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บทที4่ 
 

ผลงานวจิยั 

ผลการทดลอง 

4.1 การเกบ็ตัวอย่าง 

 

ภาพท่ี 4.1 แผนภูมิแสดงความสูงของพื้นท่ีท่ีทาํการเก็บตวัอยา่งของกบหงอน (Limnonectes 

gyldenstopei) และกบหว้ยขาปุ่มเหนือ (Limnonectes taylori) 

 

เม่ือนาํขอ้มูลพิกดัจากการเก็บตวัอยา่งมาสร้างแผนภูมิ (ภาพท่ี 4.1) แสดงความสูงของแต่ละ

พื้นท่ีท่ีทาํการเก็บตวัอยา่งและสร้างแผนภูมิ box plot (ภาพท่ี 4.2) การกระจายตวัความสูงของพื้นท่ีเก็บ

ตวัอยา่ง โดยกบหว้ยขาปุ่มเหนือมีการกระจายตวัในบริเวณท่ีมีความสูงมากกวา่กบหงอน โดยมีค่า

กลาง (median) ของขอ้มูลความสูงของกบหว้ยขาปุ่มเหนืออยูท่ี่ 888 เมตรและค่ากลางของขอ้มูลความ

สูงของกบหงอนอยูท่ี่ 675.5 เมตร และค่าเฉล่ีย (mean) ของขอ้มูลความสูงของกบหว้ยขาปุ่มเหนืออยูท่ี่ 
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891.45 และค่าเฉล่ียของขอ้มูลความสูงของกบหงอนอยูท่ี่ 709.88  เม่ือทาํการทดสอบทางสถิติมีค่า t 

test  เท่ากบั 1.0256 และค่า p-value เท่ากบั 0.3194 คือความสูงของพื้นท่ีท่ีทาํการเก็บตวัอยา่งของกบ

ทั้งสองชนิดไม่มีความแตกต่างกนั แลว้จึงนาํขอ้มูลพิกดัสร้างแผนท่ีจุดท่ีเก็บของกบหงอนและกบหว้ย

ขาปุ่มเหนือ (ภาพท่ี 4.3) 

 

 

 

ภาพท่ี 4.2 แผนภูมิ box plot แสดงค่ากลาง (median) ของขอ้มูลความสูงของพื้นท่ีท่ีเก็บตวัอยา่ง

ทั้งหมดของกบหงอนและกบหว้ยขาปุ่มเหนือ 
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ภาพท่ี 4.3 แสดงจุดพื้นท่ีท่ีทาํการเก็บตวัอย่างกบหงอนและกบห้วยขาปุ่มเหนือ พื้นท่ีในจงัหวดั

เชียงใหม่ไดแ้ก่ 1 คือ ปางนํ้าถุ (ความสูง 968 เมตร) 2 คือ ปางบง (ความสูง 888 เมตร) 3 คือ ปางกาํแพง

หิน (ความสูง 1067) 4 คือ ดอยลาง (ความสูง 1950 เมตร) 5 คือ อุทยานแห่งชาติแม่วาง (ความสูง 678 

เมตร) 6 คือ บา้นป่าสักงาม (ความสูง 402 เมตร) 7 คือ อมก๋อย (ความสูง 460 เมตร) พื้นท่ีในจงัหวดั

แม่ฮ่องสอนไดแ้ก่ 8 คือ ขนุยวม (ความสูง 673 เมตร) 9 คือ บา้นนาป่าแปก (ความสูง 982 เมตร) 10 คือ 

อุทยานแห่งชาตินํ้ าตกแม่สุรินทร์ (ความสูง 396 เมตร) 11 คือ ดอยผกักูด (ความสูง 1423 เมตร) 12 คือ 

อุทยานขุนแจ (ความสูง 592 เมตร) จงัหวดัเชียงราย 13 คือ ดอยภูฟ้า (ความสูง 665 เมตร) จงัหวดัน่าน 

พื้นท่ีในจงัหวดัเลยไดแ้ก่ 14 คือ อุทยานแห่งชาติภูเรือ (ความสูง 939 เมตร) 15 คือ ภูหลวง (ความสูง 

865 เมตร) 16 คือ สะแกราช (ความสูง 865 เมตร) จงัหวดันครราชสีมา  
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4.2 การสกดัดีเอน็เอ 

สกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อตัวอย่างท่ีทําการเก็บมาจาก 16 พื้นท่ี ใน 6 จังหวดั กบหงอน                       

(L. gyldenstolpei) 64 ตวัอยา่งและกบห้วยขาปุ่มเหนือ (L. taylori ) 59 ตวัอยา่ง (ภาคผนวก) ดว้ยวิธีท่ี

ดดัแปลงมาจาก Jiwyam et al., (2005) จากนั้นทาํการตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอดว้ยเจลอิเล็กโทรฟอรี

ซิล (ภาพท่ี 4.4) พบว่ามีปริมาณดีเอ็นเอ ทาํการวดัปริมาณดีเอ็นเอมีค่า Purity A260/A280 อยู่ท่ี 1.44-

1.73 (ภาคผนวก)  

 

ภาพท่ี 4.4 แถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุด kit M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp plus DNA 

