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บทคัดย่อ 

  
อ่ึงปากขวด (Glyphoglossus molossus) (วงศ์ Microhylidae) เป็นสัตว์สะเทินน้ า

สะเทินบกที่ มี ความส าคัญทาง เศรษฐกิจชนิดหนึ่ งของประเทศไทย โดยเฉพาะในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งได้ถูกองค์การสหภาพเพ่ือการอนุรักษ์ธรรมชาติ ประเมินระดับความเสี่ยง 
(IUCN Red List) อยู่ในข่ายเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ เนื่องจากการจับมาเพ่ือจ าหน่ายและบริโภคเป็น
อาหารในแต่ละปีเป็นจ านวนมาก งานวิจัยนี้ได้ศึกษาความแปรผันทางสัณฐานและความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของอ่ึงปากขวดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยการวิเคราะห์ล าดับนิ
วคลีโอไทด์ในไมโทรคอนเดรีย จากยีน 16S rRNA และ Cyt-b  ผลการศึกษาแสดงแฮพโพลไทป์
จ าเพาะ (unique haplotype) 6 จากทั้งหมด 9 แฮพโพไทป์  ในขณะที่อีก 2 แฮพโพไทป์ มีความถี่
สูงและการกระจายอยุ่ในบริเวณเทือกเขาภูพาน ความหลากหลายของแฮพโพไทป์และนิวคลีโอไทด์อยู่
ระดับต่ า (h = 0.718, π  = 0.00464) แสดงให้เห็นว่าเทือกเขาภูพานไม่สูงพอที่จะเป็นอุปสรรคทาง
ภูมิศาสตร์อย่างมีนัยส าคัญระหว่างที่ราบสูงแอ่งโคราชและสกลนคร อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์  
AMOVA และ phylogenetic tree  ได้แสดงผลของ clades ที่แตกต่างกันทางพันธุกรรมสองกลุ่ม
ใหญ่บริเวณแอ่งสกลนครรวมกับส่วนบนของแอ่งโคราช (clade A) และบริเวณส่วนล่างของแอ่งโคราช 
(clade B) ภายในประชากรอ่ึงปากขวดในที่ราบสูงโคราช ทั้งสองกลุ่มถูกแยกออกจากกันโดยปัจจัย
ระยะทางภูมิประเทศซึ่งจะช่วยลดการไหลของยีน นอกจากนี้การตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่าง
ความแปรผันทางภูมิศาสตร์กับลักษณะทางสัณฐานวิทยาขอพบความสัมพันธ์กับแนวเส้นละติจูดที่
เปลี่ยนแปลง โดยขนาดของความยาวหัวและความยาวกระดูกขาหลังมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05) นอกจากนี้การวิเคราะห์องค์ประกอบหลักของข้อมูลทางสัณฐานวิทยาอ่ึงปาก
ขวดพบว่าสามารถแบ่งอ่ึงปากขวด ออกเป็นกลุ่มตามแนวเส้นละติจูด 
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ABSTRACT 

  
The truncate- snouted burrowing frog, Glyphoglossus molossus ( Family 

Microhylidae)  is an economically important amphibian of Thailand, especially in 
northeastern part of the country.  This frog is categorized as near treated species by 
IUCN due to over exploitation, it is a popular species that are affected of over 
harvesting for food and sale by Thai local people as well as distributed to other areas 
throughout Thailand, effected to their genetic diversity. In this study, the morphological 
variation and genetic diversity of G.  molossus in northeastern Thailand.  The genetic 
diversity were examined using partial sequences of mitochondrial 16S rRNA and Cyt-b 
gene from specimens representing eight localities. The sequence analysis revealed the 
presence of nine haplotypes, six unique haplotype, two of which are shared by two or 
more populations and highest frequency haplotype distributed by the Phu Phan 
mountain.  The relatively low haplotype and nucleotide diversities (h =  0. 718, π  = 
0.00464) indicated that the Phu Phan Mountain Range is not high enough for being an 
effective geographic barrier between Sakon Nakhon and Khorat Basins.  However, 
AMOVA and phylogenetic analyses based on Maximum likelihood (ML)  and Bayesian 
inference (BI) strongly supported two genetically divergent clades, Sakon Nakhon Basin 
and upper part of Khorat Basin ( clade A)  and lower part of Khorat Basin ( clade B)  , 
within G.  molossus candidate populations in the Khorat Plateau.  These two lineages 
are separated by topographical distance, - resulting in reduction in gene flow.  The 

 



 

 

  ช 

results show that morphological variation of Thai G. molossus related to the changing 
of latitude degree.  G.  molossus from different latitude exhibit statistically significant 
difference (p <0.05) in Head and Tibia lengths. In addition, Principal component analysis 
(PCA) of G. molossus’s morphology also indicated that G. molossus could be separated 
along the latitudinal line. 

 
Keyword : Glyphoglossus molossus, Genetic Diversity, morphology variation, 
Northeastern Thailand 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 หลักการและเหตุผล 
 

 การล่าสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกเพ่ือบริโภคในประเทศไทยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเป็น
ปัญหาส าคัญที่ส่งผลต่อการสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรม (วีรยุทธ์ เลาหะจินดา, 2552) 
โดยเฉพาะอ่ึงปากขวด (Glyphoglossus molossus) ซ่ึงไม่ได้เป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติ
สงวนและคุ้มครองสัตว์ป่า พ.ศ. 2535 จึงมีความเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์สูง เนื่องจากชาวบ้านในท้องถิ่น
นิยมจับมาเพ่ือจ าหน่ายและบริโภคเป็นอาหารในแต่ละปีเป็นจ านวนมาก จากการส ารวจพบว่า วงจร
ชีวิตอ่ึงปากขวดจะด ารงชีพใต้พ้ืนดิน ซึ่งจะออกมาผสมพันธุ์ในช่วงคืนฝนตกหนักครั้งแรกของปีบน
พ้ืนดินเท่านั้น (ธัญญา จั่นอาจ, 2546) ชาวบ้านมักจับอึ่งปากขวดในฤดูกาลผสมพันธุ์ โดยไม่ได้ค านึงถึง
อายุ และจ านวนที่มีอยู่ตามธรรมชาติ เกิดการค้าขายในช่วงเวลาสั้น ๆ สร้างรายได้สูงแก่ชาวบ้าน 
พ่อค้าและร้านอาหาร ท าให้อ่ึงปากขวดที่พร้อมผสมพันธุ์มีแนวโน้มลดลง (วิเชฏฐ์ คนซื่อ, 2553) 
นอกจากนี้สภาวะแวดล้อมมีการเปลี่ยนแปลงไปในทางที่ไม่เหมาะสม ผนวกกับพ้ืนที่อาศัยที่เป็นป่า
ธรรมชาติถูกเปลี่ยนแปลงไปเป็นพ้ืนที่เกษตรกรรม เกิดผลกระทบต่อความชุกชุมของอ่ึงปากขวดใน
ธรรมชาติ อีกทั้งยังมีศัตรูตามธรรมชาติคอยล่าเป็นอาหาร ท าให้ประชากรอ่ึงปากขวดถูกคุกคาม 
นอกจากนี้การเพาะพันธุ์ก็ยังไม่เป็นที่แพร่หลายมากนัก ในขณะนี้มีเพียงศูนย์วิจัยและการประมงน้ าจืด
ล าพูนและพะเยาได้ทดลองเพาะพันธุ์และอนุบาลปล่อยกลับสู่ธรรมชาติและสนับสนุนให้เลี้ยงเป็นสัตว์
เศรษฐกิจ (Nakvijit, 2011; Soonthornvipat & Soonthornvipat, 2011) การค้าขายแบบขนส่ง
เสี่ยงต่อการหลุดโดยไม่ตั้งใจและสภาพแวดล้อมที่มีการเปลี่ยนแปลงในปัจจุบันส่งผลต่อปริมาณอ่ึง
ปากขวดและเกิดการสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรม ท าให้เกิดช่องว่างและขาดข้อมูลทางด้าน
ชีววิทยา ทีเ่ป็นปัจจัยหลักท่ีเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการอนุรักษ์ จึงจ าเป็นอย่างยิ่งส าหรับการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและรูปแบบการกระจายตัวของประชากรอ่ึงปากขวด จากการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยเทคนิคมอร์โฟเมทริกเชิงเรขาคณิต (Geometric morphometric) 
พบว่ามีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาระหว่างประชากรอ่ึงปากขวดในประเทศไทย (Laojumpon, 
Suteethorn, & Komsorn Lauprasert, 2012) มีความเป็นไปได้ในการเกิดสปีชีส์เชิงซ้อน (species 
complex) ซึ่งมีลักษณะภายนอกที่คล้ายคลึง ไม่สามารถแยกชนิดจากข้อมูลสัณฐานวิทยาเพียงอย่าง
เดียวได้ จึงต้องอาศัยเทคนิคการตรวจสอบอณูพันธุศาสตร์เพ่ือช่วยสนับสนุนข้อมูลโครงสร้างสาร
พันธุกรรมของอ่ึงปากขวดในแต่ละพ้ืนที่  ท าความเข้าใจรูปแบบการกระจาย ขอบเขตการกระจาย 
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ตลอดจนกลไกที่มีอิทธิพลต่อการกระจายของอ่ึงปากขวดในประเทศไทย เพ่ือช่วยในการวางแผนการ
จัดการและการอนุรักษ์ประชากรอ่ึงปากขวดได้อย่างยั่งยืน 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 

 1.2.1 เพ่ือศึกษาความหลากหลายและโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรของอ่ึงปากขวดใน 
บริเวณพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ล าดับ นิวคลีโอไทป์ 
(DNA sequencing)  จากไมโตรคอนเดรีย ในส่วนของยีน 16S rRNA และยีนไซโตรโครมบี  
(Cytochrome b) 
 1.2.2 เ พ่ือศึกษาความแปรผันทางสัณฐานวิทยาและความสัมพันธ์ต่ออิทธิพลต่อ
สภาพแวดล้อม 
 1.2.3 เพ่ือให้ทราบถึงจ านวนประชากรย่อยและการกระจายตัว (Distribution) ของ
ประชากรอ่ึงปากขวดในบริเวณพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
 

1.3 สมมติฐานของการวิจัย 
 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาอ่ึงปากขวดด้วยเทคนิคมอร์โฟเมทริกเชิงเรขาคณิต 
(geometric morphometric) พบว่ามีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาของกะโหลกในประชากรอ่ึง
ปากขวดในประเทศไทย (Laojumpon et al., 2012) ซึ่งมีความเป็นไปได้ในการเกิดสปีชีส์เชิงซ้อน 
(species complex) หรือจ าแนกได้เป็น 2 ชนิด อย่างไรก็ตามเพ่ือความชัดเจนควรจะต้องมีการศึกษา
ข้อมูลด้านโมเลกุลและหาความสัมพันธ์กับลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
 

 ศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของอ่ึงปากขวดในบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย โดยเก็บจากพ้ืนที่ธรรมชาติซึ่งเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยของอ่ึงปากขวดเพ่ือเปรียบเทียบกับ
ข้อมูลจากการศึกษามอร์โฟเมทริกเชิงเรขาคณิตก่อนหน้านี้ 
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1.5 ผลที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัยครั้งนี้ 
 
 การศึกษาครั้งนี้จะท าให้ได้ข้อมูลด้านความหลากหลายทางด้านพันธุกรรม หาความสัมพันธ์
ต่อถิ่นที่อยู่อาศัย เพ่ือเป็นฐานข้อมูลและลดข้อผิดพลาดในการจัดจ าแนกด้านอนุกรมวิธาน ต่อยอด
ไปสู่การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ ซึ่งเป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อแนวทางและแผนการจัดการสัตว์
สะเทินน้ าสะเทินบก ในการอนุรักษ์และพัฒนาไปเป็นสัตว์เศรษฐกิจอย่างยั่งยืนต่อไป 
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บทที่ 2  
ปริทัศน์เอกสารข้อมูล 

 
2.1 อนุกรมวิธานของอ่ึงปากขวด 
 
Kingdom: Animalia 
     Phylum: Chordata 
          Class: Amphibia 
               Order: Anura 
                    Family: Microhylidae 
             Genus: Glyphoglossus 
            Species: Glyphoglossus molossus (Günther, 1868) 
 

 

ที่มา https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Glyphoglossus_molossus.jpg 
ภาพ 1 สัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวด 

 

 ชื่อสามัญ : Truncate-snouted Burrowing Frog, Balloon Frog 
 ชื่อไทย    : อ่ึงปากขวด, อึ่งปากกระโถน, อ่ึงเพ้า, อึ่งเผ้า 
 
 
 

https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Glyphoglossus_molossus.jpg
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 อ่ึงปากขวดอยู่ ในสกุล Glyphoglossus และอันดับ Anura เป็นกลุ่มหนึ่ งที่มีความ
หลากหลายทางพฤติกรรมและแหล่งอาศัยมาก สามารถอาศัยได้ทั้งบนบกและน้ าจืด มีวงชีวิต 2 
รูปแบบ คือ ไข่และวัยแรกเกิดจะอาศัยอยู่ในน้ า เมื่อตัวเต็มวัยมีพัฒนาขึ้นสู่บก มีขาหลังที่ยาวและพับ
ได้สามารถกระโดดได้ไกล ดวงตามีลักษณะกลมโต หายใจโดยปอดและแลกเปลี่ยนก๊าซทางผิวหนัง ซึ่ง
ต้องมีความชื้นตลอดเวลา มีการตอบสนองที่ไวต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อม และเป็นส่วนหนึ่ง
ในห่วงโซ่อาหารในระบบนิเวศ สามารถน ามาใช้เป็นตัวชี้วัดทางระบบนิเวศได้ 
 

2.2 ชีววิทยาของอ่ึงปากขวด (Glyphoglossus molossus) 
 

 อ่ึงปากขวดมีลักษณะล าตัวขนาดค่อนข้างใหญ่กว่าอ่ึงชนิดอ่ืน หัวสั้น ปลายหัวตัดตรง ล าตัว
สั้น ขาหน้าสั้นขาหลังยาวพับแนบล าตัว นิ้วตีนหน้าไม่มีพังผืด นิ้วตีนหลังมีแผ่นพังผืดและมีแผ่นสั้น
แข็งใต้หลังตีน (shovel-shaped) (ภาพ 1) เพ่ือใช้ในการขุดดิน ตามีขนาดเล็ก เปลือกตาหนาทึบยื่น
โปนออกมา ปากอยู่มุมด้านล่างขนาดแคบมากและปากสั้นคล้ายปากขวด สีของล าตัวออกน้ าตาลอม
เทาหรือสีด า ท้องมีสีขาวหรือครีม ตามล าตัวมีจุดสีน้ าตาล ขาวกระจายอยู่ 
 การด ารงชีวิตส่วนใหญ่อยู่ใต้ดิน กินสัตว์หน้าดินขนาดเล็กเป็นอาหาร เช่น มด ปลวก การ
ผสมพันธุ์และวางไข่เริ่มในช่วงฝนแรกประมาณเดือนพฤษภาคมถึงกลางเดือนมิถุนายน เริ่มวันที่ฝนตก
หนักครั้งแรก ผสมพันธุ์และวางไข่ในช่วงเวลากลางคืนตามแหล่งน้ าขังชั่วคราว วงจรของอ่ึงปากขวดมี
การเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานตามการเจริญเติบโต การผสมพันธุ์ส่วนใหญ่จะวางไข่ในน้ าหรือที่มี
ความชื้นมาก ตัวอ่อนไม่มีขาและใช้เหงือกในการหายใจ สุดท้ายจะมีการพัฒนาแขนขาและปอดเพ่ือให้
สามารถขึ้นมาด ารงชีวิตบนบกได้ ตัวเต็มวัยน้ าหนักประมาณ 30-97 กรัม ความยาวล าตัวประมาณ 
40-85 มิลลิเมตร (Nakvijit, 2011) 

 

 2.2.1 ระบบนิเวศ 
 
  2.2.1.1 การขุดโพรง 
 การขุดโพรงของอ่ึงปากขวดเป็นพฤติกรรมของตัวเต็มวัยและอาศัยอยู่บนบกแล้ว ขาหลังมี
การพัฒนาแผ่นหลังตีนให้แข็งแรงและใหญ่เพ่ือใช้ในการขุดโพรง ในการขุดจะถอยหลังลงไปในดินลง
ไปทั้งตัวในบริเวณท่ีดินร่วนซุย ใต้ต้นไม้ บริเวณท่ีมีเศษใบไม้หรือรากไม้ปกคุมเป็นจ านวนมาก ช่วงชีวิต
ของอ่ึงปากขวดส่วนใหญ่จะอยู่ในดินอาศัยกินมด ปลวก จะออกมาบนผิวดินในช่วงเวลาสั้นในฤดูผสม
พันธุ์หลังฝนตกเท่านั้น (ธัญญา จั่นอาจ, 2546) 
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  2.1.1.2 การป้องกันตัว 
 ลักษณะทางสัณฐานของอ่ึงปากขวดไม่ได้ออกแบบมาเพ่ือการต่อสู้  การป้องกันตัวจึงเป็น
การข่มขู่สัตว์ที่จะเป็นอันตรายโดยการสูบอากาศเข้าปอด พองตัวให้มีขนาดใหญ่ ยืนด้วยขาหน้า เพ่ือ
ท าใหญ่ดูเหมือนว่ามีขนาดที่ใหญ่ขึ้น 
 
  2.1.1.3 การเจริญเติบโตและวงจรชีวิต (life cycle) 
 พฤติกรรมอ่ึงปากขวดจะเกี่ยวข้องกับสภาวะแวดล้อม เช่น ปริมาณน้ าฝนในการวางไข่และ
ช่วงเวลาที่ฝนตก รวมทั้งอุณหภูมิซึ่งเกิดขึ้นในช่วงเวลากลางคืนซึ่งหากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมอ่ึง
จะฝังตัวอยู่ในดิน (วิเชฏฐ์ คนซ่ือ, 2553) และเริ่มผสมพันธุ์เมื่ออายุ 2 ปี 
การผสมพันธุ์จะเริ่มขึ้นหลังจากฝนตกหนักครั้งแรกของปีเวลาประมาณ 24.00-04.00 นาฬิกา โดยตัว
ผู้จะร้องเรียกตัวเมียเพ่ือท าการจับคู่ เมื่อท าการจับคู่แล้วจะวางไข่ในน้ าโดยตัวผู้จะใช้ขาหน้ากอดหลัง
ตัวเมียในลักษณะขี่หลัง จากนั้นตัวเมียจะปล่อยไข่และตัวผู้จะปล่อยน้ าเชื้อแล้วใช้ขาหลังพัดไข่ออกไป
เป็นแพลอยบนผิวน้ า ไข่ของอ่ึงปากขวดมีลักษณะกลมเล็กขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 3.14+0.07 
มิลลิเมตร สีเทาหรือน้ าตาลเข้ม มีวุ้นห่อหุ้มและมีเมือกหรือสารเหนียวบนผิวไข่เพ่ือให้ไข่ยึดจับติดกัน
เป็นกลุ่ม ใช้เวลาในการฟักประมาณ 24 ชั่วโมง ลูกอ็อดแรกฟักมีความยาวเฉลี่ย 3.26+0.03 มิลลิเมตร 
 ระยะตัวอ่อนมีสีด าปนเหลือง ลักษณะล าตัวยาว หางแบนยาวในลักษณะตั้ง มีครีบส าหรับ
ว่ายน้ า และเหงือกส าหรับหายใจ พัฒนาขาขึ้นบริเวณต าแหน่งใต้เหงือก ต่อมามีขนาดขากรรไกรที่
ใหญ่ขึ้น เหงือกมีการลดรูปหายไป ตา ลิ้นและขาพัฒนาขึ้นอย่างรวดเร็ว ในระยะตัวอ่อนใช้ระยะเวลา
ประมาณ 36 ถึง 38 วัน พฤติกรรมการกินส่วนใหญ่จะกินพืชและสาหร่าย และบางชนิดจะกินตัวอ่อน
ของสัตว์ชนิดอื่น โดยจะอยู่รวมกันเป็นกลุ่มใหญ่ลอยอยู่บนผิวน้ า 
จากการศึกษาการพัฒนาตัวอ่อนระหว่างช่วงเวลาและการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานเป็นดังนี้  
(Nakvijit, 2011) 
อายุ 1 วัน  ตัวกลม ไม่มีจุดสี มีซี่เหงือก ล าตัวสั้น หางยาว 
อายุ 12 วัน  ล าตัวกลม ท้องมีสีขาว มีการพัฒนาปากอยู่ด้านล่างของหัว 
อายุ 17-20 วัน มีขาหลังใต้โคนหาง จุดสีกระจายทั่วตัวและมีแถบสีด าพาดกลางแผ่นหลังไปถึงหาง 
อายุ 24-26 วัน  มีขาหน้าใต้คาง ส่วนหัวมีการเปลี่ยนรูปแยกออกจากล าตัว 
อายุ 30-32 วัน  ขางอกครบสี่ขาสมบูรณ์ ว่ายน้ าลอยตัวที่ผิวน้ า 
อายุ 33-35 วัน  หางเริ่มหด ที่หลังมีลาย 
อายุ 36-38 วัน  มีลักษณะเหมือนตัวเต็มวัย  มีสี่ขา ไม่มีหาง 
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2.3 การแพร่กระจายของอ่ึงปากขวดในประเทศไทย 
 

