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บทคัดย่อ 
 

การผสมข้ามสายพันธุ์ (hybridization) เป็นการผสมพันธุ์ระหว่างสิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้ชิดกันทาง
วิวัฒนาการที่มีโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรหรือสปีชีส์ที่แตกต่างกัน ทั้งนี้ลูกผสม (hybrids) ที่เกิดขึ้นอาจ
ท าให้เกิดการถ่ายเทเคลื่อนย้ายของยีน (gene flow) ระหว่างประชากรหรือสปีชีส์ได้หากลูกผสมสามารถอยู่รอด
และสืบพันธุ์ได้ อ่ึงน้ าเต้า (Microhyla fissipes) อ่ึงข้างด า (M. heymonsi)  และอ่ึงลายเลอะ (M. butleri) เป็น
สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกทีอ่ยู่ในสกุลเดียวกัน มีขนาดล าตัวใกล้เคียงกันและมีการกระจายอยู่ในทุกภาคของประเทศ
ไทย จากการส ารวจเบื้องต้นพบว่าอ่ึง 2 หรือ 3 ชนิด มีการใช้พ้ืนที่อยู่อาศัยร่วมกัน และที่ส าคัญด้วยธรรมชาติของ
อ่ึงที่มีการปฏิสนธิแบบภายนอกร่างกายเป็นการเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์ได้ การศึกษาครั้งนี้
มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมและประเมินความเป็นไปได้ในการเกิดการผสมข้าม
สายพันธุ์ระหว่างประชากรของอ่ึงน้ าเต้า อึ่งข้างด า และอ่ึงลายเลอะในพ้ืนที่อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน โดยท าการ
เก็บตัวอย่างอ่ึงทั้งสามชนิดและตรวจสอบการเกิด gene flow โดยเทคนิคทางด้านอณูชีววิทยา ผลการส ารวจและ
เก็บตัวอย่างพบว่ามีอ่ึงน้ าเต้าเพียงสปีชีส์เดียวเท่านั้นที่สามารถเก็บตัวอย่างมาได้ จ านวนทั้งหมด 25 ตัว จากสอง
พ้ืนทีใ่นอ าเภอเวียงสา คือ ที่ต าบลไหล่น่าน (n = 9) และที่ต าบลส้าน (n=16) ผลการเพ่ิมปริมาณยีน COI ในไมโท
คอนเดรียลดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์และการท า DNA sequencing พบว่าอ่ึงน้ าเต้าทั้ง 25 ตัวอย่างให้ผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์และผล sequencing ชัดเจนและน่าเชื่อถือ โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มีความยาว 678 คู่เบส จากการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม Dnasp พบจ านวน haplotype ที่แตกต่างกันจ านวน 7 haplotype ที่
มีความแปรผันทางพันธุกรรมจ านวน 6 (0.88%) ต าแหน่ง และมีค่าความหลากหลายของ haplotype (hd) และ
ค่าความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ (π) ค่อนข้างต่ า โดยเฉลี่ย hd= 0.627 ± 0.102 และ π = 0.00111 ± 
0.00024 โดยมีระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากร อยู่ระหว่าง 0.000 ถึง 0.003 แสดงว่าประชากรอ่ึง
น้ าเต้าจากอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน มีความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน COI ค่อนข้างต่ า นอกจากนี้จาก
การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการยังพบว่าอ่ึงน้ าเต้ามีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเป็นแบบ monophyletic 
group แต่เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ไม่ประสบความส าเร็จในการเก็บตัวอย่างอ่ึงข้างด าและอ่ึงลายเลอะจากพ้ืนที่ใน
อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่านได้เลย ดังนั้นจึงไม่สามารถประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างอ่ึงทั้ง
สามชนิดในพื้นท่ีดังกล่าวได้ 
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Abstract 
 

Hybridization is a mating between genetically different populations (or species). It results 
from incomplete reproductive isolation. Viable and fertile hybrids may lead to gene flow 
between populations or species. This can be examined using bio-molecular techniques. Ornate 
chorus frog (Microhyla fissipes), dark-sided chorus frog (M. heymonsi) and noisy chorus frog (M. 
butleri) are amphibians in the same genus. They are similar in body size, found all over Thailand 
and share their habitats. Essentially, the external fertilization of amphibians may increase the 
risk of hybridization. This study therefore aimed to examine genetic diversity and to detect 
possible natural hybridization among these amphibian species in Wiang Sa district, Nan province 
areas. Only twenty-five M. fissipes were collected from two areas of Wiang Sa district: Lainan 
sub-district (n=9) and San sub-district (n=16), while there was no any specimen of M. heymonsi 
and M. butleri was successfully collected in this study. The collected specimens were screened 
and compared in terms of the COI gene base sequences of the mitochondrial DNA extracted 
from the liver tissue. The results showed that all of twenty-five M. fissipes specimens had 
obvious and reliable COI sequences, 678 base pairs. Seven unique haplotypes based on 6 
(0.88%) variable sites were detected from the 25 aligned sequences using Dnasp program. The 
haplotype diversity (hd) and nucleotide diversity (π) were low. On average, hd= 0.627 ± 0.102 
and π = 0.00111 ± 0.00024. In addition, the genetic distance between M. fissipes populations 
ranged from 0.000 to 0.003 indicating that M. fissipes populations from Lainan and San sub-
districts exhibited high similarity in their COI sequences. Moreover, phylogenetic analyses of the 
mtDNA haplotypes indicated that M. fissipes was monophyletic in their evolutionary 
relationships. The lack of M. heymonsi and M. butleri samples leads us unable to assess the 
possible natural hybridization among these three species in Wiang Sa district areas. Further 
intensive specimens collection is needed for achieve the goals.  
 
 
Keywords: hybridization, amphibians, COI gene, genetic diversity, PCR technique 
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บทน าและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริฯ ได้ด าเนินโครงการมาเพ่ือปกปักรักษา

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตของประเทศไทย เพ่ืออนุรักษ์ไว้เป็นสมบัติของชาติต่อไปในอนาคต พ้ืนที่โครงการอนุรักษ์
พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริฯ และพ้ืนที่ที่เกี่ยวข้องส่วนใหญ่เป็นป่าธรรมชาติ รวมทั้งเกาะแก่งของ
ทะเลไทย ด้วยความหลากหลายของพ้ืนที่และต าแหน่งที่ตั้งต่างๆ ก่อให้เกิดท่ีอยู่อาศัยของสัตว์ป่าจ านวนมาก 
รวมทั้งสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก ในปัจจุบันมีชุมชนขนาดเล็กเข้าไปตั้งถิ่นฐานอยู่อย่างถาวรในพื้นที่และพ้ืนที่
ใกล้เคียงบางส่วนและส่วนหนึ่งด ารงชีวิตจากการใช้ประโยชน์จากทรัพยากรในพ้ืนที่โดยได้ท าการบุกรุกท าลายป่า
และแหล่งน้ าธรรมชาติไปแล้วบางส่วนเพื่อท าการเกษตรและยังล่าสัตว์ป่ากินเป็นอาหารด้วย โดยเฉพาะในบริเวณ
พ้ืนที่ที่เป็นเขตติดต่อระหว่างป่ากับหมู่บ้าน/พ้ืนที่กิจกรรมของมนุษย์ 

การศึกษาส ารวจชนิดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรของสัตว์ป่าในพ้ืนที่เหล่านี้ 
โดยเฉพาะสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกยังไม่มีผู้ใดท าการศึกษาในรายละเอียด โดยเฉพาะอย่างยิ่งการศึกษาทางด้าน
พันธุกรรม อนึ่งในช่วงทศวรรษที่ผ่านมานักชีววิทยาในหลายๆ ประเทศได้ให้ความสนใจศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ
ปรากฏการณ์การผสมข้ามสายพันธุ์ที่เกิดขึ้นในธรรมชาติ (natural hybridization) ระหว่างสิ่งมีชีวิตที่มีความ
ใกล้ชิดกันทางสายวิวัฒนาการ (closely related species) กันอย่างกว้างขวางโดยใช้เทคนิคทางด้านอณชูีววิทยา
ควบคู่ไปกับการศึกษาทางด้านสัณฐานภายนอก (Arnold, 1997, 2006; Mallet, 2005) ซึ่งจากการศึกษาวิจัย
ดังกล่าวนักชีววิทยาหลายท่านพบว่าสิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่ไม่ว่าจะเป็นพืชหรือสัตว์ เมื่อมีการกระจายตัวมาอยู่ใน
บริเวณติดต่อกัน (contact zone) หรือทับซ้อนกัน (overlap area)  มีความเสี่ยงสูงที่จะผสมพันธุ์ข้ามกัน
ระหว่างสปีชีส์ที่ต่างกันแต่มีความใกล้ชิดกันทางสายวิวัฒนาการ ในบางกรณี การผสมข้ามสายพันธุ์เกิดขึ้นอย่าง
ประสบความส าเร็จและน าไปสู่การผลิตลูกผสม (hybrid) ที่มีชีวิตและไม่เป็นหมันได้ จากเหตุการณ์ดังกล่าว โดยใช้
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เทคนิคทางด้านอณชูีววิทยาเข้ามาประยุกต์ ท าให้นักชีววิทยาสามารถตรวจหาร่องรอยของการเกิดการผสมข้าม
สายพันธุ์กันในอดีตได้ โดยตรวจสอบดูว่ามีการถ่ายทอดสารพันธุกรรม (ไม่ว่าจะเป็นไมโทคอนเดรียลยีนหรือ
นิวเคลียร์ยีน) จากสิ่งมีชีวิตสปีชีส์หนึ่งไปยังสิ่งมีชีวิตอีกสปีชีส์หนึ่งหรือไม่ ถ้าตรวจพบ ก็แสดงว่าสิ่งมีชีวิตสอง สปี
ชีส์นั้นสามารถผสมข้ามสายพันธุ์ได้ เราเรียกปรากฏการณ์การถ่ายทอดยีนระหว่างสปีชีส์ โดยอาศัยลูกผสมที่เกิดขึ้น
เป็นตัวกลางในการถ่ายทอดนี้ว่า “การเกิดยีนโฟลว์หรืออินโทรเกรสชั่น” (gene flow or introgression) (e.g., 
Barton & Hewitt, 1985; Mallet, 2005; Plotner et al., 2008). 

สาเหตุที่ต้องใช้เทคนิคทางด้านอณชูีววิทยาเข้ามาตรวจสอบความเป็นไปได้ในการเกิดการผสมข้ามสาย
พันธุ์หรือ introgression นัน้ก็เนื่องจากลูกผสม (interspecific hybrid) หรอืลูกผสมแบคคลอส (backcross 
hybrid) ไม่ว่าจะเป็นรุ่นที่หนึ่ง สอง สาม หรือรุ่นต่อๆ มานั้น มักจะมีลักษณะสัณฐานภายนอกท่ีก้ ากึ่ง 
(intermediate) ระหว่างสปีชีส์พ่อและสปีชีส์แม่ หรือมีแนวโน้มคล้ายคลึงกับสปีชีส์พ่อหรือสปีชีส์แม่ สปีชีส์ใดสปี
ชีส์หนึ่งมาก ท าให้การจ าแนกหรือระบุสปีชีส์ของตัวอย่างๆ นั้นว่าเป็นสปีชีส์พ่อ, สปีชสี์แม่, ลูกผสม หรือลูกผสม
แบคคลอส นั้นท าได้ยากและขาดความน่าเชื่อถือ ดังนั้น เพ่ือเพ่ิมความถูกต้องและน่าเชื่อถือในการระบุชนิดหรือ
ลูกผสมประเภทต่างๆ จึงจ าเป็นต้องใช้ข้อมูลทั้งจากลักษณะสัณฐานภายนอกและข้อมูลทางด้านอณชูีววิทยาควบคู่
กันไป ซึ่งการใช้เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยา ส่วนใหญ่จะใช้ข้อมูลจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบางส่วนของไมโท
คอนเดรียลดีเอ็นเอหรือ mtDNA หรือจากจ านวนชิ้นของดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดด้วยเอ็นไซน์ตัดจ าเพาะ 
(Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP) เป็นดีเอ็นเอเครื่องหมายในการตรวจสอบ จาก
การศึกษาด้วยวิธีการดังกล่าว ท าให้ผู้ศึกษาวิจัยสามารถตรวจพบการเกิด introgression ของ mtDNA ในสัตว์
หลายชนิดที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันทางสายวิวัฒนาการ เช่น ในปลา (e.g. Wilson & Bernatchez, 1998)  ใน
แมลงหวี่ (e.g. Bachtrog et al., 2006), ในกระต่ายป่า (e.g. Alves et al., 2008; Plötner et al., 2008) และ
ในหนู (Bozikova et al., 2005) เป็นต้น การตรวจพบการเกิด introgression ย่อมส่งผลกระทบต่อการศึกษา
อนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตเหล่านั้นอย่างมาก กล่าวคือ ท าให้เกิดความสับสนและคลุมเคลือในการระบุและจ าแนกส
ปีชีส์ของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา รวมทั้งท าให้เกิดความสับสนในการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการอีกด้วย ประเทศ
ไทยซึ่งเป็นประเทศหนึ่งในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง แต่การศึกษาเพ่ือ
ประเมินความเป็นไปได้ในการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์หรือการเกิด introgression ในสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกใน
ธรรมชาตินั้นพบว่ายังมีน้อยมากหรือแทบไม่มี ทั้งที่มีการใช้ประโยชน์จากสัตว์กลุ่มนี้อย่างแพร่หลายทั้งเชิง
เศรษฐกิจและการบริโภค ทั้งภายในประเทศไทยและระหว่างประเทศ ดังนั้นจึงเป็นการเร่งด่วนที่ควรมีการศึกษาใน
สัตว์กลุ่มนี้เพ่ือการจัดการทรัพยากรอย่างเหมาะสมรวมไปถึงการประยุกต์ในเชิงอนุรักษ์ 

