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บทคัดย่อ 

  
อึ่งอ่างก้นขีด (Kaloula mediolineata) ในวงศ์ Microhylidae เป็นอึ่งที่มีความสำคัญ

ทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย ปัจจุบันอึ่งอ่างก้นขีดถูกองค์กรระหว่างประเทศเพื่อการ
อนุรักษ์ธรรมชาติ(IUCN Red List) ประเมินว่ามีความเสี่ยงใกล้การสูญพันธุ์ เนื่องจากมีการจับและ
ขายเพื่อนำมาจำหน่ายและบริโภคในแต่ละปีเพิ่มขึ้นเป็นจำนวนมาก  ในงานวิจัยครั้งนี้มีการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย โดยใช้การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ ในไมโตคอนเดรีย 2 ยีน ได้แก่ ไซโตโครมบี (Cytochrome b gene) และยีน 16S ribosomal 
RNA  (16S rDNA) ผลการศึกษาพบว่า ยีน Cytb จำนวน 118 ตัวอย่าง สามารถจำแนกลักษณะ
พันธุกรรมออกได้ 52 แฮโพลไทป์ ในขณะที่ยีน 16S rDNA จำนวน 52 ตัวอย่าง สามารถจำแนก
ลักษณะพันธุกรรมออกได้ 31 แฮโพลไทป์ แสดงให้เห็นว่ายีน Cytb มีความแปรผันทางพันธุกรรม
มากกว่ายีน 16S rDNA ในการวิเคราะห์ด้วยยีน Cytb สามารถจำแนกพันธุกรรมออกเป็น 2 กลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่มพันธุกรรม G1 ประกอบด้วย 5 แฮโพลไทป์ และกลุ่มพันธุกรรม G2  ประกอบด้วย 45 แฮ
โพลไทป์ มีค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มพันธุกรรม G1 และ G2 มีค่าต่ำสุดเท่ากับ 
0.028 และ  มี ค่ าสู งสุ ด เท่ ากั บ  0.608  ซึ่ ง ในการวิ เคราะห์ แผนภู มิ วิ วัฒ นาการชาติพั น ธุ์  
(Phylogenetic tree) สามารถแบ่งออกได้เป็นสองกลุ่มพันธุกรรมคือ กลุ่มพันธุกรรม G1 และกลุ่ม
พันธุกรรม G2 ซึ่งสิ่งกีดขวางทางภูมิศาสตร์ (geographic barrier) ไม่มีผลในการแบ่งแยกทั้งสองกลุ่ม
ตัวอย่าง เนื่องจากความต้องการในการบริโภคของมนุษย์ทำให้อึ่งอ่างก้นขีดถูกจับส่งไปขายใยตลาด
สัตว์ป่าตามภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ส่งผลให้เกิดการการไหลของยีน (gene flow) 

 
คำสำคัญ : อึ่งอ่างก้นขีด, ความหลากหลายทางพันธุกรรม, ความแปรผันทางพันธุกรรม, การไหลของ
ยีน, ประเทศไทย 
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ABSTRACT 

  
           The Stripe-Back Burrowing Frog (Kaloula mediolineata) of  Family 

Microhylidae is an economically important amphibian of Thailand. Currently, the 
burrowing frog is categorized as near-treated species by the International Union for 
Conservation of Nature (IUCN Red List), due to the high risk of extinction caused by 
substantial harvesting for consumption and trade each year. In this study, the genetic 
diversity  Kaloula mediolineata in Thailand using analysis of nucleotide sequences, 
specifically analyzing the Cytochrome b gene and 16S ribosomal RNA gene. The 
analysis of the Cytb gene with 118 samples identified 52 haplotypes, while the 
analysis of the 16S rDNA gene with 52 samples identified 31 haplotypes. The study 
revealed higher genetic variation in the Cytb gene compared to the 16S rDNA gene. 
The Cytb gene analysis classified the burrowing frogs into two genetic groups (G1 and 
G2) with the minimum genetic difference between the genetic groups G1 and G2 is 
0.028, while the maximum difference is 0.608. The phylogenetic tree showed two 
distinct clades: G1 and G2. Interestingly, geographical barriers had no impact on the 
separation of these groups. Human activities, particularly the demand for frog 
consumption, led to the interchange of genes (gene flow) between different regions 
in Thailand. 

 
Keyword : Kaloula mediolineata, Genetic diversity, Genetic variation, Gene flow, 
Thailand 
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บทที ่1 บทนำ 

   บทนำ 

1.1 ที่มาและความสำคัญของปัญหา 

  สัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลัง (vertebrate) มีความเชื่อมโยงกับการ

ดำเนินชีวิตของคนไทยมาเนิ่นนาน แต่เมื่อกล่าวถึงสัตว์ในกลุ่มนี้ผู้คนมักจะนึกถึงเพียงกบและเขียด

เท่านั้น แต่ความจริงแล้วจำแนกออกเป็นกลุ่มใหญ่ ๆ 3 อันดับ ตามรูปร่างที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน 

อันดับแรกเป็นอันดับกะท่างน้ำ (Salamanders) รูปร่างคล้ายจิ้งจก มีขาสั้นสี่ขา ลำตัวแบน และมีหาง

ยาว พบอยู่ตามยอดเขาที่มีอากาศหนาวเย็น อันดับที่สองเป็นอันดับของเขียดงู (Ceacilians) รูปร่าง

คล้ายงู ลำตัวยาว ไม่มีรยางค์ หางสั้นมาก หัวและหางทู่ ผิวเป็นเมือกลื่น พบเห็นค่อนข้างยาก 

เนื่องจากส่วนใหญ่ใช้ชีวิตอยู่ใต้ดิน และอันดับสุดท้าย คืออันดับของกบ เขียด คางคก อึ่งและปาด 

(Anurans) มีสี่ขา โดยขาขาหน้าสั้นกว่าขาหลัง หัวสั้นทู่ ไม่มีคอ ไม่มีหาง ตาโปน มีทั้งผิวเรียบและผิว

ขรุขระ ผิวลื่นและผิวแห้ง มีและไม่มีพังผืนระหว่างนิ้ว  (ปิยวรรณ นิยมวัน, ไพรวัลย์ ศรีสม และ

ปริญญา ภวังคะนันทน์, 2562) สัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกทั่วโลกกำลังเผชิญกับวิกฤตที่เพิ่มขึ้นมาก โดย

ระหว่างหนึ่งในสามถึงครึ่งหนึ่งของสัตว์ที่รู้จักทั้งหมดถูกคุกคามด้วยการสูญพันธุ์  แม้ว่าสัตว์สะเทินน้ำ

สะเทินบกใหม่จะถูกค้นพบและอธิบายทุกปี โดยปัจจุบันมี 8736 ชนิดที่ได้รับการยอมรับทั่วโลก  แต่

ในความเป็นจริงสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกเป็นที่ต้องการมาก  IUCN จึงได้มีการอนุรักษ์สัตว์สะเทินน้ำ

สะเทินบกได้ตัดสินใจที่จะประกาศปี 2008 เป็น"ปีแห่งกบ" (Neang, 2010) นอกจากนี้ประเทศไทยก็

เป็นประเทศร้อนชื้นมีสภาพอากาศเหมาะสำหรับสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกในการเป็นที่อยู่อาศัยเป็น

อย่างมาก แต่เมื่อกล่าวถึงสัตว์ในกลุ่มนี้ผู้คนมักจะนึกถึงเพียงกบและเขียดเท่านั้น ความจริงยังมีเขียดงู

และกะท่างรวมอยู่ด้วย สัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกไม่ได้มีประโยชน์เพียงแค่เป็นอาหารเท่านั้น ใน

ธรรมชาติสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกนั้นมีความสำคัญไม่ยิ่งหย่อนไปกว่าสัตว์กลุ่มอื่น ไม่ว่าจะเป็น

บทบาทของผู้กำจัดแมลงนานาชนิดไม่ให้แพร่ระบาดมากเกินไป ตัวอ่อนหรือลูกอ๊อดที่อาศัยอยู่ในน้ำก็

ยังเป็นตัวช่วยควบคุมปริมาณสัตว์น้ำให้อยู่ในภาวะสมดุล นอกจากนี้สภาพความสมบูรณ์ของตัวเต็มวัย

ของสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกยังเป็นดัชนีที่บ่งชี้ถึงสภาพมลภาวะในอากาศและสิ่งแวดล้อมได้เป็นอย่าง