 อ่ึงปากขวดพบแพร่กระจายบริเวณประเทศกัมพูชา ลาว พม่า เวียดนามและในประเทศไทย
พบแพร่กระจายในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือตอนบน สังเกตเห็นได้ง่ายในช่วงฤดูผสม
พันธุ์หรือฤดูฝน ส่วนในช่วงฤดู อ่ืนๆ จะอาศัยหลบซ่อนขุดโพรงในดิน (ธัญญา จั่นอาจ , 2546)
 รูปแบบการกระจายตัวของอ่ึงขึ้นอยู่กับพืชพันธุ์ ภูมิศาสตร์ ฤดูกาล และปริมาณของฝน 
(Khonsue & Thirakhupt, 2001) นอกจากนี้ยังมีความชื้นและอุณหภูมิส่งผลต่อพฤติกรรมและการ
ปรับตัว (วรรณวิภา คงเจริญ และจารุจินต์ นภีตะภัฏ, 2550) แหล่งที่อยู่อาศัยของอ่ึงปากขวดพบทั้ง
ในบริเวณที่ใกล้แหล่งน้ าล าธาร ซึ่งการกระจายตัวมีความสัมพันธ์กับความกว้างของล าธาร 
(Phochayavanich, Thirakhupt, & Voris, 2008) และพบบนภูเขาสูงที่ห่างไกลจากความชื้นอาศัย
เพียงน้ าขังหลังฝนตกในการผสมพันธุ์ สามารถอยู่ได้ในป่าหลากหลายรูปแบบทั้งป่าชื้น ป่าเขตร้อน 
หรือทุ่งหญ้า ปัจจุบันยังขาดข้อมูลงานวิจัยเกี่ยวกับการกระจายตัวของอ่ึงปากขวดอยู่มาก จึงควรเร่ง
ท าการศึกษาอย่างเร่งด่วน (Thy & Eastoe, 2010) 
 

2.4 สถานภาพและการจัดการอ่ึงปากขวด 
 

 อ่ึงปากขวดไม่ได้เป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและคุ้มครองสัตว์ป่า พ.ศ. 
2535 ส าหรับสถานภาพเพ่ือการอนุรักษ์ แต่มีสถานภาพเป็นสัตว์ป่าใกล้ถูกคุกคามและถูกใช้เป็นสัตว์
เศรษฐกิจมากขึ้น ต่อมาสหภาพนานาชาติเพ่ือการอนุรักษ์ธรรมชาติ หรือ The International Union 
for Conservation of Nature (IUCN) จึงได้ประกาศ "ปีแห่งกบ" ในปี พ.ศ. 2551 และได้จัดอ่ึงปาก
ขวดให้อยู่ในกลุ่มเสี่ยงที่มีผลกระทบจากการโดนคุกคาม (Red list threats) เพ่ือให้เกิดการกระตุ้นให้
มีการอนุรักษ์และการใช้ทรัพยากรสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกอย่างมีคุณค่า 
 ปัจจุบันอ่ึงปากขวดมีจ านวนลดลงเป็นอย่างมากอันเนื่องมาจากหลายปัจจัยส าคัญได้แก่ 
การใช้ทรัพยากรทางชีวภาพของมนุษย์ มีการเปลี่ยนแปลงพ้ืนที่ป่าเพ่ือไปท าการเกษตรส่งผลโดยตรง
ต่อแหล่งที่อยู่อาศัย การใช้สารเคมีส่งผลทางอ้อมต่อการเจริญเติบโตที่ผิดปกติ (Phochayavanich et 
al., 2008) และการล่าเพ่ือใช้เป็นอาหารและการค้าส่งออกส่งผลต่อการลดลงอย่างรวดเร็ว  (Allen, 
Smith, & Darwall, 2012) ซึ่งในขณะนี้มีการค้าเพ่ือส่งออกนอกประเทศผ่านทางชายแดนไทย-
กัมพูชาเป็นจ านวนมากโดยมีพ่อค้าคนกลางมารับซื้อจากเกษตรกรในท้องถิ่น (Thy & Eastoe, 2010) 
เ พ่ื อส่ งขาย ไปที่ ฮ่ อ งกงและ เวี ยดนาม ในประ เทศไทย เองก็ ได้ รั บความนิ ยมจากภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือเป็นอย่างมาก จากการค้าในแต่ละปีเกิดขึ้นในช่วงที่ฝนตกหนักครั้ง
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แรกของปี จึงมีปริมาณความต้องการที่สูงมาก พบว่าอ่ึงอ่างหลังขีด (Kaloula mediolineata),      
อ่ึงอ่างบ้าน (Kaloula pulchra) และอ่ึงปากขวด (Glyphoglossus molossus) ก าลังลดลงอย่าง
ต่อเนื่อง (Anurukpongsathon, 2010) ทั้งนี้ยังพบว่าคนไทยส่วนมากนิยมบริโภคอ่ึงปากขวดตัวเมียที่
มีไข่ เกิดการขัดขวางการผสมพันธุ์ตามฤดูกาลผนวกกับพฤติกรรมการผสมพันธุ์ปีละครั้ง  นอกจากนี้
สภาพแวดล้อมและป่าตามธรรมชาติ ถูกคุกคามอย่างหนักจากการขยายตัวของเมืองและมนุษย์ ส่งผล
ต่อการซื้อขายที่สะดวก ผนวกกับการส่งออกและการน าเข้าของสัตว์กลุ่มนี้ยังส่งผลต่อการเกิดโรค
ระบาดของเชื้อราบาทราโคไคเทรียม เดนโดบาทิดิส (Batrachochytrium dendrobatidis) ซึ่งเป็น
เชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคไคทริดิโอไมโคซิส (Chytridiomycosis) ส่งผลต่อตัวเต็มวัยของสัตว์สะเทินน้ า
สะเทินบกในอันดับ Anura ตายอย่างเฉียบพลัน (Sommanustweechai et al., 2010) 
 ในประเทศไทยได้การสนับสนุนการเพาะเลี้ยง พัฒนาเป็นสัตว์เศรษฐกิจ และบางพ้ืนที่ เช่น 
ล าพูน ได้ออกกฎห้ามล่า เพ่ือกันเป็นพ้ืนที่การอนุรักษ์  ในขณะนี้ส านักวิจัยและพัฒนาประมงน้ าจืด 
กรมประมง ได้ท าการศึกษาวิจัยและจัดให้มีการฝึกอบรมให้ความรู้แก่เกษตรกรเพ่ือพัฒนาเป็นสัตว์
เลี้ยงเพ่ือบริโภค รวมทั้งพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงต่างๆ เช่น การใช้ฮอร์โมนสังเคราะห์ช่วยให้แม่
พันธุ์ตกไข่พร้อมกัน กระตุ้นการวางไข่ มีการวางไข่ 100 เปอร์เซ็นต ์(Nakvijit, 2011) และการทดลอง
เลี้ยงในความหนาแน่นระดับต่างกันพบว่าความหนาแน่น 2,000 ตัวต่อตารางเมตร มีความเหมาะสม
ต่อการอนุบาล การเพาะเลี้ยงเป็นฟาร์มอีกด้วย(Soonthornvipat & Soonthornvipat, 2011) 
 

2.5 การศึกษาด้านอนุกรมวิธานของอ่ึงปากขวด 
 

 สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกเป็นอีกกลุ่มที่ประสบความส าเร็จทางวิวัฒนาการเป็นอย่างมาก 
เนื่องจากสามารถปรับตัวให้ด ารงชีวิตได้ทั้งในน้ าและบนบก จากการที่มีแหล่งอาศัยแตกต่างกันและมี
ความหลากหลายสายพันธุ์ ท าให้การจัดจ าแนกด้านอนุกรมวิธานต้องใช้ข้อมูลจ านวนมากในการระบุ
ชนิดแต่ละชนิด เพื่อบ่งบอกถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogeny tree) 
 การจัดจ าแนกของสิ่งมีชีวิตมีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง เริ่มต้นจากการจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิต
โดยพิจารณาลักษณะภายนอก ต่อมามีการศึกษาลักษณะธรรมชาติ พฤติกรรมและระบบนิเวศ และได้
มีการพัฒนาการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการและการมีบรรพบุรุษร่วมกัน (phylogenetic  
system) นอกจากนี้ยังอาศัยลักษณะทางชีวเคมี  จ านวนโครโมโซม  รวมทั้งสภาวะแวดล้อมและซาก
ดึกด าบรรพ์ มาเป็นเกณฑ์ประกอบการพิจารณาอีกด้วย 
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 2.5.1 การศึกษาทางด้านลักษณะสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวด 
 
  2.5.1.1 การจัดจ าแนกกลุ่มประชากรด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาในสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกในปัจจุบัน จ าแนกจากสี  
รูปร่างโครงสร้าง ขนาด และรูปแบบที่แตกต่างกัน เพ่ือใช้ในการเปรียบเทียบความแตกต่างด้าน
ลักษณะสัณฐานวิทยาและความสัมพันธ์ระหว่างความผันแปรทางสัณฐานวิทยากับปัจจัยทาง
สภาพแวดล้อมในแหล่งอาศัย ท าให้เข้าใจรูปแบบพ้ืนฐานของความหลากหลายสัตว์สะเทินน้ าสะเทิน
บก (Liedtke Maiditsch, I., Ng’wava, J., 2011) 
 การศึกษาส่วนใหญ่อาศัยการจ าแนกจากรูปร่างที่มีความแตกต่างกันมาก แต่บางสายพันธุ์มี
ลักษณะคล้ายกันมาก ซึ่งอาจแยกออกเป็น 2 ประชากร จากสภาพแวดล้อมที่มีความแตกต่างกันหรือ
ความซับซ้อนและความหลากหลายของภูมิประเทศ ส่งผลให้สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกมีการตอบสนอง
ที่แตกต่างกัน ท าให้สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันมีการเปลี่ยนแปลง เช่น การแยกหรือการเชื่อมต่อของภูเขา
ในประเทศเวียดนามส่งผลให้เกิดการแยกกันของชนิด Polypedates leucomystax เป็นชนิด
เชิงซ้อน (species complex) (Ngo, 2008) นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศส่งผลต่อ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสัตว์  (Tryjanowski, Sparks, Rybacki, & Berger, 2006) และการ
เปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมในช่วงการพัฒนาจากตัวอ่อนเป็นตัวเต็มวัยส่งผลต่อรูปร่างสัณฐาน
วิทยาเปลี่ยนไป (Leary, Fox, Shepard, & Garcia, 2005) จากการส ารวจงานวิจัยในการเปรียบเทียบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพ่ือศึกษาความแตกต่างของประชากรในแต่ละท้องถิ่นยังมีน้อยมากอาจ
ส่งผลต่อข้อมูลทางด้านอนุกรมวิธานที่ผิดพลาดได้ 
 การจัดจ าแนกและระบุกลุ่มประชากรด้วยลักษะทางสัณฐานวิทยา เป็นการศึกษาเกี่ยวกับ
ความแปรผันและการเปรียบเทียบรูปแบบ (form) ขนาด (size) และรูปร่าง (shape) (อนันต์ เคนท้าว 
และพรพิมล เจียระนัยปรีเปรม, 2553) ซ่ึงเป็นสิ่งจ าเป็นในการศึกษาทางชีววิทยา เพ่ือท าความเข้าใจ
ความสัมพันธ์ของสายวิวัฒนาการพฤติกรรมของสิ่งมีชีวิตและมีความสัมพันธ์กับสภาพแวดล้อม ซึ่งได้มี
การพัฒนารูปแบบในการศึกษาโดยใช้วิธีการทางสถิติที่อาศัยข้อมูลเชิงปริมาณมาช่วย เรียกว่า 
morphometric เป็นการวัดเชิงปริมาณและการวิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรูปร่าง หา
ความคล้ายคลึงและความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา ศึกษาเก่ียวกับการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา
ในรูปทรงและขนาดตามทฤษฎีสถิติ วิธีการนี้ถูกใช้รวมกับการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปรเชิง
ปริมาณเช่น ความยาว ความกว้างและความสูง จากการใช้ตัวแปรอิสระหาความส าคัญทางทางทฤษฎี 
เช่น มวลน้ าหนัก พ้ืนที่หน้าตัด อย่างไรก็ตามการวัดเหล่านี้มีข้อจ ากัดที่ส าคัญคือไม่สามารถอธิบายการ
กระจายเชิงพ้ืนที่ของการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของสิ่งมีชีวิตได้อย่างชัดเจน จึงได้มีการน าองค์ความรู้
ด้านพิกัดเรขาคณิตของรูปร่างเข้ามาประยุกต์ด้วยเรียกว่าการศึกษามอร์โฟเมทริกเชิงเรขาคณิต 
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(geometrics morphometric) เป็นการก าหนดจุดบนสิ่งมีชีวิตทางชีวภาพและระบุพิกัด (x, y z)  
หรือต าแหน่งทางกายวิภาคที่ไม่ต่อเนื่องที่มีลักษณะที่คล้ายคลึงกัน สามารถศึกษาการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างต่อการกระจายตัวของพ้ืนที่ หาความสัมพันธ์ทางนิเวศวิทยาและวิวัฒนาการและการ
เปลี่ยนแปลงในทางภูมิศาสตร์ได้ ซึ่งสามารถเปลี่ยนข้อมูลตัวเลขให้เป็นรูปร่างได้ 
 ในปัจจุบันการศึกษาทางด้านลักษณะสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดในประเทศไทย มีดังนี้ 
Danaisawat, Pradatsundarasan, & Khonsue (2010) ศึกษาลักษณะโครงสร้างปากลูกอ็อดอ่ึงปาก
ขวด พบว่าปากอยู่ปลายสุดของหัวและเปิดออกทางด้านหน้า ไม่มีตุ่มหนังรอบช่องปาก ไม่มีซี่ฟันและ
จะงอยปาก ริมฝีปากบนนูนขึ้นเป็นขอบโค้งตื้นๆ และริมฝีปากล่างนูนขึ้นเป็นขอบคล้ายอักษร
ภาษาอังกฤษตัว U 
 Laojumpon et al. (2012)  ได้ศึกษาความแปรผันทางสัณฐานวิทยากับที่อยู่อาศัยและ
สภาพแวดล้อมในพ้ืนที่ต่างกัน โดยใช้เทคนิคมอร์โฟเมทริกเชิงเรขาคณิต จากการศึกษาในภาคเหนือ 
ภาคกลางและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบว่ามีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาระหว่างประชากรอ่ึง
ปากขวดในประเทศ จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาระหว่างกลุ่มประชากรจาก 3 ภูมิภาค โดยพบว่า
ภาคเหนือและภาคกลางมีความแตกต่างจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือมาก ในขณะที่ภาคเหนือและ
ภาคกลางมีความแตกต่างน้อย ซึ่งเป็นผลมาจากลักษณะทางภูมิศาสตร์ที่มีเทือกเขาขวางกั้น รวมทั้ง
ปัจจัยของปริมาณน้ าฝนและความชื้นที่เพ่ิมขึ้นเกี่ยวข้องกับขนาดร่างกาย โดยรูปแบบของการ
เปลี่ยนแปลงอาจมาจากอุปสรรคทางภูมิศาสตร์ที่มีความสัมพันธ์กับปัจจัยสภาพภูมิอากาศ 
 
  2.5.1.2 ความแปรผันทางภูมิศาสตร์ (geographic variation) 
 สิ่งมีชีวิตในธรรมชาติมีรูปแบบการกระจายที่หลากหลาย เนื่องจากความหลายหลายทาง
ภูมิศาสตร์ซึ่งส่งผลให้เกิดสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน ชีวภูมิศาสตร์ (biogeography) เป็นปัจจัย
ส าคัญที่มีผลกระทบต่อรูปแบบการปรับตัวของสิ่งมีชีวิตเพ่ือตอบสนองการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อม (Liedtke Maiditsch, I., Ng’wava, J., 2011) การกระจายของสายพันธุ์และความ
อุดมสมบูรณ์ซึ่งสัมพันธ์กับภูมิอากาศ ส่งผลต่อการแพร่หลายของพืชและสัตว์แต่ละสายพันธุ์แตกต่าง
กันไป (Khonsue & Thirakhupt, 2001; Leary et al., 2005; Tryjanowski et al., 2006) 
ละติจูด (latitude) และระดับความสูง เป็นปัจจัยที่ส าคัญซึ่งส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อมและการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต ทฤษฎีที่ ได้รับความสนใจมากทฤษฎีหนึ่งคือ 
Bergmann’s rule ซึ่งกล่าวถึงแนวโน้มของขนาดร่างกายที่เพ่ิมขึ้นตามระดับความสูงในกลุ่มของสัตว์
ที่มีอุณหภูมิในร่างกายคงที่ (endotherms) โดยมีสมมุติฐานว่าขนาดของร่างกายจะมีขนาดใหญ่ขึ้น
เพ่ือการปรับตัวในภูมิอากาศหนาวเย็น เนื่องจากต้องการผลิตความร้อนในร่างกายให้น้อยลงและรักษา
อุณหภูมิร่างกายให้สูงกว่าอุณหภูมิสิ่งแวดล้อม (พบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและนก) (Meiri & Dayan, 
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2003) อย่างไรก็ตามพบว่ามีการน าทฤษฎีนี้ไปใช้อธิบายในสัตว์ที่มีอุณหภูมิร่างกายแปรผันตาม
อุณหภูมิสิ่งแวดล้อม  ซึ่งสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางกลุ่ม (ectotherms) พบว่ามีบางชนิดที่มีขนาด
ร่างกายใหญ่ขึ้นเมื่อภูมิอากาศหนาวเย็นลง (Feng, Chen, Hu, & Jiang, 2015) และสามารถน ามา
อธิบายการปรับตัวเพ่ือลดการสร้างความร้อนให้น้อยลง และรักษาอุณหภูมิในร่างกายให้อยู่รอด ใน
ภูมิอากาศที่หนาวเย็นตามฤดูกาลที่กินระยะเวลายาวนาน เช่น การจ าศีลเพ่ือการเก็บพลังงานที่มาก
ขึ้น (Ashton, 2001) 
 อ่ึงปากขวด (Glyphoglossus molossus) จัดเป็นพวก ectotherms ที่ไม่สามารถผลิต
ความร้อนภายในร่างกายให้เพียงพอที่จะรักษาอุณหภูมิของร่างกายคงที่ได้ ท าให้ร่างกายต้อง
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิไปตามอุณหภูมิของสภาพแวดล้อม ด้วยเหตุนี้ความแตกต่างของภูมิศาสตร์ตาม
เส้นละติจูดที่เปลี่ยนแปลงไปจึงน่าจะมีอิทธิพลโดยตรงต่ออ่ึงปากขวดในด้านต่างๆ เช่น อุณหภูมิที่ต่ า
ท าให้กิจกรรมลดลง (Ryser, 1996) รวมทั้งวงจรชีวิตมีผลต่อระยะเวลาการฟักไข่ การเปลี่ยนแปลง
ลักษณะตัวอ่อน และการเลือกเพศ (Leary et al., 2005; Miaud, Guyetant, & Elmberg, 1999) 
ความแปรผันทางภูมิศาสตร์ จึงเป็นปัจจัยที่ส าคัญอย่างหนึ่งในการก าหนดรูปแบบการกระจายตัว 
โครงสร้างประชากร หรืออาจรวมถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ ช่วยอธิบาย
รูปแบบการกระจายตัวของอ่ึงปากขวด และช่วยในการวางแผนจัดการพ้ืนที่ส าหรับการใช้ประโยชน์อ่ึง
ชนิดนี้อย่างยั่งยืน 
 
 2.5.2 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและเทคนิคระดับโมเลกุล 
 การระบุชนิดพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตในปัจจุบันได้รับการพัฒนาขึ้นเรื่อยๆ เพ่ือความชัดเจนในการ
จัดจ าแนกอนุกรมวิธาน ซึ่งการศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากร เป็นอีกทางที่มี
ความส าคัญมากขึ้น จากเดิมที่อาศัยการศึกษาลักษณะสัณฐานภายนอกเพียงอย่างเดียว ในบางกรณี
สิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะคล้ายกันมากจนไม่สามารถแยกชนิด 
 ปัญหาส าคัญในการศึกษาทางด้านอนุกรมวิธานคือ ชนิดเชิงซ้อน (species complex) หรือ
ชนิดที่ซ่อนเร้น (cryptic species) ส่วนใหญ่เป็นการศึกษาโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่าง
เดียวในการจ าแนก เช่น สิ่งมีชีวิตที่มีการจัดกลุ่มเป็นชนิดเดียวทั้งท่ีมีการแพร่กระจายทั่วทุกภูมิภาคทั้ง
ที่จริงอาจเกิดการแตกแขนงของสปีซีส์ จากปัญหานี้สามารถตรวจสอบได้จากการวิเคราะห์ดีเอ็นเอ 
เพ่ือหาความแตกต่างในระดับยีน ซึ่งอาจแยกเป็นชนิดใหม่จากเดิมที่เป็นชนิดเดียวกันได้ (Bickford et 
al., 2006) ยกตัวอย่างเช่น Tanaka-Ueno, Matsui, Chen, Takenaka, & Ota (1998) ได้ศึกษา
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระดับโมเลกุลโดยเทคนิค DNA sequence จากยีนไมโทคอนเดรียไซโต
รโซมบี ของสกุล Rana หรือ brown frog ในไต้หวันและประเทศญี่ปุ่น พบว่ามีความแตกต่างทาง
พันธุ์กรรมใน R. longicrus และ R. japonica ต่อมามีการศึกษาแพร่หลายในทวีปยุโรป (Palo & 
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Merilä, 2003) ใช้เทคนิค RFLP ศึกษายีนไมโทคอนเดรียไซโตรโซมบีของ R. arvalis และ R. 
temporaria และงานวิจัยของ Patrelle et al. (2010) ใช้เทคนิค PCR-RFLP จากยีน ITS2 ของสาย
พันธุ์ Pelophylax lessonae และ P. ridibundus  พบว่ามีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการแตกต่างกัน 
Babik et al.  (2004)  ศึกษาความสัมพันธ์  mtDNA ของสายพันธุ์  R.  Arvalis จากเทือกเขา
Carpathians ในทวีปยุโรปพบว่ามีความแปรผันทางพันธุกรรมภายในสายพันธุ์ Kurabayashi et al. 
(2011) ศึกษายีนนิวเคลียสและไมโทคอนเดรียของวงศ์ Microhylinae ในเอเชีย โดยใช้เทคนิค DNA 
sequence พบว่าเกิดสปีชีส์เชิงซ้อน ในสกุล Phrynella จากงานวิจัยที่ยกตัวอย่างเป็นรูปแบบการ
เกิดสปีซีส์ใหม่ที่เป็นผลมาจากการแบ่งแยกทางภูมิศาสตร์ เช่น แม่น้ า ภูเขา ทะเลทราย ส่งผลต่อความ
แปรปรวนทางพันธุกรรม (genetic variability) และเกิดแนวกั้นของยีนโฟลว (gene flow) เพ่ิม
โอกาสส าหรับการแบ่งแยกทางพันธุกรรมได้ อย่างไรก็ตามการกระจายตัวของสัตว์สะเทินน้ าสะเทิน
บกก็ไม่ได้ขึ้นกับลักษณะทางภูมิศาสตร์เสมอไป ซึ่งอาจมาจากความประสบความส าเร็จในการ
วิวัฒนาการ และการปรับตัวให้มีการแพร่กระจายและสามารถด ารงอยู่ในสภาพแวดล้อมที่หลากหลาย 
เช่น Pfeiler & Markow (2008) ศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยเทคนิค DNA sequence 
จากยีนไมโทคอนเดรียและ 12S rRNA พบว่าสายพันธุ์ Rana pipiens complex ในประเทศซีเรียมี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ R. magnaocularis ในประเทศเม็กซิโกซึ่งเป็นหลักฐานส าคัญเกี่ยวกับ
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่ไม่มีผลจากการแบ่งแยกทางภูมิศาสตร์ 
 การศึกษาอณูพันธุศาสตร์สามารถอธิบายโครงสร้างโมเลกุลของดีเอ็นเอหาความคล้ายคลึง
หรือแยกจากกันของชนิดพันธุ์และประชากรจากการที่มีการเปลี่ยนแปลงภูมิศาสตร์และการกระจาย
ตัวได้ เหมาะส าหรับการศึกษาของสิ่งมีชีวิตที่มีความเกี่ยวข้องกันอย่างใกล้ชิด  (Bowsher, 2000)
สามารถประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ เช่น ด้านการอนุรักษ์ การปรับปรุงพันธุ์ และความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ โดยระบุได้จากเครื่องหมายทางพันธุกรรมส าหรับการศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร (บังอร 
แถวโนนงิ้ว อภิเดช แสงดี และสัญญา สุภจันทรา, 2549) 
 