Ladder  เลนท่ี 1-3 คือ ดีเอ็นเอของกบหงอน และ เลนท่ี 4-6 คือ ดีเอ็นเอของกบห้วยขาปุ่มเหนือ ท่ีทาํ

การปรับความเขม้ขน้ดีเอน็เอ 5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

 

4.3 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิค ISSR  

เร่ิมจากการทดสอบหาช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของแต่ละไพรเมอร์

ทั้งหมด 20 ตาํแหน่งไพรเมอร์ ดว้ยเทคนิค touch down PCR (คือการลดอุณหภูมิขั้น annealing ลงรอบ

ละ 1 °C จาํนวน 5 รอบ อีก 30 รอบ) ในช่วงอุณหภูมิ 45-64 °C พบวา่ ไพร์เมอร์ UBC811 ให้ผลผลิต 

PCR ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีช่วงอุณหภูมิ 55-59 °C ไพร์เมอร์ UBC822 ให้ผลผลิตPCR ปรากฏแถบดี

เอน็เอท่ีช่วงอุณหภูมิ 50-59 °C ไพร์เมอร์ UBC823 ใหผ้ลผลิตPCR ปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีช่วงอุณหภูมิ 

55-59 °C ไพร์เมอร์ UBC824 ใหผ้ลผลิต PCR ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีช่วงอุณหภูมิ 45-59 °C ไพร์เมอร์ 

UBC845 ใหผ้ลผลิต PCR ปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีช่วงอุณหภูมิ 50-54 °C ดงัตาราง 4.1 
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ภาพท่ี 4.5  แถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ กบหงอน (L. gyldenstolpei) และกบห้วยขา

ปุ่มเหนือ (L. taylori )  โดยใช้ไพรเมอร์ UBC824, UBC825, UBC818, UBC823 [M คือ ดี เอ็นเอ

มาตรฐาน 100 bp plus DNA Ladder  Lt คือ กบห้วยขาปุ่มเหนือ (L. taylori )  Lg คือ กบหงอน (L. 

gyldenstolpei)] 

 

 

ภาพท่ี 4.6 แถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค touch down PCR ของกบหงอน                       

(L. gyldenstolpei) และกบหว้ยขาปุ่มเหนือ (L. taylori ) โดยใชไ้พรเมอร์ UBC801, UBC802, UBC803, 

UBC805, UBC807, UBC808, UBC809, UBC811, UBC817, UBC818, UBC822, UBC823, UBC824, 

UBC825, UBC826, UBC827, UBC835, UBC844, UBC845, UBC847 [M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 

bp plus DNA Ladder  Lt คือ กบหว้ยขาปุ่มเหนือ (L. taylori )  Lg คือ กบหงอน (L. gyldenstolpei)] 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงลาํดบันิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ และmelting temperature ของไพรเมอร์ ช่วงอุณหภูมิ

ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของแต่ละไพรเมอร์ 

Primer name Primer sequences (5’-3’) Tm (C˚) 45-49 C˚ 50-54 C˚ 55-59 C˚ 60-64 C˚ 

UBC801 (AT)₈T 25.3 - - - - 

UBC802 (AT)₈G 27.8 - - - - 

UBC803 (AT)₈C 27.8 - - - - 

UBC805 (TA)₈C 27.8 - - - - 

UBC807 (AG)₈T 44.6 - - - - 

UBC808 (AG)₈C 47.1 - - - - 

UBC809 (AG)₈G 47.1 - - - - 

UBC811 (GA)₈C 47.1 * ** *** - 

UBC817 (CA)₈A 44.6 - - - - 

UBC818 (CA)₈G 47.1 - - - - 

UBC822 (TC)₈A 44.6 - *** *** - 

UBC823 (TC)₈C 47.1 - ** *** - 

UBC824 (TC)₈G 47.1 ** ** ** - 

UBC825 (AC)₈T 44.6 * - - - 

UBC826 (AC)₈C 47.1 * - - - 

UBC827 (AC)₈G 47.1 * * - - 

UBC835 (AG)₈YG 49.2 - - - - 

UBC844 (CT)₈RC 49.2 - - - - 

UBC845 (TC)₈RG 49.1 - *** ** - 

UBC847 (CA)₈RC 49.2 - - - - 

หมายเหตุ  

*  คือปรากฏ smear (ตวัอยา่งภาพท่ี 4.5 ไพรเมอร์ UBC825 ตวัอยา่ง Lg)   

**  คือปรากฏแถบแบนจางและเกิด smear (ตวัอยา่งภาพท่ี 4.5 ไพรเมอร์ UBC824 ตวัอยา่ง Lg)   

***  คือปรากฏแถบแบนอยา่งเดียวแต่ไม่คมชดั (ตวัอยา่งภาพท่ี 4.5 ไพรเมอร์ UBC823 ตวัอยา่ง Lt)   

–  คือไม่ปรากฏเลย (ตวัอยา่งภาพท่ี 4.5 ไพรเมอร์ UBC818)   
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เน่ืองจากผลการทดลอง PCR ให้ผลผลิต PCR ไม่คมชดัจึงเลือกไพรเมอร์ท่ีปรากฏแถบดีเอ็น

เอและปรากฏแถบดีเอ็นเอจางๆ หรือเป็น smear (ตวัอย่างจากภาพท่ี 4.5) จากนั้นนาํมาทาํ gradient 