ดี (ธัญญา จั่นอาจ, 2546)   
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ปัจจุบันสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกในประเทศไทย มีรายงานการค้นพบแล้วประมาณ 200 ชนิด 

จำแนกออกเป็น 3 อันดับ 8 วงศ์ คือ 1. อันดับกะท่าง (Order Caudata) พบในประเทศไทย 5 ชนิด 

จัด  อยู่ในวงศ์กะท่างน้ำ (Family Salamandridae)  2. อันดับเขียดงู (Order Gymnophiona)  พบ

ในประเทศไทย 6 ชนิด จัดอยู่ในวงศ์เขียดงูอุษาคเนย์ (Family Ichthyophiidae) 3. อันดับกบ 

(Order Anura) พบในประเทศไทย 189 ชนิด กระจายอยู่ใน 7 วงศ์ ได้แก่ วงศ์อึ่งกราย (Family 

Megophryidae) วงศ์คางคก (Family Bufonidae)  วงศ์ปาดเมืองจีน (Family Hylidae) วงศ์อึ่งอ่าง 

(Family Microhylidae) วงศ์กบ เขียด  (Family Ranidae) วงศ์ปาด (Family Rhacophoridae) 

และวงศ์กบลิ้นส้อม (Dicroglossidae) (http://www.norththailandbirding.com) จากทั้งหมดมี

วงศ์อึ่งอ่าง (Family Microhylidae) มีประมาณ 614 สปีชีส ์ใน 13 วงศ์ย่อยที่มีการกระจายทั่วโลก มี

ลักษณะเด่นที่สุดที่ทำให้วงศ์อึ่งอ่างแตกต่างจากวงศ์อื่น ๆ คือขากรรไกรไม่มีเคราตินและฟันกราม,รู

หายใจรูเดียว (spiracle single) และ ด้านกลางท้อง (mid ventral) ในลูกอ๊อดแบบออร์ตัน ซึ่งใน

หลายประเทศมีการค้าขายสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบก ที่ไม่จำกัดเฉพาะเนื้อสัตว์  กบยังถูกจับเพื่อใช้ทำ

สิ่งแปลกใหม่และน่าสนใจสำหรับอุตสาหกรรมการท่องเที่ยว เช่น กระเป๋าเงินและพวงกุญแจ  หนังกบ

ถูกนำมาใช้ในการค้าหนัง สำคัญในวงศ์อึ่งอ่างนั้นมีสัตว์เศรษฐกิจที่สำคัญ ได้แก่ อึ่งปากขวด อึ่งแดง 

อึ่งอ่างบ้าน และอึ่งอ่างก้นขีด โดยทั้ง 4  ชนิดมีความสำคัญเนื่องจากเป็นที่นิยมบริโภคและมีราคาสูง

มากที่สุด คือ อึ่งปากขวด เนื่องจากมีรสชาติดี พบในช่วงเวลาสั้น ๆ ของปี เพียงครั้งเดียวเท่านั้น ทำ

ให้มีราคาจำหน่ายสูงถึงกิโลกรัมละ 180 – 200 บาท (Lalremsanga et al., 2017)  

  ในวงศ์อึ่งอ่าง ได้แก่ อึ่งอ่างก้นขีด (Kaloula mediolineata Smith, 1917) สถานภาพ

ปัจจุบันไม่ได้ถูกจัดเป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและสัตว์ป่าคุ้มครอง พ.ศ. 2535 แต่

กลับมีสถานภาพเป็นสัตว์ป่าใกล้ถูกคุกคามและถูกใช้เป็นสัตว์เศรษฐกิจมากขึ้น น่าเสียดายที่สถานะ

ของสัตว์หลายชนิดถูกจัดอยู่ในกลุ่มเสี่ยงภายใต้บัญชีแดงของ IUCN ของชนิดพันธุ์ที่ถูกคุกคาม 

เนื่องจากอิทธิพลของการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศและการกระจายตัวของแหล่งที่อยู่อาศัย 

ตลอดจนขาดความรู้เกี่ยวกับข้อมูลทางนิเวศวิทยา พฤติกรรม พันธุศาสตร์และอนุกรมวิธาน  
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  ดังนั้น การศึกษาข้อมูลเกี่ยวกับอึ่งอ่างก้นขีด นี้ เป็นการแสดงถึงข้อมูลที่นำเสนอนี้มี
จุดมุ่งหมายเพื่อบอกความสำคัญของอึ่งอ่างก้นขีด ในด้านความหลากหลายและโครงสร้างพันธุศาสตร์
ประชากรของอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย เนื่องจากข้อมูลทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวไม่
เพียงพอ จึงต้องอาศัยเทคนิคการตรวจสอบอณูพันธุศาสตร์เพื่อช่วยในการสนับสนุนข้อมูลโครงสร้าง
สารพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีดในแต่ละพื้นที่ ทำให้เข้าใจถึงรูปแบบการกระจาย ขอบเขตการกระจาย
ตลอดจนถึงกลไกที่มีอิทธิพลต่อการกระจายของอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย เพื่อเป็นการวางแผนการ
จัดการให้มีการดำรงชีวิตของอึ่งอ่างก้นขีดในประชากรให้มีสัดส่วนที่มีความเหมาะสมในธรรมชาติและ
การอนุรักษ์ประชากรอึ่งอ่างก้นขีดได้อย่างยั่งยืนต่อไป  

1.2 วัตถุประสงค์การศึกษา 

1. เพื่ อ ศึ กษ าความหลากหลายท างพั น ธุก รรม ของอึ่ งอ่ างก้ น ขี ด ในประ เทศ ไทย                            

โดยใช้ยีนไซโตโครมบี (Cytochrome b gene) และยีน 16S rDNA เป็นเครื่องหมาย

พันธุกรรม โดยใช้การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด ์ 

2. วิเคราะห์เครือข่ายแฮโพลไทป์และแผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์  เพื่อศึกษากลุ่มพันธุกรรม

ภายในของอ่ึงอ่างก้นขีด  

3. วิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) เพื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม

ประชากรของอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย 

1.3 ขอบเขตการศึกษา 

ศึกษาข้อมูลทางชีววิทยาและความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีด (Kaloula 

mediolineata Smith, 1917)  ในประเทศไทย 
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1.4 ระยะเวลาดำเนินการวิจัย  

 
1.5 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะไดร้ับ 

1. ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย  

2. ข้อมูลที่ได้จากการศึกษา สามารถนำไปช่วยวางแผนการจัดการและการอนุรักษ์อึ่งอ่างก้นขีด เพื่อ
การใช้ประโยชน์อย่างยั่งยืนต่อไป 

ตารางที่ 1.4 ระยะเวลาดำเนินการวิจัย 
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บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 อนุกรมวธิานของอึ่งอ่างก้นขีด 

Kingdom: Animalia 

                 Phylum: Chordata  

                    Class: Amphibia  

                       Order: Anura  

                           Family: Microhylidae  

                               Genus:  Kaloula       

                          Species: Kaloula mediolineata  Smith, 1917 

 

ภาพที่ 2.1 อึ่งอ่างก้นขีด 

ภาพที่ 1.1 อึ่งอ่างก้นขีด 
 

 



 

 

  6 

อึ่งอ่างก้นขีด         

ชื่อไทย: อึ่งอ่างก้นขีด                                                                                                          

ชื่อภาษาอังกฤษ :  Middle Back-Stripe Bullfrog                                                                       

ชื่อวิทยาศาสตร์:  Kaloula mediolineata Smith, 1917 

อึ่งอ่างก้นขีดอยู่ในสกุล Kaloula อันดับ Anura เป็นอึ่งที่พบในทั่วทุกภาคของประเทศ 

ขนาดความยาวจากปลายจมูกถึงรูทวารประมาณ 50 มิลลิเมตร อาศัยอยู ในโพรงดินเป็นสวนใหญ่ 

โดยเฉพาะในฤดูแลงจะอาศัยอยู่ในโพรงดินเกือบตลอดเวลา แต่ระหว่างฤดูฝนจะขึ้นมาหากินบน

พื้นดินบ้างในชวงเวลากลางคืน ผสมพันธุและวางไขในคืนที่มีฝนตกหนักมากเป็นครั้งแรกของฤดูฝน มี

นิสัยการสืบพันธุ์รวมกัน เป็นกลุมกอนและเป็นจำนวนมาก (explosive mating aggregation) 