  2.5.2.1 การศึกษาคาริโอไทป์ (karyotype) 
 ปัจจุบันได้มีการน าความรู้ด้านพันธุศาสตร์ของเซลล์ โดยเฉพาะเครื่องหมายของโครโมโซม 
มาช่วยศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก และเป็นประโยชน์ด้านเซลล์
อนุกรมวิธาน (ธวัช ดอนสกุล และอัจฉริยา รังษิรุจิ , 2548) นอกจากนี้ยังเป็นข้อมูลส าคัญในการ
คัดเลือกพันธุ์และการพัฒนาปรับปรุงพันธุ์ให้มีคุณภาพมากข้ึน 
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 การศึกษาโครโมโซม เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการจัดจ าแนก และช่วยในการหาความสัมพันธ์
ทางวิวัฒนาการได้ ซึ่งสามารถศึกษาได้หลายวิธี เช่น การเตรียมโครโมโซมโดยตรงบนแผ่นสไลด์ 
(Directly chromosome preparation) การเพาะเลี้ยงเซลล์หรือเนื้อเยื่อในหลอดทดลอง ( In vitro 
cell หรือ tissue culture) การถ่ายภาพโครโมโซมจากกล้องจุลทรรศน์ การวัดขนาดและความยาว
ของโครโมโซม การท าคาริโอ-ไทป์ (ถาวร สุภาพรม วาริณี อรุณมงคลผล และแก้ว อุดมศิริชาคร , 
2535) 
 คาริโอไทป์ (karyotype) เป็นการศึกษารายละเอียดของโครโมโซมแต่ละแท่ง โดยการนับ
จ านวน รูปร่างของโครโมโซมและโครงสร้างต่างๆ ซึ่งศึกษาจากโครโมโซมในระยะเมตาเฟส เพราะ
โครโมโซมมีขนาดใหญ่ และมีการหดตัว (contraction) มากที่สุด การจัดคาริโอไทป์นิยมจัดเป็นกลุ่ม
ตามชนิดหรือแบบโครโมโซม โดยจัดเรียงคู่โครโมโซมที่มีขนาดยาวที่สุดไปถึงเส้นที่สั้นที่สุด หรือจาก
โครโมโซมแบบเมตาเซนตริกไปเป็นสับเมตาเซนตริก สับทีโลเซนตริก และอะโครเซนตริก (ทีโลเซน
ตริก) ตามล าดับ (อนันต์ พู่พิทยาสถาพร และธวัช ดอนสกุล , 2544) เพ่ือง่ายต่อการสังเกต ช่วยให้
เข้าใจวิวัฒนาการ เนื่องจากสิ่งมีชีวิตที่มีความเกี่ยวข้องกันในสายวิวัฒนาการจะมีความสัมพันธ์กันทาง
คาริโอไทป ์
 การศึกษาคาริโอไทป์ของอ่ึงปากขวดในไทยยังมีงานวิจัยน้อยมาก จากรายงาน ถาวร สุภาพ
รม วาริณี อรุณมงคลผล และแก้ว อุดมศิริชาคร (2535) ได้นับจ านวนโครโมโซมและศึกษาคาริโอไทป์ 
โดยศึกษาจากเซลล์ไขกระดูก พบโครงสร้างพิเศษ  ที่บริเวณแขนยาวใต้เซนโตร์เมียร์ (centromere) 
ของโครโมโซมคู่ที่ 6 โดยมีลักษณะเป็นบริเวณที่สร้างนิวคลีโอลัส (Nucleolar organizer region) 
(ภาพ 2) สอดคล้องกับการพบโครโมโซมแบบสับเมตาเซนตริกคู่ที่ 2 มีรอยคอดทุติยภูมิที่แขนข้างยาว
ของโครโมโซม (ธวัช ดอนสกุล และอัจฉริยา รังษิรุจิ, 2548) ซึ่งสามารถใช้เป็นเครื่องหมายทาง
โครโมโซม (chromosome marker) ได้ (ภาพ 3) จากการศึกษาพบว่าอ่ึงปากขวดมีโครโมโซม 2n = 
26 คาริโอไทป์ประกอบด้วยโครโมโซมแบบเมตาเซนตริก 9 คู่ และสับเมตาเซนตริก 4 คู่ จ านวนแขน
โครโมโซมเท่ากับ 52 และได้พัฒนาการเตรียมเซลล์จากไขกระดูกเป็นเซลล์ตับแทน เนื่องจากอ่ึงปาก
ขวดมีตับขนาดใหญ่ง่ายต่อการศึกษา 
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ที่มา ถาวร สุภาพรม วาริณี อรุณมงคลผล และแก้ว อุดมศิริชาคร (2535)  ลูกศรชี้แสดงลักษณะรอย
คอด secondary constriction หรือ nucleolar organizer region (NOR) และลักษณะ small 
satellite (sat) หรือ knob-like structure บนโครโมโซมคู่ที่ 13 

ภาพ 2 Partial karyotypes ของอ่ึงปากขวด 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ที่มา ธวัช ดอนสกุล และอัจฉริยา รังษิรุจิ (2548) Scale bars = 10 µm, m = metacentric,      
sm = submetacentric) 

ภาพ 3 Micrographs illustrating karyotypes ของอ่ึงปากขวด 
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  2.5.2.2 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA Markers) 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ หมายถึง การใช้ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมายในการอธิบายความแตกต่าง
ของสิ่งมีชีวิต โดยอาศัยตัวบ่งชี้ที่มีความเฉพาะเจาะจงหรือความเป็นเอกลักษณ์ของล าดับเบสช่วงหนึ่ง
ของดีเอ็นเอบนโครโมโซม นิวเคลียส หรือในออร์แกลแนล เช่น ไมโทคอนเดรีย หรือคลอโรพลาสต์  
เป็นต้น (Kate-ngam, 2003) เนื่องจากดีเอ็นเอเป็นองค์ประกอบที่มีอยู่ในเซลล์เกือบทุกเซลล์ใน
ปริมาณที่เท่ากัน จึงสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอจากทุกเนื้อเยื่อ ทุกระยะการเจริญเติบโตและไม่ขึ้นกับ
สภาพแวดล้อม (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) ซึ่งล าดับเบสของของดีเอ็นเอท าให้สิ่งมีชีวิตมีความ
แตกต่างกันแต่ละชนิด มีการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์ 
สามารถท าได้โดยการเปรียบเทียบลักษณะของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ เพ่ือใช้ในการระบุสายพันธุ์ 
ความหลากหลาย และการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรม ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์และระหว่างกลุ่ม
ประชากร ความสัมพันธ์ทางภูมิศาสตร์และลักษณะประชากรที่แตกต่างกัน (Bowsher, 2000) 
 การศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอเหมาะแก่การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิตต่างๆและได้รับการพัฒนาและน ามาประยุกต์ใช้เกิดเป็นเทคนิคใหม่ เช่น PCR (Polymerase 
Chain Reaction) หรือ based markers เช่น RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), 
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), PCR-SSR (Simple Sequence Repeat 
ห รื อ  microsatellites) , PCR- SSCP (Single Stranded Confirmation Polymorphisms) , PCR-
RELP และการถอดรหัสพันธุกรรม (DNA sequencing) โดยตรงจาก PCR products (สุจิตรา จาง
ตระกูล, 2551) ประเภทของเครื่องหมายดีเอ็นเอ สามารถแยกออกเป็น 2 ประเภทคือ (สุรินทร์ ปิยะ
โชคณากุล, 2552) 
 1) เทคนิค PCR-based marker เป็นการศึกษาหลักการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา
ลูกโซจ าลองตัวดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิดที่จ าเพาะกับช่วงดีเอ็นเอ โดยต้อง
ทราบล าดับเบสดีเอ็นเอเป้าหมายก่อนแล้วจึงเริ่มกระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ หรือเทคนิคพีซีอาร์ 
(Polymerase chain reaction technique) 
 2) เทคนิคไฮบริไดเซซัน (Hybridization-based marker) เป็นการศึกษาโดยเข้าคู่ของ
ล าดับเบส เป็นคู่ประสมกันระหว่างดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) กับดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ โดย
สกัดดีเอ็นเอจากเซลล์ น ามาตัดด้วยเอนไซม์จ าเพาะ และแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยอิเล็กโทรโฟรีซีส ถ่าย
ดีเอ็นเอลงสู่แผ่นเมมเบรนฟิลเตอร์ แล้วไฮบริไดซ์กับโพรบที่ติดสารกัมมันตรังสีจะปรากฏแถบดีเอ็นเอ
หลายแถบมีลักษณะจ าเพาะกับสายพันธุ์ 
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   2.5.2.2.1 ความแตกต่างของดีเอ็นเอ (DNA polymorphism) 
 หมายถึงล าดับเบสของสายดีเอ็นเอมีความแตกต่างกัน เกิดจากการเรียงตัวของเบส 4 ชนิด 
บนสายดีเอ็นเอนั้นๆ มีความแตกต่างกัน ซึ่งเบสที่พบทั่วไปในดีเอ็นเอ มี  4 ชนิด คือ ไซโทซีน 
(Cytosine: C) ไธมีน (Thymine: T) อะดีนีน (Adenine: A) และกัวนีน (Guanine: G) พบได้ใน
ระหว่างสายพันธุ์หรือภายในตัวสิ่งมีชีวิต เกิดได้จากหลายปัจจัยคือ 
 1) ความผิดพลาดของการจ าลองตัวของดีเอ็นเอ โดยมีการเปลี่ยนแปลงของเบสตัวเดียว 
เช่น การเพ่ิมหรือหายไปและการแทนที่ของเบสตัวอ่ืนเพียง 1 ตัว 
 2) การสอดแทรกของดีเอ็นเอส่วนมากเกี่ยวข้องกับการกระจายตัวของเบส เกิดขึ้นในการะ
บวนการรีคอมบิเนชั่น (recombination) 
 3) การขาดหายไปหรือการขยายจ านวนของชิ้นดีเอ็นเอในกระบวนการรีคอมบิเนชั่น เกิด
จากการเรียงตัวผิดของล าดับเบสที่เหมือนหรือคล้ายกันท าให้มีการไขว้เปลี่ยนของซิสเตอร์โครมาทิดที่
ไม่เท่ากัน เป็นผลให้ชิ้นดีเอ็นเอขาดหายไป หรือขยายจ านวนขึ้น 
 4) การขยายจ านวนของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดจากการเลื่อนของเบส เกิดจากเบสแกนขนาดเล็ก
เรียงตัวกันหลายหน่วยซ้ าๆ จึงการเลื่อนของเบสท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของดีเอ็นเอได้ 
การศึกษาความแตกต่างของดีเอ็นเอ ตรวจสอบได้จากเทคนิค RFLP เป็นการศึกษาจากการตัดดีเอ็นเอ
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ แล้วจ าแนกจากขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 
 
   2.5.2.2.2 การศึกษาดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรีย (Mitochondrial DNA) 
 ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) มีการจ าลองโมเลกุลดีเอ็นเอจากการถ่ายทอดจากทางแม่ 
ซึ่งดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรีย มีรูปร่างเป็นวงแหวนเกลียวคู่ และมีอัตราการกลายพันธุ์ค่อนข้างสูงใน
สัตว์ โดยยีนมีการเข้ารหัสโปรตีนที่มีความจ าเพาะ และพบว่ามีความหลากหลายสูงจากการถ่ายทอดสู่
รุ่นลูกบริเวณยีน Displacement loop (D-loop) และยีน cytochrome b (Thongtip et al., 2003)  
ซึ่งสามารถใช้ศึกษาการถ่ายทอดพันธุกรรม การหาความสัมพันธ์ทางสายพันธุ์ รวมทั้งศึกษาระบบ
นิเวศ เช่น การกระจายตัวของสิ่งมีชีวิตได้ 
 ยีนไมโทคอนเดรียไซโตรโซมบี (cytochrome b) เป็นหนึ่งใน 37 ยีน โดยจะแปลรหัสเป็น
โปรตีนที่มีความจ าเพาะ (Bowsher, 2000) สามารถใช้เป็นเรื่องหมายทางพันธุกรรมเนื่องจากมีการ
กลายพันธุ์สูงและท าหน้าที่ร่วมในการขนส่งอิเล็กตรอนและการสร้าง ATP มีบทบาทส าคัญในเซลล์ 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมนิยมตรวจสอบจากยีนไซโตโครม บี ที่อยู่ใน     ไมโตคอนเด
รียเนื่องจากมีล าดับเบสค่อนข้างอนุรักษ์ สามารถเปรียบเทียบล าดับเบสได้ง่าย และมีความแตกต่างกัน
ไปตามชนิดของสิ่งมีชีวิต (Thongtip et al., 2003) 
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2.6 เทคนิคในการตรวจสอบดีเอ็นเอ (DNA identification) 
 
 ปัจจุบันมีการพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมและการวิเคราะห์ขอมูลพันธุศาสตร์เชิง
ประชากรที่หลากหลายเพ่ือให้ได้ข้อมูลที่ครอบคลุมและประยุกต์ให้เข้ากับงานวิจัยเฉพาะทางมากขึ้น
ซึ่งเทคนิคที่นิยมใช้ ได้แก่ 
 - PCR: Polymerase Chain Reaction 
 - RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphisms 
 - PCR-RFLP: Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length 
Polymorphisms 
 - RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA 
 - AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphisms 
 - DNA sequence 
 
 2.6.1 เทคนิค PCR: Polymerase Chain Reaction 
 PCR  เป็นเทคนิคเพ่ิมปริมาณปริมาณดีเอ็นเอให้มากขึ้น หรือเรียกว่า In vitro enzymatic 
gene amplification (บังอร แถวโนนงิ้ว อภิเดช แสงดี และสัญญา สุภจันทรา , 2549) โดยการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอต้นแบบในหลอดทดลอง ให้มีปริมาณมากในระยะเวลาอัน
สั้น ซึ่งอาศัยหลักการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติ เป็นเทคนิคพ้ืนฐานในการเพ่ิมดีเอ็น
เอด้วยการจ าลองดีเอ็นเอสายใหม่จากสายดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบหนึ่งสาย ด้วยเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอ
เรส (DNA polymerase) โดยใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้น หรือไพรเมอร์ (Primer) 1 คู่ และส่วนประกอบอ่ืนๆ 
ไ ด้ แ ก่  ดี เ อ็ น เ อ แ ม่ พิ ม พ์ ( template DNA) , DNA polymerase, Deoxyribonucleotide 
triphosphates (dNTPs), oligonucleotide primers, บัฟเฟอร์ เป็นต้น สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
ได้คราวละ 2 สายพร้อมกัน ประกอบด้วยปฏิกิริยาส าคัญ 3 ขั้นตอน และหมุนเวียนต่อเนื่องกันไป 
ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของแต่ละขั้นตอน 
 1) ขั้นตอน denaturation เป็นการแยกสายดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบจากสภาพที่เป็นเส้นคู่ 
โดยอาศัยความมรอนสลายพันธะไฮโดรเจนที่ยึดสายดีเอ็น 2 สาย ให้เป็นเส้นเดี่ยว โดยใช้อุณหภูมิ
ในช่วง 92-95 องศาเซลเซียส 
 2) ขั้นตอน annealing เป็นขั้นตอนท่ีท าให้ล าดับเบสเป็นเข้าคู่กับสายดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบ
จับคู่กันโดยลดอุณหภูมิลงอยู่ในช่วง 50-60 องศาเซลเซียส 
 3) ขั้นตอน extension เป็นขั้นตอนการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่โดยสังเคราะห์ต่อจากส่วน
ปลายของไพรเมอร์ ในอุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซียส 
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 จากการท าสามขั้นตอนนับเป็นจ านวน 1 รอบ (cycle) ให้ผลผลิตเป็นดีเอ็นเอสายคู่ที่มี
ล าดับเบสเป็นคู่สม (DNA Complementary) เมื่อสิ้นสุดรอบที่ 1  จากสายดีเอ็นเอต้นแบบ 1 คู่ จะ
เพ่ิมข้ึนเป็นสองเท่าของทุกๆรอบแบบทวีคูณ ซ่ึงเทคนิค PCR สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับงานวิจัยทาง
อณูพันธุกรรม เช่น การเพ่ิมปริมาณยีน (gene cloning) การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน (gene 
sequencing) 
 
 2.6.2 เทคนิค RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphisms 
 RFLP ใช้หลักการในการจ าแนกความแตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิด
จากการตัดดวยเอนไซมตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ซึ่งท าให้ดีเอ็นเอแยกออกจากกันในบริเวณ
ที่จ าเพาะ 
 สิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดมีการจ าลองดีเอ็นเอและสามารถถ่ายทอดไปสู่เซลล์รุ่นลูกและคง
ลักษณะที่เหมือนเดิม แต่บางครั้งเกิดล าดับเบสของสารพันธุกรรมที่เปลี่ยนไป อาจเป็นผลจากการ
กลายพันธุ์(mutation) ตามธรรมชาติจากสภาพแวดลอมหรือจากกระบวนการที่ผิดพลาดของเซลล  
เกิดการเปลี่ยนแปลงเบสดีเอ็นเอมีความแตกต่างกันส่งผล มีการจัดเรียงตัว การเพ่ิมขึ้น ( insertion) 
หรือหายไป (deletion) ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) ท าให้ต าแหนงจดจ า 
(recognition site) ของเอนไซมตัดจ าเพาะเปลี่ยนแปลงไป เมื่อน ามาตัดดวยเอนไซมตัดจ าเพาะชนิด
เดียวกันจะได้จ านวน และขนาดของท่อนดีเอ็นเอที่แตกต่างกันไปตามแต่ชนิดของเอนไซม์ เรียกวาเกิด
โพลีมอรฟซึม (polymorphisms) ตรวจสอบได้โดยเทคนิคไฮบริไดเซซัน (Kate-ngam, 2003) ท าให้
เกิดความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตและเป็นเทคนิคที่นิยมใช้กันในปัจจุบัน 
 การศึกษา RFLP เป็นเทคนิคที่ใช้ DNA probe เป็นชิ้นส่วนดีเอ็นเอสายเดี่ยวขนาดเล็ก 
น ามาท าปฏิกิริยากับดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตเป้าหมายที่เป็นเส้นเดี่ยว น าไปตัดย่อยด้วยเอ็นไซม์จ าเพาะ 
โดยดีเอ็นเอตรวจสอบจะจับกับสายดีเอ็นเอเป้าหมายตรงต าแหน่งที่มีล าดับเบสเป็นคู่สม (DNA 
hybridization) ตรวจสอบได้จากการท าปฏิกิริยาของสารกัมมันตรังสีบนชิ้นดีเอ็นเอตรวจสอบ จะพบ
แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกต่างกันที่เกิดจากการเข้าคู่ระหว่างชิ้นดีเอ็นเอ ซึ่งเกิดจากมาจากความ
หลากหลายของต าแหน่งจดจ า (recognition site) ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
จุดเด่นของเทคนิค RFLP คือข้อมูลที่ได้ไม่เกี่ยวข้องกับปัจจัยทางด้านสิ่งแวดล้อม การข่มของยีน และ
การแสดงออกของยีนในระยะต่างๆ (บังอร แถวโนนงิ้ว อภิเดช แสงดี และสัญญา สุภจันทรา, 2549) 
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การตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค RFLP มีข้ันตอนดังนี ้(Kate-ngam, 2003) 
 1) สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางที่ตองการตรวจสอบ แลวน าดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัด
จ าเพาะชนิดเดียวกัน 
 2) จากนั้นน าชิ้นดีเอ็นเอมาแยกออกจากกันโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 3) ถายดีเอ็นเอจากเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ลงไปบนแผนเมมเบรนฟลเตอรที่มีคุณสมบัติจับกับ
กรดนิวคลีอิก ไดดีโดยใชเทคนิค Southern blotting 
 4) น าแผนฟลเตอรมาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอตรวจสอบหรือโพรบจ าเพาะ (probe) ที่ติด
ฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารปลอดรังสีบางชนิด เชน ฟลูออเรสเซนต 
 5) ต าแหนงของแถบดีเอ็นเอที่มีเบสเปนคสูมกับดีเอ็นเอโพรบที่ใชตรวจสอบ 
 
ประโยชน์ของการศึกษา RFLP 
 1) หาความสัมพันธ์และวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตโดยไม่ขึ้นกับการแสดงออกของยีนในระยะ
ใด  และไม่ข้ึนกับสภาพแวดล้อม 
 2) ศึกษาลักษณะเฉพาะโดยใช้ RFLP ที่อยู่ใกล้กับยีนที่ควบคุมลักษณะนั้นมาก การถ่ายทอด
ยีนที่จ าเพาะจากพันธุ์พ่อแม่มายังลูก 
 3) ประโยชน์ด้านการปรับปรุงสายพันธุ์ 
 