PCR (กาํหนดช่วงอุณหภูมิ annealing ต่างๆใน block เดียวกนั) ในช่วงอุณหภูมิท่ีทาํการทดสอบดว้ย

เทคนิค touch down ผลปรากฏวา่มี 5 ไพรเมอร์ท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอชดัเจนไดแ้ก่ UBC811 ท่ีอุณหภูมิ 

55 ˚C UBC822 ท่ีอุณหภูมิ 52 ˚C UBC823 ท่ีอุณหภูมิ 55 ˚C (ภาพท่ี 4.7) UBC824 ท่ีอุณหภูมิ 45 ˚C 

และUBC845 ท่ีอุณหภูมิ 54 ˚C จึงนาํมาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอทุกตวัอยา่ง  

 

 

ภาพท่ี 4.7 แถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  gradient A คือ  กบหงอน                    

(L. gyldenstolpei) และ B คือ กบหว้ยขาปุ่มเหนือ (L. taylori ) โดยใชไ้พรเมอร์ UBC823  

 

4.4 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยยนี Tyrosinase 

จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยยีน Tyrosinase ในนิวเคลียส ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดมี้

ขนาด 612 bp จากนั้นนาํขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นไฟล์ .txt ใส่ลงในโปรแกรม BioEdit version 

7.2 ทาํการแปลงสกุลไฟล์ให้เป็น (.fas) จากนั้นจึงโหลดขอ้มูลทั้งหมดรวมทั้งขอ้มูลจาก GenBank ลง

ในโปรแกรม ClustalX 2.1 ทาํการ Alignment โปรแกรมจะทาํการเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีโหลดลงไป จะ

แสดงลาํดบัเบสท่ีมีความคลุมเครือโดยเบสตวัท่ีเหมือนกนัจะแสดงเป็นลกัษณะ (*) ทางดา้นบนของ

ข้อมูล บางตวัอย่างจะแสดง เคร่ืองหมาย (–) เน่ืองจากลาํดับนิวคลีโอไทด์หายไป (base deletion) 

(ภาคผนวก ค) 
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4.5 การวเิคราะห์ข้อมูลความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

4.5.1 การแปลผลขอ้มูลจากภาพผลผลิต PCR  

การตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ยเจลอิเล็กโทรฟอรีซิลนาํภาพท่ีไดม้าเรียงต่อกนั ทาํการนับ

จาํนวนแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏและแปลงผลขอ้มูลท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยปรากฏแถบให้

เป็น 1 ไม่ปรากฏเป็น 0 จากตวัอยา่งภาพท่ี 4.7 และบนัทึกขอ้มูลแบบตาราง 4.3 พบวา่ให ้Polymorphic 

band โดย UBC811 ให้ 14 แถบดีเอ็นเอ ช่วงขนาด 100 – 1000 base pair UBC822 ให้ 21 แถบดีเอ็นเอ 

ช่วงขนาด 200 – 1200 base pair UBC823 ให ้22 แถบดีเอน็เอ ช่วงขนาด 300 – 2000 base pair UBC824 

ให้ 15 แถบดีเอ็นเอ ช่วงขนาด 400 – 1400 base pair และ UBC845 ให้ 24 แถบดีเอ็นเอ ช่วงขนาด 500 

– 2000 base pair (ตาราง 4.2) และพบว่าในกบหงอนพบ Monomorphic band ท่ีไพรเมอร์ UBC811 

จาํนวน 1 แถบ มีขนาด 300 base pair และกบห้วยขาปุ่มเหนือพบ Monomorphic band ท่ีไพรเมอร์ 

UBC824 จาํนวน 1 แถบ มีขนาด 1,500 base pair 

ตารางท่ี 4.2 ไพรเมอร์และ Annealing temperature ของไพรเมอร์ ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอชดัเจน 

Primer 

name 
Reference 

Primer 

sequences 

 (5’-3’) 

Annealing  

temperature  

(˚C) 

Polymorphic 

band 

Size 

range 

(bp) 

UBC 811 
(Fonseca-Salamanca 

et al., 2006) 
(GA)₈C 55.0 14 100-1000 

UBC 822 
(Fonseca-Salamanca 

et al., 2006) 
(TC)₈A 52.0 21 200-1200 

UBC 823 
(Fonseca-Salamanca 

et al., 2006) 
(TC)₈C 55.0 22 300-3000 

UBC 824 (Kojima et al., 1998) (TC)₈G 45.0 15 400-1400 

UBC 845 (Yao et al., 2008) (CT)₈RG 54.0 24 500-3000 
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ตารางท่ี 4.3 แสดงการนบัแถบดีเอน็เอจากผลผลิต PCR โดยใชไ้พรเมอร์ UBC823 (ภาพท่ี 4.7) โดยให้

แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏให้เท่า 1 และไม่ปรากฏเท่ากบั 0 Sample A คือ กบหงอนและSample B คือ กบ

หว้ยขาปุ่มเหนือ  

band 
Sample A 

band 
Sample B 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

2 0 0 0 0 1 0 2 1 1 0 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 0 3 0 1 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 4 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 0 1 1 5 0 1 0 1 0 0 

 