(ธัญญา จั่นอาจ, 2546) (ภาพที่ 2.1)  

ลักษณะทั่วไป   
 เป็นอ่ึงขนาดใหญ่ มีลักษณะและขนาดที่ใกล้เคียงกับอึ่งอ่างบ้านมาก  แต่มีความแตกต่างกันที่

อึ่งอ่างก้นขีดมีแถบสีน้ำตาลอ่อนหรือสีครีมที่บริเวณด้านท้ายของลำตัว ปลายนิ้วเรียวแหลม และนิ้ว

ตีนมีพังผืดประมาณครึ่งหนึ่งของความยาวนิ้ว ฝ่าตีนมีปุ่ม  metatarsal tubercles  2 ปุ่มขนาดใหญ่ 

โดยมีลักษณะเฉพาะ มีจมูกสั้นมน นิ้วเรียว นิ้วแรกมีขนาดสั้นกว่านิ้วที่สอง มีผิวหนังเรียบลื่น           

มีตุ่มเล็กๆ แถบสีข้างลำตัวอาจไม่ชัดเจนหรือแถบสีข้างลำตัวอาจมีแถบสีไม่ต่อกัน และแถบสีจากกลาง

ลำตัวแม้ว่าจะเห็นได้ชัดเจน แตแ่ถบสีมีความยาวที่แตกต่างกันไป (Smith, 1917) (ภาพที่ 2.2) 

 

ภาพที่ 2.2 อึ่งอ่างก้นขีดและลักษณะนิ้วมือและฝ่าตีนของอึ่งอ่างก้นขีด 

ที่มา: Smith, 1917 

ภาพที่ 2.2 อึ่งอ่างก้นขีดและลักษณะนิ้วมือและฝ่าตีนของอึ่งอ่างก้นขีด 
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อึ่งอ่างก้นขีดอาศัยอยู่ในดินที่เป็นดินทรายและจะขึ้นมาจากดินเพื่อผสมพันธุ์ในช่วงต้นของฤดู

ฝน ผิวหนังบริเวณใต้คางของเพศผู้มีสีดำเข้ม เคลื่อนที่ได้ค่อนข้างเร็วและมีพฤติกรรมการป้องกันตัว

โดยการพองตัวให้มีขนาดใหญ่และยกตัวขึ้น และเมื่อหลบหลีกจะปล่อยลมออกมาทางรูจมูกเสียงดังฟู่ 

จากนั้นจะกระโดดหนีไปอย่างรวดเร็ว และยังสามารถหลั่งเมือกสีขาวออกมาจากตัว ซึ่งเมือกนี้ไม่มี

กลิ่น มีคุณสมบัติเหนียว เกาะติดแน่นและล้างออกได้ยาก นอกจากนี้ อึ่งอ่างก้นขีดยังสามารถมุดลง

ดินได้อย่างรวดเร็วโดยใช้ตีนหลังขุดดินแล้วถอยหลังลงไปดินจากนั้นจึงใช้ดินกลบฝังตัวเอง (ปรวีร์ 

พรหมโชต ิและวิเชฏฐ์ คนซื่อ, 2562) 

ลักษณะเด่น คือ มีแถบสีน้ำตาลอ่อนหรือสีครีมขอบดำพาดจากกลางลำตัวมาถึงประมาณ 

1/3 ของหลัง จึงเป็นที่มาของชื่อ อึ่งอ่างก้นขีด หัวสั้นและทู่ ลำตัวอ้วนป้อม ผิวเรียบหรือมีตุ่มขนาด

ใหญ่กระจายอยู่ ลำตัวมีสีน้ำตาลหรือน้ำตาลแดง มีแถบน้ำตาลอ่อนหรือสีครีมพาดบนหัว ระหว่างตา

ทั้ง 2 ข้างและแถบสีนี้พาดมาตามขอบหลังทั้ง 2 ข้างและแถบสีนี้พาดมาตามขอบหลังทั้ง 2 ข้าง ขา

หน้าและขาหลังค่อนข้างสั้น ปลายนิ้วมือเรียวแหลม (ปรวีร์ พรหมโชติ และวิเชฏฐ์ คนซื่อ, 2562) 

2.2 พฤติกรรมของอึ่งอ่าง 

การขุดดินฝังตัว 

อึ่งสามารถขุดดินฝังตัวได้ดี เพราะบริเวณฝ่าเท้ามีสันแข็ง ๆ คล้ายจอบ อึ่งบางชนิด เช่น อึ่ง

อ่างบ้าน ใช้ชีวิตส่วนใหญ่หมดไปกับการจำศีลหรือการขุดดินลึกลงไปซ่อนตัว เลือกดินที่ชื้นและร่วนซุย 

และจะขึ้นมาจากดินเมื่อถึงช่วงฤดูผสมพันธุ์ สะสมอาหารไว้ในตัวแล้วกลับลงดินไปเช่นเดิม (Nomura 

et al., 2009) 

ความแตกต่างระหว่างเพศ 

ลักษณะเพศผู้และเพศเมียของอึ่ง สามารถสังเกตได้ชัดเจนจากภายนอก คืออึ่งเพศผู้มีขนาด

เล็กและเรียวกว่าเพศเมีย ส่วนท้องแบนราบท้องค่อนข้างหนา บริเวณใต้คางมีสีดำ เช่น อึ่งอ่างบ้านใน

ขณะที่ผสมพันธุ์ใต้คางจะมีของเหลว ลักษณะเหนียวสำหรับใช้เกาะหลังเพศเมีย ส่วนอึ่งเพศเมียลำตัว

มีขนาดโตกว่าบริเวณใต้คางมีสีเหลืองอ่อนหรือสีขาว ในช่วงระยะเวลาผสมพันธุ์วางไข่ ส่วนท้องมี

ขนาดใหญ่ ผนังท้องบาง สามารถมองเห็นไข่ได้ชัดเจน (สมชาติ ธรรมขันทา และคณะ, 2548) 
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การป้องกันตัว 

อึ่งมีวิธีการป้องกันตัวแตกต่างกันไป เริ่มตั้งแต่การพรางตัวด้วยลวดลายที่กลมกลืนกับ

ธรรมชาติ หรือการเปลี่ยนสีให้ซีดจางลง เช่น อึ่งกรายมีสีสันของลำตัวคล้ายกับสีของใบไม้แห้งที่ร่วง

หล่นอยู่ตามพื้น ทำให้ศัตรูมองเห็นได้ยาก ลวดลายของอึ่งบางชนิดเมื่อผสมผสานกับท่าทางอาจจะ

เลียนแบบสัตว์ที่น่าเกรงขามได้ เช่น อึ่งปุ่ม มีลายคล้ายดวงตาที่เอว เมื่อมีอันตรายมันจะหันหลังให้

ศัตรูแล้วยกก้นขึ้น  ทำให้ดูคล้ายงูกำลังอ้าปาก (ธัญญา จั่นอาจ, 2546) 

พฤติกรรมการสืบพันธุ์วางไข่ของอึ่งอ่าง 

อึ่งเริ่มจับคู่ผสมพันธุ์ในช่วงดึกถึงช่วงเช้ามืด โดยอึ่งเพศผู้เกาะบนหลังเพศเมียบริเวณเอว

(inguinal) แต่เนื่องจากอึ่งอ่างมีลำตัวอ้วนป้อมและขาสั้น เพศผู้จึงมีเซลล์พิเศษที่ผิวหนังด้านท้อง 

บริเวณอกสามารถสร้างสารเหนียวคล้ายกาวออกมาแปะติดกับส่วนหลังของเพศเมีย เพื่อให้การเกาะ

มั่นคงมากขึ้น เมื่อผสมพันธุ์เสร็จเรียบร้อยแล้ว อึ่งทั้งสองเพศจะแยกจากกันกลับลงไปจำศีลในดิน

เช่นเดิม ไข่ของอึ่งที่ปล่อยออกมาใหม่ ๆ มีลักษณะเป็นเม็ดกลม เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 

มิลลิเมตร มีสองสี คือ ไข่ด้านบน (animal hemisphere) ประมาณกึ่งหนึ่งของไข่มีสีดำ ส่วนไข่

ด้านล่าง (vegetal hemisphere) มีสีขาวหรือสีเหลืองอ่อน ทันทีที่ไข่ถูกปล่อยออกมาสัมผัสกับน้ำ

ส่วนที่เป็นสารเหนียว (albuminous  invesment) จะพองตัวกลายเป็นวุ้น (gelationous mass) 