 2.6.3 เทคนิค PCR-RFLP: Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment 
Length Polymorphisms 
 PCR-RFLP เป็นเทคนิคการตรวจสอบ RFLP จากผลผลิต PCR โดยไม่ผ่านการท าไฮบริไดเซ
ซัน จึงท าได้รวดเร็วและใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นปริมาณน้อย เนื่องจากการท า RFLP เพียงเทคนิคเดียวมี
ขั้นตอนที่ยุ่งยากและใช้เวลานาน ต้องท าให้ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์ก่อน จึงได้พัฒนาการตรวจพอลิมอร์
ฟิซึมด้วยเทคนิค PCR 
 เริ่มต้นจากใช้เทคนิค PCR เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายให้ได้ปริมาณมากขึ้น เมื่อจบ
ปฏิกิริยา PCR ในกรณีมีการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปของส่วนดีเอ็นเอภายในชิ้นดีเอ็นเอจะพบว่าดีเอ็น
เอจะมีขนาดไม่เท่ากัน และในกรณีขนาดของดีเอ็นเอมีความแตกต่างของเบสภายในเท่ากันจะต้อง
ตรวจสอบโดยน ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ก่อนน าไปแยกขนาดด้วยอิเล็กโทรโฟรีซิส  (สุรินทร์ ปิ
ยะโชคณากุล, 2552) 
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 2.6.4 เทคนิค RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA 
 เทคนิคตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยใช้หลักการคล้ายกับเทคนิค PCR แต่แตกต่างกันที่ใช้   
ไพเมอร์แบบสุ่ม (บังอร แถวโนนงิ้ว อภิเดช แสงดี และสัญญา สุภจันทรา , 2549) หรือไม่จ าเป็นต้อง
ทราบล าดับเบสของดีเอ็นเอเป้าหมาย เนื่องจากใช้ไพรเมอร์ชนิดไม่จ าเพาะเจาะจงกับต าแหน่งของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์บนจีโนม (arbitrary primer) และมีขนาดสั้นประมาณ 10 นิวคลีโอไทด์ เพ่ือให้
เกาะกับต าแหน่งบนดีเอ็นเอในจีโนมแบบสุ่ม โดยไพรเมอร์เข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอคนละสายในทิศ    
(5' --> 3') ในลักษณะสุ่มท าให้ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแต่ละครั้งผลไม่เหมือนเดิมและไม่สามารถ
ท าซ้ าได้ 
 อย่างไรก็ตามจากความเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอสามารถใช้แยกความ
แตกต่างของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด และหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการได้  เหมาะส าหรับศึกษาตัวอย่าง
ได้จ านวนมากต่อครั้ง  สะดวกรวดเร็วและใช้ปริมาณดีเอ็นเอท่ีน้อย 
 
 2.6.5 เทคนิค AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphisms 
 เทคนิค AFLP หรือตรวจสอบชิ้นดีเอ็นที่ใช้เอ็นไซม์ตัดจ าเพาะโดยการเพ่ิมปริมาณด้วย
เทคนิค PCR จากนั้นตัดสายดีเอ็นเอโดยใช้เอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ แล้วเชื่อมต่อ adapter เข้าท่ีปลายของ
ชิ้นดีเอ็นเอ  (adapter เป็นดีเอ็นเอสายคู่สั้นๆ ที่มีปลายด้านหนึ่งเป็นปลายเหนียวเหมือนกับปลาย
โมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอ็นไซม์จ าเพาะ)  (บังอร แถวโนนงิ้ว อภิเดช แสงดี และสัญญา           
สุภจันทรา, 2549) โดยต่อจากต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์และเชื่อมต่อกับชิ้นดีเอ็นเอ ที่ตัดไว้ได้
โดยใช้ปลายเหนียว (sticky end ligation) และเป็นต าแหน่งที่จับของไพเมอร์ (primer) ในการท า
เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสตรงกับส่วนของ adapter และเบสที่ต าแหน่งตัดจ าเพาะ
ของเอนไซม์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ แล้วน าไปแยกโดยอิเล็กโทรโฟรีซิส และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 
โดยติดฉลากด้วย probe จะได้ขนาดและจ านวนของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันในสัตว์แต่ละสายพันธุ์ 
 
 2.6.6 เทคนิค DNA sequence 
 เทคนิค DNA sequence ใช้ส าหรับการหาล าดับเบสของสายดีเอ็นเอเป็นการถอดรหัส
พันธุกรรมจะเริ่มจากการน าชิ้นส่วนดีเอ็นเอซึ่งสามารถน ามาจากส่วนที่ก าหนดการสร้างโปรตีน 
(gene) หรือเป็นส่วนที่ไมได้ก าหนดการสร้างโปรตีนก็ได มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR และ
มีการเพ่ิมสารเคมี (dideoxynucleotides, ddNTPs: ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) เพ่ือไป
ยับยั้งการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอที่ต าแหนงของ base (A, C, G หรือ T) อย่างจ าเพาะ  แล้วน าไปแยก
ขนาดในสนามกระแสไฟฟ้าเพ่ือหาความสัมพันธของรหัสพันธุกรรมบนสายดีเอ็นเอตามขนาดความ
ยาวของแถบดีเอ็นเอ เป็นเทคนิคที่ไม่ซับซ้อน สามารถเปรียบเทียบล าดับของเบสของดีเอ็นเอของ
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สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันและต่างชนิดกัน โดยข้อมูลที่ได้จะถูกน าไปเก็บไว ที่ฐานขอมูลออนไลน์ทาง
พันธุกรรมของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ในฐานข้อมูลออนไลน์ 
Gen Bank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) แบ่งออกเป็น 2 วิธี ได้แก่ 
 1) Chemical cleavage (Maxam and Gilbert method) เป็นการใช้สารเคมีตัดสายดี
เอ็นเอ ที่ต าแหน่งต่างๆ 
 2) Dideoxy sequencing หรือ Sanger sequencing เป็นการใช้เอ็นไซม์มาต่อสายไพ
เมอร์ และเป็นที่นิยมใช้มากกว่าวิธีแรก 
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

3.1 การเก็บรวบรวมข้อมูล 
 
 เก็บตัวอย่าง อ่ึงปากขวดและเก็บตามแหล่งที่อยู่อาศัยในธรรมชาติ  บริ เวณภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ในช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนกรกฎาคม หรือช่วงต้นฝนแรกของ
ปี ตามพ้ืนที่ที่มีฝนตกหรือมีแหล่งน้ าขังที่เกิดจากฝนตกใหม่ ตามบริเวณพ้ืนดินที่มีความชื้น ในเวลา
กลางคืน โดยใช้ไฟฉายส่องเพ่ือให้แสงไฟสะท้อนกับดวงตาของอ่ึงเป็นสีแดง ท าให้สังเกตได้ง่ายขึ้น 
(อนุสรณ์ ปานสุข, 2548) ได้ตัวอย่างทั้งหมด 185 ตัวอย่าง ซึ่งได้น ามาศึกษาข้อมูลสัณฐานวิทยาเพ่ือ
หาความสัมพันธ์และความแปรผันทางสัณฐาน และส าหรับการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ระหว่างประชากรอ่ึงปากขวดทั้งหมด 70 ตัวอย่าง ตัวอย่างทั้งหมดจะถูกการุณยฆาต โดยการแช่ใน  
3 -amino benzoic acid ethyl ester methanesul-  fonate salt (MS- 222 )  ร ะบุ หมาย เ ล ข
ภาคสนาม ถ่ายรูป จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างไว้ใน 95% Ethanol alcohol เพ่ือรักษาสภาพตัวอย่าง
และน ากลับไปยังห้องปฏิบัติการ เก็บข้อมูลปัจจัยทางกายภาพและพิกัดพ้ืนที่ที่เก็บตัวอย่าง ตัวอย่าง
ทั้งหมดจะถูกเก็บไว้ที่ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ขั้นตอนการ
ด าเนินการดังกล่าวข้างต้นนั้น ได้รับความเห็นชอบจากคณะกรรมการก ากับและส่งเสริมการ
ด าเนินการต่อสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม (คกส. มมส) ใบรับรอง
หมายเลข 0010/2559 
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3.2 การวิเคราะห์ความแปรผันลักษณะสัณฐาน 
 

 น าตัวอย่างทั้งหมดจ านวน 185 มาวัดด้วย Venire Caliper ความละเอียด 0.02 มิลลิเมตร 
บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา 6 ลักษณะส าคัญดังนี้ (Laojumpon et al., 2012) (ภาพท่ี 4) 
 1) ความยาวจากปลายปากถึงทวาร (Snout-vent length; SVL) 
 2) ความกว้างหัว (Head width; HW) 
 3) ความยาวหัว (Head length; HL) 
 4) ค่าระหว่างรูจมูก (Internarial distance; IND) 
 5) ความยาวกระดูกรยางค์ขาหน้า (Forelimb length; FL) 

  6) ความยาวกระดูกขาหลัง (Tibia length; TL) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4 ลักษณะตัวแปรการวัดสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวด 
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 ข้อมูลขนาดสัณฐานวิทยาถูกน ามาทดสอบด้วยวิธีการทางสถิติด้วยโปรแกรม Statistical 
Package for the Social Sciences, SPSS เวอร์ชั่น 11.5  ดังนี้ 
 1) ทดสอบการแจกแจงของข้อมูล โดยใช้สถิติ Shapiro-Wilk test หรือ W test (Shapiro 
& Wilk, 1965) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 2) ทดสอบความเป็นเอกพันธ์ของความแปรปรวน (Homogeneity of variance) โดยใช้ 
Levene’s F-Test (Levene, 1960) 
 3) หากข้อมูลมีการแจกแจงที่ไม่ต่างจากการแจกแจงแบบปกติ (p < 0.05) และข้อมูลทุก
ชุดมีความแปรปรวนที่เป็นเอกพันธ์ (p < 0.05) ใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-
way ANOVA) ในทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย หรือในกรณีที่ข้อมูลไม่เป็นไปตามข้อตกลง
เบื้องต้น จะใช้ค่าสถิติของ Brown-Forsythe (Brown & Forsythe, 1974) ซึ่งเป็นสถิติแบบไม่อิง
พารามิเตอร์ (non-parametric statistics) ในการทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย 
 4) การเปรียบเทียบเชิงพหุคูณ (multiple comparisons) เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดทีละคู่ พ้ืนที่ภูมิศาสตร์ โดยใช้การทดสอบแบบ 
Dunnett’s test (Dunnett, 1955) หากชุดข้อมูลแต่ละชุดมีความแปรปรวนไม่เท่ากัน 
 5) การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (Principal Component Analysis; PCA) โดยอาศัย
การสร้างสเกลตัวแปรใหม่ที่มีความสัมพันธ์เชิงเส้นกันกับชุดของตัวแปรหลายตัวที่มีอยู่ โดยอิงความ
แปรปรวนเดิม และสร้าง PCA Biplot บนระนาบเพ่ือใช้อธิบายความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและพ้ืนที่ทางภูมิศาสตร์ 
 
3.3 ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมจากล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
 3.3.1 การสกัดและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
 ท าสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) จากเนื้อเยื่อหรือตับอ่ึงปากขวด ตัดเนื้อเยื่อประมาณ 
20 ไมโครกรัม (Palo & Merilä, 2003) น าเนื้อเยื้อมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอแล้วท าการเพ่ิม
ปริมาณยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) จากไมโตรคอนเดียในส่วนของยีน Cytochrome b 
และ 16S rRNA  โดยใช้คู่ไพเมอร์ ดังนี้ 
 
 ยีน Cytochrome b (Matsui et al., 2005) 
  Forward: L14883: 5’-TCTGCTTAATTGCTCAAATCG C-3’ 
  Reverse: H15548: 5’-AATAGGAAGTAGCACTCTGGTTTAAT3’. 
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 ยีน 16S rRNA (Moriarty & Cannatella, 2004; Yodthong, Siler, Prasankok, & 
Aowphol, 2014) 
  Forward: 16SC: 5’- GTRGGCCTAAAAGCAGCCAC-3’ 
  Reverse:  16SD 5’- CTCCGGTCTGAACTC AGATCACGTAG-3’ 
 
 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ที่ประกอบด้วยส่วนผสมปริมาตร 30 µl ประกอบด้วย 
10XPCR บัฟเฟอร์ ((NH4)2SO4) ปริมาตร 3 µl, แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 2.5 mM, ไพรเมอร์ 
forward และ reverse ความเข้มข้น 1 mM, ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟส (dNTP) ความเข้มข้น 
0.2 mM, เอ็นไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 0.5 Unit โดยมีขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ 
 ขั้นที่ 1  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 11 นาท ี  1 รอบ 

  ขั้นที่ 2  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 
    อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที      35 รอบ 
    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 
 ขั้นที่ 3  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  10 นาท ี  1 รอบ 
 
 จากนั้นน าไปตรวจผลด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis ที่มีความเข้มข้น 1.5 
เปอร์เซ็นต์เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปย้อมด้วยสี ethidium bromide แล้วจึงน าไปตรวจสอบผล
ใต้แสง UV และบันทึกผล จากนั้นน าผลผลิตการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
ส่งสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (Oligonucleotide Synthesis Service) ที่บริษัท Macrogen Inc. 
สาขาประเทศเกาหลี เมื่อได้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากตัวอย่างที่ศึกษาแล้วจึงน าไปเปรียบเทียบกับ
ล าดับ นิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานไว้ในฐานข้อมูล Genbank ของหน่วยบริการ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI); U.S. National Library of Medicine และวิเคราะห์ข้อมูล
ต่อไป 

 

 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
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 3.3.2 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 1) การวิเคราะห์ข้อมูลเบื้องต้นใช้โปรแกรม Biological Sequence Alignment Editor, 
BioEdit 7.25 (Hall, 1999) ท าการแก้ไข ล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA Sequence editing) และจัดเรียง
ของมูล (Aligment) โดยใช้รูปแบบ Clustal W 
 2) การค านวณค่าความหลากหลายของความหลากหลายทางพันธุกรรม เช่น จ านวน 
polymorphic sites (S) ความหลากหลายของแฮพโพลไทป์ (haplotype diversity: h) ความ

หลากหลายของนิวคลีโอไทด์ (nucleotide diversity: π) โดยใช้โปรแกรม DNA sp 5.0 (Librado & 
Rozas, 2009) 
 3) การวิเคราะห์ความแปรผันระหว่างประชากร (Fst) และการทดสอบความแปรปรวนของ
พันธุกรรมประชากร (AMOVA) เพ่ือทดสอบการแยกทางภูมิศาสตร์ของประชากร นอกจากนี้ยัง
วิเคราะห์ประวัติศาสตร์ประชากรด้วยสถิติ จ าลองการขยายตัวของประชากในอดีต Tajima D 
(Tajima, 1989)  และสถิติ  Fu's Fs (Fu, 1997)  และสร้างกราฟจากการทดสอบ mismatch 
distribution (Rogers & Harpending, 1992)  โ ด ย ใ ช้ Arlequin 3 . 5 . 1 . 2 (Excoffier, Laval, & 
Schneider, 2005) 
 4) การประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มแฮพโพลไทป์ด้วยวิธีการ Median 
joining network (MJN) ใช้โปรแกรม Network 5.0 (Bandelt, Peter Forster, & ¨hl, 1999) 
 5) วิเคราะห์สายวิวัฒนาการของต้นไม้ที่ (phylogenetic tree) สร้างความสัมพันธ์จาก
ตัวอย่างทั้งหมดและความสัมพันธ์แฮพโพลไทป์ โดยการจัดแบบ Maximum Likelihood (ML) ค่า
ความน่าเชื่อถือ (Boostrap) 1,000 replications ใช้โมเดล Kimura-2-parameter ใช้โปรแกรม 
MEGA 6.0 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013)  นอกจากนี้ยั งวิ เคราะห์  
Bayesian analysis เพ่ือเปรียบเทียบกับ Maximum Likelihood ด้วยวิธีการ Bayesian inference 
(BI)  จ ากสถิ ติ  Akaike information criterion (AIC)  ใช้ โปรแกรม Mr.Bayes package 3.1.2 
(Ronquist & Huelsenbeck, 2003) โดยใช้โมเดล GTR+I+R เป็นโมเดลที่เหมาะสมที่สุดส าหรับทั้ง 2 
ยีน จากการวิเคราะห์จาก JModelTest 2.1.4 (Darriba, Taboada, Doallo, & Posada, 2012) 
และใช้สปีชีส์ Kaloula pulchra เป็น outgroup (Hasan et al., 2014) โดยใช้ข้อมูลจาก Genbank 
AB530639.1 และ AB819033.1 ส าหรับยีน 16S rRNA และ Cytochrome b ตามล าดับ 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัยและการอภิปราย 

 

4.1 การศึกษาอณูพันธุศาสตร์ 
 

 จากตัวอย่างประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 8 พ้ืนที่ เพ่ือศึกษาอณูพันธุศาสตร์ทั้งหมด 
70 ตัวอย่าง โดยแบ่งพ้ืนที่ออกเป็น 3 กลุ่มตามสภาพภูมิประเทศ คือ กลุ่มที่ 1 บริเวณพ้ืนที่ราบ
ตอนบน ประกอบด้วยจังหวัดขอนแก่น มหาสารคาม (MK) หนองคาย (NK) และอ าเภอเมือง จังหวัด
กาฬสินธุ์ (KS) มีระดับความสูง 120 ถึง 236 เมตร ลักษณะพ้ืนที่ราบทุ่งหญ้า ต้นไม้โปร่ง แหล่งน้ าเป็น
ลักษณะบ่อน้ าและแหล่งน้ าขังชั่วคราว กลุ่มที่ 2 บริเวณเทือกเขาภูพาน ประกอบด้วยอ าเภอค าม่วง 
จังหวัดกาฬสินธุ์ (PMR1) อ าเภอพรรณานิคม (PMR2) และอ าเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร (PMR3) มี
ระดับความสูง 200 ถึง 488 เมตร ลักษณะเป็นเทือกเขา พ้ืนที่เป็นป่าสูง มีใบไม้ปกคลุมพ้ืนดิน มีล า
ธารกระแสน้ าไหลแรงช่วงหน้าฝน และแห้งเมื่อหมดช่วงหน้าฝน กลุ่มที่ 3 พ้ืนที่ราบตอนล่าง 
ประกอบด้วยจังหวัดอุบลราชธานี (UB)  มีระดับความสูง 135 เมตร ลักษณะพ้ืนที่ราบ ทุ่งหญ้าและมี
แหล่งน้ าขังชั่วคราวในช่วงหน้าฝน (ภาพ 5) 
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ภาพ 5 แผนที่บริเวณเก็บตัวอย่างบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
เพ่ือศึกษาอณูพันธุศาสตร์ 
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 4.1.1 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
การศึกษาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนไมโทรคอนเดรียลดีเอ็นเอ โดยใช้ยีน 

Cytochrome b ซึ่งมีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทป์ 634 เบส จากจ านวนตัวอย่าง 70 ตัวอย่าง 
และ ยีน 16S rRNA มีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทป์ 800 เบส จากจ านวนตัวอย่าง 58 ตัวอย่าง 
โดยพบว่าล าดับนิวคลีโอไทป์ ต าแหน่งยีน Cytochrome b  มีต าแหน่ง Polymorphic site (S) 
จ านวน 18 ต าแหน่ง (ตาราง 5) และเมื่อน าไปวิเคราะห์จัดรูปแบบแฮพโพลไทป์  (Haplotype 
distribution) ปรากฏรูปแบบแฮพโพลไทป์ทั้งสิ้นจ านวน 9 แฮพโพลไทป์ โดยมีความถี่และการ
กระจายของแฮพโพลไทป์ ในแต่ประชากรแตกต่างกัน (ตาราง 3) และพบว่ากลุ่มตัวอย่างประชากรอ่ึง
ปากขวดจาก อ าเภอพรรณานิคม จังหวัดสกลนคร (PMR 2) มีจ านวนแฮพโพลไทป์ (Nh) มากที่สุดคือ 
4 รูปแบบ รองลงมาคือกลุ่มตัวอย่างประชากรจากจังหวัดขอนแก่น (KK)  ซึ่งมีจ านวนแฮพโพลไทป์ 3 
รูปแบบ ส่วนกลุ่มตัวอย่างจากจังหวัดหนองคาย (NK) และอ าเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร (PMR3) มี
จ านวนแฮพโพลไทป์น้อยที่สุดเพียง 1 รูปแบบเท่านั้น อย่างไรก็ตาม 2 กลุ่มประชากรนี้มีรูปแบบแฮพ
โพลไทป์ที่แตกต่างกัน (NK มีแฮพโพลไทป์ที่ 1 และ PMR3 มีแฮพโพลไทป์ที่ 4) จากการวิเคราะห์
ความถี่ของแฮพโพลไทป์พบว่ารูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ 4 (H4) มีความถี่สูงและกระจายในตัวอย่างอ่ึง
ปากขวดถึง 31 ตัวอย่าง จาก 70 ตัวอย่าง (44%) รองลงมาคือรูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ 1 (H1) พบใน
ตัวอย่างอ่ึงปากขวด 20 ตัวอย่าง (28%) และรูปแบบแฮพโพลไทป์ที่พบความถี่น้อยที่สุดคือ รูปแบบ
แฮพโพลไทป์ที่ 5 และ 8 (H5 และ H8) พบเพียงอย่างละ 1 ตัวอย่าง โดยรูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ H5 
พบในกลุ่มประชากรจากอ าเภอค าม่วง จังหวัดกาฬสินธุ์ (PMR1) และรูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ H8 พบ
ในกลุ่มประชากรจากอ าเภอพรรณานิคม จังหวัดสกลนคร (PMR 2)  ในการศึกษาแฮพโพลไทป์
จ าเพาะ (unique haplotype; Nu) พบจ านวน 6 รูปแบบ คือ แฮพโพลไทป์ที่ H2, H5, H6, H7, H8 
และ H9 โดยที่กลุ่มประชากรจากอ าเภอพรรณานิคม จังหวัดสกลนคร (PMR 2) พบแฮพโพลไทป์
จ าเพาะ 2 รูปแบบ (Nu=2) และมีถึง 3 กลุ่มประชากรที่ไม่มีแฮพโพลไทป์จ าเพาะเลยคือ จังหวัด
มหาสารคาม (MK) จังหวัดหนองคาย (NK) และอ าเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร (PMR3) 