4.5.2 การวเิคราะห์ทางสถิติการประมาณความหลากหลายทางพนัธุกรรมและสร้างแผนภูมิววิฒันาการ 

1. ค่าความแปรปรวนของพนัธุกรรมโดยใชก้ารวเิคราะห์วิธี Analysis of Molecular Variance 

(AMOVA) 

การทดสอบความแปรปรวนของพนัธุกรรม ของกบหงอนและกบห้วยขาปุ่มเหนือ พบวา่กบ

หงอนมีค่าความแปรปรวนระหว่างกลุ่มประชากร 9.908 และความแปรปรวนภายในประชากร มีค่า

เท่ากบั 225.201 และค่าความแปรปรวนระหว่างจงัหวดัมีค่าเท่ากบั 42.467 (ดงัตาราง4.4) และในกบ

หว้ยขาปุ่มเหนือมีค่าความแปรปรวนระหวา่งกลุ่มประชากรมีค่าเท่ากบั 34.270 ความแปรปรวนภายใน

ประชากร มีค่าเท่ากบั 245.952 และค่าความแปรปรวนระหว่างจงัหวดัมีค่าเท่ากบั 13.381 (ดงัตาราง 

4.5.) 

ตารางท่ี 4.4 ค่าความแปรปรวนโดยการวิเคราะห์ AMOVA ภายในประชากร และระหว่างประชากร

ทั้ง 8 กลุ่มของกบหงอน  

แหล่งความแปรปรวน d.f. 
Sum of 

square 

เปอร์เซ็นตค์วาม

แปรปรวน 

ระหวา่งจงัหวดั 5 42.467 8 

ระหวา่งกลุ่ม 2 9.908 2 

ภายในกลุ่ม 51 225.201 91 

ทั้งหมด 58 277.576 100 

http://userwww.sfsu.edu/efc/classes/biol710/amova/amova.htm
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ตารางท่ี 4.5 ค่าความแปรปรวนโดยการวิเคราะห์ AMOVA ภายในประชากร และระหว่างประชากร

ทั้ง 11 กลุ่มของกบหว้ยขาปุ่มเหนือ 

แหล่งความแปรปรวน d.f. 
Sum of 

square 

เปอร์เซ็นตค์วาม

แปรปรวน 

ระหวา่งจงัหวดั 2 13.381 2 

ระหวา่งกลุ่ม 7 34.270 1 

ภายในกลุ่ม 53 245.952 97 

ทั้งหมด 62 293.603 100 

 

2. แผ นผัง แส ดง ค วา ม สั ม พัน ธ์ ท า ง พัน ธุ ก รรม ด้วย วิ ธี  Unweighted Pair Group Method Using 

Arithmatic Averages (UPGMA) โดยใช้โปรแกรม POPTREE 2 (Takezaki et al., 2010) และจดักลุ่ม

ความสัมพนัธ์โดยวธีิ principal coordinate analysis (PCoA) ดว้ย โปรแกรม GenAIEx 6.5 (Peakall and 

Smouse, 2012)  

แผนผงัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของกบหงอนและกบห้วยขาปุ่มเหนือ ดว้ยวิธี UPGMA พบวา่กบ

สองชนิดน้ีแยกกนัอยา่งชดัเจน โดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่กลุ่ม A และ B (ดงัภาพท่ี 4.8) คือ 

กลุ่ม A ซ่ึงสามารถออกเป็น 3 กลุ่มดว้ยกนั คือ 

1. กลุ่ม A1 แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ 

1.1. A1-ii คือ กบหงอนท่ีทาํการเก็บตวัอย่างมาจากภาคเหนือและภาคอิสาน 8 กลุ่ม

ประชากร แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ 

• อุทยานแห่งชาติแม่วาง จ.เชียงใหม่ ขนุยวม จ.แม่ฮ่องสอน บา้นป่าสักงาม จ.

เชียงใหม่ อุทยานขุนแจ จ.เชียงราย อุทยานแห่งชาติภูเรือ จ.เลย ภูหลวง จ.

เลย  

• สะแกราช จ.นครราชสีมา 

• ดอยภูฟ้า จ.น่าน  

1.2. กลุ่ม A1-ii คือ กบห้วยขาปุ่มเหนือท่ีทาํการเก็บตวัอย่างมาจากภาคเหนือ แบ่ง

ออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ 
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• ปางนํ้าถุ จ.เชียงใหม่ ดอยผกักูด จ.แม่ฮ่องสอน บา้นนาป่าแปก จ.แม่ฮ่องสอน 

ดอยลาง จ.เชียงใหม่ ปางกาํแพงหิน จ.เชียงใหม่  

• อมก๋อย จ.เชียงใหม่และอุทยานขนุแจ จ.เชียงราย 

2 .กลุ่ม A2 คือ อุทยานแห่งชาติแม่สุรินทร์ จ.เชียงใหม่ 

3.กลุ่ม A3 คือ ปางบงและอุทยานแห่งชาติแม่วาง จ.เชียงใหม่  

กลุ่ม B คือ กบหว้ยขาปุ่มเหนือท่ีทาํการเก็บจาก บา้นป่าสักงาม จ.เชียงใหม่ 

 

 

ภาพท่ี 4.8 แผนผงัแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยวิธี Unweighted Pair Group Method Using 

