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บทที ่3 

 

อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 

 

3.1 การเกบ็ตัวอย่าง 

ทําการเก็บตัวอย่างกบหง อน (Limnonectes gyldenstolpei)  และกบห้วยขา ปุ่ม เหนือ 

(Limnonectes taylori ) ในระยะ juvenile จาก 16 แหล่ง ใน 6 จงัหวดัดว้ยกนั โดยทาํการจดัจาํแนกตาม

ลกัษณะสัณฐานวิทยาตามไดโคโตมสัคียจ์ากคู่มือสัตวส์ะเทินนํ้ า สะเทินบกในเมืองไทย (ธัญญา, 

2546) จากนั้นนาํขอ้มูลพิกดัความสูงมาเปรียบเทียบเพื่อทาํการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ในแต่ละพื้นท่ีมา

สร้างแผนภูมิแท่ง ดว้ยโปรแกรม Microsoft Excel และ box plot เพื่อแสดงค่ากลางและค่าเฉล่ียของ

ความสูงในแต่ละพื้นท่ีของกบทั้งสองชนิดเปรียบเทียบกนั ดว้ยโปรแกรม R แลว้จึงนาํพิกดัมาสร้าง

แผนท่ีดว้ยโปรแกรม ArcGIS (ตาราง 3.1)  

 

3.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเน้ือเย่ือกบหงอน (L. gyldenstolpei) และกบห้วยขาปุ่ มเหนือ (L. 

taylori) 

 สกดัดีเอน็เอ ดว้ยวธีิ proteinase K/phenol-chloroform โดยดดัแปลงตามวธีิของ Jiwyam et al., 

2005 โดยเร่ิมจากตดัตวัอย่างเน้ือเยื่อตบักบหงอนและกบห้วยขาปุ่มเหนือ ประมาณ 20 มิลลิกรัม ใส่

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย TNE buffer (pH8.0) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และ

เติมสารละลาย SDS ความเขม้ขน้ 10% ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติม proteinase K 5 ไมโครลิตร 

แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา1วนั นาํตวัอยา่งท่ียอ่ยมาเติมสารละลายฟินอลและ

สารละลายคลอโรฟอร์ม (อตัราส่วน 1:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นาํไปป่ันเหวีย่งท่ี 13680 g (11200 

rpm) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใส่ชั้นบนยา้ยไปใส่ในหลอดทดลอง 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรใหม่ เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 

13680 g (11200 rpm) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสชั้นบนยา้ยไปใส่

ในหลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตรใหม่ ทาํการตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ยการเติมสารละลาย Sodium 
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acetate ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติมสารละลายเอธานอลท่ีเยน็จดั ปริมาตร 

900 ไมโครลิตร นาํไปบ่มใหดี้เอน็เอตกตะกอน ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วนั  นาํดีเอ็น

เอท่ีตกตะกอนไวไ้ปป่ันเหวีย่ง 13680 g (11200 rpm) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เท

สารละลายส่วนใสทิ้ง ลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ยสารละลายเอธานอล 70 % ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

นาํไปป่ันเหวี่ยง 13680 g (11200 rpm) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลาย

ส่วนใสทิ้ง นําไปอบหรือเป่าลมให้สารละลายเอธานอลระเหยให้หมด เติมสารละลาย TE buffer 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และนาํไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  

 