นอกจากนี้ความหลากหลายของแฮพโพลไทป์ (haplotype diversity, h) เฉลี่ยในประชากร
ทั้งหมดมีค่า h = 0.718 โดยมีค่า h สูงสุดเท่ากับ 0.749 ซึ่งพบในตัวอย่างประชากรจากอ าเภอ
พรรณานิคม จังหวัดสกลนคร (PMR 2) ส่วนค่าความหลากหลายของแฮพโพลไทป์ต่ าสุดมีค่า  0.000 
พบในกลุ่มตัวอย่างประชากรจากจังหวัดหนองคาย (NK) และ อ าเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร (PMR3) 
ซึ่งมีความสอดคล้องกับการพบรูปแบบแฮพโพลไทป์ (Haplotype distribution) ที่มีค่าต่ าสุดใน
ประชากรทั้งคู่ และพบว่าจ านวนตัวอย่างจากประชากรทั้งหมด 70 ตัวอย่าง ไม่มีความสัมพันธ์ระหว่าง
ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (ภาพ 7) จากข้อมูลพบว่า จังหวัดขอนแก่น (KK) มีจ านวน
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ประชากร 5  ตัวอย่างมีค่า h = 0.700 ซึ่งสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับอ าเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร 
(PMR3) มจี านวนประชากร 12  ตัวอย่างที่มีปรากฏความหลากหลายในกลุ่มประชากร 

ค่าความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide diversity, π) เฉลี่ยประชากร

ทั้งหมดมีค่า π = 0.00464  โดยมีค่าความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์สูงสุดเท่ากับ 0.04630 
ซึ่งพบในตัวอย่างประชากรจากจังหวัดอุบลราชธานี (UB) และค่าความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ต่ าสุดเท่ากับ 0.00000 ซึ่งพบในตัวอย่างประชากรจากจังหวัดหนองคาย (NK) และ อ าเภอภูพาน 
จังหวัดสกลนคร (PMR3) 
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 4.1.2 ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างประชากรอ่ึงปากขวด 
 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างประชากรจากแฮพโพลไทป์ ด้วยวิธี Median-joining 
network (MJ) (ภาพ 8) โดยการจัดกลุ่มทั้งสามกลุ่มดังนี้ 1.พ้ืนที่ราบตอนบน 2. บริเวณเทือกเขา     
ภูพาน 3. พ้ืนที่ราบตอนล่าง พบว่าลักษณะสายสัมพันธ์ของแฮพโพลไทป์เป็นแบบซับซ้อน 
(complicated MSN) ไม่พบการแบ่งแยกกลุ่ม หรือไม่มีความสัมพันธ์กับกลุ่มประชากรตามลักษณะ
ภูมิศาสตร์ พบว่ามี 2 แฮพโพไทป์ที่มีความถี่ของ Haplotype distribution ในประชากรมากที่สุด 
จากทั้งหมด 9 แฮพโพลไทป์ (ภาพ 6) โดยแฮพโพลไทป์ที่ใหญ่ที่สุดคือแฮพโพลไทป์ที่ 4 (H4) มีการ
กระจายในประชากรมากท่ีสุด (common haplotype) มีความสัมพันธ์เชื่อมโยงระหว่างแฮพโพไทด์ที่
อ่ืนสูง และพบประชากรจากทั้งสามกลุ่มที่ได้ท าการแบ่งข้างต้น และแฮพโพลไทป์ที่มีความถ่ีรองลงมา
คือแฮพโพลไทป์ที่ 1 (H1) มีการกระจาย ซึ่ง 2 แฮพโพไทป์นี้เป็นพ้ืนที่ราบตอนบนและบริเวณ
เทือกเขาภูพานที่มีความใกล้ชิด ถึงแม้ว่าแต่ละพ้ืนที่มีความสูงทางภูมิศาสตร์ที่แตกต่างกัน ในขณะที่
แฮพโพลไทป์ที่ 9 (H9)  ที่มีการแยกสายวิวัฒนาการแบบ long genealogy ซึ่งเป็นกลุ่มตัวอย่าง
ประชากรจากจังหวัดอุบลราชธานี (UB) หรือพ้ืนที่ราบตอนล่าง 

การวิเคราะห์สายสัมพันธ์ของสายวิวัฒนาการต้นไม้ของยีนของยีน 16S rRNA มีความแปรผัน
ทางพันธุกรรมน้อยท าให้ผลการวิเคราะห์ไม่แยกกันชัดเจน (ภาพ 9) ในขณะที่ ยีน Cytochrome b 
แสดงสายวิวัฒนาการแบบ monophyly แยกออกจากกันอย่างน้อยสอง clades ที่มีความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมของอ่ึงปากขวด แสดงให้เห็นประชากรในที่ราบสูงโคราช โดย Clade A (Bootstrap: 
63% / posterior probability [PP]: 100%) ประกอบด้วย 7 กลุ่มประชากร ได้แก่ KK MK KS NK 
PMR1 PMR2 และ PMR3 กระจายอยูพ้ื่นที่แอ่งสกลนครและตอนบนของแอ่งโคราช ในขณะที่ Clade 
B (Bootstrap: 99% / PP: 100%) จากประชากร UB ซึ่งกระจายอยู่ทั่วส่วนล่างของแอ่งโคราช (ภาพ 
10) 
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ภาพ 9 สายสัมพันธ์ของสายวิวัฒนาการต้นไม้ของยีน 16S rRNA 
หมายเหตุ แสดงค่า node จากค่า bootstrap values จากวิธีการ maximum likelihood และ 

ค่า Bayesian posterior probability จากวิธีการ Bayesian ตามล าดับ โดยใช้ล าดับ 
นิวคลีโอไทป์ Kaloula pulchra (AB530639.1) (Hasan et al., 2014) เป็น outgroup 
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ภาพ 10 สายสัมพันธ์ของสายวิวัฒนาการต้นไม้ของยีน Cytochrome b 
หมายเหตุ แสดงค่า node จากค่า bootstrap values จากวิธีการ maximum likelihood และ 

   ค่า Bayesian posterior probability จากวิธีการ Bayesian ตามล าดับ โดยใช้ล าดับ 
   นิวคลีโอไทป์ Kaloula pulchra (AB819033.1) (Hasan et al., 2014) เป็น outgroup 
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 4.1.3 รูปแบบโครงสร้างประชากร 
 จากการศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของอ่ึงปากขวด ค่าความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดย
ค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ระหว่างประชากรทั้ง 8 กลุ่ม (ตาราง 5)  มีค่า
ระหว่าง 0.0% ถึง 1.8% และมีค่าเฉลี่ย 1.5% เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มตัวอย่างพ้ืนที่ราบตอนบน 
(กลุ่มที่ 1) กับกลุ่มตัวอย่างบริเวณเทือกเขาภูพาน (กลุ่มที่ 2) พบว่ามีค่าเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 0.1% ถึง 
0.5% ขณะที่กลุ่มตัวอย่างบริเวณเทือกเขาภูพานแต่เมื่อน าไปเปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่างพ้ืนที่ราบ
ตอนล่าง (กลุ่มที่ 3) พบว่าค่า genetic distance มีค่าที่สูงขึ้น โดยมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 0.6% ถึง 0.7% 
และการเปรียบเทียบกลุ่มที่มีค่า genetic distance สูงที่เฉลี่ยสุดระหว่าง 0.7% ถึง 1.1%คือ กลุ่ม
ตัวอย่างพ้ืนที่ราบตอนบน (กลุ่มที่ 1) และกลุ่มตัวอย่างพ้ืนที่ราบตอนล่าง (กลุ่มที่ 3)  โดยค่ามากที่สุด
พบในคู่ของจังหวัดหนองคาย (NK) เทียบกับจังหวัดอุบลราชธานี (UB) เฉลี่ยคือ 1.5% ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่ากลุ่มตัวอย่างพ้ืนที่ราบตอนล่าง เป็นกลุ่มประชากรที่มีระยะทางภูมิศาสตร์ห่างไกลมากที่สุด 
 จากค่า Fst พบว่ามีค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่าง 0.000 ถึง 1.000 (ตาราง 6) 
และในการเปรียบเทียบความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรพบว่ามีประชากรถึง 20 คู่ จาก
การเปรียบเทียบทั้งหมด 28 คู่ (คิดเป็น 71%) ที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมอย่างมีนัยส าคัญ โดย
เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มตัวอย่างพ้ืนที่ราบตอนล่างหรือจังหวัดอุบลราชธานี (UB) กับประชากรพ้ืนที่อ่ืนๆ
พบว่ามีความแตกต่างระหว่างคู่ประชากรมากที่สุดถึง 5 คู่ และมีค่า Fst ที่ค่อนข้างสูงมีความสัมพันธ์
ระหว่างระยะห่างทางภูมิศาสตร์และความแตกต่างทางพันธุกรรม นอกจากนี้พบว่าค่า genetic 
distance ในประชากรจังหวัดหนองคาย (NK) และประชากรจากอ าเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร 
(PMR3) มีความแตกต่างทางพันธุกรรมมากที่สุด (Fst = 1.000; p>0.05) เนื่องจากมี Haplotype 
distribution เพียงรูปแบบเดียว (NK = H1, PMR3 = H4) สอดคล้องกับสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
ของแฮพโพลไทป์ด้วยวิธี Median-joining network (MJ) ที่พบการแยกกลุ่มของแฮพโพลไทป์ที่ 1 
(H1) และแฮพโพลไทป์ท่ี4 (H4) จึงมีความแตกต่างกันมากในสองประชากรนี้ 
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 การวิเคราะห์ AMOVA (analyses of molecular variance) พบว่ามีความแปรผันทาง
พันธุกรรมระหว่างกลุ่มประชากร เมื่อวิเคราะห์โดยแบ่งกลุ่มประชากรออกเป็น 3 กลุ่มทางภูมิศาสตร์ 

พบว่ามีค่าที่น้อย โดยมีค่า ΦCT = 0.242 และมีความแปรปรวนภายใน 24.24% เมื่อวิเคราะห์โดย

แบ่งกลุ่มประชากรออกเป็นประชากร 8 พ้ืนที่ พบว่ามีความแตกต่างโดยมีค่า ΦST = 0.440 และมี

ความแปรปรวนภายใน 33.36% ขณะที่ความแปรผันทางพันธุกรรมในประชากรหนึ่งๆ นั้น มีค่า ΦSC 

= 0.576 และมีความแปรปรวนภายใน 42.39% (ตาราง 8) ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นในประชากร ประชากรมีความแตกต่างพันธุกรรมในระดับปานกลางอย่างมี
นัยส าคัญ 
 จากการทดสอบการเบี่ยงเบนไปจาก neutral population (ตาราง 9) พบว่าค่า Tajima’s 
D-values (D statistic) มีค่าเฉลี่ย -0.45710 (p=0.508) และค่า Fu's Fs  (Fs statistic) มีค่าเฉลี่ย 
1.22473 ซึ่งเบี่ยงเบนไปจาก neutral population และสอดคล้องกับการทดสอบ mismatch 
distribution พบว่ารูปแบบกราฟของประชากรทั้งหมดเป็นแบบ multimodal distribution (ภาพ 
11) ซึ่งหมายถึงประชากรมีรูปแบบ Demographic equilibrium 
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4.2 ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของอ่ึงปากขวดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
 

 4.2.1 การศึกษาการแปรผันทางสัณฐานวิทยา 
 อ่ึงปากขวด จ านวน 107 ตัวอย่างจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ถูกน ามา
วัดลักษณะลักษณะสัณฐาน วิทยาจ านวน 6 ลักษณะ ได้ข้อมูลดังนี้  ค่าความยาวจากปลายปากถึง
ทวารร่วม หรือค่า Snout-vent length  (SVL) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  59.88 มิลลิเมตร ค่าความกว้าง
ของหัว หรือค่า Head width (HW) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 21.52 ค่าความยาวของหัว หรือค่า Head 
length (HL) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  18.07 มิลลิเมตร ค่าระยะห่างระหว่างรูจมูก หรือค่า Internarial 
distance (IND) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  5.14 มิลลิเมตร ค่าความยาวรยางค์ขาหน้า หรือค่า Forelimb 
length (FL) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  14.12 มิลลิเมตร ค่าความยาวรยางค์ขาหลัง หรือค่า Tibia length 
(TL) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  22.57 มิลลิเมตร (ตาราง 10) 
 ผลการศึกษาค่าความยาวจากปลายปากถึงทวารร่วม (SVL) มีค่าเฉลี่ยมากท่ีสุดอยู่ที่ตัวอย่าง
ประชากรจากเทือกเขาภูพาน PMR3 มีขนาดเฉลี่ยเท่ากับ 69.36 มิลลิเมตร ค่าความกว้างของหัว 
(HW) มีค่าเฉลี่ยมากที่สุดอยู่ที่ตัวอย่างประชากรจากเทือกเขาภูพาน PMR3 เท่ากับ 27.77 มิลลิเมตร 
ค่าความยาวของหัว (HL) มีค่าเฉลี่ยมากท่ีสุดอยู่ที่ตัวอย่างประชากรจากเทือกเขาภูพาน PMR2 เท่ากับ 
23.53 มิลลิเมตร ค่าระยะห่างระหว่างรูจมูก (IND) ต่ าสุดอยู่ที่ตัวอย่างประชากรจากเทือกเขาภูพาน 
PMR3 เท่ากับ 5.77 มิลลิเมตร ค่าความยาวรยางค์ขาหน้า (FL)  มีค่าเฉลี่ยมากที่สุดอยู่ที่ตัวอย่าง
ประชากรจากเทือกเขาภูพาน PMR3 เท่ากับ 17.39 มิลลิเมตร ค่าความยาวรยางค์ขาหลัง (TL) มี
ค่าเฉลี่ยมากที่สุดอยู่ท่ีตัวอย่างประชากรจากมหาสารคามและอุบลราชธานีเท่ากับ 21.10 มิลลิเมตร 
 ส าหรับค่าความยาวจากปลายปากถึงทวารร่วม (SVL) ต่ าสุดอยู่ที่ตัวอย่างประชากรจาก
จังหวัดขอนแก่น มีขนาดเฉลี่ยเท่ากับ 54.02 มิลลิเมตร ค่าความกว้างของหัว (HW) ต่ าสุดอยู่ที่
ตัวอย่างประชากรจากจังหวัดกาฬสินธุ์เท่ากับ 17.58 มิลลิเมตร ค่าความยาวของหัว (HL) ต่ าสุดอยู่ที่
ตัวอย่างประชากรจากจังหวัดขอนแก่นเท่ากับ 16.93 มิลลิเมตร ค่าระยะห่างระหว่างรูจมูก ( IND) 
ต่ าสุดอยู่ที่ตัวอย่างประชากรจากจังหวัดหนองคายเท่ากับ 4.91 มิลลิเมตร ค่าความยาวรยางค์ขาหน้า 
(FL)  ต่ าสุดอยู่ที่ตัวอย่างประชากรจากเทือกเขาภูพาน PMR1 เท่ากับ 12.70 มิลลิเมตร ค่าความยาว
รยางค์ขาหลัง (TL) ต่ าสุดอยู่ที่ตัวอย่างประชากรจากจังหวัดกาฬสินธุ์เท่ากับ 21.10 มิลลิเมตร 
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 4.2.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบหลักของสัณฐานวิทยา 
 จากการวิเคราะห์หาความเหมาะสมของตัวอย่างด้วยค่าสถิติ KMO ได้ค่าเท่ากับ 0.739 
(p<0.05) ซึ่งมีความเหมาะสม สอดคล้องกับค่าสถิติ Bartlett’s test (p<0.05) ที่แสดงถึงตัวแปรแต่
ละตัวมีความอิสระจากกันอย่างสมบูรณ์ แต่ละลักษณะมีค่า Eigenvectors ที่เกิน 1 พบว่ามี 2 
องค์ประกอบ  โดยองค์ประกอบที่ 1 (PC1) สามารถอธิบายความแปรปรวนของกลุ่มตัวแปรได้ 44% 
และองค์ประกอบที่ 2 (PC2) อธิบายได้ 16% ซึ่ง 2 องค์ประกอบนี้สามารถ อธิบายความแปรปรวน
ของกลุ่มตัวแปรได้ 60%  พบว่าข้อมูลลักษณะสัณฐานชุดข้อมูลมีการกระจายหรือปะปนของกลุ่ม
ตัวอย่างไม่สามารถแยกกลุ่มได้อย่างชัดเจน (ภาพ 12) 

 
 

 
ภาพ 12 กราฟ PCA แสดงลักษณะทางสัณฐานของอ่ึงปากขวดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
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4.3 ความสัมพันธ์และอิทธิพลของเส้นละติจูดต่อความแปรผันทางสัณฐาน 
 

 4.3.1 ความแปรผันทางสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดในประเทศไทย 
 จากการศึกษานี้เพ่ือหาความแปรผันทางภูมิศาสตร์ (geographic variation) จึงเลือกดู
ความสัมพันธ์ระหว่างอ่ึงปากขวดซึ่งเป็นตัวอย่างที่มีการกระจายอยู่เกือบทุกภาคของประเทศไทย 
เทียบกับความแปรผันทางภูมิศาสตร์ตามเส้นละติจูด โดยท าการเก็บข้อมูลการวัดสัณฐานวิทยา 6 
ลักษณะของอ่ึงปากขวดจ านวน 185 ตัวอย่าง ซึ่งได้แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มตัวอย่างคื อ กลุ่มที่ 1 แนว
ละติจูดต่ ากว่า 15 องศาเหนือ (n=25) ประกอบไปด้วยจังหวัดกาญจนบุรี กลุ่มที่ 2 แนวเส้นละติจูด 
15-18 องศาเหนือ (n=120) ประกอบไปด้วยจังหวัดอุบลราชธานี มหาสารคาม กาฬสินธุ์ ขอนแก่น 
หนองคาย สกลนคร เพชรบูรณ์และตาก ส่วนกลุ่มที่ 3 แนวเส้นละติจูดตั้งแต่ 18 องศาเหนือขึ้นไป 
(n=40) ประกอบไปด้วยจังหวัดล าพูน พะเยาและสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว (ตาราง 11)  
จากการจัดกลุ่มของอุณหภูมิในพ้ืนที่เก็บตัวอย่างที่มีค่าใกล้เคียงกัน ให้ผลข้อมูลลักษณะสัณฐาน  SVL 
มีขนาดเฉลี่ย 56.36,  HW มีขนาดเฉลี่ย  21.99, HL มีขนาดเฉลี่ย 17.99, IND มีขนาดเฉลี่ย 5.68, FL 
มีขนาดเฉลี่ย 13.14 และ TL มีขนาดเฉลี่ย 22.00 โดยกลุ่มที่  3 พบลักษณะสัณฐาน มีค่าเฉลี่ย
มากกว่ากลุ่มอ่ืน  4 ลักษณะ คือ HW (23.27), HL (21.37), IND (7.16) และ FL (14.07) และกลุ่มที่ 
1แนวละติจูดน้อยกว่า 15 องศา  พบลักษณะสัณฐานมีค่าเฉลี่ยน้อยกว่ากลุ่มอ่ืน  4 ลักษณะ คือ HW 
(18.33), HL(14.73),  FL (9.13) และ TL (16.67) ในขณะที่กลุ่มที่ 2 แนวเส้นละติจูด 15-18 องศา
เหนือ พบ 2 ลักษณะสัณฐาน มีค่าเฉลี่ยมากกว่ากลุ่มอ่ืนมีค่ามากที่สุ ดคือ SVL (57.35) และ TL 
(22.48) รวมทั้งมีค่าสัณฐาน มีค่าเฉลี่ยน้อยกว่ากลุ่มอ่ืนคือ IND (5.09) (ตาราง 12) 
 ข้อมูลที่ได้จากการวัดสัณฐานวิทยา ถูกน ามาทดสอบข้อตกลงเบื้องต้นพบว่า มีการแจกแจง
ต่ างจากการแจกแจงแบบปกติ  (Shapiro–Wilk test)  และการทดสอบความแปรปรวน 
(Homogeneity of Variances) มีค่าความแปรปรวนของแต่ละกลุ่มประชากรไม่เท่ากัน สถิตินอน
พาราเมตริกจึงถูกน ามาใช้ในการทดสอบจากค่าของ Brown-Forsythe (Robust Test of Equality 
of Means) ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่าลักษณะสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดมีความแตกต่างกันที่พ้ืนที่
ภูมิศาสตร์ที่แตกต่างกัน (ตาราง 12) 
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 การทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยแบบพหุคูณ (Multiple Comparison) ใช้สถิติ 
Dunnett's T3 เพ่ือตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยทีละคู่ ผลการทดสอบตัวแปรตามแต่ละกลุ่ม 
นั้นแสดงผลของค่าสัณฐานวิทยา มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญ (p =0.05) (ภาพ 13-18) โดย
ลักษณะสัณฐานตัวแปร  HL และ TL แสดงถึงความแตกต่างของขนาดที่มีผลมาจากแนวเส้นละติจูด
ทั้งสามกลุ่มอย่างมีนัยส าคัญ (ภาพ 15 และ 17) กลุ่มที่ 1 แนวละติจูดน้อยกว่า 15 องศาเหนือ มี
ขนาดลักษณะเล็ก ขณะที่กลุ่มที่ 2 แนวเส้นละติจูด 15-18 องศาเหนือและ  กลุ่มท่ี 3 แนวเส้นละติจูด
มากกว่า 18 องศาเหนือขึ้นไป มีขนาดลักษณะใหญ่ขึ้นตามล าดับ  ในขณะที่ลักษณะตัวแปร  SVL, 
HW และ FL พบว่าขนาดของกลุ่มที่ 1  มีความแตกต่างอย่างจากกลุ่มอ่ืนชัดเจน แต่ในกลุ่มที่ 2 และ 
3  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ และมีค่าเฉลี่ยของขนาดใกล้เคียงกัน (ภาพ 13, 14 และ 18) นอกจากนี้
ลักษณะ ตัวแปร IND กลับไม่แสดงความสัมพันธ์กับแนวเส้นละติจูด (ภาพ 16) 
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ภาพ 13 ค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยลักษณะ SVL เปรียบเทียบกับช่วงเส้นละติจูด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 14 ค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยลักษณะ HW เปรียบเทียบกับช่วงเส้นละติจูด 
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ภาพ 15 ค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยลักษณะ HL เปรียบเทียบกับช่วงเส้นละติจูด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 16 ค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยลักษณะ IND เปรียบเทียบกับช่วงเส้นละติจูด 
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ภาพ 17 ค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยลักษณะ TL เปรียบเทียบกับช่วงเส้นละติจูด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 18 ค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยลักษณะ FL เปรียบเทียบกับช่วงเส้นละติจูด 
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 4.3.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบหลักของสัณฐานวิทยา 
 จากการวิเคราะห์หาความเหมาะสมของตัวอย่างด้วยค่าสถิติ KMO ได้ค่าเท่ากับ 0.698 
(p<0.05) ซึ่งมีความเหมาะสม สอดคล้องกับค่าสถิติ Bartlett’s test (p<0.05) ที่แสดงถึงตัวแปรแต่
ละตัวมีความอิสระจากกันอย่างสมบูรณ์ แต่ละลักษณะมีค่า Eigenvectors ที่เกิน 1 พบว่ามี 2 
องค์ประกอบ  โดยองค์ประกอบที่ 1 สามารถอธิบายความแปรปรวนของกลุ่มตัวแปรได้ 43% และ
องค์ประกอบที่ 2 อธิบายได้ 17% ซึ่ง 2 องค์ประกอบนี้สามารถ อธิบายความแปรปรวนของกลุ่มตัว
แปรได้ 60% 
 กราฟการกระจายของข้อมูลทางสัณฐานวิทยา ซึ่งจากการวิเคราะห์ PCA ตามกลุ่มแนวเส้น
ละติจูด โดยใช้ 6 ตัวแปร สามารถแยกองค์ประกอบหลักได้ 2 Factor คือ Factor ที่ 1 มี 5 ตัวแปร 
SVL, HW, HL, FL, TL และ Factor ที่ 2 มี 1 ตัวแปร คือ IND จากการวิเคราะห์หาความเหมาะสม
ของตัวอย่างด้วยค่าสถิติ KMO ได้ค่าเท่ากับ 0.68 (p<0.05) ซึ่งมีความเหมาะสม สอดคล้องกับค่าสถิติ 
Bartlett’s test (p<0.05) ที่แสดงถึงตัวแปรแต่ละตัวมีความอิสระจากกันอย่างสมบูรณ์ แต่ละ
ลักษณะมีค่า Eigenvectors ที่เกิน 1 พบว่ามี 2 องค์ประกอบ  โดยองค์ประกอบที่ 1 สามารถอธิบาย
ความแปรปรวนของกลุ่มตัวแปรได้ 43% และองค์ประกอบที่ 2 อธิบายได้ 17% ซึ่ง 2 องค์ประกอบนี้
สามารถ อธิบายความแปรปรวนของกลุ่มตัวแปรได้ 60% เมื่อน าข้อมูลไปสร้างกราฟความสัมพันธ์การ
กระจายตัวของข้อมูลทางสัณฐานวิทยาอ่ึงปากขวด พบว่าสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ (ภาพ 19) 
โดยที่กลุ่มตัวอย่างแนวละติจูดต่ ากว่า 15 องศาเหนือมีการกระจายตัวออกห่างจากอีก 2 กลุ่มอย่าง
ชัดเจน ในขณะที่อีก 2 กลุ่มมีความคล้ายคลึงกันและประชากรบางส่วนมีการกระจายทับซ้อนกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