อ่ึงน้ าเต้า (Ornate chorus frog; Microhyla fissipes Boulenger, 1884) อ่ึงข้างด า (Dark-sided 
chorus frog; M. heymonsi Vogt, 1911) และอ่ึงลายเลอะ (Noisy chorus frog; M. butleri Boulenger, 
1900) เป็นสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกท่ีอยู่ในสกุลเดียวกัน คือ สกุล Microhyla มีลักษณะสัณฐานภายนอก
คล้ายคลึงกัน มีขนาดล าตัวเล็ก ไม่แตกต่างกันมาก ในประเทศไทยสามารถพบการกระจายตัวของอ่ึงทั้งสามชนิดได้
ในทุกภาคของประเทศไทย อ่ึงทั้งสามชนิดนี้มีลักษณะถิ่นอาศัยเฉพาะคล้ายๆ กัน คือใต้ใบไม้ กองหิน กองหญ้า 
และวัสดุอ่ืนๆ บนพ้ืนดิน มีการกระจายตัวทับซ้อนกันในหลายพื้นท่ีในประเทศไทย และท่ีส าคัญอ่ึงเป็นสัตว์มี
กระดูกสันหลังที่มีการปฏิสนธิภายนอกตัว (external fertilization) ซึ่งเป็นกระบวนการที่สามารถเพ่ิมความเสี่ยง
ให้สเปริ์มของอึ่งชนิดหนึ่งเข้าผสมกับไข่ของอึ่งอีกชนิดหนึ่งได้ง่ายกว่าการมีการปฏิสนธิภายในตัว (internal 
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fertilization) จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นทั้งหมด จึงมีความเป็นไปได้ที่อ่ึงสองหรือสามชนิดนี้จะผสมข้ามสายพันธุ์
กันได้ ดังนั้นเพ่ือประเมินความเป็นไปได้ในการผสมพันธุ์ข้ามกันระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิดนี้ จึงควรตรวจสอบดูว่ามียีน
โฟลว์จากประชากรของอ่ึงชนิดหนึ่งไปยังประชากรของอ่ึงอีกชนิดหนึ่งหรือไม่ โดยใช้เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยาใน
การตรวจสอบ  
 
เอกสารที่เกี่ยวข้อง 
 ปัจจุบันสถานภาพด้านความรู้ที่เก่ียวกับสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกของประเทศไทยในภาพรวมยังคงจัดอยู่
ในขั้นแรกเนื่องจากข้อมูลต่างๆ ที่ท าการศึกษาตั้งแต่อดีตจนปัจจุบันส่วนใหญ่เป็นการส ารวจเพื่อวิเคราะห์ชนิดและ
ศึกษาชีวประวัติบางประการที่สามารถท าได้ขณะส ารวจและจากตัวอย่างที่เก็บมาเท่านั้น (ก าธร ธีรคุปต์, 2543) 
แตค่วามรู้ทางด้านความหลากหลายทางพันธุกรรมและการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์ทั้งภายในและระหว่าง
ประชากร (หรือสปีชีส์) ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกในสภาพธรรมชาติในแต่ละพ้ืนที่หรือเฉพาะแหล่งนั้นมี
การศึกษาน้อยมากหรือในบางกรณีแทบไม่มีการศึกษาเลย  

การผสมข้ามสายพันธุ์ (hybridization) เป็นการผสมพันธุ์ระหว่างสิ่งมีชีวิตสองชนิดที่มีความใกล้ชิดกัน
ทางสายวิวัฒนาการที่มีโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรหรือสปีชีส์ที่แตกต่างกัน โดยการเกิดการผสมข้าม
สายพันธุ์นั้นมีผลมาจากกระบวนการการแบ่งแยกทางการสืบพันธุ์ที่ไม่สมบูรณ์ (incomplete reproductive 
isolation) (Futuyma, 1997) ในบางกรณีการผสมข้ามสายพันธุ์อาจน าไปสู่การผลิตลูกผสม (hybrid) ซ่ึงลูกผสมที่
เกิดข้ึนส่วนใหญ่จะมีลักษณะสัณฐานภายนอกก้ ากึ่ง (intermediate) ระหว่างสิ่งมีชีวิตสองชนิดที่ผสมพันธุ์ข้ามสาย
พันธุ์กัน ทั้งนี้ถ้าลูกผสมที่เกิดข้ึนนั้นสามารถอยู่รอดและสืบพันธุ์ได้ ลูกผสมเหล่านั้นอาจท าให้เกิดการถ่ายเท
เคลื่อนย้ายของยีน (gene flow) ระหว่างสปีชีส์ทั้งสองได้ (Arnold, 1997, 2006; Mallet, 2005) โดยการผสม
พันธุ์แบบ backcross กับสปีชีส์พ่อและ/หรือสปีชีส์แม่ การที่ลูกผสมมีการผสมพันธุ์แบบ backcross กับสปีชีส์พ่อ
หรือสปีชีส์แม่จะท าให้ได้ลูกผสมที่มีลักษณะสัณฐานภายนอกเหมือนกับสปีชีส์พ่อหรือสปีชีส์แม่มากขึ้น จนในที่สุด
เกิดเป็นลูกผสมที่มีลักษณะสัณฐานภายนอกเหมือนสปีชีส์พ่อหรือสปีชีส์แม่จนแยกไม่ออก ในกรณีนี้ จึงมีการน า
เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยา (molecular biology) มาใช้ในการตรวจสอบร่วมกับข้อมูลทางด้านสัณฐานวิทยา 
เช่น การตรวจสอบยีนในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตร่วมกับการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตจากลักษณะส
สัณฐานภายนอก ซึ่งหากสิ่งมีชีวิตนั้นเป็นลูกผสม สิ่งมีชีวิตนั้นจะมีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนในไมโทคอนเดรียลดี
เอ็นเอที่ไม่สอดคล้องกับการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตนั้นโดยใช้ลักษณะสัณฐานภายนอก การผสมข้ามสายพันธุ์ใน
ธรรมชาตินั้น ในอดีตเชื่อว่าเกิดขึ้นได้ยาก เนื่องจากเชื่อว่าสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดมีกลไกการแบ่งแยกทางการสืบพันธุ์ที่
สมบูรณ์ ท าให้สิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ ไม่สามารถผสมพันธุ์กับสิ่งมีชีวิตต่างสปีชีส์ได้ แต่ปัจจุบันมีการศึกษาพบว่ามี
สิ่งมีชีวิตหลายชนิดสามารถผสมข้ามสายพันธุ์กันได้ เช่น การผสมข้ามสายพันธุ์ในปลา (e.g. Wilson & 
Bernatchez, 1998)  ในแมลงหวี่ (e.g. Bachtrog et al., 2006), ในกระต่ายป่า (e.g. Alves et al., 2008; 
Plötner et al., 2008) และในหนู (Bozikova et al., 2005) เป็นต้น  

การใช้เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยาเพ่ือศึกษาการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์และการเกิด introgression 
ของยีนในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) ในสัตว์สะเทินน้ าสะเทินนั้น ปัจจุบันพบว่ายังมีไม่มากนัก จากรายงาน
พบการเกิด introgression ของ mtDNA ใน The European water frog ระหว่าง Rana ridibunda และ R. 
lessonae (Spolsky and Uzzell, 1984) ใน canyon treefrogs ระหว่าง Hyla arenicolor และ H. 
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wrightorum (Klymus et al., 2010) ใน green pond frogs ระหว่าง Pelophylax nigromaculatus และ P. 
plancyi (Liu et al., 2010) เป็นต้น ซึ่งการเกิด introgression ดังกล่าวย่อมส่งผลกระทบต่อการศึกษา
อนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตเหล่านั้นอย่างมาก กล่าวคือ ท าให้เกิดความสับสนและคลุมเคลือในการระบุและจ าแนก 
สปีชีส์ของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา รวมทั้งท าให้เกิดความสับสนในการศึกษาความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการอีกด้วย 
ดังนั้นการศึกษาเบื้องต้นเพ่ือประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างสิ่งมีชีวิตที่มีการกระจายตัวทับ
ซ้อนกันในบางพ้ืนที่อาศัย จึงถือเป็นสิ่งจ าเป็นเร่งด่วนที่ต้องศึกษา เพ่ือน าข้อมูลที่ได้ไปใช้ประกอบการศึกษา
อนุกรมวิธานเพื่อให้การระบุสปีชีส์มีความ ถูกต้องและแม่นย ามากขึ้น และเพ่ือการจัดการทรัพยากรอย่างเหมาะสม
รวมไปถึงการประยุกต์ในเชิงอนุรักษ์สายพันธุ์หรือพันธุ์กรรมดั้งเดิมต่อไป 

อ่ึงน้ าเต้า (Ornate chorus frog; Microhyla fissipes Boulenger, 1884) อ่ึงขา้งด า (Dark-sided 
chorus frog; M. heymonsi Vogt, 1911) และอ่ึงลายเลอะ (Noisy chorus frog; M. butleri Boulenger, 
1900) จัดเป็นสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกที่มีความใกล้ชิดกันทางสายวิวัฒนาการ จัดอยู่ในสกุลเดียวกัน คือ 
Microhyla อ่ึงน้ าเต้า มีความยาวประมาณ 28 มิลลิเมตร กลางหลังมีลายคล้ายรูปน้ าเต้าสีน้ าตาลเข้ม ข้างหัวและ
ล าตัวมีแถบสีด าด้าน (ภาพที่ 1) อ่ึงข้างด า มีความยาวประมาณ 20-22 มิลลิเมตร กลางหลังมีเส้นแคบสีจาง พาด
มาตามแนวสันหลัง 1 เส้น ระหว่างเส้นอาจมีจุดประกบ ข้างละจุด (ภาพที่ 2) และอ่ึงลายเลอะ มีความยาว
ประมาณ 22-26 มิลลิเมตร กลางหลังมีลวดลายสมมาตรกัน ขอบของลายหยักเป็นคลื่นสีจางลงมาถึงสีข้างและเป็น
ลายพาดมาที่ขา (ภาพที่ 3) จากข้อมูลดังกล่าวจะพบว่าอ่ึงทั้ง 3 ชนิดนี้มีขนาดล าตัวไม่แตกต่างกัน มีลักษณะ
สัณฐานภายนอกคล้ายคลึงกัน และสามารถพบอึ่งทั้งสามชนิดได้ทุกภาคของประเทศไทย (Matsui, et al., 2011; 
Meijden, et al., 2007; ธัญญา, 2546) ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้สูงที่จะพบอ่ึงทั้งสามชนิดอาศัยอยู่ในบริเวณ
เดียวกัน (Sympatric area) เช่น ในบริเวณอุทยานแห่งชาติทองผาภูมิ อ. ทองผาภูมิ จ. กาญจนบุรี พบอ่ึงทั้งสาม
ชนิดอยู่ในบริเวณเดียวกันจ านวนมากโดยเฉพาะในฤดูนน (วิเชฏฐ์และคณะ 2546) และที่ส าคัญการที่อ่ึงทั้งสาม
ชนิดมีการปฏิสนธิแบบภายนอกตัว (external fertilization) ท าให้โอกาสที่จะเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์กัน
ระหว่างอึ่งทั้งสามชนิดเป็นไปได้สูงกว่าการปฏิสนธิแบบภายในตัว (internal fertilization) เพราะการปฏิสนธิแบบ
ภายนอกตัวเป็นการเพ่ิมโอกาสให้สเปิร์มของอ่ึงชนิดหนึ่งเข้าผสมกับไข่ของอ่ึงอีกชนิดหนึ่งได้ง่าย (Huxel, 1999; 
Wells, 1977) จากข้อมูลดังกล่าวประกอบกับมีการส ารวจพบอ่ึงที่มีลักษณะก้ ากึ่งระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิด 
(intermediate) และมีการศึกษาพบว่ากบนา 2 สปีชีส์ คอื Rana limnocharis และ R. cancrivora สามารถ
ผสมข้ามสายพันธุ์กันได้ (Sumida, et al., 2002) จึงเกิดสมมติฐานว่าอ่ึงทั้งสามชนิดสามารถผสมข้ามสายพันธุ์กัน
ในธรรมชาติได้ ซึ่งในการทดสอบสมมติฐานนี้ เราสามารถใช้วิธีการตรวจสอบได้ท้ังทางสัณฐานวิทยา 
(Morphology) และทางพันธุกรรม (Genetics) แต่เนื่องจากการตรวจสอบทางสัณฐานวิทยามีข้อจ ากัดในการ
จ าแนกชนิดของอ่ึง โดยเฉพาะอ่ึงที่มีลักษณะ intermediate ซึ่งยากต่อการจ าแนกชนิดของอ่ึง ดังนั้นในการ
ทดสอบสมมติฐานในครั้งนี้ จึงน าวิธีการตรวจสอบทางพันธุกรรมเข้ามาช่วย โดยจะท าการตรวจสอบการถ่ายเท
เคลื่อนย้ายของยีน COI ระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิด แต่เนื่องจากงานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเริ่มต้นและยังไม่มีการศึกษา
ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของอ่ึงน้ าเต้า อ่ึงข้างด า และอ่ึงลายเลอะ ดังนั้นเพ่ือประเมินความเป็นไปได้
ในการผสมพันธุ์ข้ามสายพันธุ์กันระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิดจึงต้องเริ่มจากการศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมของยีน 
COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอ่ึงทั้ง 3 ชนิด เพ่ือน าข้อมูลที่ได้มาออกแบบดีเอ็นเอเครื่องหมายที่มี
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ความจ าเพาะต่ออ่ึงแต่ละชนิดก่อน (Species specific mitochondrial DNA markers) จากนั้นจึงน าดีเอ็นเอ
เครื่องหมายที่ได้ไปใช้ตรวจสอบการถ่ายเทเคลื่อนย้ายของยีน COI ระหว่างอึ่งทั้งสามชนิดต่อไป 
 