ห่อหุ้มโดยรอบไข่ ไข่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง รวมทั้งวุ้นขนาดประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ลอยเกาะกลุ่มเป็น

แพ กลุ่ม ๆละ 100 – 150 ฟอง แต่มีลักษณะที่สามารถแยกออกจากกันเป็นเม็ด ในช่วงฤดูฝน ทั้งนี้

อาจเนื่องมาจาก ช่วงเวลาดังกล่าว เนื้อดินมีลักษณะอ่อนนุ่ม และมีปริมาณอาหารในธรรมชาติอยู่มาก 

ส่วนช่วงเวลาอื่น ๆ อึ่งจะจำศีลอยู่ใต้พ้ืนดิน (Altig & Rowey, 2014)  

2.3 นิยามศัพท์ 

ความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) หมายถึง ความหลากหลายในชุดของ

ยีน (gene) ที่มีอยู่ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด ทำให้เกิดความแตกต่างในพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต กับ

ปฏิกิริยาระหว่างพันธุกรรมกับสภาพแวดล้อม ซึ่งสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันอาจมียีนแตกต่างกันไปตาม

สายพันธุ์ ความแตกต่างทางพันธุกรรมมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ์ (Mutation) ซึ่งอาจเกิดในระดับ

ยีนหรือโครโมโซม ผสมผสานกับกลไกที่เรียกว่า Crossing over ที่เกิดขึ้นในขณะที่มีการแบ่งเซลล์

สืบพันธุ์  สาหรับการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ เป็นผลทำให้  gene สลับที่หรือรวมตัวกันใหม่  

(Recombination) ซึ่งจะถูกถ่ายทอดไปสู่ลูกหลานรุ่นต่อ ๆ ไปในประชากร อย่างไรก็ตามประชากร
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ของสิ่งมีชีวิตใดชนิดหนึ่งจะรวมตัวเป็นกลุ่มและผสมพันธุ์กันภายในกลุ่มเผ่าพันธุ์ของตน ทำให้เกิดการ

ถ่ายทอดยีนเกิดขึ้นเฉพาะ ภายในประชากรของสปีชีส์เดียวกัน กลุ่มยีนของประชากรสิ่งมีชีวิตเดียวกัน

เรียกว่า Gene pool การถ่ายทอดยีนแต่ละรุ่นต้องประสบกับแรงกดดันทางวิวัฒนาการ 

(Evolutionary forces) เช่น การคัดเลือก โดยธรรมชาติ การอพยพ และความผันแปรทางพันธุกรรม 

ทำให้โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรในแต่ละรุ่นเปลี่ยนแปลงไปก่อให้เกิดความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมในประชากรต่าง ๆ ของสปีชีส์ ประชากรของสปีชีส์อาจจะมีลักษณะจำเพาะ 

(Speciation) ในแต่ละพื้นที่มีสาเหตุจากการแยกตัวทางภูมิศาสตร์ (Geographic isolation) อันเกิด

จากการแยกกลุ่มประชากร (Splitting) ของสิ่งมีชีวิตโดยสภาพ ทางภูมิศาสตร์โดยมีสภาพภูมิศาสตร์

เป็นตัวสกัดกั้น (Barrier) ทำให้สิ่งมีชีวิตมีการพัฒนาที่เฉพาะตัว ขึ้นมาเป็นสปีชีส์ใหม่โดยการผสมข้าม

พันธุ์หรือผสมกันเองภายใต้ ข้อจากัดทางภูมิศาสตร์ ทำให้มีความหลากหลายของพันธุกรรมขึ้น 

(Marsh & Grossa, 1996; Smith, 1989) 

โครงสร้างทางพันธุกรรม (Genetic structure) คือการเปลี่ยนแปลงในแต่ละรุ่นไปก่อให้เกิด

ความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรต่าง ๆ ของสปีชีส์ ประชากรของสปีชีส์อาจจะมีลักษณะ

จำเพาะ (Speciation) ในแต่ละพื้นที่มีสาเหตุจากการโดดเดี่ยวทางภูมิศาสตร์ (Geographic 

isolation) อันเกิดจากการแยกกลุ่มประชากร (Splitting) ของสิ่งมีชีวิตโดยสภาพ ทางภูมิศาสตร์โดย

มีสภาพภูมิศาสตร์เป็นตัวสกัดกั้น (Barrier) ทำให้สิ่งมีชีวิตมีการพัฒนาที่เฉพาะตัว ขึ้นมาเป็นสปีชีส์

ใหม่โดยการผสมข้ามพันธุ์หรือผสมกันเองภายใต้ข้อจำกัดทางภูมิศาสตร์ (Marsh & Grossa, 1996; 

Smith, 1989) 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ด เป็นเครื่องหมายพันธุกรรมที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆ ที่นิยมใช้ ได้แก่ 

ยีน cytochrome c oxidase I (COI) เป็นยีนที่อยู่บนไมโตคอนเดรีย มีขนาดประมาณ 650 คู่เบส 

(Hebert et al., 2003) ดีเอ็นเอบาร์โค้ดมีลักษณะเป็นเอกลักษณ์เฉพาะ ในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน

เท่านั้น และแตกต่างจากสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ อย่างชัดเจน (ดุจฤดี ปานพรหมมินทร์ และนนทรี ปาน

พรหมมินทร์, 2557) 

หลักการของดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) เกิดจากแนวคิดที่ต้องการสร้างรหัสประจำตัว

ของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด โดยอาศัยหลักการพื้นฐานที่ว่าการจัดเรียงของเบส 4 ตัว คือ A (Adenine), T 

(Thymine), C (Cytosine) และ G (Guanine) ในลำดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดจะต้องมี

ความแตกต่างกันไปบ้างไม่มากก็น้อย (วุฒิพงศ์ มหาคำ, 2554) 
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วิธีการของดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) จัดเป็น molecular based identification 

system ที่ผสมผสานกับชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) เป็นการนำเอาลำดับนิวคลีโอไทด์

จากดีเอ็นเอในบริเวณที่มีการประเมินแล้วว่ามีศักยภาพเพียงพอที่จะใช้แยกและระบุ (identification) 

ชนิดของสิ่งมีชีวิตได้ เรียกว่าบริเวณนี้ว่า “ดีเอ็นเอมาตรฐาน (standardized DNA)” การใช้ดีเอ็นเอ

มาตรฐานในการระบุชนิดอาจใช้เพียงบริเวณเดียวหรือหลายบริเวณในจีโนมแต่มักเป็นดีเอ็นเอช่วงสั้น 

ๆ (150 – 800 คู่เบส) นำดีเอ็นเอมาตรฐานที่เพิ่มปริมาณได้ด้วยเทคนิค PCR (Polymerase Chain 

Reaction) ไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นนำข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับ      

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอมาตรฐานในบริเวณเดียวกันซึ่งถูกบันทึกเก็บไว้ในฐานข้อมูลลำดับนิวคลี

โอไทด์ (DNA barcoding datbase) ซึ่งเป็นข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่ งมีชีวิตที่ทราบชื่อ

วิทยาศาสตร์แล้ว วิธีการนี้จะทำให้ระบุตัวอย่างสิ่งมีชีวิตได้อย่างรวดเร็ว (Shneyer, 2009; Casiraghi 

et al, 2010)  

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ตำแหน่งของลำดับนิวคลีโอไทด์ ดีเอ็นเอ หรือยีนบน

โครโมโซม ที่ใช้บ่งชี้ลักษณะทางพันธุกรรมบางอย่างที่สนใจ อาจเป็นช่วงหรือส่วนที่แสดงออกหรือเป็น

ชิ้นนิวคลีโอไทด์ที่ไม่เป็นรหัสทางพันธุกรรม เครื่องหมายดีเอ็นเอมีแบบแผนของการถ่ายทอดตามกฎ

เมนเดล(อรินทิพย์ ธรรมชัยพิเนต และคณะ, 2548) 

ดีเอ็นเอไพรเมอร์ (DNA primer) ดีเอ็นเอสายเดี่ยวสายสั้น ๆ หรือโอลิโกนิวคลีโอไทด์ ที่เป็น

สายตั้งต้นสำหรับการสังเคราะห์ดีเอ็นเอใหม่ ในการจำลองดีเอ็นเอ โดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์ดี

เอ็นเอพอลิเมอเรส (อรินทิพย์ ธรรมชัยพิเนต และคณะ, 2548) 