Arithmatic Averages (UPGMA) ของกบหงอนและกบห้วยขาปุ่มเหนือ (Lg หมายถึง Limnonectes 

gyldenstolpei และ Lt หมายถึง Limnonectes taylori) 
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ภาพท่ี 4.9 แผนภาพแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยวธีิ principal coordinate analysis (PCoA) 

ของกบหงอน (L. gyldenstopei) และกบหว้ยขาปุ่มเหนือ (L. taylori) กลุ่มประชากรของกบหงอน (วง

สีฟ้า) และกบหว้ยขาปุ่มเหนือ (วงสีส้ม) 

3.การวเิคราะห์ค่าความแปรปรวน Principal Coordinate Analysis (PCoA) 

จากการวิเคราะห์พบว่าค่าความแปรปรวนขององค์ประกอบแกนหลกั (PC) สามแกนแรก

อธิบายความแปรปรวนรวมกนัได ้11.79% ของความแปรปรวนทั้งหมด โดยท่ีแกนองคป์ระกอบแกน

หลกัท่ี 1 (PC1) และแกนองค์ประกอบแกนหลกัท่ี 2 (PC2) อธิบายความแปรปรวนได้ 4.62% และ 

3.84%  ตามลาํดบั เม่ือนาํขอ้มูล PC1 และ PC2 ของตวัอยา่งทั้ง 123 ตวัอยา่งมาสร้างกราฟการกระจาย

ตวัพบวา่กลุ่มประชากรของกบหงอนและกบห้วยขาปุ่มเหนือแยกออกเป็นสองชนิดแต่มีบางตวัอยา่งท่ี

กระจายตวัปนกนัอยู ่(ภาพท่ี 4.9) 

4.การวเิคราะห์ขอ้มูลหาความสัมพนัธ์ของระยะห่างทางพนัธุกรรมเทียบกบัระยะห่างทางภูมิศาสตร์  

จากการหาความสัมพนัธ์ของระยะห่างทางพนัธุกรรมเทียบกบัระยะห่างทางภูมิศาสตร์ โดยใช้

โปรแกรม Isolation By Distance Web Service version 3.23 (IBD) จากทฤษฏีการวิเคราะห์ค่า IBD ค่า 

p < 0.01 หมายถึงขอ้มูลมีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัสาํคญั ขอ้มูลจาก ISSR กบหว้ยขาปุ่มเหนือใหค้่า     p 

= 0.0020 แสดงว่าระยะห่างระหว่างพนัธุกรรมของกบห้วยขาปุ่มเหนือมีความสัมพนัธ์กบัระยะห่าง

ทางภูมิศาสตร์ (ภาพท่ี 4.10) กบหงอนให้ค่า p = 0.6330 แสดงวา่ระยะห่างระหวา่งพนัธุกรรมของกบ
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หงอนไม่มีความสัมพนัธ์กบัระยะห่างทางภูมิศาสตร์ (ภาพท่ี 4.11) และจากขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยีน Tyrosinase พบวา่ กบห้วยขาปุ่มเหนือให้ค่า p = 0.3760 แสดงวา่ระยะห่างระหวา่งพนัธุกรรม

ของกบหว้ยขาปุ่มเหนือไม่มีความสัมพนัธ์กบัระยะห่างทางภูมิศาสตร์ (ภาพท่ี 4.12) 

 

ภาพท่ี 4.10 แสดงความสัมพนัธ์การกระจายตวัของกลุ่มประชากรกบหว้ยขาปุ่มเหนือ (L. taylori) จาก

ขอ้มูล ISSR ของค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมโดยคาํนวณเป็นค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร 

(Fst) เทียบกบัค่าระยะห่างทางภูมิศาสตร์โดยค่า p = 0.0020 

 

ภาพท่ี 4.11 แสดงความสัมพนัธ์การกระจายตวัของกลุ่มประชากรกบหงอน (L. gyldenstopei) จาก

ขอ้มูล ISSR ของค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมโดยคาํนวณเป็นค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร 

(Fst) เทียบกบัค่าระยะห่างทางภูมิศาสตร์โดยค่า p = 0.6330 
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ภาพท่ี 4.12 แสดงความสัมพนัธ์การกระจายตวัของกลุ่มประชากรกบหว้ยขาปุ่มเหนือ (L. taylori) จาก

ขอ้มูลลาํดบั นิวคลีโอไทด ์ยีน Tyrosinase ของค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมโดยคาํนวณเป็นค่าความ

แปรปรวนของกลุ่มประชากร (Fst) เทียบกบัค่าระยะห่างทางภูมิศาสตร์โดยค่า p = 0.3760 

 

5. การแปลงผลขอ้มูลท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิค ISSR  

โดยปรากฏแถบใหเ้ป็น 1 ไม่ปรากฏเป็น 0 จากนั้นนาํขอ้มูลท่ีไดท้ั้งหมดมาหาค่าระยะห่างทาง

พนัธุกรรม (genetic distance) ดว้ยโปรแกรม Phylip 3.69 สร้างแผนผงัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 

(Phylogenetic tree) มาหาความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมในแต่ละหน่วยศึกษาโดยใช้โปรแกรม MEGA 

version 7  

1. แผนผงัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม (Phylogenetic tree) จากขอ้มูล ISSR  