ตารางท่ี 3.1 สถานท่ีเก็บตวัอยา่งกบหงอนและกบหว้ยขาปุ่มเหนือ 

ประชากร พิกดัท่ีเก็บตวัอยา่ง 

จงัหวดั อาํเภอ ความสูง(เมตร) ลองจิจูด ละติจูด 

เชียงใหม ่ ปางนํ้าถุ 968 19.06941 99.35947 

เชียงใหม ่ ปางบง 888 18.97698 99.32419 

เชียงใหม ่ ปางกาํแพงหิน 1067 18.95202 99.34746 

เชียงใหม ่ ดอยลาง  1950 20.099866 99.273391 

เชียงใหม ่ อุทยานแห่งชาติแม่วาง 678 18.657305 98.681831 

เชียงใหม ่ บา้นป่าสักงาม 402 18.98777 99.11455 

เชียงใหม ่ อมก๋อย 460 17.47137 98.45785 

แม่ฮ่องสอน ขนุยวม 673 18.80817 97.87125 

แม่ฮ่องสอน บา้นนาป่าแปก 982 19.611544 98.002624 

แม่ฮ่องสอน อุทยานแห่งชาตินํ้าตกแม่สุรินท ์ 396 19.24797 97.99542 

แม่ฮ่องสอน ดอยผกักูด 1423 19.66083 98.3994 

เชียงราย อุทยานแห่งชาติขนุแจ 592 19.152952 99.393196 

น่าน ดอยฟ้า 665 18.980974 101.182594 

เลย อุทยานแห่งชาติภูเรือ 939 17.48193 101.34982 

เลย ภูหลวง 865 17.226398 101.500225 

นครราชสีมา สะแกราช 865 14.49336 101.87364 
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3.3 การวดัปริมาณและคุณภาพดีเอน็เอ 

3.3.1. วธีิเจลอเิลก็โทรฟอริซิส (gel electrophoresis)  

เ ร่ิมจากเตรียมอะกาโรสเจลท่ีมีความเข้มข้น 0.8 % โดยผสมผงอะกาโรส 0.8 กรัม ใน

สารละลาย 1X TAE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปให้ความร้อนจนผงอะกาโรสละลาย

หมดจาดนั้นเทเจลลงในถาดท่ีเตรียมไว ้ผสมสารละลายดีเอ็นเอตวัอย่างปริมาตร 2 ไมโครลิตรกบั

สารละลาย 6X loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลาย GelRed Nucleic Acid Gel Stain 

ความเขม้ขน้ 3X ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใชก้ระแสไฟฟ้า 120 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํเจลไป

ตรวจหาแถบดีเอน็เอภายใตรั้งสีอลัตราไวโอเลต 

 

3.3.2. การตรวจปริมาณดีเอน็เอโดยการวดัค่าดูดกลืนแสง  

การตรวจปริมาณสารละลายดีเอน็เอท่ีตรวจการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร และ 280 นาโน

เมตรดีเอ็นเอ ด้วยเคร่ือง Spectrophotometer (รุ่น ยี่ห้อ BioDrop) จากนั้นจะถูกนาํไปเจือจางให้ได้

ความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเพื่อใชใ้นขั้นตอนต่อไป 

 

3.4 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิค ISSR 

เร่ิมตน้ทดสอบประสิทธ์ิภาพของไพรเมอร์ทั้งหมดดว้ยเทคนิค touch down ในช่วงอุณหภูมิ 

45-64 C ̊เพื่อหาช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสม สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอและเม่ือตรวจสอบผลผลิตปรากฏ

แถบดีเอน็เอ เม่ือไดพ้บแถบแบนจะทาํใหท้ราบช่วงอุณหภูมิ จึงทาํการ gradient ตามวธีิของ (Fonseca-

Salamanca et al., 2006) อุณหภูมิเพื่อให้ไดแ้ถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจนเม่ือหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมไดแ้ลว้จะ

ทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทุกตวัอยา่ง โดยนาํดีเอ็นเอท่ีปรับความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ใช้ไพรเมอร์ท่ีมีลาํดบัเบสแสดงไวใ้นตาราง 3.3 จาํนวน 20 ไพร์เมอร์ ด้วย

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลสหรือ PCR (polymerase chain reaction: PCR) ใชส่้วนผสมในปฏิกิริยารวม 

15 ไมโครลิตร ดงัตาราง 3.2 และใส่สารละลายดีเอ็นเอท่ีปรับแลว้ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เป็นดีเอ็นเอ

ตน้แบบในการเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส เตรียมสารละลาย master mixture ปริมาตร 

14 ไมโครลิตร ลงในหลอด PCR tube นาํหลอดทดลองเขา้เคร่ือง thermal cycle กาํหนดอุณหภูมิต่างๆ

ดงัน้ี (Machkour-M’Rabet et al., 2009) 
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Pre-Denaturation 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ  

Denaturation 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที  

Annealing :อุณหภูมิไพรเมอร์ 

แสดงดงัตาราง 3.3 

เวลา 1 นาที 
      35 รอบ 

Extension 72 องศาเซลเซียส เวลา 1.30 นาที  

Final extension 72 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ  

 

ตารางท่ี 3.2 ส่วนผสมสารละลาย master mixture ในปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส ISSR (Moresco et 

al., 2013) 

 

3.5 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ยีน Tyrosinase (เฉพาะกบห้วยขาปุ่มเหนือ 

L.taylori) 