ข้อมูลพื นฐานที่เกี่ยวข้อง 
 
อ่ึงน้ าเต้า 
Ornate Chorus Frog 
Microhyla fissipes Boulenger, 1884 
 
ลักษณะ ความยาวตั้งแต่ปลายปากถึงรูทวารร่วมประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร หัวแหลม ล าตัวป้อมทรงสามเหลี่ยม 
ผิวหนังเรียบ กลางหลังมีลายคล้ายรูปน้ าเต้าสีน้ าตาลเข้ม ด้านข้างของหัวและล าตัวสีน้ าตาลเข้ม ช่องจมูกภายใน
ขนาดเล็ก ไม่มีฟันที่เพดานปาก กระดูก premaxilla และ maxilla ลิ้นกลม ปลายลิ้นไม่มีรอยหยัก เพศผู้มีถุงเสียง
ภายนอก รูจมูกอยู่ด้านบนเกือบปลายสุดหัว อัตราส่วนระยะห่างประมาณ 1:3 เท่า ปลายปากมีลักษณะโค้งนูนเป็น
สัน เยื่อบุช่องหูมองไม่เห็นจากภายนอก ท้องสีน้ าตาลอ่อน เพศผู้มีคอและอกสีด า นิ้วมือและขาหน้าท่อนล่างมีลาย
พาดขวางช่วงละ 3-4 แถบ ขาหลังสีเดียวกับล าตัว เมื่อพับขาหลังเข้ามาจะเห็นลายพาดขวางต่อเนื่องกัน 3-4 แถบ 
เท้าหน้าไม่มีพังผืด ปลายนิ้วเท้าหน้าไม่ขยายออก (ภาพที่ 1) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐ์และคณะ 2546) 
 
การแพร่กระจาย มีการกระจายกว้างขวาง ตั้งแต่อินเดียตอนเหนือ แถบเทือกเขาหิมาลัย ทั่วอินเดีย ศรีลังกา จีน 
ฮ่องกง ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร์ พม่า เกาะไต้หวัน ตลอดประเทศอินโดจีนลงไปถึงคาบสมุทร
มลายู ในประเทศไทยพบทุกภาคของประเทศ 
 
ที่อยู่อาศัย ซ่อนตัวใต้ใบไม้ ขอนไม้ และวัสดุที่กองอยู่บนพ้ืนป่า ทั่วไปพบในปริมาณประชากรสูงที่สุดในกลุ่มอ่ึง
ขนาดเล็กทั้งหมด โดยเฉพาะในฤดูนนช่วงเดือนกรกฎาคม พบในปริมาณมากบริเวณป่าดิบแล้ง รอบๆ แอ่งน้ าที่เป็น
แหล่งเติบโตของลูกอ๊อด ตั้งแต่ปลายเดือนมีนาคมจนถึงเดือนมิถุนายน ลูกอ่ึงขนาดเล็กมักหากินรอบๆ แอ่งที่เติบโต
มาจากที่เป็นลูกอ๊อด 
 
อุปนิสัย หลบซ่อนตัวในเวลากลางวันบริเวณท่ีมีความชุ่มชื้นและออกหากินเวลากลางคืน นิสัยการกระโดดหนีเวลา
ถูกตามจับว่องไวและกระโดดไปได้ไกล แต่มักหมอบนิ่งอยู่กับที่หลังจากกระโดดไปแล้ว อาศัยการพรางตัวหลบเลี่ยง
การสังเกตของศัตรูมากกว่าจะพลิกตัวมุดเข้าใต้ใบไม้ที่อยู่ใกล้ที่สุด ผสมพันธุ์และวางไข่ในแอ่งน้ าขังชั่วคราวที่
กระจายอยู่ในป่าเต็งรังและในป่าดิบแล้งระหว่างฤดูนน 
 
สถานภาพ ไม่ได้เป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตว์ป่าคุ้มครอง พ.ศ. 2535 และไม่มีสถานภาพ
เพ่ือการอนุรักษ์ตามเกณฑ์ของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 
(2005) และตามเกณฑ์ของ IUCN (2008) 
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ภาพที่ 1 ลักษณะสัณฐานภายนอกของอ่ึงน้ าเต้า 

 
 
อ่ึงข้างด า 
Dark side chorus frog 
Microhyla heymonsi Vogt, 1911 
 
ลักษณะ ความยาวตั้งแต่ปลายปากถึงรูทวารร่วมประมาณ 2-3 เซนติเมตร หัวแหลม ล าตัวป้อมทรงสามเหลี่ยม 
ผิวหนังเรียบสีน้ าตาลกลางหลังมีลายจางๆ คล้ายรูปน้ าเต้า อาจมีเส้นสีครีมเล็กๆ พาดตามยาวหรือไม่ก็ได้ กลาง
หลังมีจุดสีด า 1 จุด ด้านข้างของหัวและล าตัวถึงซอกขาหลังมีสีด า ช่องจมูกภายในขนาดเล็ก ไม่มีฟันที่เพดานปาก 
กระดูก premaxilla และ maxilla ลิ้นเรียวยาว ปลายลิ้นไม่มีรอยหยัก เพศผู้มีถุงเสียงภายนอก รูจมูกอยู่ด้านบน
เกือบปลายสุดหัว อัตราส่วนระยะห่างประมาณ 1:3 เท่า ปลายปากมีลักษณะโค้งนูนเป็นสัน เยื่อบุช่องหูมองไม่เห็น
จากภายนอก ท้องสีครีม รอบก้นมีสีน้ าตาลเข้ม เพศผู้มีคอและอกสีด า  นิ้วมือและขาหน้าท่อนล่างมีลายพาดขวาง 
ขาหลังสีเดียวกับล าตัว เมื่อพับขาหลังเข้ามาจะเห็นลายพาดขวางต่อเนื่องกัน 2-3 แถบ เท้าหน้าไม่มีพังผืด ปลาย
นิ้วเท้าหน้าไม่ขยายออก (ภาพที่ 2) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐแ์ละคณะ 2546) 
 
การแพร่กระจาย ไต้หวัน จีน อินเดีย พม่า ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร์ ในประเทศไทยพบทุกภาค
ของประเทศ  
 
ที่อยู่อาศัย ซุกซ่อนตัวใต้ใบไม้แห้ง กองหิน กองหญ้า และวัสดุอื่นๆ บนพื้นดิน มักอยู่ไม่ไกลจากแหล่งขยายพันธุ์ซึ่ง
เป็นแอ่งน้ าขัง พบในปริมาณมากบริเวณป่าดิบแล้ง รอบๆ แอ่งน้ าที่เป็นแหล่งเติบโตของลูกอ๊อด ตั้งแต่เดือน
สิงหาคมจนถึงเดือนกันยายน ซึ่งเป็นหลายฤดูนน ลูกอ่ึงขนาดเล็กมักหากินรอบๆ แอ่งที่เติบโตมาจากที่เป็นลูกอ๊อด 
 
อุปนิสัย หลบซ่อนตัวในเวลากลางวันบริเวณท่ีมีความชุ่มชื้นและออกหากินเวลากลางคืน เมื่อถูกรบกวนจะกระโดด
หนีเป็นระยะทางไกล เวลาตกลงสู่พื้นดินจะรีบพลิกตัวหลบเข้าใต้ใบไม้หรือวัสดุอื่นๆ ทันที ไม่หมอบนิ่งอยู่กับท่ี
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เหมือนอ่ึงชนิดอ่ืนๆ จึงจับตัวมาศึกษาได้ยาก  ผสมพันธุ์และวางไข่ในแอ่งน้ าขังชั่วคราวที่กระจายอยู่ในป่าเต็งรัง
และในป่าดิบแล้งระหว่างฤดูนน รวมทั้งในอ่างเก็บน้ า และถังน้ าที่ตั้งไว้ในพ้ืนที่ป่า 
 
สถานภาพ ไม่ได้เป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตว์ป่าคุ้มครอง พ.ศ. 2535 และไม่มีสถานภาพ
เพ่ือการอนุรักษ์ตามเกณฑ์ของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 
(2005) และตามเกณฑ์ของ IUCN (2008)  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 2 ลักษณะสัณฐานภายนอกอ่ึงข้างด า 

 
 
อ่ึงลายเลอะ 
Noisy chorus frog 
Microhyla butleri Boulenger, 1900 
 
ลักษณะ มีขนาดตัวเล็ก ขนาดวัดจากปลายปากถึงรูทวารร่วมประมาณ 30 มิลลิเมตร ล าตัวเรียว หัวแหลม ผิวหนัง
ล าตัวเรียบ แต่ทางส่วนต้นของด้านหลังมีตุ่มแบนกระจายอยู่บ้าง ด้านหลังสีเทาหรือสีน้ าตาลเทาหรือสีน้ าตาลแดง 
ส่วนปลายสุดของหัวเป็นสีจางและมีทางสีครีมจากด้านท้ายตัวลงไปที่ต้นขาหน้า บนหลังมีลวดลายสีเข้มขอบขาว
หรือขอบสีแดงรูปร่างคล้ายน้ าเต้า ด้านข้างล าตัวสีจางและมีจุดสีแดงกระจาย เพศผู้มีคางเป็นจุดประสีเทาเข้มและ
ซีดจางจนเกือบขาวในเพศเมีย ขาหน้าและขาหลังเรียวยาว เมื่อพับขาหลังแนบกับล าตัวไปทางด้านหน้า ข้อเท้าอยู่
ในต าแหน่งใกล้ส่วนปลายของปาก นิ้วเท้าหน้าไม่มีแผ่นหนังระหว่างนิ้ว นิ้วเท้าหลังมีแผ่นหนังประมาณ 1/3 ของ
ความยาวนิ้ว ส่วนปลายของนิ้ว ทุกนิ้วขยายออกเป็นตุ่มและมีรอยหยักทางด้านหน้าของตุ่ม กับมีร่องยาวอยู่
ทางด้านบนของตุ่ม ตุ่มของนิ้วเท้าหลังใหญ่กว่าของนิ้วเท้าหน้า (ภาพที่ 3) (ธัญญา, 2546; วิเชฏฐ์และคณะ 2546) 
 
การแพร่กระจาย จีน พม่า ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร์ ในประเทศไทยพบทุกภาคของประเทศ 
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ที่อยู่อาศัย อยู่ตามพ้ืนล่างของป่าบริเวณท่ีมีความชุ่มชื้น โดยทั่วไปอยู่ตามชั้นใบไม้ผุบนพื้นป่าดิบแล้งและป่ารกๆ 
ริมล าห้วย ซ่อนอยู่ใต้ขอนไม้และกองใบไม้ผุ 
 
อุปนิสัย หลบซ่อนตัวในเวลากลางวันบริเวณท่ีมีความชุ่มชื้นและออกหากินเวลากลางคืน ผสมพันธุ์และวางไข่ใน
อ่างเก็บน้ า มีเสียงร้องดังกว่าอ่ึงชนิดอ่ืนๆ 
 
สถานภาพ ไม่ได้เป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตว์ป่าคุ้มครอง พ.ศ. 2535 และไม่มีสถานภาพ
เพ่ือการอนุรักษ์ตามเกณฑ์ของ Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 
(2005) และตามเกณฑ์ของ IUCN (2008)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 3 ลักษณะสัณฐานภายนอกอ่ึงลายเลอะ 

 
 

วัตถุประสงค ์
 

1.   เพ่ือศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมของยีน COI (cytochrome c oxidase subunit I) ในไมโทคอน
เดรียลดีเอ็นเอ ระหว่างประชากรของอ่ึงน้ าเต้า (M. fissipes) อ่ึงข้างด า (M. heymonsi) และอ่ึงลาย
เลอะ (M. butleri) ในพ้ืนที่ต่างๆ ในอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน  

2.   เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของอ่ึงทั้งสามชนิดที่กระจายตัวอยู่ในพ้ืนที่ต่างๆ ในอ าเภอ 
เวียงสา จังหวัดน่าน และในโครงการ อพ.สธ.  