การวิเคราะห์ด้วยวิธี Neighbour-joining โดยทดสอบค่า bootstrap 1,000 รอบ พบว่า แบ่ง

ออกเป็น 2 กลุ่ม กบห้วยขาปุ่มเหนือ L. taylori และกบหงอน L. gyldenstopei แต่มีตวัอย่าง 027 (L. 

taylori), 110 (L. gyldenstopei) และ112 (L. gyldenstopei) ไม่เป็นไปตามลกัษณะสัณฐานวิทยาดงัภาพ

ท่ี 4.13 และภาพท่ี 4.14 กบทั้งสองชนิดมีความหลากหลายในกลุ่มประชากรมากเม่ือศึกษาประกอบกบั

พื้นท่ีเก็บแสดงใหเ้ห็นถึงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมกบัพื้นท่ีเก็บตวัอยา่ง  
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ในกลุ่มของกบห้วยขาปุ่มเหนือท่ีพบในจงัหวดัเชียงใหม่จะเห็นไดว้่ามีการจดักลุ่มอยู่ในก่ิง

ของแผนผงัวิวฒันาการเดียวกนัเป็นกลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ตวัอยา่ง 021, 022, 024, 025, 020, 029, 015, 023, 

016, 017, 009, 010, 008, 018, 019, 012, 013, 014, 026, 028, 030 และ 031 ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาจาก ดอย

ลาง (ความสูง 1950 เมตร) อุทยานแห่งชาติแม่วาง (ความสูง 678 เมตร) ปางบง (ความสูง 888 เมตร) 

ปางกาํแพงหิน (ความสูง 1067) ปางนํ้ าถุ (ความสูง 968) มีระยะห่างพนัธุกรรมในกลุ่มประชากรอยู่

ระหวา่ง 0.004 ถึง 0.045 และกบห้วยขาปุ่มเหนือท่ีพบในจงัหวดัแม่ฮ่องสอนไดมี้การจดักลุ่มอยูใ่นก่ิง

ของแผนผงัววิฒันาการท่ีใกลเ้คียงกนัไดแ้ก่ตวัอยา่ง 063, 064, 037, 039, 042, 044, 038, 040, 041, 048, 

050, 035, 045, 049 และ 046 ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาจาก อุทยานนํ้าตกแม่สุรินทร์ (ความสูง 396 เมตร) บา้น

นาป่าแปก (ความสูง 982) และดอยผกักูด (ความสูง 1423) แต่มีการจดักลุ่มไดไ้ม่ชดัเจนนกัยงัมีกบหว้ย

ขาปุ่มเหนือท่ีเก็บมาจากจงัหวดัเชียงรายและเชียงใหม่เขา้มาแทรกอยูร่ะหวา่งกลุ่มบางตวัอยา่ง ไดแ้ก่

ตัวอย่าง 058, 059, 060, 061, 052, 053, 011, 033, 047 (ดอยผักกูด จังหวัดแม่ฮ่องสอน (ความสูง 

1423)), 007, 002, 055, 056, 057, 032, 034, 036 (บา้นนาป่าแปก จงัหวดัแม่ฮ่องสอน (ความสูง 982)) 

,043 (ดอยผกักูด จงัหวดัแม่ฮ่องสอน (ความสูง 1423), 006, 062, 054 และ 051 ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาจาก 

จงัหวดัเชียงราย ไดแ้ก่ อุทยานขนุแจ (ความสูง 592) และจากจงัหวดัเชียงใหม่ ไดแ้ก่ อมก๋อย (ความสูง 

460) ปางนํ้าถุ (ความสูง 968) ดอยลาง (ความสูง 1950 เมตร) และอุทยานแห่งชาติแม่วาง (ความสูง 678 

เมตร) (ภาพท่ี 4.14) และมีค่าระยะห่างพนัธุกรรมในกลุ่มประชากรอยู ่0.0000 ถึง 2.5852 (ตารางท่ี 4.8) 

ในกลุ่มของกบหงอนจากภาพท่ี 4.14 จะเห็นไดว้า่กบหงอนในแต่ละพื้นท่ีจงัหวดัท่ีเก็บมาจะมี

การกระจายตวัแทรกกันอยู่ทั้ง 6 จงัหวดัแสดงในเห็นลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีใกล้เคียงกันได้แก่

ตัวอย่ า ง  080, 106, 107, 103, 105, 119, 116, 118, 115, 120, 096, 095, 067, 085, 090, 087, 088, 089, 

075, 072, 073, 094, 070, 071,065, 069, 097, 098, 081, 076, 077, 084, 074, 068, 093, 092, 177, 066, 

114, 113, 122, 121, 082, 083,079, 108, 104, 109, 111, 086, 099, 078, 091, 123, 101, 100,102 ซ่ึงเก็บ

ตวัอย่างมาจากจงัหวดัเชียงใหม่ ไดแ้ก่ อุทยานแห่งชาติแม่วาง (ความสูง 678 เมตร) และ บา้นป่าสัก

งาม (ความสูง 402) ตวัอย่างเก็บมา อุทยานขุนแจจงัหวดัเชียงราย (ความสูง 592) ตวัอย่างเก็บมาจาก

ขุนยวมจงัหวดัแม่ฮ่องสอน (ความสูง 673) ตวัอย่างเก็บมาจากดอยภูฟ้าจงัหวดัน่าน (ความสูง 665) 