นําดีเอ็นเอท่ีปรับความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ด้วย

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลสหรือ PCR (polymerase chain reaction: PCR) ใชส่้วนผสมในปฏิกิริยารวม 

25 ไมโครลิตร ดงัตาราง 3.4 และใส่สารละลายดีเอ็นเอท่ีปรับแลว้ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เป็นดีเอ็นเอ

ตน้แบบในการเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส เตรียมสารละลาย master mixture ปริมาตร 

24 ไมโครลิตร ลงในหลอด PCR tube นาํหลอดทดลองเขา้เคร่ือง thermal cycle กาํหนดอุณหภูมิต่างๆ

ดงัน้ี 

สาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (µl) 

10Xbuffer 1X 1.5 

primer 0.8 µM 1.2 

dNTP 1 mM 0.3 

Taq polymerase 1 unit 0.2 

dH₂O  9.8 

DNA 10 ng/µl 1 

รวม  15 
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Pre-Denaturation 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ  

Denaturation 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที  

Annealing 52 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที  35 รอบ 

Extension 72 องศาเซลเซียส เวลา 1.30 นาที  

Final extension 72 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ  

 

ตารางท่ี 3.3 ส่วนผสมสารละลาย master mixture ในปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส ยนี Tyrosinase 

 

3.6 การตรวจสอบผลผลติPCR 

การตรวจสอบขนาดของผลผลิต ISSR และผลผลิตของยีน Tyrosinase ท่ีเพิ่มปริมาณด้วย

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส ดว้ยวธีิการ electrophoresis gel หลงัจากพบผลผลิตPCR จะนาํส่วนผสมท่ี

ได้ไปแยกขนาดโดยการนําผลผลิต  PCR ท่ีได้ ด้วยวิธี1.5% เจลอิเล็กโทรฟอริซิส (1.5% gel 

electrophoresis) โดยเตรียมผสมผงอะกาโรส 1.5 กรัม ในสารละลาย 1X TAE buffer ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ผสมสารละลายผลผลิต PCR ตวัอยา่งปริมาตร 2 ไมโครลิตรกบัสารละลาย 6X loading dye 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลาย GelRed Nucleic Acid Gel Stain ความเขม้ขน้ 3X ปริมาตร 2 

ไมโครลิตร ใชก้ระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํเจลไปตรวจหาแถบดีเอ็นเอภายใต้

รังสีอลัตราไวโอเลต และผลผลิตของยนี Tyrosinase จะทาํการส่ง Sequence เพื่อให้ทราบลาํดบันิวคลี

โอไทดข์องตวัอยา่ง 

สาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (µl) 

10Xbuffer 1X 2.5 

primer 10 µM 1.0 

dNTP 10 mM 0.5 

Taq polymerase 1 unit 0.2 

dH₂O  19.8 

DNA 10 ng/µl 1 

รวม  25 
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ตารางท่ี 3.4 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพร์เมอร์ ISSR 

Primer name Primer sequences (5’-3’) Reference 

801 (AT)₈T (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

802 (AT)₈G (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

803 (AT)₈C (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

805 (TA)₈C (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

807 (AG)₈T (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

808 (AG)₈C (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

809 (AG)₈G (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

811 (GA)₈C (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

817 (CA)₈A (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

818 (CA)₈G (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

822 (TC)₈A (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

823 (TC)₈C (Fonseca-Salamanca et al., 2006) 

824 (TC)₈G (Kojima et al., 1998) 

825 (AC)₈T (Huang and Sun, 2000) 

826 (AC)₈C (Kojima et al., 1998) 

827 (AC)₈G (Kojima et al., 1998) 

835 (AG)₈YG (Kojima et al., 1998) 

844 (CT)₈RC (Yao et al., 2008) 

845 (TC)₈RG (Yao et al., 2008) 

847 (CA)₈RC (Tonk et al., 2014) 

 

3.7 การวเิคราะห์ข้อมูล 

3.7.1 หาค่าระยะห่างระหว่างพนัธุกรรม 

การจดัเตรียมขอ้มูลสําหรับวิเคราะห์ค่าระยะห่างระหวา่งพนัธุกรรม ดว้ยโปรแกรม PHYLIP 

3.69 (Yeh et al., 1999) ซ่ึงทาํการแปลงข้อมูลจากแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนให้เป็นข้อมูลตัวเลข โดย

ตวัอยา่งท่ีมีแถบดีเอ็นเอ ปรากฏข้ึนในตาํแหน่งเดียวกนัท่ีมีขนาดความยาวมากท่ีสุดให้สัญลกัษณ์เป็น 