3.   เพ่ือประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิดในพ้ืนที่ต่างๆ ในอ าเภอ
เวียงสา จังหวัดน่านและในโครงการ อพ.สธ. โดยใช้ยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเป็นดีเอ็นเอ
เครื่องหมายในการตรวจสอบ 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
 

วิธีด าเนินการวิจัยและแผนการปฏิบัติงาน 
3.1 วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
วัสดุและอุปกรณ์  

- Digital Dry Bath (Labnet International, Inc.) 
- DNA Thermal Cycler (Eppendorf) 
- Centrifuge models 5418 (Eppendorf) 
- Centrifuge models GMC-260 (Labtech, Korea) 
- Microcentrifuge tube 0.2, 0.5 และ 1.5 ml. (Treff® Switzerland) 
- Automatic Micropipette P2, P10, P20, P200 และ P1000 (Hirikul Science) 
- Micropipette tip P10, P20 ,P200 และ P1000 (Treff® Switzerland) 
- -20˚C Freezer (Sharp, Japan) 
- Whatman® Laboratory sealing film 
- Collection Tube 2 ml. (QIAGEN, Germany) 
- Mini column (QIAGEN, Germany) 
- Microwave (Sumsung, Korea) 
- I – MyRun Electrophoresis (Cosmo Bio Co., Ltd) 
- Power supply (Cosmo Bio Co., Ltd) 
- Chamber, tray, comb 
- PCR-Cooler (Eppendorf) 
- Safe Imager Transluminator (Invitrogen Corporation) 
- Digital camera (Nikon) 
- Electronic clock timer Model CT-30 (Canon co. Ltd., Japan) 
- Vortex Mixer (Gemmy Industrail Corp.) 
- กรรไกร, คีม (Forcept) 
- กระดาษทิชชู (Scott, Thailand) 
- ถุงมือยาง (Hycare International Co., Ltd) 

 
สารเคมี 

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

- MilliQ 
- 10 µM LCO1490 primer  
- 10 µM HCO2198 primer  



10 
 

- 100 bp + 1.5 kb DNA ladder (SibEnzyme) 
- Loading Dye (SibEnzyme) 
- Agarose (Promega corporation, USA) 
- SYBR® Safe DNA gel stain (InvitrogenTM) 
- Sterile water 
- Absolute Ethanol (Merck, Germany) 

 
เอนไซม์ 

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

3.2 สถานที่ท าการวิจัยและเก็บข้อมูล 
เก็บตวัอย่างอ่ึงน้ าเต้า อ่ึงข้างด า และอ่ึงลายเลอะจากอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน จ านวนชนิดละประมาณ 

10-20 ตัว โดยตัวอย่างที่เก็บมาได้จะถูกเก็บรักษาตัวอย่างไว้ใน 95% เอธานอล เพ่ือน าไปใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ
ต่อไป 
 

3.3 ขั นตอนการทดลอง  
ประกอบด้วย 6 ขั้นตอนหลักๆ ได้แก่ 
3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
3.3.2 การเพ่ิมจ านวนยีน COI ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (DNA amplification) 
3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
3.3.4 การท าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ต้องการให้บริสุทธิ์ (PCR product purification) 
3.3.5 การอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 
3.3.6 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (Multiple sequence  
        alignment and genetic analyses) 

 
3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

 สกัดดีเอ็นเอ (total DNA) จากเนื้อเยื่อตับของอ่ึงโดยใช้ Favorgen's Tissue Genomic DNA 
Extraction Mini Kit ตาม protocol: DNA Extraction from tissue ดังขั้นตอนดังต่อไปนี้  

1) ใช้กรรไกรตัดเนื้อเยื่อตับของอ่ึงแต่ละชนิด ขนาดประมาณ 0.3-0.4 เซนติเมตร ใส่ลงในหลอด           
ไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

2)  เติม FATG1 Buffer 200 ไมโครลิตร และสารละลายเอนไซม์ 10 µM Proteinase K ปริมาณ 9 
ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องวอร์เท็ก (Vortex Mixer) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ระหว่างการบ่มให้ น าไปวอร์เท็กใน 30 นาทีแรก 

3)  เติม FATG2 Buffer 200 ไมโครลิตร น าไปวอร์เท็กเพ่ือให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
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4)  เติม 100% Ethanol 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปวอร์เท็ก จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ 
ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

5)   ประกอบมินิคอลัมน์ (Mini column) ลงในหลอดคอลเลคชั่น (Collection tube) จากนั้นน าตัวอย่าง
เฉพาะส่วนที่เป็นสารละลายใส (supernatant) ปริมาณ 540 ไมโครลิตร ลงในมินิคอลัมน์ แล้วน าไป
ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือให้ดีเอ็นเอใน
สารละลายจับตัวกับเมมเบรน (membrane) ในหลอดมินิคอลัมน์ 

6)   ทิ้งส่วนที่เป็นน้ าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แล้วน ามินิคอลัมน์สวมลงในหลอดคอลเลคชั่นดังเดิม 
จากนั้นเติม W1 Buffer 500 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์มากยิ่งขึ้น 

7)  ทิ้งส่วนที่เป็นน้ าออกจากหลอดคอลเลคชั่น แล้วเติม WASH Buffer 750 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วย 
เครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี

8)   เทสว่นที่เป็นน้ าทิ้ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 
นาที เพื่อให้ของเหลวทั้งหมดตกลงในหลอดคอลเลคชั่น 

9) น าเฉพาะมินิคอลัมน์สวมลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์หลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 
Elution Buffer 50 ไมโครลิตร ลงบริเวณตรงกลางของมินิคอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที เพ่ือให้มินิ
คอลัมน์ดูดซับ Elution Buffer แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือให้ดีเอ็นเอตกลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ 

10)  ท าการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
 

3.3.2. การเพิ่มจ านวนยีน COI ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (DNA amplification)  
เทคนิคพีซีอาร์ (PCR) มีชื่อเต็มว่าเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) เป็น

เทคนิคเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอให้มีปริมาณมากมายหลายเท่า ในระยะเวลาอันรวดเร็ว โดยอาศัย
หลักการจ าลองตัวของสายดีเอ็นเอ (DNA Replication) เลียนแบบกระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตตาม
ธรรมชาติ ที่มีการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่อีกหนึ่งสายจากดีเอ็นเอเดิม โดยใช้เครื่อง PCR machine หรือ 
Thermal cycler เป็นตัวช่วยให้เกิดปฏิกิริยา โดยในการศึกษาครั้งนี้ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์
จากดีเอ็นเอต้นแบบบริเวณยีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็น
เอ ซึ่งใช้ไพรเมอร์ไปจับกับบริเวณดังกล่าว โดยใช้ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือ LCO1490 และ HCO2198 
(Folmer, 1994) (ตารางที่ 1) 

 
 ตารางท่ี 1 ชื่อและล าดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 

ชื่อ primer 
(Forward/Reverse) 

ล าดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ (5’ - 3’) 
ความยาว 

(bp) 
TM (˚C) 

   LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 59.2 
   HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA 25 61.6 
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จากนั้นท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อไปตามข้ันตอนดังต่อไปนี้ 
เตรียมส่วนผสมของสารที่ใช้ในการท าพีซีอาร์ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 0.2 มิลลิลิตรที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ
แล้ว โดยจะใช้ปริมาณสารต่างๆ ในแต่ละหลอดดังนี้ 
 Total DNA template    5.0 µl 
 10 µM LCO1490 (forward primer)  2.5 µl 
 10 µM HCO2198 (reverse primer)  2.5 µl 
 MilliQ water            15.0 µl 
 EmeraldAmp® GT PCR Master Mix          25.0 µl 
 Total volume               50.0 µl 
 
สังเคราะห์ยีนเป้าหมายโดยใช้เครื่อง DNA Thermal Cycler PCR โดยก าหนดโปรแกรมให้มีสภาวะพีซีอาร์ดังนี้ 

ขั้นตอนที่ 1  Initial denaturation  94˚C 2 นาที 
ขั้นตอนที่ 2  Denaturation   94˚C 30 วินาที 

            Annealing   45ºC 1 นาที 
                   Extension   72ºC 1 นาที 30 วินาที 

ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 2 ตามล าดับขั้นตอนย่อยทั้งสิ้น 35 รอบ 
ขั้นตอนที่ 3  Final extension  72˚C 3 นาที 

 
น าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่มีส่วนผสมของสารที่ใช้ในการท าให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสมาใส่ใน

เครื่อง DNA Thermal Cycler และเดินเครื่อง  
 

3.3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
 เตรียม 1% agarose gel โดย ชั่งผง agarose หนัก 0.5 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ เติม 1X TBE buffer 
50 ml เขย่าเบาๆ ให้เข้ากันแล้วน าไปเข้าไมโครเวฟที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที 
เติม SYBR® Safe DNA gel stain 5 µl เขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้ให้หายร้อนแล้วเท agarose gel solution ลงใน 
tray และใส่ comb ลงไป ตั้งทิ้งไว้ให้ agarose gel แข็งตัวประมาณ 30 นาที แล้วดึง comb ออก จากนั้นน าถาด
เจลไปวางลงใน agarose gel chamber ใส่ 1X TBE buffer เทลงใน chamber ให้ได้ปริมาณท่ีสูงกว่าผิวหน้า 
agarose gel ≈ 2-3 mm ใช้ micropipette ดูด PCR product ทีละ 1 ตัวอย่าง และ maker ลงใน well 
จากนั้นเปิดเครื่องโดยใช้ความต่างศักย์ที่ 135 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที อ่านผลของ PCR product โดยใช้ Safe 
Imager transluminator และถ่ายภาพเจลด้วยกล้องดิจิตอล 
 

3.3.4 การท าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ต้องการให้บริสุทธิ์ (PCR product purification) 
น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ต้องการมาท าให้มีความบริสุทธิ์โดยใช้ชุดสารเคมีส าเร็จรูป คือ Favorgen  

Gel/PCR Purification Kit (FAVORGEN, Taiwan) โดยมีวิธีการดังนี้ 
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1) เติม FADF buffer 5 เท่าของตัวอย่างในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ดูดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ปริมาณ 56 
ไมโครลิตรหรือทั้งหมดลงไป ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องวอร์เท็ก 

2) ดูดตัวอย่างลงไปในคอลัมน์ น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30 วินาที 

3) เทส่วนที่เป็นน้ าทิ้ง เติม wash buffer 700 ไมโครลิตรลงไปตรงกลางของคอลัมน์ น าไปปั่นเหวี่ยง
ด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 

4) เทส่วนที่เป็นน้ าทิ้งแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 3 นาท ี

5) น าคอลัมน์ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ เติม elution buffer 25 ไมโครลิตร ลงตรง
กลางของคอลัมน์แล้วตั้งทิ้งไว้ 5 นาที ปั่นด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 2 นาที เพ่ือให้ดีเอ็นเอหลุดจากคอลัมน์ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เก็บผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่
บริสุทธิ์แล้วไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

6) น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ท าให้บริสุทธิ์ทั้งหมดมาตรวจสอบด้วยการท าอิเล็กโทรฟอรีซิสบนอะกาโรสเจล
ที่มีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมเจลด้วย SYBR® Safe DNA gel stain ใน TBE buffer ความ
เข้มข้น 1 เท่า โดยใช้กระแสไฟฟ้าระดับ 135 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที  

