากร 

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 ตารางแสดงการเปรียบเทียบความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนองระหวางกลุม

ประชากร ดวยวิธีการ 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 คาเฉลี่ยความยาวของลาํตัว (SVL) ของกบหนองในแตละกลุมประชากร 

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
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ตาราง ข-5 ตาราง ANOVA เปรียบเทียบความยาวลาํตวั (SVL)ของกบหนอง 

ระหวางกลุมประชากร 

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 คาสหสัมพนัธ ระหวางคาเฮเทโรไซโกซิตีกับความกวางแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

 
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 เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

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 เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

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 เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสีบนหลงัของกบหนอง 

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 เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสบีนหลงัของกบหนอง 

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 เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสบีนหลงัของกบหนอง 

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 เปรียบเทียบคาความแปรปรวนแถบสบีนหลงัของกบหนอง 

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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นายอนุสรณ ปานสุข เกิดเมื่อวันที่ 9 มนีาคม พ.ศ. 2522 ที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ 

สําเร็จการศึกษาระดับวทิยาศาสตรบัณฑติ (ชีววทิยา) ในปการศึกษา 2543 จากคณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลยัศิลปากร เขาศึกษาตอในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพนัธุศาสตร 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศกึษา 2544 โดยไดรับทุนอุดหนนุการศึกษา 

เพื่อทาํหนาทีผู่ชวยสอน ประจําปการศึกษา 2545 และ 2546 จากบัณฑิตวทิยาลัย จฬุาลงกรณ

มหาวิทยาลยั และไดเขารวมเสนองานวิทยานิพนธภาคโปสเตอร ในงานประชุมวิชาการ           

พันธุศาสตรแหงชาติ คร้ังที่ 14 ประจําป พ.ศ. 2547 
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