การหาลำดับนิวคลีไทด์ (DNA sequencing) การตรวจการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ในสาย

ของดีเอ็นเอ (อรินทิพย์ ธรรมชัยพิเนต และคณะ, 2548) 

นิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ส่วนประกอบย่อยของสารพันธุกรรมพวกดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ 

ประกอบด้วยน้ำตาล และเบสที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ ซึ่งเรียกว่า นิวคลีโอไทด์ ต่อกับ

สารประกอบฟอสเฟต นิวคลีโอไทด์หลายโมเลกุลต่อกัน เรียกว่า โอลิโกนิวคลีโอไทด์ และถ้านิวคลีโอ

ไทด์หลาย ๆ โมเลกุลต่อกันเป็นสายยาวมาก ๆ เรียกว่า พอลินิวคลีโอไทด์ (อรินทิพย์ ธรรมชัยพิเนต 

และคณะ, 2548) 

ลำดับนิวคลีโอไทด์หรือเบส (nucleotide (base) sequence) ลำดับการเรียงตัวของนิวคลี

โอไทด์หรือเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (อรินทิพย์ ธรรมชัยพิเนต และคณะ, 2548) 
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2.4 การสำรวจและการศึกษาที่เกี่ยวกับวงศ์อึ่งอ่างในประเทศไทย 

การศึกษาจำนวนโครโมโซมและคาริโอไทป์ของอึ่งปากขวด (Glypholossus molossus 

Gunther) และป าดบ้ าน  (Rhacophorus leucomystax Kuhl) ที่ เก็ บ ตั วอย่ างจ ากจั งห วั ด

อุบลราชธานี ชนิดละ 5 ตัว และใช้วิธีการเตรียมโครโมโซมโดยตรงจากเซลล์ไขกระดูกที่แบ่งตัวอยู่

ตลอดเวลาแบบโคลซิซีน-ไฮโปรโทนิค-ฟิก เซซัน-แอร์ดรายอิงและย้อมด้วยสีจิมซ่า ผลการศึกษา

ปรากฎว่าจำนวนโครโมโซม แบบดิพลอยด์ของอึ่งปากขวดและปาดบ้าน มีจำนวนเท่ากันคือ 2n = 26 

รูปร่างของโครโมโซมมีอยู่ 3 แบบคือ แบบเมตาเซนตริก (metacentric) แบบสับเมตาเซนตริก 

(submetacentric) และแบบอโครเซนตริก (acrocentric) โดยอึ่งปากขวดมีคาริโอไทป์ประกอบด้วย

โครโมโซมรูปร่างแบบเมตาเซนตริก 3 คู่ สับเมตาเซนตริก 9 คู่ และอโครเซนตริก 1 คู่ และปาดบ้านมี

คาริโอไทป์ประกอบด้วยโครโมโซมรูปร่างแบบเมตาเซนตริก 7 คู่ สับเมตาเซนตริก 5 คู่ และอโครเซน

ตริก 1 คู่ จากการวิเคราะห์คาริโอไทป์ของสัตว์ทั้ง 2 ชนิด พบว่าคาริโอไทป์ของอึ่งปาดขวด พบ

โครงสร้างพิเศษ (Chromosome marker) ที่บริเวณแขนยาวได้ตำแหน่งเซนโตร์เมียร์ (centromere) 

ของโครโมโซมคู่ที่ 6 โดยมีลักษณะเป็นบริเวณที่สร้างนิวคลีโอลัส (nucleolar Organizer Region 

หรือ NOR) ส่วนคาริโอไทป์ของปาดบ้านพบโครงสร้างพิเศษที่มีลักษณะเป็นรอยคอด secondary 

constriction บนโครโมโซมมากถึง 6 คู่ คือ คู่ที่ 6 7 8 9 11 และ 13 โดยโครโมโซมคู่ที่ 13 บริเวณ

ปลายแขนสั้นมีลักษณะเป็นติ่งเล็ก ๆ คล้ายตุ่ม (knob) ซึ่งโครงสร้างพิเศษที่พบบนโครโมโซมนี้จะมี

ประโยชน์ทางด้านเซลล์อนุกรมวิธาน (Cytotaxonomy) ของสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกมาก และ

สามารถใช้เป็นเครื่องหมาย (marker) ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการ (evolutionary 

relationships) ได ้(ถาวร สุภาพรม, วาริณี อรุณมงคลผล และแก้ว อดุมศิริชาคร, 2535) 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสร้างประชากรของอึ่งอ่างมลายู 

(Kaloula borealis) (Anura, Microhylidae) ใน เกาหลี  มี วั ตถุ ป ระสงค์ เพื่ อป ระ เมิ น ความ

หลากหลายทางพันธุกรรและโครงสร้างประชากรอึ่งอ่างมลายู (Kaloula borealis) ในเกาหลี  โดยมี

เก็บตัวอย่างทั้งหมด 178 ตัว เก็บตัวอย่างมาจากเกาหลี (11 พื้นที่) และจีน (1 พื้นที่) ได้แก่ 1. 

Inchon 23 ตัว 2. Pochon 13 ตัว 3.Chochiwon 11 ตัว 4. Kwangju 10 ตัว 5. Wanju 14 ตัว 

6.Yongam 21 ตั ว  7.Sangju 6 ตั ว  8.Kyongju 6 ตั ว  9. Andong  30 ตั ว  10.Bukcheju 5 ตั ว 

11.Namcheju 29 ตัว และ12 China 10 ตัว เก็บตัวอย่างจากตับ หัวใจ และโครงกระดูก ได้ทำการ

วิเคราะห์อัลโลไซม์(allozyme)  ความแปรปรวนทางพันธุกรรมเฉลี่ยของอึ่งอ่างมลายูในเกาหลี คือ 

%P=13.2, Ho =0.048 และ HE =0.045  ค่านี้ต่ำที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบก
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ในเกาหลี นอกจากนี้ ยังมีค่าต่ำกว่าของอึ่งอ่างมลายูในจีน (%P=50, Ho =0.125, HE =0.172) มาก  

สถิติ F-test แสดงให้เห็นว่า Kaloula borealis ของเกาหลีมีระดับการไหลของยีนในระดับต่ำอย่าง

เห็นได้ชัดในกลุ่มประชากรในภูมิภาค (FST =0.339, Nm =0.487) เมื่อเปรียบเทียบกับสัตว์สะเทินบก

สะเทินน้ำในเกาหลี ระดับเฉลี่ยของความแตกต่างทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างมลายูในเกาหลีอยู่ในระดับ

ปานกลาง (Nei's D=0.020)  ดังนั้น ระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับต่ำ (HE =0.045) 

และการไหลของยีน (Nm =0.487) ในกลุ่มประชากรในภูมิภาคนั้นลดลงเนื่องจากการลดลงของขนาด

ประชากรและการกระจายตัวของอึ่งอ่างมลายใูนเกาหลนี้อยลง  (Yang et al., 2000) 

การศึกษาคาริโอไทป์และบริเวณนิวคลีโอลัสออร์แกไนเซอร์ของเซลล์ตับในกบนา อึ่งยางและ

คางคกที่พบในประเทศไทยมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาคาริโอไทป์และบริเวณนิวคลีโอลัสออร์แกไนเซอร์

หรือเอ็นโออาร์ของกบนา อึ่งยาง และคางคกที่พบในประเทศไทย โดยใช้ตัวอย่างชนิดละ 10 ตัวใน

การเตรียม โครโมโซม โครโมโซมเตรียมจากเซลล์ตับ โดยฉีดด้วยโคลชิซิน  แช่ในสารละลายไฮโปโท

นิค, โฮโมจี ไนส์, ฟิกเซชัน และแฟรกชันเนชัน ฝั่งตะกอนให้แห้งในอากาศ ย้อมด้วยสีย้อมกิมซาและ

ซิลเวอร์ไนเตรท ตรวจโครโมโซมและถ่ายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ผลการวิเคราะห์โครโมโซมพบว่า 

กบนามีโครโมโซม 2n = 26 คาริโอไทป์ประกอบด้วย 7m + Ssm + 1st คู่ จำนวนแขนโครโมโซม 

(NF) เท่ากับ 52 NORs มี 1 คู่ ตั้งอยู่บนแขนข้างยาวของโครโมโซมแบบซับเมทาเซนทริกคู่ที่ 5 อึ่งยาง