7) อ่านผลของ PCR product โดยใช้ Safe Imager Transluminator และถ่ายภาพดีเอ็นเอท่ีปรากฏ
บน agarose ด้วยกล้องดิจิตัล 

 
3.3.5 การอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 

 น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ท าให้บริสุทธิ์มากยิ่งข้ึนในขั้นตอนที่ 4 ปริมาณ 50 ไมโครลิตรส่งไปยังบริษัท 
Macrogen Inc. ที่ประเทศเกาหลีใต้เพ่ือท าการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์โดยวิธี automated DNA sequencing 
โดยทางบริษัทจะส่งข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์มาในรูปแบบไฟล์ข้อมูล  
 

3.3.6 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (Multiple sequence 
alignment and genetic analyses)  

น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาตรวจสอบความถูกต้องด้วยตาเปล่า (visual correction) จากนั้นน าผล
ที่ได้มาท า Multiple sequences Alignment ด้วยโปรแกรม Clustal W version 1.81 (Thompson et al, 
1994) หาค่า Genetic distance ของอ่ึงทั้งสามชนิดทั้งภายในและระหว่างประชากร โดยใช้โปรแกรม Mega 
version 5.05 (www.megasoftware.net) (Tamura et al, 2011) ใช้โปรแกรม DnaSP5 
(www.ub.edu/dnasp) (Rozas et al, 2003) ส าหรับค านวณค่า Haplotype Diversity และ Nucleotide 
Diversity สร้างแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวัฒนาการและวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยวิธี 
Maximum Likelihood method โดยค านวน bootstrap percentage 1,000 ครั้ง เพ่ือสนับสนุน tree ที่ได้ 
ด้วยโปรแกรม Mega version 5.05 โดยใช้ M. ornate (Genbank accession number DQ512876),  M. 
okinavensis (AB303950), M. annectens (AB611944) และ M. marmorata (AB611952) เป็น outgroup 
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ของการศึกษา จากนั้นน าข้อมูลที่ได้ทั้งหมดมาวิเคราะห์เพ่ือหาต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันเพ่ือท าการ
ออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะต่ออ่ึงแต่ละชนิด 
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ผลการศึกษา 
 
1. ผลการเก็บตัวอย่างอ่ึงน  าเต้า อึ่งข้างด า และอ่ึงลายเลอะ จากอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน 

ได้ท าการส ารวจและพยายามเก็บตัวอย่างอ่ึงน้ าเต้า อึ่งข้างด า และอ่ึงลายเลอะ จากอ าเภอเวียงสา จังหวัด
น่าน โดยในการศึกษาครั้งนี้เก็บได้เฉพาะตัวอย่างของอ่ึงน้ าเต้า (M. fissipes) เพียงสปีชีส์เดียวเท่านั้น จ านวน 25 
ตัว จากสองพ้ืนที่ของอ าเภอเวียงสา คือ จากต าบลไหล่น่าน จ านวน 9 ตัว (MFRN# 1-9) และ จากต าบลส้าน 
จ านวน 16 ตัว (MFS# 1-16) แต่ไมป่ระสบความส าเร็จในการเก็บตัวอย่างของอึ่งข้างด าและอ่ึงลายเลอะจากท้ัง
สองพ้ืนที่ ทั้งนีต้ัวอย่างที่เก็บมาทั้งหมด ได้ท าการรักษาตัวอย่างไว้ใน 95% เอธานอล 

 
2. ผลการสกัดดีเอ็นเอ การเพิ่มจ านวนยีน COI ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ และการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ได้ท าการสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อตับของอ่ึงน้ าเต้าทั้ง 25 ตัวอย่าง และเมื่อน าดีเอ็นเอที่สกัดมาได้มาท า
การเพ่ิมปริมาณยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอด้วยไพร์เมอร์ LCO1490 และ HCO2198 โดยเทคนิคพีซีอาร์ 
แล้วน า PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบขนาดด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบว่าอ่ึงน้ าเต้าทั้ง 25 
ตัวอย่าง ให้ผล PCR product เป็นแถบสีเข้ม band เดียวชัดเจน โดยขนาดของ PCR product ที่ต้องการมีขนาด
ประมาณ 700 คู่เบส (ภาพที่ 4 และ 5)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 ผลการตรวจสอบขนาด PCR product ของอ่ึงน้ าเต้าจ านวน 9 ตัว จากต าบลไหล่น่าน อ าเภอ
เวียงสา จังหวัดน่าน โดย PCR product ที่ได้มีขนาดประมาณ 700 คู่เบส  

Lane N          : Negative control (ไม่มี DNA template ใช้ MilliQ แทน) 
Lane 2-4 และ 5-9 : PCR product ของอ่ึงน้ าเต้าจ านวน 9 ตัว (ตัวอย่างที่ MFRN #1-9  

  ตามล าดับ)    
Lane M:  : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder 

 
 
 
 
 

N     1      2      3     4      M     5      6      7      8      9              

700 bps 
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ภาพที่ 5 ผลการตรวจสอบขนาด PCR product ของอ่ึงน้ าเต้าจ านวน 16 ตัว จากต าบลส้าน อ าเภอเวียง
สา จังหวัดน่าน โดย PCR product ที่ได้มีขนาดประมาณ 700 คู่เบส  

Lane 1-8 และ 9-16    : PCR product ของอ่ึงน้ าเต้าจ านวน 16 ตัว (ตัวอย่างที่ MFS# 1-16  
  ตามล าดับ)  

Lane M   : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder  
 
3. ผลการวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) ของประชากรอ่ึงน  าเต้า  
    ในอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน  

เมื่อน า PCR product ของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของอ่ึงน้ าเต้า ในสองพ้ืนที่ของอ าเภอเวียง
สา จังหวัดน่าน จ านวน 25 ตัวอย่าง ส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ พบว่า PCR 
product ของอ่ึงน้ าเต้าทั้ง 25 ตัวอย่าง ให้ผล sequencing ชัดเจนและไม่เกิดการซ้อนทับกันของล าดับเบส โดย
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มีความยาว 678 คู่เบส มีเปอร์เซ็นต์ A+T เฉลี่ยเท่ากับ 0.57 ซ่ึงประกอบด้วยเปอร์เซ็นต์ 
nucleotide composition ดังนี้ T = 33.4%, C = 25.9%, A = 23.7% และ G = 17.0%  

จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 25 sequence ด้วยโปรแกรม Dnasp พบจ านวน 
haplotype ทีแ่ตกต่างกันจ านวน 7 haplotype ที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมจ านวน 6 (0.88%) ต าแหน่ง คือ  
ต าแหน่งที ่ 21, 231, 324, 348, 547 และ 639 (ภาพที่ 6) นอกจากนี้ในการหาค่าระยะห่างทางพันธุกรรม 
(genetic distance) โดยวิธ ีKimura two parameter ด้วยโปรแกรม Mega พบว่า genetic distance ภายใน
ประชากรอ่ึงน้ าเต้าที่ต าบลไหล่น่าน มีค่าอยู่ระหว่าง 0.000-0.003 (ภาพที่ 7) และภายในประชากรอ่ึงน้ าเต้าที่
ต าบลส้าน มีค่าอยู่ระหว่าง  0.000-0.003 (ภาพที่ 8)  ส่วน genetic distance  ระหว่างประชากร มีค่าอยู่ระหว่าง 
0.000-0.003 (ภาพที่ 9)  

การค านวณค่าต่างๆ ของอ่ึงน้ าเต้าในแต่ละประชากร ได้แก่ จ านวนตัวอย่าง (n), จ านวนของ mutation 
(m), จ านวนของ haplotype (h), ค่าความหลากหลายของ haplotype (haplotype diversity; hd), และค่า
ความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ (nucleotide diversity; π) แสดงไว้ในตารางที่ 2 ทั้งนีห้ากพิจารณาจากทุก
ประชากรจะพบว่า โดยเฉลี่ยค่า haplotype diversity และค่า nucleotide diversity มีค่าค่อนข้างต่ า โดยเฉลี่ย 
hd = 0.627 ± 0.102 และ π = 0.00111 ± 0.00024 

1    2    3     4    5     6    7    8     M   9   10   11   12   13  14   15   16         

700 bps 
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                          *        20         *        40         *        60         *        80         *       100       

MFS6           : AAAGATATTGGCACTCTTTACCTAATCTTTGGGGCCTGAGCCGGAATAGTAGGAACAGCCCTTAGTCTCCTAATCCGTGCAGAACTTAGCCAACCCGGCA : 100 

MFS16          : .................................................................................................... : 100 

MFRN3          : .................................................................................................... : 100 

MFRN5          : .................................................................................................... : 100 

MFRN7          : .................................................................................................... : 100 

MFS8           : .................................................................................................... : 100 

MFRN4          : .................................................................................................... : 100 

MFS3           : ....................T............................................................................... : 100 

MFS5           : .................................................................................................... : 100 

MFRN2          : .................................................................................................... : 100 

MFS9           : .................................................................................................... : 100 

MFS13          : .................................................................................................... : 100 

MFS15          : .................................................................................................... : 100 

MFS14          : .................................................................................................... : 100 

MFS12          : .................................................................................................... : 100 

MFS11          : .................................................................................................... : 100 

MFS10          : .................................................................................................... : 100 

MFRN6          : .................................................................................................... : 100 

MFRN1          : .................................................................................................... : 100 

MFS7           : .................................................................................................... : 100 

MFRN8          : .................................................................................................... : 100 

MFS2           : .................................................................................................... : 100 

MFS1           : .................................................................................................... : 100 

MFRN9          : .................................................................................................... : 100 

MFS4           : .................................................................................................... : 100 

M. ornata      : .....C..C..............T................................T........C....................C............. : 100 

M. okinavensis : .....C........C..C.....T..T.....C.......................T.....A..C...T....T...........A.....G..T.... : 100 

M. annectens   : .....C..C.....CT.G.....TG.A.....T...........C.....G..G........A..C..T..C..T..A........A........T..GG : 100 

M. marmorata   : .....C..C.....C..A.....TG.A.....T..A.....T..T...........C...T.A.....T..T..T..A.....G..C........A..A. : 100 
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                          *       120         *       140         *       160         *       180         *       200       

MFS6           : CTCTGCTAGGCGATGACCAAATTTATAACGTTATTGTTACCGCTCACGCATTCGTAATAATTTTTTTTATGGTTATACCAATCATGATCGGTGGCTTTGG : 200 

MFS16          : .................................................................................................... : 200 

MFRN3          : .................................................................................................... : 200 

MFRN5          : .................................................................................................... : 200 

MFRN7          : .................................................................................................... : 200 

MFS8           : .................................................................................................... : 200 

MFRN4          : .................................................................................................... : 200 

MFS3           : .................................................................................................... : 200 

MFS5           : .................................................................................................... : 200 

MFRN2          : .................................................................................................... : 200 

MFS9           : .................................................................................................... : 200 

MFS13          : .................................................................................................... : 200 

MFS15          : .................................................................................................... : 200 

MFS14          : .................................................................................................... : 200 

MFS12          : .................................................................................................... : 200 

MFS11          : .................................................................................................... : 200 

MFS10          : .................................................................................................... : 200 

MFRN6          : .................................................................................................... : 200 

MFRN1          : .................................................................................................... : 200 

MFS7           : .................................................................................................... : 200 

MFRN8          : .................................................................................................... : 200 

MFS2           : .................................................................................................... : 200 

MFS1           : .................................................................................................... : 200 

MFRN9          : .................................................................................................... : 200 

MFS4           : .................................................................................................... : 200 

M. ornata      : ....A.....T.....T.....C..C.....C...........C........T...........C.....A...........T........C........ : 200 

M. okinavensis : .CT.A........C..T........C.....C....................T...................................T..G..T..C.. : 200 

M. annectens   : .C..T.....G..C..............T..A..C........C..T..T..T..T..G.....C..C..A.....G..C.....A..T..G..A..... : 200 

M. marmorata   : ....TT.......C..T...........T..A.....A.....C..T..T..T..C..G..............C..G..C.....A..T..A.....C.. : 200 
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                          *       220         *       240         *       260         *       280         *       300       

MFS6           : TAATTGACTTGTTCCACTAATAATTGGAGCTCCGGACATAGCGTTCCCTCGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTTCTTCCCCCTTCTTTTCTCCTCTTG : 300 

MFS16          : .................................................................................................... : 300 

MFRN3          : .................................................................................................... : 300 

MFRN5          : .................................................................................................... : 300 

MFRN7          : .................................................................................................... : 300 

MFS8           : .................................................................................................... : 300 

MFRN4          : .................................................................................................... : 300 

MFS3           : .................................................................................................... : 300 

MFS5           : .................................................................................................... : 300 

MFRN2          : .................................................................................................... : 300 

MFS9           : .................................................................................................... : 300 

MFS13          : .................................................................................................... : 300 

MFS15          : .................................................................................................... : 300 