ตวัอยา่งเก็บมาจากจงัหวดัเลยไดแ้ก่ อุทยานแห่งชาติภูเรือ (ความสูง 939) และภูหลวง (ความสูง 865) 

และตวัอย่างเก็บมาจากสะแกราช จงัหวดันครราชสีมา (ความสูง 865) เรียงลาํดับตามระยะห่าง

พนัธุกรรมในแผนผงัวิวฒันาการ การกระจายตวัของกลุ่มประชากรทั้งภาคเหนือและภาคอิสานมี

ระยะห่างพนัธุกรรมอยูร่ะหวา่ง 0.2836 ถึง 1.2603 (ตารางท่ี 4.7) มีความใกลเ้คียงกนัมาก 
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2. แผนผงัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม (Phylogenetic tree) จากขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ยีน 

Tyrosinase (เฉพาะกบหว้ยขาปุ่มเหนือ) 

เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องกบหว้ยขาปุ่มเหนือบริเวณตาํแหน่งยนี Tyrosinase มาวเิคราะห์

หาความสัมพนัธ์ทางสายวิวฒันาการในกบสกุล Limnonectes ท่ีมีรายงานไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank 

(ตารางท่ี4.6) นาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ตวัอยา่งท่ีศึกษามาเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ในฐานขอ้มูลและ

ทาํการตัดให้มีขนาดความยาวของนิวคลีโอไทด์ให้เท่ากัน (ภาคผนวก) จากนั้ นนํามาวิเคราะห์ 

Phylogenetic tree ทดสอบ Bootsrap 1,000 รอบ พบว่าผลท่ีได้จากการสร้าง Phylogenetic tree ด้วย 

วิธีMaximum likelihood (ภาพท่ี 4.15) และวิธี Neighbour-joining (ภาพท่ี 4.16) แสดงให้เห็นแผนผงั

ววิฒันาการท่ีเหมือนกนั สามารถแยกกบหว้ยขาปุ่มเหนือแต่ละตวัอยา่งไดอ้ยา่งชดัเจน จะเห็นไดว้า่กบ

ห้วยขาปุ่มเหนือท่ีเก็บมาแต่ละจงัหวดัจะมีการจดักลุ่มโดยมีระยะห่างพนัธุกรรมท่ีใกลเ้คียงกนัได้แก่

กลุ่มท่ี 1 ตวัอยา่ง 59, 60, 61, 58, 57, 56, 55 และ54 ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาจาก อุทยานขนุแจจงัหวดัเชียงราย 

กลุ่มท่ี 2 มีระยะห่างพนัธุกรรมใกลเ้คียงถดัจากกลุ่มท่ี 1 ไดแ้ก่ตวัอยา่ง 53, 52 และ51 ซ่ึงเก็บตวัอย่าง

มาจาก อมก๋อยและบา้นป่าสักงาม จงัหวดัเชียงใหม่ กลุ่มท่ี 3 ไดแ้ก่ 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42 และ

41 ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาจากดอยผกักูดจงัหวดัแม่ฮ่องสอน กลุ่มท่ี 4 ไดแ้ก่ ตวัอยา่ง 34, 33, 32, 31, 30, 29, 

28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 09, 08, 07, 06, 05, 04, 03, 01 และ

02 ซ่ึงเก็บตวัยอยา่งมาจากอุทยานแห่งชาติแม่วาง ดอยลาง ปางกาํแพงหิน ปางบง และปางนํ้าถุจงัหวดั

เชียงใหม่ กลุ่มท่ี 4 ไดแ้ก่ 35, 36, 37, 38, 39, 40 63 และ 64 ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาจาก บา้นนาป่าแปกและ

อุทยานนํ้ าตกแม่สุรินทร์จังหวดัแม่ฮ่องสอน จากภาพท่ี 4.15 และภาพท่ี 4.16 จะเห็นได้ว่ามีบาง

ตวัอย่างท่ีมีความแตกต่างแยกอยู่ในก่ิงเด่ียว ไดแ้ก่ตวัอย่าง 50 ซ่ึงเก็บตวัอย่างจากดอยผกักูดจงัหวดั

แม่ฮ่องสอนและ 21ซ่ึงเก็บตวัอยา่งจากดอยลางจงัหวดัเชียงใหม่ซ่ึงทุกตวัอยา่งท่ีกล่าวมาก่อนหนา้น้ีจะ

มีระยะห่างทางพนัธุกรรมใกลเ้คียงกบั L. kuhlii (GU934461.1) จากฐานขอ้มูล (GeneBank) และตวัอยา่ง 62 

ท่ีเก็บตวัอยา่งมาจากอุทยานขนุแจไดแ้ยกออกไปอยูอี่กกลุ่มท่ีมีระยะห่างพนัธุกรรมใกลเ้คียงกบักบใน

สกุล Limnonectes ท่ีนาํมาจากฐานขอ้มูล L.doriae (GU934458.1) และ L.dabanus (GU934457.1)โดยแผนผงั

วิวฒันาการน้ีมีระยะห่างทางพนัธุกรรมระหวา่ง 0.000 ถึง 1.211 และมีลกัษณะแผนภูมิท่ีคลา้ยคลึงกบั 