1 และไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใหส้ัญลกัษณ์เป็น 0 ทาํการนบัแถบดีเอน็เอทั้งหมดใน 1 ไพรเมอร์แลว้ทาํ
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การนบัในไพรเมอร์ต่อไปแลว้นาํจึงนาํขอ้มูลไพร์เมอร์แต่ละตวัอยา่งมาเรียงต่อกนับนัทึกขอ้มูลเป็น

ไฟล ์.txt เพือ่นาํขอ้มูลเขา้ในโปรแกรม ดงัตาราง 3.5 และวเิคราะห์ระยะห่างระหวา่งพนัธุกรรมตามวิธี

ของ Nei และ Li (1979) โดยโปรแกรม GenAlEx 6.502  

 

ตารางท่ี 3.5 ตวัอยา่งการแปลขอ้มูลจากแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนเป็นขอ้มูลตวัเลข 

แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนท่ีโลคสัท่ี1  ขอ้มูลตวัเลขท่ีโลคสัท่ี1 

ตวัอยา่งท่ี1 ตวัอยา่งท่ี2 ตวัอยา่งท่ี3 แถบ ตวัอยา่งท่ี1 ตวัอยา่งท่ี2 ตวัอยา่งท่ี3 

   1 1 0 0 

   2 1 1 1 

   3 0 0 1 

   4 1 1 1 

   5 0 1 0 

 

3.7.2 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกบหงอนและกบห้วยขาปุ่ มเหนือ 

วิเคราะห์โครงสร้างประชากรย่อยของกบหงอนและกบห้วยขาปุ่มเหนือ โดยใช้โปรแกรม 

GenAlex ซ่ึงสามารถคาํนวณค่าต่างๆไดด้งัน้ี 

1.การวเิคราะห์ค่าความแปรปรวนทางพนัธุกรรม Analysis of molecular variance (AMOVA)   

วิเคราะห์ความแปรปรวนของประชากรยอ่ยของกบแต่ละชนิดโดยแบ่งออกเป็น กบหงอน 8 

กลุ่มและ กบห้วยขาปุ่มเหนือ 11 กลุ่มตามพื้นท่ีเก็บตวัอยา่ง จากนั้นวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม GenAlEx 

6.502 (Peakall et al., 2006) โดยคาํนวณจากค่าระยะห่างพนัธุกรรม (Huff et al., 1993) 

2. การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์การกระจายตัวของกลุ่มประชากร Principal Coordinates Analysis 

(PCoA) 

การวิเคราะห์ Principal Coordinates Analysis (PCoA) เพื่อจดักลุ่มความสัมพนัธ์ุระหว่างกบ

สองชนิดโดยใช้ขอ้มูลค่าความแปรปรวน (Fst) ในแต่หน่วยศึกษาหาขอ้มูลระยะห่างระหว่างกลุ่ม

เพิ่มเติมจากขอ้มูลท่ีไดจ้าก cluster analysis และเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวทิยา (UPGMA) 
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3.7.3 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมเทยีบกบัระยะห่างภูมิศาสตร์  

 การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของกลุ่มประชากรใช้ข้อมูลระยะห่างทางพนัธุกรรมเทียบกับ

ระยะห่างทางภูมิศาสตร์ โดยจะแปลงค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมให้เป็นค่าความแปรปรวน (FST) ใน

แต่ละกลุ่มประชากรเทียบกบัระยะห่างทางภูมิศาสตร์โดยใช้โปรแกรมIsolation By Distance Web 

Service version 3.23 (IBD) 

3.7.4 การสร้างแผนผงัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม (Phylogenetic tree) 

นาํขอ้มูลระยะห่างทางพนัธุกรรมของ ISSR ท่ีไดจ้ากโปรแกรม Phylip 3.69 (Yeh et al., 1999) 

และขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์จากยนี Tyrosinase มาสร้างแผนผงัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยวธีิ 

neighbor-joining,  maximum likelihood (Nei, 1978) ใ ช้พ า รา มิ ต เตอ ร์  Jukes – Cantor model แล ะ

Gamma Distributed (G)  โดย ใ ช้โป รแก รม  MEGA 7 แล ะ วิ ธี  UPGMA (Unweighted Pair Group 

Method Using Arithmatic Averages) โดยใชโ้ปรแกรม POPTREE 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