MFS14          : .................................................................................................... : 300 

MFS12          : .................................................................................................... : 300 

MFS11          : .................................................................................................... : 300 

MFS10          : .................................................................................................... : 300 

MFRN6          : .................................................................................................... : 300 

MFRN1          : .................................................................................................... : 300 

MFS7           : .................................................................................................... : 300 

MFRN8          : .................................................................................................... : 300 

MFS2           : .................................................................................................... : 300 

MFS1           : .................................................................................................... : 300 

MFRN9          : .................................................................................................... : 300 

MFS4           : ..............................C..................................................................... : 300 

M. ornata      : ..............................C........G..A...................................C.....C..C.........C.. : 300 

M. okinavensis : C..C.....A.....G...........G..A..C..T..G..A.....C...........T..G...........G..C.....A.....C..T..TC.. : 300 

M. annectens   : ............A..C..T..G..C..G..A..A.....G..A..T..A........C.....G...........C..G..A..C..G..C..T...C.T : 300 

M. marmorata   : A..C........A.....C...........A..A.....G..A..T.....T.....C..T.....T..T...T.G........C..C..C..T..TC.C : 300 
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                          *       320         *       340         *       360         *       380         *       400       

MFS6           : CTAGCCTCATCAGCAGTTGAAGCGGGAGCCGGAACTGGTTGAACAGTTTATCCCCCCTTAGCTGGTAATCTTGCTCACGCCGGCCCATCCGTGGACCTTA : 400 

MFS16          : .................................................................................................... : 400 

MFRN3          : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN5          : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN7          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS8           : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN4          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS3           : .......................A............................................................................ : 400 

MFS5           : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN2          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS9           : .......................A............................................................................ : 400 

MFS13          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS15          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS14          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS12          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS11          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS10          : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN6          : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN1          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS7           : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN8          : .......................A............................................................................ : 400 

MFS2           : .......................A............................................................................ : 400 

MFS1           : .......................A............................................................................ : 400 

MFRN9          : .......................A.......................C.................................................... : 400 

MFS4           : .......................A............................................................................ : 400 

M. ornata      : .....T..T.................C.......................C.....T.....C.............................A....... : 400 

M. okinavensis : T................A.....T..G...........G........C.....A..TC.G..A..C........A..T.....T.....T..A..TT.A. : 400 

M. annectens   : ..G..A..C.....T...........G..A.....G........C..A..C......C.C..C..C..C........T........C..T..A.....A. : 400 

M. marmorata   : .....A..T..T...........C.....T..T..A..C.....T........A..TC.T.....C..C..C..C...........T..T..A...T.A. : 400 

                                        A                                                                                   
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                          *       420         *       440         *       460         *       480         *       500       

MFS6           : CAATTTTCTCCTTGCATTTAGCTGGGGTTTCTTCAATTCTTGGGGCAATTAATTTTATTACTACTATTATTAACATAAAACCCCCATCAGTAACTCAGTA : 500 

MFS16          : .................................................................................................... : 500 

MFRN3          : .................................................................................................... : 500 

MFRN5          : .................................................................................................... : 500 

MFRN7          : .................................................................................................... : 500 

MFS8           : .................................................................................................... : 500 

MFRN4          : .................................................................................................... : 500 

MFS3           : .................................................................................................... : 500 

MFS5           : .................................................................................................... : 500 

MFRN2          : .................................................................................................... : 500 

MFS9           : .................................................................................................... : 500 

MFS13          : .................................................................................................... : 500 

MFS15          : .................................................................................................... : 500 

MFS14          : .................................................................................................... : 500 

MFS12          : .................................................................................................... : 500 

MFS11          : .................................................................................................... : 500 

MFS10          : .................................................................................................... : 500 

MFRN6          : .................................................................................................... : 500 

MFRN1          : .................................................................................................... : 500 

MFS7           : .................................................................................................... : 500 

MFRN8          : .................................................................................................... : 500 

MFS2           : .................................................................................................... : 500 

MFS1           : .................................................................................................... : 500 

MFRN9          : .................................................................................................... : 500 

MFS4           : .................................................................................................... : 500 

M. ornata      : .......T..TC.A.....G........C..............A.....C..C............................................A.. : 500 

M. okinavensis : .......T..TC.....C.G..A...........T..............C...........C..A...........G.................C..A.. : 500 

M. annectens   : .C..C......C.C...C....A.....A..C.....C..A.....T..C..C.....C........CC.A..............C.....C..C..A.. : 500 

M. marmorata   : .T.....T...C.A..............A..C........C.....C..............A.....CC.C..............T..T.....C..A.. : 500 
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                          *       520         *       540         *       560         *       580         *       600       

MFS6           : TCAAACACCCCTATTCGTTTGATCCGTCTTAATCACTGCAGTTCTACTACTTCTTTCCCTCCCAGTTCTTGCCGCAGGTATTACTATACTTCTAACTGAT : 600 

MFS16          : .................................................................................................... : 600 

MFRN3          : ..............................................T..................................................... : 600 

MFRN5          : ..............................................T..................................................... : 600 

MFRN7          : ..............................................T..................................................... : 600 

MFS8           : ..............................................T..................................................... : 600 

MFRN4          : .................................................................................................... : 600 

MFS3           : .................................................................................................... : 600 

MFS5           : .................................................................................................... : 600 

MFRN2          : .................................................................................................... : 600 

MFS9           : .................................................................................................... : 600 

MFS13          : .................................................................................................... : 600 

MFS15          : .................................................................................................... : 600 

MFS14          : .................................................................................................... : 600 

MFS12          : .................................................................................................... : 600 

MFS11          : .................................................................................................... : 600 

MFS10          : .................................................................................................... : 600 

MFRN6          : .................................................................................................... : 600 

MFRN1          : .................................................................................................... : 600 

MFS7           : .................................................................................................... : 600 

MFRN8          : .................................................................................................... : 600 

MFS2           : .................................................................................................... : 600 

MFS1           : .................................................................................................... : 600 

MFRN9          : .................................................................................................... : 600 

MFS4           : .................................................................................................... : 600 

M. ornata      : .........TT.G........G..T..T.................T.........................................G............ : 600 

M. okinavensis : C...........G..T........T..T.....T.....C..G..T..C...T.A..T..A...........T.....A..C.........T.G.....C : 600 

M. annectens   : ......C..A..............G...C.C.....A..T..A..C..T........A.....C...T.A..G..C..G..C..A...T.A.....C..C : 600 

M. marmorata   : C.....C..AT....T........A..T........A..T..A...T....AT.G...........C..A.....T..A...........A..C...... : 600 
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                          *       620         *       640         *       660         *               

MFS6           : CGAAACTTGAATACCACCTTCTTTGATCCTGCTGGGGGAGGAGACCCAGTCCTTTATCAACATCTTTTCTGATTTTTT : 678 

MFS16          : .............................................................................. : 678 

MFRN3          : .............................................................................. : 678 

MFRN5          : .............................................................................. : 678 

MFRN7          : .............................................................................. : 678 

MFS8           : .............................................................................. : 678 

MFRN4          : .............................................................................. : 678 

MFS3           : .............................................................................. : 678 

MFS5           : .............................................................................. : 678 

MFRN2          : .............................................................................. : 678 

MFS9           : .............................................................................. : 678 

MFS13          : .............................................................................. : 678 

MFS15          : .............................................................................. : 678 

MFS14          : .............................................................................. : 678 

MFS12          : .............................................................................. : 678 

MFS11          : .............................................................................. : 678 

MFS10          : .............................................................................. : 678 

MFRN6          : .............................................................................. : 678 

MFRN1          : .............................................................................. : 678 

MFS7           : .............................................................................. : 678 

MFRN8          : .............................................................................. : 678 

MFS2           : .............................................................................. : 678 

MFS1           : ......................................G....................................... : 678 

MFRN9          : .............................................................................. : 678 

MFS4           : .............................................................................. : 678 

M. ornata      : ..........................C..C..A..A...........G.....C....................C... : 678 

M. okinavensis : ..T..TC.T........A..T........G..A........G........T........................... : 678 

M. annectens   : ........A........A..T..C..C..G..A..C..G..G...........C........C..G........C... : 678 

M. marmorata   : ........A..C.....A..T........C..A..............CA....C........C..A..T......... : 678 

 

 

 

 

ภาพที ่6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ความยาว 678 bp จ านวน 25 ตัวอย่างจาก 2 ประชากรของอ่ึงน้ าเต้า (M. fissipes) จากต าบลไหล่น่าน (MFRN) 
และต าบลส้าน (MFS) อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน เทียบกับ outgroup ได้แก่ M. ornata,  M. okinavensis, M. annectens และ M. marmorata โดย
เครื่องหมาย (.) แสดงต าแหน่งของเบสที่เหมือนกัน  
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  MFRN1 MFRN2 MFRN3 MFRN4 MFRN5 MFRN6 MFRN7 MFRN8 MFRN9 
MFRN1                   
MFRN2 0.000                 
MFRN3 0.001 0.001               
MFRN4 0.000 0.000 0.001             
MFRN5 0.001 0.001 0.000 0.001           
MFRN6 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001         
MFRN7 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001       
MFRN8 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001     
MFRN9 0.001 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001   

 
ภาพที ่7 ค่า Genetic distance ภายในประชากรอึ่งน้ าเต้าจากต าบลไหล่น่าน จ านวน 9 ตัวอย่าง (MFRN# 1-9) 
ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี Kimura two parameter โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ในการค านวณมีความยาวเท่ากับ 678 คู่
เบส 
 
 
 

  MFS1 MFS2 MFS3 MFS4 MFS5 MFS6 MFS7 MFS8 MFS9 MFS10 MFS11 MFS12 MFS13 MFS14 MFS15 MFS16 
MFS1                                 
MFS2 0.001                               
MFS3 0.003 0.001                             
MFS4 0.003 0.001 0.003                           
MFS5 0.001 0.000 0.001 0.001                         
MFS6 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001                       
MFS7 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001                     
MFS8 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001 0.003 0.001                   
MFS9 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001                 
MFS10 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000               
MFS11 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000             
MFS12 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000           
MFS13 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000         
MFS14 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000       
MFS15 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000     
MFS16 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001 0.000 0.001 0.003 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001   

 
ภาพที่ 8 ค่า Genetic distance ภายในประชากรอึ่งน้ าเต้าจากต าบลส้าน จ านวน 16 ตัวอย่าง (MFS# 1-16) ที่
วิเคราะห์ด้วยวิธี Kimura two parameter โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ในการค านวณมีความยาวเท่ากับ 678 คู่
เบส
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  MFRN1 MFRN2 MFRN3 MFRN4 MFRN5 MFRN6 MFRN7 MFRN8 MFRN9 MFS1 MFS2 MFS3 MFS4 MFS5 MFS6 MFS7 MFS8 MFS9 MFS10 MFS11 MFS12 MFS13 MFS14 MFS15 MFS16 

MFRN1                                                   

MFRN2 0.000                                                 

MFRN3 0.001 0.001                                               

MFRN4 0.000 0.000 0.001                                             

MFRN5 0.001 0.001 0.000 0.001                                           

MFRN6 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001                                         

MFRN7 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001                                       

MFRN8 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001                                     

MFRN9 0.001 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001                                   

MFS1 0.001 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003                                 

MFS2 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001                               

MFS3 0.001 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001                             

MFS4 0.001 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001 0.003                           

MFS5 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001                         

MFS6 0.001 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001                       

MFS7 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001                     

MFS8 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.003 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001 0.003 0.001                   

MFS9 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001                 

MFS10 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000               

MFS11 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000             

MFS12 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000           

MFS13 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000         

MFS14 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000       

MFS15 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000     

MFS16 0.001 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001 0.003 0.003 0.001 0.000 0.001 0.003 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001   

 
ภาพที่ 9 ค่า Genetic distance ระหว่างประชากรของอ่ึงน้ าเต้าจากต าบลไหล่น่านและต าบลส้าน จ านวน 25 ตัวอย่าง ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี Kimura two 
parameter โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ในการค านวณมีความยาวเท่ากับ 678 bps  
หมายเหตุ  MFRN = M. fissipes จากต าบลไหล่น่าน, MFS = M. fissipes จากต าบลส้าน 
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ตารางท่ี 2 ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) ของ M. fissipes ในแต่ละพ้ืนทีท่ี่เก็บตัวอย่าง 
ตัวอักษรย่อที่ใช้ในตาราง: N = จ านวนตัวอย่าง; M = จ านวนของ mutation; h = จ านวนของ haplotype; hd 
= haplotype diversity และค่าเบียงเบนมาตรฐาน (± S.D) และ π = nucleotide diversity และค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (± S.D) 
 

สถานที่เก็บ
ตัวอย่าง 

M. fissipes 

N M h hd ± S.D. π ± S.D. 