  61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     ภาพ 19 กราฟ PCA แสดงลักษณะทางสัณฐานของอ่ึงปากขวดในประเทศไทย 
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4.4 อภิปรายผล 
 

 4.4.1 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของอ่ึงปากขวด 
 งานวิจัยนี้ได้ให้ข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับความหลากหลายทางพันธุกรรมของอ่ึงปากขวด       
G. molossus ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยตั้งสมมุติฐานเกี่ยวกับความสามารถ
ในการกระจายตัวที่จ ากัดทางภูมิศาสตร์ ซึ่งมีความส าคัญอย่างมีนัยส าคัญต่อการก าหนดการไหลยีน
ของประชากร   (Funk et al. , 2005)  โดยศึกษาล าดับนิวคลี โอไทด์ของไมโทรคอนเดรี ย 
(mitochondria) จากยีน Cytochrome b และยีน 16S rRNA พบว่าความแปรผันของยีนทั้งสองไม่
เท่ากัน โดยยีน Cytochrome b มีความแปรผันทางพันธุกรรมมากกว่ายีน 16S rRNA ผลที่ได้
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Matsui et al. (2005) ซึ่งศึกษายีน 12S rRNA and 16S rRNA และ 
Cytochrome b ในกลุ่มสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกกลุ่ม Microhylidae พบว่า Cytochrome b มี
ความแปรผันทางพันธุกรรมมากท่ีสุด 
 การวิเคราะห์โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรจากยีน Cytochrome b พบว่ามี 

ความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ (π) และค่าแฮพโพลไทป์ (h)  ค่าค่อนข้างต่ าและค่าเหล่านี้แสดง
ให้เห็นว่ามีเพียงความแตกต่างเล็กน้อยระหว่างประชากรตัวอย่างในที่สูงราบโคราช ซึ่งค่าความแปรผัน
ของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในระดับที่ต่ า (ตาราง 5) ซึ่งมีการศึกษาในกลุ่ม anurans บางชนิด เช่น 

North African Green Frog Pelophylax saharicus ในประเทศตูนิเชีย (π = 0.2%, h = 0.7) 
(Farjallah, Amor, Merella, & Said, 2012) และ Asian Grass Frog, Fejevarya limnocharis ใน

ประเทศมาเลเซีย (π = 0.0-0.6%, h = 0.0-0.8) (Hasan et al., 2014) เมื่อเทียบกับที่มีรายงานใน
กบสปีชีส์อ่ืน เช่น Rana pretiosa (Blouin, Phillipsen, & Monsen, 2010)  ซึ่งมีงานวิจัยระบุว่า
อาจเป็นผลมาจากการขยายตัวของประชากรที่เป็นประชากรกลุ่มเล็ก ๆ เมื่อไม่นานมานี้ (Farjallah 
et al., 2012; Hasan et al., 2014) การค้นพบนี้สอดคล้องกับสมมติฐานของ Grant & Bowen 

(1998) ที่กล่าวว่าค่านิวคลีโอไทด์และค่าแฮพโพลไทป์ (π≤ 0.5%, h <0.5) ที่ต่ าเป็นเกิดจาก
ปรากฏการณ์คอขวด (bottleneck population) หรือการก่อตั้งของประชากรเมื่อไม่นานจาก
ประชากรขนาดเล็ก (event founde)  ซึ่ ง เป็นไปได้ว่ าประชากรของ อ่ึงปากขวด ในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยอาจเป็นผลมาจากการขยายตัวของประชากรเมื่อไม่นานมานี้
เป็นผลจากกลุ่มประชากรบรรพบุรุษที่มีขนาดเล็ก ตลอดจนค่า Haplotype distribution ที่ปรากฏ
เพียง 9 รูปแบบ อาจเนื่องจากอ่ึงปากขวดเป็นสัตว์เทินน้ าสะเทินบกที่มีการกระจายอยู่ทั่วไปใน
ประเทศไทย รวมทั้งภาคตะวันออกเฉียงเหนือด้วย นอกจากนี้ยังเป็นสัตว์เศรษฐกิจซึ่งเป็นที่ต้องการ
ของผู้บริโภคตามต่างจังหวัดจึงเกิดการขนส่งท าให้อ่ึงปากขวดเกิดการไหลของยีน (gene flow) อย่าง
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ไม่ตั้งใจด้วยกิจกรรมของมนุษย์ มีโอกาสแลกเปลี่ยนยีนส่งผลต่อค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมและ
รูปแบบการกระจายของแฮพโพลไทป์น้อยลง คล้ายกับการศึกษาในกบนา Hoplobatrachus 
rugulosus ในประเทศไทยที่พบ  Haplotype distribution เพียง 12 แฮฟโพไทป์ (Pansook, 
Khonsue, Piyapattanakorn, & Pariyanonth, 2012) ในขณะที่สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกที่มีแหล่ง
อาศัยจ าเพาะ และไม่เป็นสัตว์เศรษฐกิจเช่น ปาดจิ๋วศรีราชา Chiromantis hansenae ที่พบว่ามี
ความหลากหลายของแฮพโพไทป์สูง ถึง 57 แฮฟโพไทป์ (Yodthong et al., 2014) ส าหรับรูปแบบ
แฮฟโพลไทป์ ที่ถูกพบมากหรือมีความถี่สูงที่สุดของอ่ึงปากขวดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทยคือ แฮพโพลไทป์ท่ี H1 และแฮพโพลไทป์ท่ี 4 (ความถ่ี 50% และ 62% ตามล าดับ) โดยมี 
2 ประชากรที่ไม่แสดงความหลากหลายของประชากรเลย คือ ตัวอย่างประชากรจากอ าเภอภูพาน 
จังหวัดสกลนคร (PMR3) และจากจังหวัดหนองคาย (NK) ทั้งนี้อาจจะเกิดจากการที่กลุ่มประชากรมี
ขนาดเล็กและมีการไหลของยีนในประชากรที่สูงมาก สอดคล้องกับการวิเคราะห์ประวัติประชากร 
mismatch distribution พบว่าประชากรมีรูปแบบแผนภูมิแบบ multimodal โดยค่า Tajima’s D 
test มีค่าเป็นลบ และ Fu’s Fs test  มีค่าที่ต่ า บ่งชี้ว่าประชากรอ่ึงปากขวดในภาพรวมของภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือไม่มีการเปลี่ยนแปลงของประชากรขนาดใหญ่ในอดีตที่ผ่านมา 
 การวิเคราะห์รูปแบบของ median-joining network ของยีน Cytochrome b ซึ่งพบว่า
สายวิวัฒนาการรวมกันเป็นกลุ่มใหญ่แสดงแฮพโพลไทป์ที่ H1 และแฮพโพลไทป์ท่ี 4 ที่มีความถ่ีสูงและ
มีการกระจายทางภูมิศาสตร์ที่กว้างขวาง ขณะที่ประชากรในที่ราบตอนล่างหรือกลุ่มประชากรจาก
จังหวัดอุบลราชธานี (UB) มีตัวอย่างท่ีปรากฏแฮฟโพไทป์เหมือนกับในกลุ่มเทือกเขาภูพาน 1 ตัวอย่าง 
(H4) นอกนั้นอีก 5 ตัวอย่างปรากฏลักษณะแฮฟโพไทป์ที่มีความจ าเพาะแยกออกมา (H9) และมีความ
แปรผันจากกลุ่มประชากรอ่ืนค่อนข้างมาก เช่นเดียวกับรายงานจาก กบนา Hoplobatrachus 
rugulosus ที่พบว่าประชากรตอนล่างของภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีความใกล้ชิดกับภาคตะวันออก
หรือบริเวณเทือกเขาพนมดงรักมากกว่า (Pansook et al., 2012) 
 การเปรียบเทียบความแปรผันทางพันธุกรรมระหว่างประชากร (pairwise Fst) พบว่า
ประชากรจากทางตอนล่างของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หรือกลุ่มประชากรจังหวัดอุบลราชธานี (UB) 
แสดงค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมที่แยกออกจากประชากรส่วนใหญ่ และมีความแปรผันทาง
พันธุกรรมที่สูงเมื่อเทียบกับประชากรกลุ่มอ่ืน ทั้งนี้อาจเป็นผลจากระยะห่างทางภูมิศาสตร์ที่ยิ่งไกลกัน
มาก ยิ่งส่งผลต่อโอกาสการถ่ายทอดทางพันธุกรรมลดลง โดยประชากรที่อยู่บริเวณที่ห่างไกลเป็น
เวลานาน มักมีความแตกต่างทางพันธุกรรมแยกออกจากประชากร อ่ืน และมีแนวโน้มที่จะแตกต่าง
จากประชากรส่วนกลางมากขึ้นหากระดับของการแยกสูงมากพอ (Cassel & Tammaru, 2003) 
ลักษณะเช่นนี้สามารถพบได้ในโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกจ านวน
มาก (H Pröhl, Ron, & Ryan, 2010) 
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 การศึกษาของ Laojumpon, Suteethorn, & Komsorn Lauprasert (2012) จากวัด
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 8 รูปแบบจากตัวเต็มวัยของอ่ึงปากขวด รายงานว่าอ่ึงปากขวดจากแอ่ง
สกลนครมีขนาดเล็กกว่ากลุ่มตัวอย่างจากแอ่งโคราช อย่างไรก็ตามเจากการวิจัยนี้พบว่ามีความ
สม่ าเสมอทางพันธุกรรมสูงระหว่างประชากรแอ่งสกลนคร (PMR1, PMR2 และ PMR3) และ
ประชากรกลุ่มตัวอย่างแอ่งโคราช (KK, KS, KK และ NK) การแยกกันของโครงสร้างทางพันธุกรรมที่
พบในแอ่งสกลนครและส่วนบนของแอ่งโคราชขัดแย้งกับความแตกต่างทางสัณฐานวิทยาที่อธิบายโดย 
Laojumpon, Suteethorn, & Komsorn Lauprasert (2012) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ารูปแบบความแปร
ผันทางสัณฐานวิทยา (morphometric variation) จากผลกระทบของ phenotypic plasticity หรือ
ความสามารถของสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนไทป์เดียวกัน เมื่ออยู่ในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันแล้วสามารถ
แสดงฟีโนไทป์ที่แตกต่างกัน (Relyea, 2002) ซึ่งเป็นลักษณะที่ถูกก าหนดโดยสภาพแวดล้อมที่มี
ความสัมพันธ์กับปัจจัยแวดล้อมในท้องถิ่นเช่นอุณหภูมิความชื้นและปริมาณฝนตก (Farjallah et al., 
2012) 
 ข้อมูลภาคสนามในการเก็บตัวอย่างพ้ืนที่ ภูน้อย อ.ภูพาน จ.สกลนคร ที่มีความสูงถึง 488 
เมตรเหนือระดับน้ าทะเลปานกลาง พบว่าอ่ึงปากขวดสามารถแพร่กระจายในภูเขาสูงและพ้ืนที่ราบ
ชี้ให้เห็นว่าสมมุติฐานเทือกเขานี้แยกออกจากกันระหว่างแอ่งสกลนครและแอ่งโคราชไม่สูงพอที่จะเป็น
อุปสรรคทางภูมิศาสตร์ที่มีประสิทธิภาพ สอดคล้องกับการศึกษาในกบนาโดยไม่พบว่าแนวเทือกเขาภู
พานสามารถจ ากัดการไหลของยีนได้ (Pansook et al., 2012) การแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมและมี
การไหลของยีน ทั่วทั้ง 8 ประชากร พบว่าบริเวณที่มีการสะสมของยีนมาก (gene pool) คือบริเวณ
แนวเทือกเขาภูพาน เนื่องจากมี Haplotype distribution ความถี่สูง ขณะที่บริเวณพ้ืนที่ราบ 
มหาสารคาม ขอนแก่น และกาฬสินธุ์ กลับพบว่ายีนมีการกระจายแตกต่างกันออกไป ดังนั้นจึงอาจ
กล่าวได้ว่าลักษณะของภูมิศาสตร์ที่เป็นแนวเทือกเขาไม่น่าจะมีผลต่อการขวางกันทางภูมิศาสตร์ 
(geographic barrier) แม้ว่าจะมีรายงานพบว่าแนวเทือกเขามีอิทธิพลขัดขวางการไหลของยีนก็ตาม
(Funk et al., 2005; Monsen & Blouin, 2004; Zhan, Li, & Fu, 2009) นอกจากนี้ยังพบว่าตัวอย่าง
ที่สามารถผสมพันธุ์และวางไข่ในสภาพแวดล้อมที่มีน้ าในภูเขาสูง (PMR1 และ PMR3) การใช้ล าธาร
เป็นแหล่งเพาะพันธุ์ดังนั้นอาจเป็นอีกหนึ่งความเป็นไปได้ที่จะลดผลกระทบจากอุปสรรคของสันเขา
เนื่องจากมันจะเพ่ิมการเชื่อมต่อของประชากรที่มีจ านวนมากและการกระจายตัวของตัวก่อนเต็มวัย 
(Zhan et al., 2009) จากการสังเกตพฤติกรรมการวางไข่ของอ่ึงปากขวดในแหล่งน้ าชั่วคราว ช่วงฝน
ตกหนักช่วงแรกของปี (เดือนเมษายน) พบว่าเมื่อฝนตกตัวผู้จะออกจากโพรงที่อยู่อาศัยใต้ดินขึ้นมา
ร้องเรียกตัวเมีย จากนั้นทั้งตัวผู้และตัวเมียจะไปรวมตัวกันที่แหล่งน้ าขังชั่วคราว มีการผสมพันธุ์แบบ
ในครั้งเดียวเป็นจ านวนมาก (explosive mating aggregation) แล้ววางไข่เป็นแพลอยอยู่ผิวน้ า
จ านวนมาก (Altig & Rowley, 2014) เกิดความแปรผันที่เกิดขึ้นในประชากรจากกระบวนการรีคอม
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บิเนชันในระหว่างการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ มีการสร้างรูปแบบใหม่ของอัลลีนและมีการแลกเปลี่ยนอัลลีน
ในกระบวนการนี้จะส่งผลต่อความหลากหลายทางพันธุกรรมที่เพ่ิมมากขึ้น เมื่อวางไข่แล้วตัวผู้และตัว
เมียจะกลับขึ้นมาสู่ฝั่งและขุดโพรงมุดลงใต้ดิน จากที่เทือกเขาภูพานมีลักษณะพ้ืนที่สูง ท าให้มีโอกาส
เกิดน้ าป่าไหลหลากได้ง่ายหากปริมาณฝนตกชุกและปริมาณของน้ ามากขึ้น ส่งผลให้เกิดการเชื่อมต่อ
กันของบ่อน้ าและแอ่งน้ าขังตามมา (Heike Pröhl, Ron, & Ryan, 2010) เกิดเชื่อมต่อกันของแหล่ง
น้ าหลายแห่ง ไข่หลายฟองของอ่ึงปากขวด ที่ลอยบนผิวน้ ามีโอกาสถูกพัดพารวมกันและไหลลงสู่แหล่ง
น้ านิ่งที่อยู่บริเวณที่ราบลุ่มได้ ซึ่งก็เป็นสาเหตุหนึ่งที่เพ่ิมการไหลของยีนได้มากขึ้น (Blouin et al., 
2010) จากนั้นไข่พัฒนาเป็นตัวอ่อนและอาศัยอยู่ในบริเวณนั้นมีเจริญเติบโตและมีการถ่ายทอดยีนอีก
ครั้งเป็นรุ่นต่อรุ่น อาจเป็นอีกเหตุผลหนึ่งที่ท าให้เกิดการไหลของยีนภายในภูมิภาคที่น่าสนใจในแอ่ง
สกลนครและตอนบนของแอ่งโคราช สามารถอธิบายการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมซึ่งลดปัจจัยทาง
ภูมิศาสตร์ได้ 
 การวิเคราะห์โครงสร้างประชากรด้วยวิธี Analysis of Molecular Variance (AMOVA) 
โดยระบุกลุ่มประชากรในพ้ืนที่ราบทางตอนบน ตอนล่าง และบริเวณเทือกภูเขาภูพาน พบว่ามีความ
แปรผันตามการจัดกลุ่มตัวอย่างตามต าแหน่งทางภูมิศาสตร์ของประชากรมีการกระจายตัวทาง
ภูมิศาสตร์มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ให้ผลสอดคล้องกับสายสัมพันธ์ของสายวิวัฒนาการ
ต้นไม้ (phylogenetic tree) จากข้อมูลทั้งสองสนับสนุน clades ที่แตกตา่งทางพันธุกรรมของอ่ึงปาก
ขวดภายในที่ราบสูงโคราช โดยประชากรที่อาศัยอยู่ในแอ่งโคราช (clade B) ถูกแยกออกจากส่วนบน
ของที่ราบสูงโคราช (clade A) ซึ่งความแตกต่างทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากร มีความสัมพันธ์กัน
อย่างมากระหว่างทั้งสอง clade โดยการเปรียบเทียบประชากรระหว่างสองภูมิภาค แสดงถึงความ
แตกต่างทางพันธุกรรมอย่างมีนัยส าคัญความแตกต่างระหว่างสอง clade เหล่านี้ อาจเกิดจาก
ระยะทางทางภูมิศาสตร์ที่เพ่ิมขึ้นและอาจ,มาจากปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อมอ่ืน ๆ เช่น แม่น้ าขนาดใหญ่ 
โดยภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีแม่น้ าที่ส าคัญคือแม่น้ าชีและแม่น้ ามูล ซึ่งอาจเป็นอุปสรรคต่อการไหล
ยีน (Monsen & Blouin, 2004; Heike Pröhl et al., 2010; Spear, Peterson, Matocq, & Storfer, 
2005) ของระหว่างทั้งสอง clades โดยมักพบในพันธุศาสตร์ประชากรของสัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ า (Pröhl 
et al., 2010) อย่างไรก็ตามการศึกษาในอนาคตควรหาตัวอย่างจากพ้ืนที่เพ่ิมจากช่องว่างทาง
ภูมิศาสตร์ที่ยังขาด และท าการวิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทางสัณฐานวิทยาอีกครั้งเพ่ือ
ก าหนดช่วงการกระจายแท้จริงของประชากรกลุ่ม clades A และ B นอกจากนี้ยังต้องการข้อมูลด้าน
นิเวศวิทยาเนื่องจากเป็นกลไกท่ีจ ากัดความสามารถในการแพร่กระจายของประชากรของอ่ึงปากขวด 
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 4.2.2 การวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดในประเทศไทย 
 การศึกษาพบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่างเส้นละติจูดกับสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดทั้งหมด 
5 ตัวแปรคือ SVL, HW, HL, FL, TL โดยค่า HL และ TL นั้นสามารถอธิบายความแตกต่างของ
ความสัมพันธ์ระหว่างเส้นละติจูดกับสัณฐานได้ดีที่สุด ในขณะที่ SVL, HW และ FL ก็สามารถอธิบาย
ถึงความแตกต่างของกลุ่มตัวอย่างที่อยู่ในแนวเส้นละติจูดต่ ากว่า 15 องศาเหนือ อย่างไรก็ตามในกลุ่ม
ตัวอย่างที่อยู่ในแนวเส้นละติจูด 15-18 องศาเหนือ และแนวเส้นละติจูดตั้งแต่ 18 องศาเหนือขึ้นไป
นั้นไม่พบว่ามีความแตกต่างระหว่าง SVL, HW และ FL ของทั้งสองกลุ่ม ซึ่งอาจเป็นผลมาจากอุณหภูมิ
ในประเทศไทยที่ (ภาพ 19) มีบางช่วงของฤดูหรืออุณหภูมิในระหว่างปีที่มีความใกล้เคียงกัน ส่งผลให้
ไม่สามารถแยกความแตกต่างออกได้อย่างชัดเจน ซึ่งอ่ึงปากขวดมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาบาง
ประการที่เป็นไปตามกฎของ Bergmann ซึ่งสอดคล้องกับสมมุติฐานของ (Valenzuela-Sánchez, 
Cunningham, & Soto-Azat, 2015) ที่อ้างถึงถึงฤดูกาลที่ยาวนาน น่าจะส่งผลต่อขนาดตัวที่ใหญ่ขึ้น 
เนื่องจากมีอัตราการเผาผลาญ (metabolic rate) ลดต่ าลง ท าให้การสูญเสียพลังงานต่ าลงตามไป
ด้วย ส่งผลต่อการแปรผันทางสัณฐานวิทยาและรูปแบบการกระจายตัวของประชากร  ซึ่งส่วนใหญ่
ปัญหานี้จะได้รับการอธิบายด้วยปัจจัยทางภูมิประเทศและสภาพแวดล้อม อาจมีความส าคัญต่อการ
แปรผันทางสัณฐานวิทยาและรูปแบบการกระจายตัวของประชากรได้ ซึ่งจากการศึกษาของ
(Laojumpon et al., 2012) พบว่าความแปรผันทางสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดนั้นมีความสัมพันธ์
ของอุณหภูมิ ปริมาณน้ าฝน และความชื้นสัมพันธ์ มากกว่าการขวางกั้นทางภูมิศาสตร์(geographic 
Barrier) ด้วยภูเขาสูงและแม่น้ า สอดคล้องกับผลการศึกษาทางพันธุกรรม ท าให้อ่ึงปากขวดมีความ
แตกต่างทั้งขนาดและรูปร่างอย่างมีนัยส าคัญ โดยกลุ่มตัวอย่างที่อยู่ในแนวเส้นละติจูด 15 -18 องศา
เหนือ และแนวเส้นละติจูดตั้งแต่ 18 องศาเหนือข้ึนไป มีอุณหภูมิค่อนข้างต่ า เนื่องจากภูมิประเทศเป็น
ภูเขาสูง อากาศหนาวเย็น ซึ่งท าให้มีสภาพอากาศที่แตกต่างจากกลุ่มตัวอย่างที่อยู่ในแนวเส้นละติจูด
ต่ ากว่า 15 องศาเหนือ ซึ่งมีพ้ืนที่ส่วนใหญ่เป็นที่ราบและสภาพอากาศแห้งอุณหภูมิค่อนข้างสูง 
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บทที่ 5  
สรุปผล และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผล 
 

 งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของโครงสร้างและประชากรอ่ึงปากขวด           
G. molossus ในบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรม
ในระดับต่ า การศึกษาเบื้องต้นพบว่าเทือกเขาภูพานไม่ได้มีอิทธิพลต่อโครงสร้างทางพันธุกรรมของ
ประชากรอ่ึงปากขวด เป็นไปได้ว่าการไหลของยีนอาจมาจากความสามารถของอ่ึงปากขวดที่มีแหล่งที่
อยู่อาศัยหลากหลาย และระดับพ้ืนที่มีความสูง (120-488 เมตร) ซึ่งแตกต่างกันของชนิดป่าในที่ราบ
จนถึงยอดเขา รวมทั้งพฤติกรรมการวางไข่และการพัดพาของแหล่งน้ าชั่วคราวจากด้านบนสู่ด้านล่าง 
ประชากรที่แยกจากบรรพบุรุษจะมีแนวโน้มของความแปรผันของประชากรมากขึ้น  (Cassel & 
Tammaru, 2003) เกิดการกระจายของยีน นอกจากนี้ความแตกต่างทางพันธุกรรมจะเพ่ิมมากขึ้น
ตามความห่างของระยะทางภูมิศาสตร์ (Funk et al., 2005) มีผลกระทบจากการลดลงและการไหล
ของยีนที่มีสัมพันธ์ทางภูมิศาสตร์ แต่ยังไม่มีผลมากพอในการแยกกลุ่ม ซึ่งไม่คล้องคล้องกับงานวิจัย
ทางสัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดที่อธิบายไว้ก่อนหน้านี้ (Laojumpon, Suteethorn, & Lauprasert, 
2012) พบว่ามีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาในกลุ่มตัวอย่างประชากรในบริเวณเทือกเขาภูพานและ
ได้อธิบายปัจจัยที่เกิดจากสภาพแวดล้อมมากกว่าลักษณะทางภูมิศาสตร์ จากความชื้นและปริมาณ
น้ าฝนสัมพันธ์ที่มีความแตกต่างกันส่งผลต่อความแปรผันทางสัณฐานวิทยา นอกจากนี้รูปแบบการกระ
จายตัวของอ่ึงปากขวดนั้นยังขึ้นอยู่กับพืชพันธุ์ และความแปรปรวนของฤดูกาลยังเป็นอีกปัจจัยส าคัญ 
(Ashton, Feldman, May, & Feldman, 2003) การเปลี่ยนแปลงของฤดูกาลที่แต่ละภูมิภาคของ
ประเทศไทยไม่พร้อมกันจึงอาจส่งผลต่อการเจริญเติบโต ระยะเวลาของฤดูผสมพันธุ์และการหาอาหาร
อย่างจ ากัดของอ่ึงปากขวดได้ ส่งผลต่อขนาดล าตัวของอ่ึงปากขวด (Degani, Goldberg, Gasith, 
Elron, & Nevo, 2013; Liao, Zhou, Yang, Hu, & Lu, 2010) ความแปรผันทางสัณฐานวิทยาของ
อ่ึงปากขวดในประเทศไทยมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับแนวเส้นละติจูด 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

 

 จากการศึกษาพบว่าจ านวนตัวอย่างยังมีจ านวนน้อยและการเก็บตัวอย่างในช่วงฝนแรกของ
ฤดูฝนท าให้ระยะเวลาการเก็บตัวอย่างในพ้ืนที่เป็นไปอย่างจ ากัด นอกจากนี้เป็นการศึกษาภายใน
ประชากรเพียงชนิดเดียวอาจไม่สามารถอธิบายปัจจัยทางภูมิศาสตร์ได้อย่างชัดเจน ควรมีการสุ่มเก็บ
จ านวนตัวอย่างและพ้ืนที่พบการกระจายของอ่ึงปากขวดเพ่ิมเติมจากภาคเหนือและภาคกลางของ
ประเทศไทยและประเทศใกล้เคียง เพ่ือให้ครอบคลุมการแพร่กระจายของอ่ึงปากขวดและการศึกษา
สายพันธ์อ่ืนมาเปรียบเทียบ รวมทั้งการน าเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนมาช่วยอธิบายข้อมูล และการศึกษา
สัณฐานวิทยา   เชิงลึก เช่น การศึกษาอายุเพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงของกระดูกในการเจริญเติบโต 
(เทคนิค skeletochonology) การศึกษาความสัมพันธ์ของสัณฐานวิทยากับระดับความสูง (Altitude) 
เพ่ืออธิบายการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อม รวมทั้งพฤติกรรม และนิเวศวิทยาของอ่ึงปากขวดได้
อย่างชัดเจนยิ่งขึ้นในอนาคต เพ่ือตรวจสอบสถานภาพของสปีซีส์ต่อไป 
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ล ำดับนิวคลีโอไทด์ ยีน Cytochrome b ของอ่ึงปากขวด (Glyphoglossus molossus) 
 

1. ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของอ่ึงปำกขวด ทั้งหมด 9 แฮพโพไทป์ 

 

>H1 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCATATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATCGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAATCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCTAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCTCTAGTCACTCCACCCCACATTAAA 
 
>H2 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCATATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATCGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAATCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAACCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCTAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCTCTAGTCACTCCACCCCACATTAAA 
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>H3 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAATCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATCGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAATCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCCAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCCCTAGTCACTCCTCCCCACATTAAA 
 
>H4 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATCGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAATCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCCAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCCCTAGTCACTCCTCCCCACATTAAA 
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>H5 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATTGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACTGTAATTACTAACCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCCAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCCCTAGTCACTCCTCCCCACATTAAA 
 
>H6 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATCGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAACCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCCAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCCCTAGTCACTCCTCCCCACATTAAA 
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>H7 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATCGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAATCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCCAACATTCTAGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCCCTAGTCACTCCTCCCCACATTAAA 
 
>H8 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATTGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGAGTAATTCTAC 
TTTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAACCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCACTTTATTCTACCGTTCATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCACCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCCAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCCCTAGTCACTCCTCCCCACATTAAA 
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>H9 
CAATAGCATTCTCCTCCGTCGCTCACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGACTTCTGC 
GCAACCTACATGCCAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATTTGCATCTACCTCCACATCGGCC 
GCGGCCTCTATTATGGCTCTTATATATTCAAAGAGACATGGAACATTGGGGTAATTCTAC 
TCTTTTTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTGGGCTACGTCCTACCGTGAGGACAAATATCCT 
TCTGAGGAGCAACAGTAATTACTAATCTCCTATCCGCAGCACCATATATCGGAACAGACT 
TAGTACAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTCGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA 
CATTCCATTTTATTTTGCCGTTTATTATCGCCGGAGCAAGCATAATCCACCTTCTCTTCC 
TTCATCAAACAGGTTCATCAAATCCAACTGGATTAAACCCAAACCCAGACAAAATCCCAT 
TCCATGCCTATTACTCATACAAAGATGCCTTCGGATTTGCCATTCTTCTAGCCGCCCTTG 
CCTCTTTATCTGCCTTTGCCCCTAACATTCTGGGCGACCCAGACAACTTTACCCCAGCAA 
ACCCCCTAGTCACTCCACCCCACATTAAA 
 
2.ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ Kaloula pulchra 
 
>AB819033.1 Kaloula pulchra mitochondrial cytochrome b 
TATTTCGTCTAAGTGCAACTACGGATGACTTCTACGCCCCACATGGCAACGGGCTTCATTTTTC
TTTATTTGTATCTACCTGCACATCGGACGAGGCCTATACTACGGCTCATACATGTACAAAGAAA
CATGAAACATTGGGGTTATCCTTCTATTCCTAGTCATAGCCACAGCCTTTGTAGGCTACGTCCT
GCCTTGAGGACAAATATCATTCTGGGGGGCAACAGTGATCACCAATCTACTATCAGCAGCCCCA
TACATTGGCACTGACCTAGTACAATGAATCTGAGGGGGCTTCTCAGTAGACAATGCTACCCTAA
CACGATTTTTTACATTTCACTTCATTCTACCATTCATTATTGCAGGAGCCAGCATAATCCACTTA
TTATTCCTACATCAAACAGGCTCAACCAACCCAACAGGCCTTAATGCCAACCCAGACAAAATCC
CATTCCATGCCTACTACTCGTACAAAGACGCCTTCGGCTTTGCCATTCTCCTAGCAGCCCTGGC
CTCCCTATCAACCTTGGGCCCAAACATCCTGGAGGACCCAGAACCACTTCA 
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>AB530639.1 Kaloula pulchra mitochondrial genes for 16S rRNA 
GCACTTCGCTTACACCGAAATCATGTCTGTTTAACTCAGATCATTTTGAGCCTAAAACCCAGCC
CGACCATCGCAACTTATGTTAACCCAATTCTCTATTTTACCAAATAAAACATTTTCAACATTTAG
TAAAGGCGATTAAAAAATGTCTAGGAGCCCTACAAATAGTACCGCAAGGGAAATGTGAAATAAT
AATGAAATAACTTTAAAGCACAAAAAAGCAGAGATTCAACCTCGTACCTTTTGCATCATGGTCTA
GCTAGTCCAACCAAGCAAAAAGAAATTTAAGTTTGACCCCCCGAAACTAAGCGAGCTACTTCAA
AACAGCCTTATAGGGCCAACCCGTCTCTGTTGCAAAAGAGTGGGAAGATTTTCAAGTAGAGGTG
ATAAACCTACCGAGCTTAGAGATAGCTGGTTATTCAAGAAAAGGATCTAAGTCCTACCTTAAAT
CAATACAGTAATAATAAATACATTAACAGATTTAAGAGCTATTCAAATAAGGTACAGCCTATTTG
AAACAGGATACAACCTAAACAACAGGGTAATGAAATCAAATACGTAACTAAGTGGGCCTAAGAG
CAGCCATCTTTTAAAAAGCGTTAAAGCTTAATTACTTATTTATATTAATTCCACTAACCAATCAA
AACCCTTATCCAGTATTGAATGATTCCATAACCATATGGAAAACCGTATGCTAGAACTAGTAATA
AGAAGAAGACCTTCTCCAAAATACAAGTGTGAGCCGAAATGAACAACTCATCGGCACTTAACGT
AAATGAACCCAAAGTAGTAACAAAACAAGAAAATTCTACTACACAATACGTCAACCTTACACTA
GAGTATTACTGGAAAGATTAAAAGAAAGGGAAGGAACTCGGCAAATCATCAACCCCGCCTGTTT
ACCAAAAACATCGCCTCTTGACAAAATATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACG
GCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATG
AATGGCATCACGAGGGTTGCACTGTCTCCCCTTTTTAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAG
AGGCGGGGATATAACTATAAGACGAGAAGACCCCATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAACCGCCT
AACAACACATCATTACAATTTGGCAGATCTGATTACTAGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT
AAAACAAAACCTCCACGATGAAAGGACCTATACTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCAAAGAATC
AAAAAACTGACATAAATTGATCCAATTAATTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACA
GCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGT
ATCCCAGTGGTGCA 
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ภาคผนวก ข  
ข้อมูลสัณฐำนวิทยำ 
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ข้อมูลสัณฐานวิทยา 
        ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

PY 

PY-001 60.75 26.50 21.45 6.70 15.90 25.75 15.90 

PY-002 67.80 27.30 24.90 6.65 15.80 27.55 15.80 

PY-003 59.10 23.55 19.50 5.95 13.30 24.70 13.30 

PY-004 56.65 25.75 19.60 6.30 16.25 24.00 16.25 

PY-005 61.20 28.55 22.80 8.15 16.70 24.50 16.70 

PY-006 65.10 24.25 21.35 8.30 15.15 27.80 15.15 

PY-007 56.00 21.35 18.90 6.65 14.90 22.50 14.90 

PY-008 58.20 23.65 23.60 7.30 12.90 22.10 12.90 

PY-009 69.10 23.10 20.25 7.00 15.30 25.70 15.30 

PY-010 59.30 26.10 20.70 6.60 14.70 23.30 14.70 

PY-011 58.85 24.50 19.50 7.75 11.70 26.10 11.70 

PY-012 62.10 25.40 25.25 7.30 17.30 25.00 17.30 

PY-013 55.95 26.70 20.65 6.60 16.90 26.50 16.90 

PY-014 60.45 25.20 22.10 6.55 16.50 25.60 16.50 

PY-015 62.55 24.50 20.85 7.50 16.85 24.65 16.85 

PY-016 61.10 25.00 21.10 5.10 12.80 24.80 12.80 

PY-017 61.10 27.10 22.10 6.90 16.95 25.45 16.95 

LP 

LPN-01 69.12 18.29 23.80 7.13 13.13 25.20 13.13 

LPN-02 59.25 19.48 18.42 8.06 14.37 22.30 14.37 

LPN-03 53.29 19.21 19.95 9.37 7.47 23.02 7.47 

LPN-04 64.39 20.17 25.11 6.97 13.00 26.53 13.00 
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          ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

LP 

LPN-05 63.85 19.54 24.29 8.40 11.55 25.54 11.55 

LPN-06 68.07 18.83 24.19 7.07 11.66 24.58 11.66 

LPN-07 56.25 28.40 23.25 6.35 13.65 22.45 13.65 

LPN-08 59.75 26.50 17.70 6.85 13.60 21.50 13.60 

LPN-09 56.30 19.45 20.85 7.70 14.65 24.10 14.65 

LPN-10 56.75 22.90 17.30 6.80 13.20 22.10 13.20 

LPN-11 54.35 22.70 21.45 7.60 13.90 22.45 13.90 

LPN-12 57.80 21.10 20.00 8.20 12.70 23.60 12.70 

LPN-13 58.55 24.50 12.00 7.30 12.85 23.55 12.85 

LA 

LA6 61.41 17.60 16.71 4.45 13.86 23.45 36.26 

LA7 69.55 22.69 16.23 5.32 12.83 25.61 40.10 

LA8 65.59 19.65 16.08 5.23 12.20 24.68 36.72 

LA9 62.39 21.24 16.99 5.33 12.42 23.13 32.08 

LA10 66.32 21.97 17.69 5.66 13.19 24.08 36.74 

LA11 50.95 19.69 15.24 4.76 11.65 21.81 35.41 

LA12 71.34 26.61 17.73 6.62 16.83 28.04 41.96 

LA13 64.03 23.70 16.04 4.64 15.10 24.44 38.40 

LA14 57.50 19.70 15.05 5.30 15.68 24.84 36.69 

LA15 60.59 20.18 16.44 5.41 13.34 24.49 37.29 

NK 

NK3 68.51 22.57 21.28 4.79 13.95 25.93 42.81 

NK4 53.76 20.22 18.26 5.28 14.45 24.07 39.15 

NK5 62.57 22.13 20.06 5.04 12.87 24.34 42.03 
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        ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

NK 

NK11 60.08 21.46 17.76 4.79 12.75 25.25 37.50 

NK12 60.42 21.97 19.09 5.41 12.77 25.19 36.70 

NK13 61.62 23.95 20.02 4.85 13.98 28.10 40.21 

NK14 52.92 22.15 14.83 4.77 11.56 24.82 34.43 

NK15 67.20 21.07 17.47 4.12 17.44 26.95 37.69 

NK16 58.66 22.83 21.08 5.63 14.82 25.96 41.67 

NK17 69.28 20.53 16.81 4.64 14.34 24.50 38.70 

NK18 57.69 20.04 16.73 5.14 16.13 24.95 38.17 

Nk19 63.48 20.23 18.03 4.28 16.27 27.25 40.43 

NK20 69.50 24.77 21.64 5.10 16.52 27.63 40.12 

PMR2 

SN 1 65.41 26.72 21.30 6.02 17.21 23.78 41.90 

SN 2 54.04 23.71 15.17 4.55 15.23 20.42 33.77 

SN 3 62.86 29.22 17.84 5.25 14.75 20.83 35.89 

SN 4 57.96 23.47 17.21 3.29 14.03 23.69 35.81 

SN 5 58.95 24.51 13.98 4.87 14.71 19.72 32.18 

SN 6 65.00 26.13 17.69 5.24 14.46 21.88 36.16 

SN 7 64.41 28.19 19.36 5.33 13.88 18.89 37.32 

SN 8 60.45 27.14 20.45 5.28 15.02 21.75 34.79 

SN 9 68.92 21.51 19.03 5.13 16.00 20.42 33.05 

SN 10 54.54 24.05 13.37 4.62 14.53 19.37 29.42 

SN 11 63.67 27.90 21.15 6.09 14.66 25.93 39.53 

SN 12 54.60 21.92 18.32 6.02 12.21 20.19 26.59 
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         ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

PMR2 

SN 13 65.15 28.41 19.82 5.42 16.08 23.82 37.80 

SN 14 56.33 26.07 19.68 5.68 14.36 21.49 34.55 

SN 15 63.00 26.14 22.15 5.31 13.88 21.81 31.96 

SN 16 61.13 22.21 20.49 4.66 13.05 21.13 34.75 

SN 17 65.03 24.71 21.19 5.83 10.51 20.26 34.43 

SN 18 53.20 25.40 17.39 5.67 13.92 20.35 32.22 

SN 19 54.72 26.01 17.20 4.90 16.03 22.52 34.58 

SN 20 56.00 22.93 19.10 5.10 13.70 19.49 32.31 

SN 21 62.06 30.09 21.65 5.91 17.24 23.88 39.90 

SN 22 57.00 23.46 15.06 5.53 15.86 21.62 33.48 

SN 23 61.43 23.83 16.03 4.37 14.90 20.64 34.72 

SN 24 57.26 24.64 18.50 5.86 15.42 23.76 38.18 

SN 25 58.73 26.87 18.54 4.81 14.23 20.58 33.45 

SN 26 61.64 22.09 17.93 5.43 13.47 23.46 36.58 

SN 27 58.04 22.63 18.23 4.74 13.62 21.65 36.80 

SN 28 53.05 21.80 14.65 4.92 11.74 18.59 31.59 

SN 29 56.22 23.14 16.73 4.60 15.10 22.74 38.56 

SN 30 71.27 26.20 19.24 6.18 16.56 26.04 41.42 

TK 

TK-001 62.72 26.82 22.32 6.99 11.68 22.11 11.68 

TK-002 57.81 25.07 12.52 5.89 12.85 19.23 12.85 

TK-003 53.41 25.42 16.69 5.69 14.12 21.92 14.12 

TK-004 51.13 22.17 17.10 6.73 13.07 20.91 13.07 
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        ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