มีโครโมโซม 2n = 28 คาริโอไทป์ประกอบด้วย 9m + 3sm + 2st คู่ NF เท่ากับ 56 NORS มี 3 คู่ 2 

คู่ตั้งอยู่บนแขนข้างสั้น ของโครโมโซมแบบเมทาเซนทริกคู่ที่ 5 และ 8 กับอีก 1 คู่ ตั้งอยู่ปลายสุดแขน

ข้างยาวของโครโมโซมแบบซับเทโลเซน  ทริกคู่ที่  1 คางคกมีโครโมโซม 2n = 22 คาริโอไทป์

ประกอบด้วย 8m + 3sm คู่ NF เท่ากับ 44 NORs มี 1 คู่ ตั้งอยู่ปลายสุดแขนข้างยาวของโครโมโซม

แบบเมทาเซนทริกคู่ที่ 8 ข้อมูลด้านเซลล์พันธุศาสตร์นี้สามารถนำไปใช้ศึกษาด้านเซลล์อนุกรมวิธาน 

และความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของกบ อึ่งอ่าง และคางคกได้ (ธวัช ดอนสกุล และอัจฉริยา รังษิรุจิ, 

2548) 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและความแตกต่างของกบไดบาวสกี (Rana 

dybowskii) ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของจีน  มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมและโครงสร้างประชากรของกบไดบาวสกี (Rana dybowskii) โดยใช้ 11 polymorphic 

microsatellite loci  เก็บตัวอย่างทั้งหมด 75 ตัวมาจากทั้งภูมิประเทศและลุ่มแม่น้ำ มี 6 พื้นที่ ได้แก่ 

1.Tonghua, Jilin (Yalu River Basin) 13 ตัว 2. Jiaohe, Jilin (Songhua River and a tributary 

of Mudan River) 10 ตัว 3 . Huadian, Jilin (Songhua River Basin) 12 ตัว 4 . Mudanjiang, 
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Heilongjiang (Mudan River) 10 ตัว 5. Hebei, Heilongjiang (Songhua River Basin) 15 ตัว 

และ 6. Tieli, Heilongjiang (Songhua River Basin) 15 ตัว การเก็บตัวอย่างจากกล้ามเนื้อขาหลัง 

และใช้11 polymorphic microsatellite loci  ใช้ไพรเมอร์ ได้แก่ Rpi100 , Rpi101 , Rpi102 , 

Rpi104, Rpi107, RsyC23, RsyC52, RsyC41, RsyD25, RsyD40 และRsyD88  ผลการศึกษาพบว่า

จำนวนอัลลีลของตำแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite) 11 ตำแหน่ง อยู่ในช่วง 2 - 10 ในทุก

ประชากร โดยมีค่าเฉลี่ย 5.6  heterozygosity (HE) คือ 0.572 ซึ่งบ่งบอกถึงความแตกต่างในระดับ

ปานกลาง  ผลสัมประสิทธิ์ความแตกต่างทางพันธุกรรม (FST) แสดงให้เห็นว่าความแตกต่างทาง

พันธุกรรมของประชากรมีนัยสำคัญระหว่างเทือกเขาฉางไป๋และเทือกเขาคินกันน้อย (p<0.001)   ซึ่ง

สรุปว่าประชากรกบไดบาวสกีที่กระจายอยู่ในเทือกเขาคินกัน  และเทือกเขาฉางไป๋ที่แตกต่างกัน 

(Zhang et al., 2010) 

การศึกษาความสัมพันธ์เชิงซิสเทมาติกส์ของอึ่งอ่างขนาดเล็ก วงศ์ อึ่ง (Microhylidae) 

(Amphibia, Anura) ด้วยข้อมูลความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการด้วยยืนไมโตคอนเดรีย โดยมี

การศึกษาระหว่าง 45 ชนิดจาก 89 สายพันธุ์ที่มีชื่อและแท็กซ่าที่ไม่มีชื่อ 4 ชนิดจาก 11 ใน 14 สกุล

ของวงศ์อึ่ง (Microhylidae) จากลำดับ 1767 bp ของยีนไมโตคอนเดรีย 12S rRNA และ 16S rRNA 

โดยใช้วิธีการ maximum parsimony, maximum likelihood และBayesian inferen วงศ์อึ่ ง 

(Microhylidae) ไม่เป็นกลุ่มพันธุกรรมเดียว (monophyly) และข้อมูลของเคลด (Clades) มีค่าความ

เชื่อมั่นที่สูง 4 กลุ่มซึ่งไม่สามารถบอกความสัมพันธ์ระหว่างกัน: (A) Microhyla, Calluella และ 

Glyphoglossus (B) Chaperina, (C) Kaloula, Phrynella แ ล ะ   Metaphrynella แ ล ะ (D) 

Micryletta  มีความแตกต่างทางพันธุกรรมจากกันและกันเหมือนกับจากวงศ์ย่อย Kalophryninae 

อื่น ๆ และสามารถจำแนกได้ว่าเป็นวงศ์ย่อยที่แตกต่างกันภายใน Clade A ข้อมูลของกลุ่มย่อยมีค่า

ความเชื่อมั่นที่สูง 3 กลุ่มซึ่งความสัมพันธ์ระหว่างกันยังมีความคลุมเครือ: (AI) Microhyla-I, (AII) 

Calluella และ Glyphoglossus และ (AIII) Microhyla-II  ซึ่งแยกไม่ได้จากวงศ์ย่อย สรุปว่า สกุล 

Phrynella มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันแบบพี่น้อง (sister group) กับสกุล Metaphrynella ใน 

Clade C ในขณะที่สกุล Gastrophrynoides ถูกจัดกลุ่มในวงศ์ย่อย Asterophryinae พบที่ปาปัว-

ออสเตรเลีย  สกุลย่อยและชนิดภายในสกุล Microhyla ตามมีลักษณะสัณฐานวิทยไม่สัมพันธ์กับทาง

สายวิวัฒนาการ และจำเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป (Matsui et al.,  2011) 

ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของอึ่งปากขวดในประเทศไทย มีจำนวนอึ่ง

ปากขวดตัวเต็มวัยทั้งหมด 297 ตัวอย่างถูกเก็บรวบรวมจากพื้นที่ทางภูมิศาสตร์ 3 แห่ง (ภาคเหนือ 
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ภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) ตั้งแต่เดือนเมษายน ถึง พฤษภาคม พ.ศ. 2553 มีการ

เปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาโดยใช้สถิติที่มีตัวแปรและหลายตัวแปรด้วยมอร์โฟร์เมตริกแบบดั้งเดิม 

(traditional morphometrics) ไม่มีความแตกต่างระหว่างเพศ แต่พบความแตกต่างของรูปร่างและ

ขนาดระหว่างภูมิภาค (Laojumpon et al., 2012) 

การศึกษาสกุล Kaloula สปีชีส์ใหม่ (Amphibia: Anura: Microhylidae) มาจากทางใต้ของ

มณฑลกวางสี ประเทศจีน สปีชีส์ใหม่ของสกุล Kaloula ในเขตอนุรักษ์ธรรมชาติแห่งชาติ เขต

ชายแดนจีน - เวียดนามทางตอนใต้ของจีน  Kaloula nongangensis sp.nov. แตกต่างจากสกุล

เดียวกันโดยการรวมกันของลักษณะทางสัณฐานวิทยาต่อไปนี้: ขนาดกลาง (SVL 41.4–52.7 มม. ใน

เพศผู้ 18 ตัว, SVL 52.2 มม.ในเพศเมีย );  ผิวหลังเรียบหรือหยาบเล็กน้อยมีเครื่องหมายสีเขียวเข้ม

และจุดสีน้ำตาลผิดปกติ  ปลายนิ้วขยายและตัดออกอย่างกว้างขวาง เพศผู้มีนิ้วเท้าเกือบเป็นพังผืด  

เพศผู้มี tubercles โหนกนูนสองข้างที่ผิวด้านบนของปลายนิ้วและหน้าอกสีเบจมีจุดสีมะนาวเล็ก ๆ  

Kaloula nongangensis sp.nov พบในแหล่งที่อยู่อาศัยตั้งแต่ทุ่งนาที่อยู่ติดกับป่าไปจนถึงป่าดิบชื้น

ในแหล่งที่อยู่อาศัยแบบคาสต์ ขึ้นอยู่กับชิ้นส่วนยีนไรโบโซม RNA 16S ของไรโบโซม RNA, Kaloula 

nongangensis sp.nov อยู่ภายในกลุ่ม Kaloula verrucosa (รวมถึง Kaloula borealis, Kaloula 

rugifera และ  Kaloula verrucosa) และแสดงระยะทางพันธุกรรมที่ต่ำไปยังสปีชีส์เหล่านี้ (< 3%)  