ต าบลไหล่น่าน 9 2 3 0.639 ±  0.126 0.00107 ± 0.00028 

ต าบลส้าน 16 5 6 0.617 ± 0.135 0.00108 ± 0.00030 

 
หมายเหตุ  

haplotype diversity (hd) หมายถึง จ านวนและความถี่ของ haplotype ที่แตกต่างกันท่ีพบในตัวอย่าง ค านวณจาก 
hd = (1 -Σxi 2) n / (n -1)  (Nei and Tajima, 1981) เมื่อ xi คือ ความถี่ของ haplotype และ n คือ จ านวนตัวอย่าง 

nucleotide diversity (π) หมายถึง ค่าเฉลี่ยของจ านวน nucleotide ที่แตกต่างต่อ 1 ต าแหน่ง เทียบกับ sequence 
อื่นแบบสุ่ม ค านวณจาก π  = n/(n − 1)Σxixj π ij (Nei 1987, equation 10.5) 
หรือ π  = Σxij/nc (Nei 1987, equation 10.6) เมื่อ n คือ จ านวนของ sequence ที่ท าการวิเคราะห์ผล, xi คือ ความถี่ของ
รูปแบบ ith ใน sequence ของดีเอ็นเอตัวอย่าง และ nc คือ จ านวนของ sequence ทั้งหมดที่ท าการเปรียบเทียบ  
 
 
4. ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของอ่ึงน  าเต้า 
 จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) โดยวธิี Maximum Likelihood ระหว่างอึ่งน้ าเต้า จากอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน กับอ่ึง
ชนิดต่างๆ ทีไ่ด้ข้อมูลมาจาก GenBank ได้แก่ M. ornata, M. okinavensis, M. annectens และ M. 
marmorata จะพบว่าอ่ึงน้ าเต้าทั้งจากต าบลไหล่น่านและต าบลส้านถูกจัดให้อยู่ใน clade เดียวกัน โดยแยก 
clade ออกมาจากอ่ึงชนิดต่างๆ อย่างชัดเจน  ด้วยค่า bootstrap probability ทีม่ากถึง 99% (ภาพที่ 10) แสดง
ว่าอ่ึงน้ าเต้าจากท้ังสองพ้ืนที่มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเป็นแบบ monophyletic group หรืออาจกล่าวได้ว่า
ประชากรของอ่ึงน้ าเต้าจากท้ังสองพ้ืนที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอคล้ายคลึงกัน
มาก และมีความแตกต่างอย่างชัดเจนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของอ่ึงทั้งสี่ชนิดที่ใช้เป็น outgroup  
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ภาพที่ 10 แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของอ่ึงน้ าเต้า (Phylogenetic tree) ที่สร้างโดยวิธี 
Maximum Likelihood method โดยวิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความยาว 678 bp ตัวเลขที่ก ากับบน
แผนภูมิแสดงค่า bootstrap probability จากการท า 1000 ซ้ า โดยมี M. ornata, M. okinavensis, M. 
annectens และ M. marmorata เป็น outgroup  

 MFS14

 MFS15

 MFS13

 MFS12

 MFS11

 MFS10

 MFS9

 MFS7

 MFS5

 MFS3

 MFS2

 MFRN8

 MFRN6

 MFRN4

 MFRN2

 MFRN1

 MFRN3

 MFRN5

 MFRN7

 MFS8

 MFS1

 MFRN9

 MFS4

 MFS6

 MFS16

 M. ornata

 M. okinavensis

 M. annectens

 M. marmorata

99

99

63

99

50

0.05
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 MFS14

 MFS15

 MFS13

 MFS12

 MFS11

 MFS10

 MFS9

 MFS7

 MFS5

 MFS2

 MFRN8

 MFRN6

 MFRN4

 MFRN2

 MFRN1

 MFS3

 MFRN3

 MFRN5

 MFRN7

 MFS8

 MFS1

 MFRN9

 MFS6

 MFS16

 MFKK5

 MFCU1

 MFCU2

 MFCU3

 MFCU4

 MFCU5

 MFCU6

 MFCU7

 MHTP3

 MHTP5

 MFS4

 MFKK3

 MFKK4

 MFKK8

 M. ornata

 M. okinavensis

 MHKK10

 MHKK6

 MHKK3

 MHKK7

 MHKK8

 MFKK2

 MHKK1

 MHKK2

 M. annectens

 M. marmorata

98

92

45

100

100

79

100

92

99

97

99

65

99

64

60

0.05
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ภาพที่ 11 แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของประชากรอ่ึงน้ าเต้า (Phylogenetic tree) และอ่ึงข้างด า
ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้และก่อนหน้านี้ ที่สร้างโดยวิธี Maximum Likelihood method โดยวิเคราะห์จากล าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่มีความยาว 678 bp ตัวเลขที่ก ากับบนแผนภูมิแสดงค่า bootstrap probability จากการท า 1000 
ซ้ า โดยมี M. ornata, M. okinavensis, M. annectens และ M. marmorata เป็น outgroup  
 
หมายเหตุ   
MFRN = M. fissipes จากต าบลไหล่น่าน    MFS   = M. fissipes จากต าบลส้าน  
MFCU = M. fissipes จากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย   MFKK = M. fissipes จากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว 
MHTP = M. heymonsi จากอุทยานแห่งชาติทองผาภูมิ MHKK = M. heymonsi จากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว  
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สรุปและวิจารณ์ผล 
 
ผลการวิเคราะห์และเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในประชากรอ่ึงน้ าเต้าในสองพ้ืนที่ของ

อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน ได้แก่ ที่ต าบลไหล่น่านและที่ต าบลส้าน จ านวนทัง้หมด 25 ตัวอย่าง พบว่ามีความยาว
ของล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 678 คู่เบส มีระยะห่างทางพันธุกรรมทั้งภายในและระหว่างประชากร อยู่ระหว่าง 
0.000-0.003 และมีความแปรผันทางพันธุกรรม (genetic variation) จ านวน 6 (0.88%) ต าแหน่ง แสดงว่า
ประชากรอ่ึงน้ าเต้าจากอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน มีความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน COI ค่อนข้างต่ า อนึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบผลการศึกษาครั้งนี้กับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมของอ่ึงน้ าเต้าในพ้ืนที่
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร และ ที่พ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี โดยใช้ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในการตรวจสอบ พบว่าประชากรอ่ึงน้ าเต้าจากจุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย จ านวน 6 ตัวอย่าง ไมม่ีความแปรผันทางพันธุกรรมของยีน COI เลย ในขณะที่ประชากรอ่ึงน้ าเต้า
จากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว จ านวน 5 ตัวอย่าง มีความแปรผันทางพันธุกรรม จ านวน 38 (5.61%) ต าแหน่ง (อัมพร 
วิเวกแว่ว และ วิเชฏฐ์ คนซื่อ, 2555) จากข้อมูลดังกล่าวจะเห็นได้ว่าประชากรอ่ึงน้ าเต้าจากพ้ืนที่ต่างๆ ในประเทศ
ไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน COI มากน้อยแตกต่างกัน โดยประชากรจากพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขา
เขียวแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมมากที่สุด  

จากการศึกษาเบื้องต้น ในปี พ.ศ. 2555 โดยการศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมและการประเมินความ
เป็นไปได้ในการผสมต่างสายพันธุ์ระหว่างอึ่งน้ าเต้า อ่ึงข้างด า และอ่ึงลายเลอะ โดยใช้ยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดี
เอ็นเอเป็นดีเอ็นเอเครื่องหมายในการตรวจสอบการเกิด gene flow หรือ introgression ระหว่างประชากรของอ่ึง
ทั้งสามชนิดที่เก็บมาจากพ้ืนที่ต่างๆ ในโครงการ อพ.สธ. และพ้ืนที่อ่ืนๆ เช่น จากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เขต
ปทุมวัน กรุงเทพมหานคร, จากบริเวณอุทยานแห่งชาติทองผาภูมิ อ าเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุร ี และ จาก
สวนสัตว์เปิดเขาเขียว อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุร ีโดยพ้ืนที่ส่วนใหญ่ที่เก็บตัวอย่างมาจัดเป็น sympatric area ที่
สามารถพบอ่ึงทั้งสามชนิดอาศัยอยู่ร่วมกัน ผลการศึกษาพบการเกิด gene flow หรือ introgression ของ 
mitochondrial DNA จากประชากรของอ่ึงข้างด าสู่ประชากรของอ่ึงน้ าเต้าในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว อ าเภอ
ศรีราชา จังหวัดชลบุร ี ผลการศึกษาที่ได้แสดงให้เห็นว่าอ่ึงน้ าเต้าและอ่ึงข้างด าสามารถผสมข้ามสายพันธุ์ใน
ธรรมชาติได้ (อัมพร วิเวกแว่ว และ วิเชฏฐ์ คนซื่อ, 2555) แต่เนื่องจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยไม่ประสบ
ความส าเร็จในการเก็บตัวอย่างอ่ึงข้างด าและอ่ึงลายเลอะ จากพ้ืนที่ในอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่านได้เลย ดังนั้นจึงไม่
สามารถประเมินความเป็นไปได้ในการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิดในพ้ืนที่ดังกล่าวได้ ดังนั้นเพ่ือตอบ
โจทย์การวิจัยดังกล่าวให้ชัดเจน จึงควรท าการเก็บตัวอย่างอ่ึงข้างด าและอ่ึงลายเลอะจากต าบลไหล่น่านและ
ต าบลส้านให้ได้จ านวนที่มากเพียงพอในอนาคต 

นอกจากนี้ผลการศึกษาที่ได้ยังพบว่า โดยเฉลี่ย ค่า haplotype diversity (hd) และค่า nucleotide 
diversity (π) ของประชากรอ่ึงน้ าเต้าในอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน มีค่าค่อนข้างต่ า (hd = 0.627 ± 0.102 และ 
π = 0.00111 ± 0.00024) เมื่อเปรียบเทียบกับประชากรจากพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี (hd = 
1.000 ± 0.126 และ π = 0.08612 ± 0.03601) จากแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่สร้างโดยวิธ ี
Maximum Likelihood ยังแสดงให้เห็นว่าอ่ึงน้ าเต้าในอ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
เป็นแบบ monophyletic group โดยแยกกลุ่มออกมาจากอ่ึงชนิดต่างๆ ที่ใช้เป็น outgroup อย่างชัดเจน หรือ
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อาจกล่าวได้ว่าประชากรอ่ึงน้ าเต้ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอแตกต่างอย่างชัดเจน
จากอ่ึงทั้งสี่สปีชีส์ที่ใช้เป็น outgroup อนึ่งเมื่อน าข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้มาวิเคราะห์รว่มกับข้อมูลที่ได้จาก
การศึกษาก่อนหน้านี้ (อัมพร วิเวกแว่ว และ วิเชฏฐ์ คนซื่อ, 2555) จะพบว่าประชากรอ่ึงน้ าเต้าจากต าบลไหล่น่าน
และต าบลส้านถูกจัดอยู่ใน clade เดียวกับประชากรอ่ึงน้ าเต้าจากจุฬาลงกรณ์และจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว และ
แยกอยู่คนละ clade กับประชากรอ่ึงข้างด าอย่างชัดเจน ด้วยค่า bootstrap probability เท่ากับ 100% (ภาพที่ 
11) นอกจากนี้จากแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการดังกล่าวจะเห็นว่าประชากรอ่ึงน้ าเต้าจากต าบลไหล่
น่านมีความใกล้ชิดกับประชากรจากต าบลส้านมากกว่าประชากรจากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยและจากสวนสัตว์
เปิดเขาเขียว (ภาพที ่ 11) แสดงว่าอ่ึงน้ าเต้าจากต าบลไหล่น่านและต าบลส้านมีความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรม
มากกว่าอ่ึงน้ าเต้าจากพ้ืนที่อ่ืนๆ  

สรุป การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาเบื้องต้นมีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรม
และประเมินความเป็นไปได้ในการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างประชากรของอ่ึงน้ าเต้า อ่ึงข้างด า และอ่ึงลาย
เลอะในพ้ืนที่อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน แตเ่นื่องการศึกษาวิจัยครั้งนี้ไม่สามารถเก็บตัวอย่างอ่ึงข้างด าและอ่ึงลาย
เลอะได้เลย ดังนั้นจึงไม่สามารถประเมินความเป็นไปได้ในการผสมต่างสายพันธุ์ระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิดในพ้ืนที่
ดังกล่าวได้ ดังนั้นเพ่ือตอบโจทย์การวิจัยดังกล่าวให้ชัดเจน จึงควรท าการเก็บตัวอย่างอ่ึงข้างด าและอ่ึงลายเลอะจาก
ต าบลไหล่น่านและต าบลส้านให้ได้จ านวนที่มากเพียงพอในอนาคต รวมทั้งควรเพิ่มจ านวนพื้นที่ที่ศึกษาให้
ครอบคลุมมากกว่านี้ โดยควรท าการเก็บตัวอย่างทั้งจากพ้ืนที่ที่พบอ่ึงเพียงชนิดเดียว (allopatry) และพ้ืนที่ที่พบอ่ึง
สองหรือสามชนิดอาศัยอยู่ร่วมกัน (sympatry)  และควรท าการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและประเมิน
ความเป็นไปได้ในการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างประชากรของอ่ึงทั้งสามชนิดโดยใช้นิวเคลียร์ยีนเป็นดีเอ็นเอ
เครื่องหมายในการตรวจสอบควบคู่กันไปด้วย 
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ประวัติคณะวิจัย 
 

1.   ชื่อ-นามสกุล  (ไทย)   ดร. อัมพร วิเวกแว่ว 
(อังกฤษ)   Amporn Wiwegweaw, Ph.D. 