TK 

TK-005 48.30 22.97 16.97 4.80 13.86 20.31 13.86 

TK-006 57.24 22.56 18.59 6.62 12.93 23.19 12.93 

TK-007 51.91 21.84 18.28 6.00 15.55 23.73 15.55 

TK-008 42.42 21.54 15.84 4.63 9.26 20.86 9.26 

TK-009 52.69 22.46 14.25 4.56 14.59 20.96 14.59 

TK-010 42.28 23.41 17.92 4.73 13.65 20.43 13.65 

TK-011 40.74 22.18 16.18 4.76 16.42 20.92 16.42 

TK-012 54.86 26.85 22.39 5.18 12.60 22.36 12.60 

TK-013 47.20 23.40 16.75 4.82 14.13 21.68 14.13 

TK-014 44.60 24.02 19.20 4.42 9.81 21.26 9.81 

TK-015 52.57 24.12 19.90 4.04 13.34 20.39 13.34 

TK-016 58.67 23.66 22.66 4.44 12.96 23.29 12.96 

TK-017 23.60 20.11 14.51 4.23 14.37 22.79 14.37 

TK-018 40.94 24.91 19.62 4.76 16.32 20.99 16.32 

TK-019 55.49 27.87 18.97 4.93 10.61 20.18 10.61 

TK-020 53.67 29.94 14.04 4.89 11.70 22.73 11.70 

TK-021 57.25 27.87 17.63 4.37 13.92 22.33 13.92 

TK-022 42.00 20.07 17.68 5.58 14.53 19.36 14.53 

TK-023 40.41 21.82 15.69 3.75 11.93 18.85 11.93 

TK-024 53.54 17.76 14.13 4.45 11.86 21.24 11.86 

TK-025 35.50 20.50 16.07 4.29 11.91 17.86 11.91 

TK-026 57.50 20.92 19.23 4.58 13.93 22.51 13.93 
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        ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

TK 

TK-027 70.24 30.36 23.72 7.94 18.97 23.96 18.97 

TK-028 61.41 24.73 19.18 6.31 19.44 24.36 19.44 

TK-029 54.79 28.94 18.78 7.30 17.56 22.65 17.56 

TK-030 53.56 20.45 19.87 4.52 12.58 21.74 12.58 

TK-031 54.69 19.02 16.67 4.87 14.78 19.10 14.78 

TK-032 56.39 17.63 15.74 5.66 12.36 20.35 12.36 

PMR3 

PN11 66.43 20.52 15.61 4.98 16.08 22.57 38.68 

PN02 66.59 19.84 20.53 7.21 16.26 19.83 36.58 

PN10 75.58 23.88 22.43 5.80 19.83 25.05 43.00 

PN07 72.20 19.44 20.37 5.78 19.54 26.54 48.85 

PN09 72.14 18.07 19.12 5.58 18.78 23.23 41.48 

PN14 63.14 19.02 16.27 5.62 16.66 19.23 34.86 

PN18 67.22 22.56 20.34 6.59 17.81 26.85 43.88 

PN01 76.59 22.28 19.87 5.60 16.11 24.96 41.60 

PN08 61.61 21.67 16.67 5.62 15.83 19.64 36.48 

PN12 72.08 20.37 20.05 4.96 16.98 26.52 41.57 

PN2-1 67.31 28.06 21.36 5.88 15.71 23.24 36.90 

PN2-2 58.98 27.53 16.34 4.76 15.45 22.87 37.48 

PMR1 

KL1 64.38 16.58 19.06 5.07 13.33 22.03 36.63 

KL2 56.02 23.31 22.71 5.07 12.69 22.15 38.67 

KL3 59.37 19.85 21.08 4.21 12.89 23.45 33.53 

KL4 50.40 23.66 18.60 4.31 11.62 21.83 40.94 
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        ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

PMR1 

KL5 59.17 24.15 20.82 4.81 12.66 20.13 37.80 

KL6 57.03 19.65 21.37 5.56 12.84 22.10 38.29 

KL7 55.78 16.83 14.90 5.74 13.34 22.98 35.58 

KL8 50.25 16.17 13.45 4.96 12.31 20.77 32.91 

KL9 57.87 18.06 16.19 4.98 12.91 22.53 39.15 

KL10 55.43 20.03 16.78 4.70 12.41 23.55 35.69 

KK 

KK1 53.30 16.21 15.05 4.76 12.33 21.85 33.10 

KK2 51.04 17.17 15.14 4.65 12.59 22.48 36.75 

KK3 60.41 20.27 18.21 5.48 14.42 20.88 33.45 

KK4 48.76 15.01 17.76 5.44 15.02 20.28 30.98 

KS 

KS3-18 55.59 20.16 14.43 5.84 16.28 19.41 32.71 

KS3-19 58.78 19.55 18.48 6.04 14.04 20.17 33.83 

KS3-23 62.53 16.46 16.16 4.85 14.76 20.24 32.62 

KS3-24 51.24 15.95 17.88 4.97 12.69 22.63 35.43 

KS3-26 56.17 19.48 22.54 4.71 16.13 19.87 38.15 

KS3-27 63.41 15.94 16.97 5.83 14.48 23.97 32.81 

KS3-28 62.17 18.47 19.90 5.65 14.39 22.66 39.24 

KS3-29 58.55 16.56 15.88 5.63 12.85 20.38 36.55 

KS3-31 56.64 16.76 19.51 5.81 16.28 19.67 36.61 

KS3-32 48.68 15.41 19.05 5.00 14.26 19.26 32.61 

KRI-025 48.47 15.27 17.25 5.66 7.39 15.92 7.39 
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         ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

PB 
PB-003 40.05 19.50 29.19 7.29 12.97 23.99 12.97 

PB-004 46.99 15.68 21.91 6.96 11.68 19.66 11.68 

MK 

MK1 64.22 19.16 15.97 5.00 10.96 25.24 34.48 

MK2 55.85 17.11 13.58 4.29 9.96 19.69 35.22 

MK3 60.02 20.92 14.83 4.96 11.94 21.52 32.95 

MK4 53.24 16.10 14.35 4.93 11.02 18.56 29.70 

MK5 53.30 19.44 15.04 4.56 10.34 18.46 32.32 

MK6 62.66 22.72 20.58 4.82 14.14 23.89 38.53 

MK7 57.95 18.53 16.29 4.93 12.59 20.51 34.29 

MK8 41.38 15.74 15.59 4.43 11.70 19.32 29.92 

MK9 54.29 18.76 14.05 4.56 10.59 19.18 33.58 

MK10 54.78 18.52 15.12 5.25 11.88 19.84 34.22 

UB 

UR1 67.40 23.46 16.54 5.35 15.37 30.61 38.09 

UR3 61.54 20.94 19.34 4.86 13.48 25.39 38.75 

UR8 56.37 21.32 19.78 4.88 13.17 25.62 41.74 

UR9 53.77 17.21 17.96 5.10 13.75 20.41 33.95 

UR10 56.15 21.86 21.50 5.06 13.90 21.04 38.33 

UR11 58.01 21.38 20.54 5.12 12.31 22.66 40.62 

UR12 58.69 21.44 15.80 4.64 14.57 24.99 34.53 

UR13 60.08 23.11 20.36 4.78 13.43 23.78 36.77 

UR14 64.61 22.02 19.86 4.53 13.27 24.57 35.65 

UR15 58.74 22.76 16.85 5.09 11.69 22.35 33.39 
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      ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

UB 

UR16 64.45 19.16 18.89 5.14 11.64 24.48 36.39 

UR18 53.43 20.19 17.12 5.01 15.46 22.53 37.46 

UR19 53.58 18.72 16.43 5.00 11.50 21.85 35.57 

UR20 65.41 20.49 17.02 4.99 13.14 23.97 39.90 

UR22 60.00 21.09 17.11 5.05 12.76 21.30 34.93 

UR23 55.63 19.76 17.25 4.94 14.48 26.66 39.90 

UR24 63.56 22.72 16.17 5.04 11.53 21.79 37.08 

KN 

KRI-001 52.62 23.29 16.56 7.65 9.10 14.61 9.10 

KRI-002 45.52 19.60 10.79 8.72 10.25 15.82 10.25 

KRI-003 47.28 15.86 15.35 7.73 11.71 18.73 11.71 

KRI-004 52.76 19.35 17.93 7.81 11.04 21.79 11.04 

KRI-005 39.95 13.37 13.14 4.20 3.71 10.78 3.71 

KRI-006 45.71 18.27 11.50 7.06 8.58 16.14 8.58 

KRI-007 48.99 19.77 11.60 7.55 7.27 12.49 7.27 

KRI-008 42.27 17.64 12.61 6.56 11.11 17.97 11.11 

KRI-009 45.15 19.40 13.87 7.25 8.14 13.77 8.14 

KRI-010 41.15 14.47 8.72 6.33 8.72 15.37 8.72 

KRI-012 51.80 18.35 17.53 6.26 11.97 16.76 11.97 

KRI-014 42.15 14.95 17.45 7.19 11.14 17.24 11.14 

KRI-015 55.03 17.03 12.49 6.71 11.38 15.77 11.38 

KRI-016 35.75 16.68 17.90 7.55 9.38 16.43 9.38 

KRI-017 50.62 19.24 13.48 6.86 9.19 15.55 9.19 
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        ตารางข้อมูลสัณฐานวิทยาภายนอก (ต่อ) 

Locality Code SVL HW HL IND FL TL F 

KN 

KRI-018 53.13 21.24 18.00 6.76 7.66 19.42 7.66 

KRI-019 51.39 19.16 13.86 5.86 7.21 19.13 7.21 

KRI-020 51.13 21.30 14.30 6.17 8.84 14.58 8.84 

KRI-021 45.84 18.95 19.26 6.75 7.02 16.83 7.02 

KRI-022 63.05 22.18 21.62 9.21 13.27 24.67 13.27 

KRI-023 51.50 16.76 16.54 6.21 10.17 17.73 10.17 

KRI-024 39.73 16.94 9.18 6.42 8.17 17.24 8.17 

KRI-025 48.47 15.27 17.25 5.66 7.39 15.92 7.39 

KRI-026 35.15 18.98 11.97 5.05 10.20 15.53 10.20 

KRI-027 50.06 20.34 15.41 6.48 6.12 16.61 6.12 
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ภาคผนวก ค  
การวิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
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การวิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

1. สัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
  
1.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบ 
 

KMO and Bartlett's Test 

Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy. .739 
Bartlett's Test of 

Sphericity 
Approx. Chi-Square 139.870 

df 15 
Sig. .000 

 
 
 
 

 
Total Variance Explained 

Component 
Initial Eigenvalues 

Extraction Sums of 
Squared Loadings 

Total % of Variance Cumulative % Total % of Variance 

1 2.661 44.346 44.346 2.661 44.346 
2 1.011 16.850 61.196 1.011 16.850 
3 .852 14.193 75.389   
4 .629 10.485 85.874   
5 .451 7.517 93.391   
6 .397 6.609 100.000   
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Rotated Component Matrixa 

 

Component 

1 2 

Tibia lenght .830 -.232 

Snout-vent length .774 .290 

Head lenght .595 .399 

Forelimb length .566 .501 

Head width .530  

Internarial distance  .914 
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2. การวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของอ่ึงปากขวดในประเทศไทย 
           
             2.1 การวิเคราะห์ AMOVA 
 

Tests of Normality 

 
Latitude 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

SVL 
<15 .108 25 .200* .967 25 .565 

15?-18 .115 130 .000 .942 130 .000 
>18 .129 30 .200* .944 30 .120 

HW 
<15 .119 25 .200* .985 25 .960 

15-18 .049 130 .200* .988 130 .301 
>18 .112 30 .200* .944 30 .119 

HL 
<15 .111 25 .200* .977 25 .825 

15-18 .384 130 .000 .168 130 .000 
>18 .116 30 .200* .928 30 .043 

IND 
<15 .117 25 .200* .976 25 .788 

15-18 .125 130 .000 .922 130 .000 
>18 .106 30 .200* .974 30 .642 

FL 
<15 .092 25 .200* .979 25 .867 

15-18 .051 130 .200* .989 130 .381 
>18 .111 30 .200* .928 30 .044 

TL 
<15 .140 25 .200* .941 25 .159 

15-18 .063 130 .200* .978 130 .035 
>18 .109 30 .200* .970 30 .549 

*. This is a lower bound of the true significance. 
a. Lilliefors Significance Correction 
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Test of Homogeneity of Variances 

 
Levene 
Statistic 

df1 df2 Sig. 

Snout-vent length 2.898 2 182 .058 
Head width 1.461 2 182 .235 
Head lenght .246 2 182 .782 
Internarial distance 2.885 2 182 .058 
Forelimb length .731 2 182 .483 
Tibia lenght 1.685 2 182 .188 
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ANOVA 

 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

SVL Between Groups 2563.243 2 1281.621 25.473 .000 
Within Groups 9157.061 182 50.314   
Total 11720.304 184    

HW Between Groups 431.035 2 215.518 20.685 .000 
Within Groups 1896.271 182 10.419   
Total 2327.306 184    

HL Between Groups 590.446 2 295.223 1.840 .162 
Within Groups 29200.036 182 160.440   
Total 29790.482 184    

IND Between Groups 137.347 2 68.674 109.649 .000 
Within Groups 113.987 182 .626   
Total 251.334 184    

FL Between Groups 467.041 2 233.521 62.137 .000 
Within Groups 683.986 182 3.758   
Total 1151.027 184    

TL Between Groups 915.391 2 457.695 85.311 .000 
Within Groups 976.433 182 5.365   
Total 1891.823 184    
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Robust Tests of Equality of Means 
 Statistica df1 df2 Sig. 

SVL 
Welch 36.952 2 56.995 .000 

Brown-Forsythe 37.384 2 74.367 .000 

HW 
Welch 31.472 2 53.378 .000 

Brown-Forsythe 26.374 2 81.630 .000 

HL 
Welch 29.679 2 86.745 .000 

Brown-Forsythe 7.221 2 171.992 .001 

IND 
Welch 92.921 2 42.723 .000 

Brown-Forsythe 79.200 2 57.008 .000 

FL 
Welch 51.354 2 44.744 .000 

Brown-Forsythe 52.884 2 66.446 .000 

TL 
Welch 73.237 2 49.765 .000 

Brown-Forsythe 85.268 2 54.569 .000 

a. Asymptotically F distributed. 
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Multiple Comparisons 

Dependent  
Variable 

(I) 
Latitude 

(J) 
Latitude 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

SVL 

Tu
ke

y 
HS

D 

<15 
15-18 -9.69515* 1.54905 .000 -13.3556 -6.0347 
>18 -12.98600* 1.92085 .000 -17.5251 -8.4469 

15-18 
<15 9.69515* 1.54905 .000 6.0347 13.3556 

>18 -3.29085 1.43671 .060 -6.6859 .1042 

>18 
<15 12.98600* 1.92085 .000 8.4469 17.5251 

15-18 3.29085 1.43671 .060 -.1042 6.6859 

Du
nn

et
t T

3 

<15 
15-18 -9.69515* 1.44868 .000 -13.3043 -6.0860 
>18 -12.98600* 1.50246 .000 -16.7212 -9.2508 

15-18 
<15 9.69515* 1.44868 .000 6.0860 13.3043 

>18 -3.29085* 1.03415 .006 -5.8121 -.7696 

>18 
<15 12.98600* 1.50246 .000 9.2508 16.7212 

15-18 3.29085* 1.03415 .006 .7696 5.8121 

HW 

Tu
ke

y 
HS

D 

<15 
15-18 -3.98586* .70492 .000 -5.6516 -2.3201 

>18 -5.31673* .87411 .000 -7.3823 -3.2512 

15-18 
<15 3.98586* .70492 .000 2.3201 5.6516 
>18 -1.33087 .65380 .107 -2.8758 .2141 

>18 
<15 5.31673* .87411 .000 3.2512 7.3823 

15?-18 1.33087 .65380 .107 -.2141 2.8758 

Du
nn

et
t T

3 

<15 
15-18 -3.98586* .57409 .000 -5.4089 -2.5628 

>18 -5.31673* .74011 .000 -7.1393 -3.4942 

15-18 
<15 3.98586* .57409 .000 2.5628 5.4089 

>18 -1.33087 .62870 .113 -2.8849 .2232 

>18 
<15 5.31673* .74011 .000 3.4942 7.1393 

15-18 1.33087 .62870 .113 -.2232 2.8849 
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Multiple Comparisons (ต่อ) 

Dependent 
Variable 

(I) 
Latitude 

(J) 
Latitude 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

HL 

Tu
ke

y 
HS

D 

<15 
15-18 -4.46398 2.76618 .242 -11.0006 2.0726 
>18 -6.36460 3.43010 .155 -14.4701 1.7409 

15-18 
<15 4.46398 2.76618 .242 -2.0726 11.0006 
>18 -1.90062 2.56557 .740 -7.9632 4.1619 

>18 
<15 6.36460 3.43010 .155 -1.7409 14.4701 

15-18 1.90062 2.56557 .740 -4.1619 7.9632 

Du
nn

et
t T

3 

<15 
15-18 -4.46398* 1.46133 .008 -7.9910 -.9370 
>18 -6.36460* .82386 .000 -8.4007 -4.3285 

15-18 
<15 4.46398* 1.46133 .008 .9370 7.9910 
>18 -1.90062 1.40316 .442 -5.2863 1.4851 

>18 
<15 6.36460* .82386 .000 4.3285 8.4007 

15-18 1.90062 1.40316 .442 -1.4851 5.2863 

IND 

Tu
ke

y 
HS

D 

<15 
15-18 1.67046* .17283 .000 1.2621 2.0789 

>18 -.37000 .21431 .198 -.8764 .1364 

15-18 
<15 -1.67046* .17283 .000 -2.0789 -1.2621 

>18 -2.04046* .16029 .000 -2.4192 -1.6617 

>18 
<15 .37000 .21431 .198 -.1364 .8764 

15-18 2.04046* .16029 .000 1.6617 2.4192 

Du
nn

et
t T

3 

<15 
15-18 1.67046* .22208 .000 1.1084 2.2325 
>18 -.37000 .26323 .416 -1.0216 .2816 

15-18 
<15 -1.67046* .22208 .000 -2.2325 -1.1084 

>18 -2.04046* .16684 .000 -2.4559 -1.6250 

>18 
<15 .37000 .26323 .416 -.2816 1.0216 

15-18 2.04046* .16684 .000 1.6250 2.4559 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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Multiple Comparisons (ต่อ) 

Dependent  
Variable 

(I) 
Latitude 

(J) 
Latitude 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

FL 

Tu
ke

y 
HS

D 

<15 
15-18 -4.51686* .42336 .000 -5.5173 -3.5164 
>18 -5.03807* .52497 .000 -6.2786 -3.7975 

15-18 
<15 4.51686* .42336 .000 3.5164 5.5173 
>18 -.52121 .39266 .382 -1.4491 .4067 

>18 
<15 5.03807* .52497 .000 3.7975 6.2786 

15-18 .52121 .39266 .382 -.4067 1.4491 

Du
nn

et
t T

3 

<15 
15-18 -4.51686* .45737 .000 -5.6679 -3.3658 
>18 -5.03807* .58011 .000 -6.4681 -3.6081 

15-18 
<15 4.51686* .45737 .000 3.3658 5.6679 
>18 -.52121 .42413 .531 -1.5768 .5344 

>18 
<15 5.03807* .58011 .000 3.6081 6.4681 

15-18 .52121 .42413 .531 -.5344 1.5768 

TL 

Tu
ke

y 
HS

D 

<15 
15-18 -5.79972* .50584 .000 -6.9950 -4.6044 

>18 -7.75547* .62724 .000 -9.2377 -6.2733 

15-18 
<15 5.79972* .50584 .000 4.6044 6.9950 
>18 -1.95574* .46915 .000 -3.0644 -.8471 

>18 
<15 7.75547* .62724 .000 6.2733 9.2377 

15?-18 1.95574* .46915 .000 .8471 3.0644 

Du
nn

et
t T

3 

<15 
15-18 -5.79972* .59548 .000 -7.2995 -4.2999 

>18 -7.75547* .63710 .000 -9.3443 -6.1666 

15-18 
<15 5.79972* .59548 .000 4.2999 7.2995 

>18 -1.95574* .36837 .000 -2.8602 -1.0512 

>18 
<15 7.75547* .63710 .000 6.1666 9.3443 

15-18 1.95574* .36837 .000 1.0512 2.8602 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 



 

 

 111 
 

 
 

            2.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบ 
 

KMO and Bartlett's Test 
 

Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy. .698 

Bartlett's Test of Sphericity Approx. Chi-Square 290.871 
df 15 
Sig. .000 

 
 

Rotated Component Matrixa 
 

 

Component 

1 2 

Tibia lenght .848  
Forelimb length .847  
Snout-vent length .773  
Head width .710  
Internarial distance  .931 
Head lenght .240 .343 

Extraction Method: Principal Component Analysis.  
Rotation Method: Varimax with Kaiser Normalization 
a. Rotation converged in 3 iterations 
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ภาคผนวก ง  
ภาพประกอบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 114 
 

 
 

ภาพพ้ืนที่ภาคสนามบ้านน้ าจั่น ต.ตลาด อ.เมือง จ.มหาสารคาม 

 
ภาพพ้ืนทีภ่าคสนาม ต.พระพุทธบาท อ.ศรีเชียงใหม่ จ.หนองคาย 

 
ภาพพ้ืนทีภ่าคสนาม ภูน้อย อ.ภูพาน จ.สกลนคร 
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ภาพพ้ืนทีภ่าคสนาม อ.เมือง จ.กาฬสินธุ์ 

 
ภาพพ้ืนทีภ่าคสนาม วัดค าประมง อ.พรรณานิคม จ.สกลนคร 

 
ภาพชาวบ้านน าอึ่งท่ีจับได้มาขายให้พ่อค้าส่ง อ.ค าม่วง จ.กาฬสินธุ์ 
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ภาพการเก็บตัวอย่างในภาคสนาม ภูน้อย อ.ภูพาน จ.สกลนคร 
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ชื่อ นายธเนศ นนท์ศรีราช 
วันเกิด วันที่ 2 กุมภาพันธ์  พ.ศ.  2533 
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สถานที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขท่ี 25 ซอย 6/2 ถนนนครสวรรค์ ต าบลตลาด อ าเภอเมือง               

จังหวัดมหาสารคาม รหัสไปรษณีย์ 44000 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2545 มัธยมศึกษาปีที่ 3 โรงเรียนสารคามพิทยาคม   

                 จังหวัดมหาสารคาม  
พ.ศ. 2550 มัธยมศึกษาปีที่ 6 โรงเรียนสารคามพิทยาคม    
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