Phylogenetic tree จากขอ้มูล ISSR (ภาพท่ี 4.13 และภาพท่ี 4.14) 
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ตารางท่ี 4.6 แสดง accession ของยีน Tyrosinase ในกบสกุล Limnonectes และสถานท่ีเก็บตวัอย่าง 

ขอ้มูลจาก GenBank  
GenBank  

accession 
Species Locality 

GU934461.1 L. kuhlii Thailand, Prachuap Kirikan Prov., Huay Yang National Park, 11°43'N 99°36'E 

GU934456.1 L.blythii Thailand, Prachuap Kirikan Prov., Huay Yang National Park, 11°43'N 99°36'E 

GU934457.1 L.dabanus Cambodia, Mondolkiri Prov., Pichrada Dist., Phnom Nam Lyr Wildlife Sanctuary, 12°32'N 107°32'E 

GU934458.1 L.doriae Myanmar, Pegu State, Bago Yoma, 18°49'N 96°05'E 

 

ตารางท่ี 4.7 ค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม ISSR ภายในกลุ่มประชากรของกบหงอน 

กลุ่มประชากร MWN BPS KJ KY DPF PRN PL SKR 

MWN **** 0.6552 0.4405 0.5890 0.2836 0.4515 0.4058 0.3397 

BPS 0.4228 **** 0.6377 0.5459 0.3727 0.3258 0.4838 0.4390 

KJ 0.8198 0.4499 **** 0.4765 0.3392 0.3475 0.5264 0.3023 

KY 0.5294 0.6054 0.7412 **** 0.3216 0.4744 0.5037 0.3554 

DPF 1.2603 0.9869 1.0812 1.1343 **** 0.3189 0.4301 0.2901 

PRN 0.7953 1.1216 1.0570 0.7458 1.1429 **** 0.6801 0.3233 

PL 0.9019 0.7260 0.6417 0.6859 0.8438 0.3855 **** 0.4397 

SKR 1.0798 0.8233 1.1962 1.0346 1.2376 1.1293 0.8217 **** 

 

ตารางท่ี 4.8 ค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม ISSR ภายในกลุ่มประชากรของกบห้วยขาปุ่มเหนือ 

กลุ่มประชากร PNT PB PKH DL MWN BPS OMK KJ BNP MSN DPK 

PNT **** 0.2187 0.3844 0.4677 0.3144 0.2819 0.3566 0.4550 0.4930 0.2876 0.5235 

PB 1.5200 **** 0.1072 0.1686 0.2772 0.0000 0.0870 0.1059 0.1053 0.0000 0.1629 

PKH 0.9560 2.2330 **** 0.2660 0.1660 0.0000 0.2520 0.2628 0.2844 0.1762 0.4046 

DL 0.7598 1.7803 1.3242 **** 0.2800 0.2296 0.2152 0.2491 0.3058 0.2620 0.3745 

MWN 1.1570 1.2830 1.7956 1.2730 **** 0.1159 0.1198 0.1666 0.1739 0.1047 0.2370 

BPS 1.2662 0.0000 0.0000 1.4714 2.1551 **** 0.0754 0.0786 0.1094 0.0791 0.2032 

OMK 1.0311 2.4414 1.3785 1.5361 2.1219 2.5852 **** 0.3635 0.2639 0.1430 0.3846 

KJ 0.7874 2.2451 1.3364 1.3900 1.7920 2.5431 1.0120 **** 0.2752 0.3315 0.3361 

BNP 0.7073 2.2512 1.2573 1.1848 1.7494 2.2128 1.3323 1.2901 **** 0.2998 0.4050 

MSN 1.2461 0.0000 1.7363 1.3393 2.2565 2.5376 1.9448 1.1041 1.2046 **** 0.3427 

DPK 0.6473 1.8144 0.9050 0.9823 1.4398 1.5936 0.9556 1.0905 0.9037 1.0710 **** 
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ภาพท่ี 4.13 แผนภูมิกา้งปลาแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งกบหงอน Limnonectes gyldenstopei และกบ

หว้ยขาปุ่มเหนือ Limnonectes taylori แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มอยา่งชดัเจน 
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ภาพท่ี 4.14 แผนภูมิวิวฒันาการแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งกบหงอน Limnonectes gyldenstopei และ

กบห้วยขาปุ่มเหนือ Limnonectes taylori ในแต่ะละจงัหวดัดว้ยวิธี Neighbour-joining โดยทดสอบค่า 

bootstrap 1,000 รอบ 
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ภาพท่ี 4.15 แผนภูมิวิวฒันาการแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างกบห้วยขาปุ่มเหนือ Limnonectes taylori 

และกบสกุล  Limnonectes ตรงบริเวณตําแหน่งยีน Tyrosinase ด้วยวิธี  Maximum likelihoodโดย

ทดสอบค่า bootstrap 1,000 รอบ 
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ภาพท่ี 4.16 แผนภูมิวิวฒันาการแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างกบห้วยขาปุ่มเหนือ Limnonectes taylori 

และกบสกุล Limnonectes ตรงบริเวณตาํแหน่งยนี Tyrosinase ดว้ยวิธี Neighbour-joining โดยทดสอบ

ค่า bootstrap 1,000 รอบ 
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