ต าแหน่งทางวิชาการ   อาจารย์ ดร. ระดับ A-5 
หน่วยงานที่สังกัด    ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
สถานที่ติดต่อ    ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ถนนพญาไท เขตปทุมวัน กทม 10330 
โทรศัพท์ 02-218-7536 
โทรศัพท์มือถือ 087-676-9563 
โทรสาร 02-218-5386 
E-mail: ampornwiwegweaw@yahoo.com 

ประวัติการศึกษา 
2538-2542  วิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2542-2546  วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (อณูพันธุศาสตร์และพันธุวิศวกรรมศาสตร์) 

มหาวิทยาลัยมหิดล 
2548-2552  Bioscience and Food Production Science, Shinshu University, 

Nagano, Japan 
 

สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ 
สาขาชีววิทยาโมเลกุล วิวัฒนาการ และ Molecular Phylogenetics 
 

ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัย 
2556-2557  ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการและสถานภาพทางอนุกรมวิธานของสปีชีส์ย่อยของไก่ฟ้า

หลังขาว (Lophura nycthemera) และไก่ฟ้าหลังเทา (L. leucomelana) ในประเทศ
ไทยโดยล าดับดีลูปในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ เป็นหัวหน้าโครงการวิจัย 

2555-2556  ความหลากหลายทางชนิด นิเวศวิทยา การแปรผันทางพันธุกรรมและการประเมินความ
เป็นไปได้ในการผสมต่างสายพันธุ์ระหว่างสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางชนิด ณ ต าบลไหล่
น่าน อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่านและพ้ืนที่ อพ.สธ. เป็นหัวหน้าโครงการวิจัย 

2554-2555  การแปรผันทางพันธุกรรมและการประเมินความเป็นไปได้ในการผสมต่างสายพันธุ์
ระหว่างอึ่งน้ าเต้า (Microhyla fissipes) อ่ึงข้างด า (M. heymonsi) และอ่ึงลายเลอะ 
(M. butleri) โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบางส่วนของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอใน
การตรวจสอบในพ้ืนที่ อพ.สธ. เป็นหัวหน้าโครงการวิจัย 
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2554-2555   รูปแบบการกระจายตัวของอ่ึงน้ าเต้า (Microhyla fissipes) อ่ึงข้างด า (M. 
heymonsi) และอ่ึงลายเลอะ (M. butleri) ในประเทศไทยและการประเมินความเป็นไป
ได้ในการผสมพันธุ์ข้ามกันระหว่างอ่ึงทั้งสามชนิดในธรรมชาติ เป็นหัวหน้าโครงการวิจัย 

2553-2554  Phylogeography of mitochondrial DNA introgression in snails เป็นวิจัยร่วมกับ 
Prof. Dr. Takahiro Asami, Shinshu University, Nagano, Japan 

 
ผลงานวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์เผยแพร่ 
1. Wiwegweaw, A., Udomkit, A. and Panyim, S. 2004. Molecular structure and organization of 

crustacean hyperglycemic hormone genes of Penaeus monodon. Journal of 
Biochemistry and Molecular Biology 37 (2):177-184. 

2. Seki, K., Wiwegweaw, A. and Asami, T. 2008. Fluorescent pigment distinguishes sibling 
species of snails. Zoological Science 25 (12): 1212-1219. 

3. Wiwegweaw, A., Seki, K., Mori, H. and Asami, T. 2009. Asymmetric reproductive isolation 
during simultaneous reciprocal mating in pulmonates. Biology Letter 5 (2): 240-243. 

4. Wiwegweaw, A., Seki, K., Utsuno, H. and Asami, T. 2009. Fitness consequences of 
reciprocally asymmetric hybridization between simultaneous hermaphrodites. 
Zoological Science 26(3):191-196. 

5. Wiwegweaw, A. and Meckvichai, W. 2010. Genetic variation of captive green peafowl in 
Thailand based on d-loop sequences. 2010. Abstract 5th International Galliformes 
Symposium. Chiang Mai, Thailand. 

6. Wiwegweaw, A. and Meckvichai, W. 2011. Genetic variation of captive green peafowl Pavo 
muticus in Thailand based on D-loop sequences. International Journal of 
Galliformes Conservation 2: 38–42. 

 
งานวิจัยท่ีก าลังด าเนินการอยู่ในปัจจุบัน 

1. ความหลากหลายทางชนิด นิเวศวิทยา การแปรผันทางพันธุกรรมและการประเมินความเป็นไปได้ในการ 
ผสมต่างสายพันธุ์ระหว่างสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางชนิด ณ ต าบลไหล่น่าน อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน
และพ้ืนที่ อพ.สธ. (ทุน อพ.สธ. ปีงบประมาณ 2556) สถานภาพงานวิจัย 100% 

2. ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการและสถานภาพทางอนุกรมวิธานของสปีชีส์ย่อยของไก่ฟ้าหลังขาว (Lophura 
nycthemera) และไก่ฟ้าหลังเทา (L. leucomelana) ในประเทศไทยโดยล าดับดีลูปในไมโทคอนเดรียลดี
เอ็นเอ (ทุน สกว. ปีงบประมาณ 2556) สถานภาพงานวิจัย 30% 
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2.   ชื่อ-นามสกุล  (ไทย)   ดร.วิเชฏฐ ์คนซื่อ 
(อังกฤษ)  Wichase Khonsue, Ph.D. 

ต าแหน่งทางวิชาการ   ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ระดับ 8 
หน่วยงานที่สังกัด    ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
สถานที่ติดต่อ    ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ถนนพญาไท เขตปทุมวัน กทม 10330 
โทรศัพท์ 02-218-5258 
โทรศัพท์มือถือ 081-456-4113 
โทรสาร 02-218-5256 
E-mail: Wichase.k@chula.ac.th 

ประวัติการศึกษา 
2533-2536  วิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีวววิทยา) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2536-2539  วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (สัตววิทยา) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2541-2544  Human and Environmental Studies Kyoto University, Kyoto, 

Japan 
 

สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ 
สาขานิเวศวิทยาและอนุกรมวิธานสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก 
 

ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัย 
2551-2553  ความหลากหลายของชนิดและการใช้พ้ืนที่ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบริเวณ 

เทือกเขาหินปูน จังหวัดสระบุรีและลพบุรี เป็นหัวหน้าโครงการวิจัย 
2553-2554  โครงการวิจัยข้อมูลเบื้องต้นของสัตว์มีกระดูกสันหลัง บริเวณพ้ืนที่เกาะทะลุ เป็น 

หัวหน้าโครงการวิจัย 
2553-2554  โครงการวิจัยการส ารวจเบื้องต้น microhabitat ของค้างคาวคุณกิตติ 
 

ผลงานวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์เผยแพร่ 
1. Othman, MS, Khonsue, W, Kitana, J, Thirakhupt, K, Robson, MG and Kitana, N. 2011. 

Reproductive mode of Fejervarya limnocharis (Anura: Ranidae) caught from Mae 
Sot, Thailand based on its gonadosomatic indices. Asian Herpetological Research 
2(1): 41-45. แหล่งทุน National Center of Excellence in Environmental and Hazardous 
Waste Management และ ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

2. Danaisawat, P. A. Pradatsundarasan, and W. Khonsue. 2010. Morphological character of 
some tadpole from Khao Sip Ha Chan Proposed National Park, 18 Chantaburi 
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Province. Journal of Wildlife in Thailand. 17: 64-103. in Thai แหล่งทุนโครงการพัฒนาองค์
ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

3. Khonsue, W., T. Chaiananporn, and P. Pomchot. 2010. Skeletochronological 
assessment of age in the Himalayan Crocodile newt, Tylototriton verrucosus 
(Anderson, 1871) from Thailand. Tropical Natural History 10 (2): 181-188. แหล่งทุน
โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทยและทุน 
90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

4. Phochayavanich, R., Voris, H.K., Khonsue, W., Thunhikorn, S. and Thirakhupt, K. 
2010. Comparison of stream frog assemblages at three elevations in an 
evergreenforest, North-Central Thailand. Zoological Studies 49(5): 632-639. ทุน 90 ปี 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

5. Suttinee, Lhaoteaw, Chatchawan Chaisuekul and Wichase Khonsue. 2010. Feeding 
cology og Big-headed frog, Limnonectes macrongathus (Boulenger, 1917), in 
naturalforest, Nan Province. 36th Congress on Science and Technology of Thailand 
26-28 October, 2010 . Bangkok, Thailand. P. 1-6. แหล่งทุน โครงการพัฒนาองค์ความรู้และ
ศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

6. Patchara Danaisawat, Art-ong Pradatsundarasan and Wichase Khonsue. 2009. 
Habitat selection and relationships between annual occurrence of amphibians and 
climatic factors at Khao Sip Ha ChanNational Reserve Forest, Chantaburi province. 
Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 142. แหล่งทุน โครงการพัฒนาองค์
ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

7. Pataradawn Pinyopich, Worrapong Kit-anan, Sirirat Rengpipat and Wichase Khonsue. 2009. 
Molecular cloning of antimicrobial peptide genes from the tree frog, Rhacophorus 
feae. Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 139. แหล่งทุนโครงการพัฒนา
องค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

8. Kan Nitiroj and Wichase Khonsue. 2009. Vertical distribution and diets of the 
Median-striped bullfrog, Kaloula mediolineata (Smith, 1917), in San Ngao district, 
Tak Province. Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 136. แหล่งทุน 
โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

9. Anusorn Pansook, Wichase Khonsue, Sanit Piyapatanakorn and Putsatee Pariyanont. 2009. 
Genetic diversity of the rice field frog, Hoplobatrachus rugulosus (Wiengmann, 1853), 
in natural habitats in Thailand by mitochondrial DNA (16SrRNA and cytochrome-b 
sequences). Abstract 13th BRT Annual Conference, Chiang Mai. p. 135. แหล่งทุน 
โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 
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10. Othman, MS, Khonsue, W, Kitana, J, Thirakhupt, K, Robson, MG and Kitana, N. 2009. 
Hepatic biomarker responses in the frog, Fejervarya limnocharis, naturally exposed 
to environmental stress from cadmium contamination. Abstract, 16th International 
Congress of Comparative Endocrinology, Hong Kong S.A.R., China (P69). 19 แหล่งทุน 
National Center of Excellence in Environmental and Hazardous Waste Management 
และ ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

11. วิเชฏฐ ์คนซื่อ. 2008. 2008 ปีแห่งการอนุรักษ์กบ 2008 ปีแห่งการอนุรักษ์กบ: วิกฤติการสูญพันธุ์และ
บัญชีแดง. การประชุมวิชาการประจ าปีโครงการ BRT ครั้งที ่12. 10-13 ตุลาคม 2551 โรงแรมได
มอนด์พลาซ่า จังหวัดสุราษฎร์ธานี. แหล่งทุน โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการ
จัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย 

 
งานวิจัยท่ีก าลังด าเนินการอยู่ในปัจจุบัน 
1. ความหลากหลายของชนิดและการใช้พ้ืนที่ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบริเวณเทือกเขาหินปูน 

จังหวัดสระบุรีและลพบุรี แหล่งทุน โครงการพัฒนาองค์ความรู้และศึกษานโยบายการจัดการ 
ทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย (โครงการ BRT R352042) สถานภาพงานวิจัย 90% 

2. โครงการวิจัยข้อมูลเบื้องต้นของสัตว์มีกระดูกสันหลังและสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง บริเวณพ้ืนที่เกาะ 
 ทะลุ แหล่งทุนงบประมาณแผ่นดินปี 2554 สถานภาพงานวิจัย 80% 
3. โครงการวิจัยการส ารวจเบื้องต้น microhabitat ของค้างคาวคุณกิตติ แหล่งทุนงบประมาณ 

แผ่นดินปี 2554 สถานภาพงานวิจัย 70% 
 
 

 