เมื่อพิจารณาจากสัณฐานวิทยาและคาริโอไทป์ที่ชัดเจน สถานะเป็นสปีชีส์ที่แยกจากกันสำหรับเช้ือสาย

ที่มีการกระจายแบบแบ่งส่วนเหล่านี้ (Mo et al., 2013) 

การศึกษาค้นพบอึ่ งอ่างก้นขีดลายขีดบนหลังรูปคล้ ายตัว Y หรือ ตัว  T (Kaloula 

mediolineata) (Anura: Microhylidae) ครั้งแรกจากเกาะฟู้โกว๊ก จังหวัดบิ่ญถ่วน ทางตอนใต้ของ

ประเทศเวียดนาม อิงจากภาพถ่ายที่ถ่ายในเดือนมิถุนายน 2013 ที่เกาะแห่งแรกทางตะวันออกสุดใน

ประเทศเวียดนาม (Phung et al., 2013) 

ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งบางชนิดในสกุล Microhyla ในพื้นที่สวน

สัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี โดยวิเคราะห์จากลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI และยีน 16S rRNA 

ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ซึ่งการผสมข้ามสายพันธุ์ (hybridization) เป็นการผสมพันธุ์ระหว่าง

สิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้ชิดกันเชิงวิวัฒนาการที่มีโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรหรือสปีชีส์ที่

แตกต่างกัน ทั้งนี้ลูกผสม (hybrids) ที่เกิดขึ้นอาจทำให้เกิดการไหลของยีน (gene flow) ระหว่าง

ประชากร โดยใช้เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยา อึ่งน้ำเต้า (Microhyla fissipes) อึ่งข้างดำ (M. 
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heymonsi)  และอึ่งลายเลอะ (M. butleri) จัดเป็นสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกที่อยู่ในสกุลเดียวกัน มี

ขนาดลำตัวใกล้เคียงกันและมีการกระจายอยู่ในทุกภาคของประเทศไทย จากการสำรวจเบื้องต้น

พบว่าอึ่งมีการใช้พื้นที่อยู่อาศัยร่วมกัน และที่สำคัญด้วยธรรมชาติของอึ่งที่มีการปฏิสนธิภายนอก

ร่างกายเป็นการเพิ่มความเสี่ยงในการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์ได้ การศึกษาครั้งนี้จึงพบความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของยีน COI และมีความเป็นไปได้ในการเกิดการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่าง

อึ่งทั้งสามชนิดในธรรมชาติ โดยนำอึ่งน้ำเต้าจำนวน 48 ตัว อึ่งข้างดำจำนวน 43 ตัวและอึ่งลายเลอะ

จำนวน 9 ตัว ที่เก็บมาจากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี มาตรวจหาและเปรียบเทียบลำดับนิ

วคลีโอไทด์ของยีน COI ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอที่สกัดมาจากเนื้อเยื่อตับของอึ่งทั้งสามชนิด และ

การเพิ่มปริมาณยีน COI โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ ผลการศึกษาพบว่า อึ่งทั้งสามชนิดจำนวน 72 ตัวอย่าง

ให้ผลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มีความยาว 677 คู่ เบส จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

โปรแกรม DnaSP พบจำนวนแฮพโพลไทป์ที่แตกต่างกันจำนวน 36 แฮพโพลไทป์ ที่มีความแปรผัน

ทางพันธุกรรมจำนวน 189 (27.92%) ตำแหน่ง มีค่าความหลากหลายของแฮพโพลไทป์ และค่าความ

หลากหลายของนิวคลีโอไทด์ค่อนข้างสูง โดยเฉลี่ยเท่ากับ 0.973 ± 0.006 และ 0.10891 ± 0.00525 

ตามลำดับ ระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรของอึ่งทั้งสามชนิดอยู่ระหว่าง 0.000 ถึง 0.223 

แสดงว่าประชากรของอึ่งทั้งสามชนิดมีความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน COI ค่อนข้างสูง ซึ่งเหมาะ

ที่จะนำมาใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการจำแนกชนิดของอึ่งทั้งสามชนิด นอกจากนี้จาก

การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการยังพบว่าอึ่งน้ำเต้า อึ่งข้างดำ และอึ่งลายเลอะมีความสัมพันธ์

เชิงวิวัฒนาการเป็นแบบชาติพันธุ์เดียว (monophyletic group) การตรวจพบว่ามีการไหลของยีน 

(gene flow) ระหว่างประชากรของอึ่งข้างดำและอึ่งน้ำเต้า และระหว่างประชากรของอึ่งลายเลอะ

และอึ่งน้ำเต้า แสดงว่าอ่ึงทั้งสองชนิดนั้นสามารถผสมข้ามสายพันธุ์กันได้ในธรรมชาติ (อัมพร วิเวกแว่ว 

และวิเชฏฐ์ คนซื่อ, 2557) 

พฤติกรรมการผสมพันธุ์ของอึ่งปากขวด (Glyphoglossus molossus) และลูกอ๊อดของ                

อึ่ ง ป า ก ข ว ด  (Glyphoglossus molossus) แ ล ะ อึ่ ง แ ด ง  (Glyphoglossus guttulatus) 

(Microhylidae) พฤติกรรมการผสมพันธุ์ของอึ่งปากขวด (Glyphoglossus molossus)  อธิบายได้

จากภาพนิ่งและวิดีโอที่ถ่ายในประเทศกัมพูชา โดยอึ่งอ่างตามธรรมชาติวางไข่ในน้ำ ในการผสมพันธุ์

แบบระเบิดชั่วคราว คือการจุ่มน้ำและจุ่มลงในฟิล์มผิวไข่ของไข่ที่มีสี ส่วนหนึ่งของคลัตช์ถูกปล่อยออก 

ในการจุ่มแต่ละครั้ง การจุ่มแต่ละครั้งจะใช้เวลาประมาณ 6 วินาที โดยจะปล่อยไข่ 200-300 ฟองต่อ

การจุ่มแต่ละครั้ง และผ่านไปประมาณ 5 วินาทีระหว่างการจุ่ม ไข่มีสีดำเข้มและสีเหลือง และข้อมูล
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เกี่ยวกับสัณฐานวิทยาของลูกอ๊อดของอึ่งปากขวด (Glyphoglossus molossus) จากประเทศ

เวียดนามและอึ่งแดง (Glyphoglossus guttulatus) จากประเทศพม่า (Altig & Rowey, 2014) 

การเลี้ยงอึ่ งปากขวดในระบบการเกษตรยั่ งยืนอึ่ งปากขวด (BhBF) (Glyphoglossus 

molossus) เป็นสายพันธุ์ที่เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์เนื่องจากผู้คนจับพวกมันเป็นอาหารและขายในตลาด

เพื่อหากำไร   การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาธรรมชาติของอึ่งเพ้าและพัฒนาวิธีการเลี้ยงใน

ระบบเกษตรแบบยั่งยืน  การทดลองดำเนินการใน 2 พื้นที่ของระบบนิเวศธรรมชาติ  พื้นที่ 1. หมู่บ้าน

หนองทับลาน  5 ต.ห้วยหมอนทอง และพื้นที่2 . มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน 

(KU KPS)  ทั้งสองพื้นที่ตั้งอยู่ในอำเภอกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม ประเทศไทย และทำการทดลอง

ตั้งแต่เดือนพฤษภาคม 2555 ถึงมิถุนายน 2557 การทดลองเพาะพันธุ์อึ่งปากขวด เริ่มต้นด้วยลูกอ๊อด

อายุ 5 วันและต่อเนื่องจนถึงอายุ 20 วัน ซึ่งดำเนินการใน  บ่อซีเมนต์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 80 ซม.  

อัตราความหนาแน่น 1,200 ลูกอ๊อด/บ่อ เจริญเติบโตสูงสุด โดยมีความยาวเฉลี่ย 2.79 ซม.  ไม่

แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญจากอัตราความหนาแน่น 1,500 ลูกอ๊อด/บ่อ (ความยาวเฉลี่ย 2.63 ซม.) แต่

แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญจากอัตราความหนาแน่น 1 ,800 (ความยาวเฉลี่ย 2.34 ซม.) และ 2 ,100 

ลูกอ๊อด/บ่อ (ความยาวเฉลี่ย 2.38 ซม.)  ไม่พบความแตกต่างในความยาวลูกอ๊อดระหว่างอัตราความ

หนาแน่น 1,800 ถึง 2,100 ลูกอ๊อด/บ่อ  ลูกอ๊อดในอัตราความหนาแน่น 1 ,200 ลูกอ๊อด/สภาพบ่อ 

หนักที่สุด (7.61 ก.) และแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญจากลูกอ๊อดในสภาวะอื่น ๆ อัตราความหนาแน่น 

1,500 (6.25 ก.) 1,800 (4.71 ก.) และ 2,100 ลูกอ๊อด/บ่อ  (5.60 ก.) ที่ p<0.0001  ไม่พบความ

แตกต่างของน้ำหนักลูกอ๊อดระหว่างกลุ่มที่มีอัตราความหนาแน่น 1 ,800 (4.71 ก.) และ 2 ,100 

ลูกอ๊อด/บ่อ (5.60 ก.)  อัตราการรอดตายสูงสุดของลูกอ๊อด  อยู่ที่อัตราความหนาแน่น 1 ,800 

ลูกอ๊อด/สภาพบ่อ และอัตราการรอดชีวิตสูงกว่าสภาวะอื่น ๆ อย่างมีนัยสำคัญที่ p<0.0012  ความ

ยาวของอึ่งปากขวดจากอัตราความหนาแน่น 1 ,200 และ 1,500 ลูกอ๊อด/บ่อ มีความแตกต่างจาก

ความยาวของอึ่งปากขวด ที่อัตราความหนาแน่น 1,800 และ 2,100 ลูกอ๊อด/บ่อ  แม้ว่าการผสมพันธุ์

ของอึ่งปากขวดหลายตัว ที่มีอัตราความหนาแน่นต่ำสุดจะให้ความยาวและน้ำหนักสูงสุด แต่ก็มีอัตรา

การรอดชีวิตต่ำที่สุด ในพื้นที่หมู่บ้านหนองทับลาน  5 ต.ห้วยหมอนทอง เกษตรกรสามารถจับอึ่งปาก

ขวด ได้มากถึง 1.5 กก. (ประมาณ 20-30 ตัว) หลังจากหนึ่งปี  ในพื้นที่ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

วิทยาเขตกำแพงแสน พบว่า อึ่งปากขวดประมาณ 20-30 ตัวได้ผสมพันธุ์และวางไข่ในสระน้ำ 1 ปี

ต่อมา (Boontham & Naritoom, 2015) 
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ผลกระทบของสายวิวัฒนาการและการสุ่มตัวอย่างอนุกรมวิธานต่อการอนุมานสาย

วิวัฒนาการในอึ่งน้ำเต้า (Anura Microhylidae) และความสัมพันธ์สายวิวัฒนาการของวงศ์อี่งอ่าง 

ความสัมพันธ์ระหว่างวงศ์ย่อยยังคงมีความคลุมเคลือ และหลายสกุลไม่ได้แสดงให้เห็นอย่างชัดเจน  

ในการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับดีเอ็นเอ 5 แบบ (ตั้งแต่ 7 ตำแหน่งสำหรับ 48 แท็กซ่าถึง 73 ตำแหน่ง

สำหรับมากถึง 142 แท็กซ่า) โดยใช้วิธีการจัดลำดับสายวิวัฒนาการ (66 ตำแหน่ง ที่ได้มาจากจีโนม 

48 ตำแหน่ง) และการเรียงลำดับแซงเกอร์ ( 7 ตำแหน่งสำหรับแท็กซ่าสูงสุด 142 แท็กซ่า) ผลจาก

การสุ่มตัวอย่าง วิธีการวิเคราะห์วิวัฒนาการของวงศ์อึ่งอ่าง (Family Microhylidae) และการ

วิเคราะห์เคลด (Clades) โดยใช้หลักการ Maximum parsimony ในแผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ 

ผลการศึกษาพบว่ามีลักษณะที่คล้ายคลึงกันของวงศ์อึ่ง(Microhylidae) และมีค่า Bootstrap 

ค่อนข้างน้อยในความสัมพันธ์ระหว่างวงศ์ย่อย แต่มีการตั้งชื่อสกุลย่อยใหม่ 2 สกุล ทั้งแบบโมโนไทป์ 

(Peloso et al., 2016) 

การศึกษาแนวกั้นแม่น้ำแดงและความแปรผันของภูมิอากาศแบบไพลสโตซีน (Pleistocene) 

ทำให้เกิดโครงสร้างทางพันธุกรรมของอึ่งน้ำเต้า (Microhyla fissipes)  (Anura: Microhylidae) ใน

ตอนใต้ของจีนและอินโดชิน ในการศึกษานี้มีการอิงจากประวัติศาสตร์ทางธรณีวิทยาของภูมิภาคนี้ 

ทดสอบ 2 สมมติฐานโดยใช้ประวัติวิวัฒนาการของไมโครไฮลาฟิสซิปีสที่ซับซ้อน  การใช้ข้อมูลลำดับดี

เอ็นเอจากทั้งยีนไมโตคอนเดรียและนิวเคลียส พบว่ามีสมมติฐานที่ 1 ว่าแม่น้ำแดงเป็นอุปสรรคต่อการ

ไหลของยีนและการแพร่กระจายของอึ่งน้ำเต้า  มีสมมติฐานที่ 2 ว่าการหมุนเวียนภูมิอากาศแบบ

ไพลสโตซีน (Pleistocene) ส่งผลต่อโครงสร้างทางพันธุกรรมและการดำรงชีวิตของอึ่งน้ำเต้า  เก็บ

ตัวอย่างอึ่งน้ำเต้า  ทั้งหมด 324 ตัวจาก 76 พื้นที่ เก็บตัวอย่างจากนิ้วเท้า โดยการเก็บตัวอย่าง 

ตัวอย่างทั้งหมดจะถูกการุณยฆาตโดยใช้เบนโซเคน และเก็บรักษาไว้เป็นตัวอย่างอ้างอิงงานวิจัย 

(voucher specimens) และใช้ยีน cytochrome b (Cytb) พบว่ามีการแบ่งแยกทางพันธุกรรมที่

สำคัญ 2 อย่างที่เชื่อมโยงกับแม่น้ำแดง  มีการเคลื่อนตัวของเปลือกโลกยุคไมโอซีนที่เกี่ยวข้องกับ

แม่น้ำแดงทำให้เกิดความหลากหลาย  แบบจำลองการกระจายพันธุ์ (SDM) ที่มีความแตกต่างทาง

นิเวศวิทยาที่สำคัญระหว่างฝั่งแม่น้ำแดง  ดังนั้น ความแตกต่างทางนิเวศวิทยาจึงมีความหลากหลาย

ทางลำดับวงศ์ การดำรงชีวิต และ แบบจำลองการกระจายพันธุ์ (SDM) รูปแบบในภาคใต้ของจีนกับ

การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในระดับสูงสุดของธารน้ำแข็ง (LGM) ยกเว้นในอินโดจีน  ความ

แตกต่างในภูมิศาสตร์และสภาพอากาศระหว่าง 2 พื้นที่นี้เป็นการค้นพบดีที่สุด  ปฏิกิริยาตอบสนอง
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ต่อการหมุนเวียนของธารน้ำแข็งรซึ่งน้ำแข็งในยุคไพลสโตซีนมีความแตกต่างกันไปตามสายพันธุ์และ

ภูมิภาค (Yuan et al., 2016) 

การศึกษาสัณฐานวิทยาภายนอกและโพรงปากของอึ่งแดง อึ่งขาคำ และอึ่งลายแต้ม โดย

คัดเลือกลูกอ๊อดในระยะ 36-38 วัน มาศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา 26 ลักษณะ พบว่ามีลักษณะ

สัณฐานวิทยาที่แตกต่างกัน ได้แก่ ลูกอ๊อดอึ่งขาคำและลูกอ๊อดอึ่งลายแต้มมีปลายหางเรียวแหลมเป็น

เส้น ส่วนลูกอ๊อดอึ่งลายมีปลายหางเรียวแหลมไม่เป็นเส้น และโครงสร้างภายในโพรงปากมีความ

แตกต่างกัน ลูกอ๊อดอึ่งลายและลูกอ๊อดอึ่งขาคำมีแผ่นปิดรูจมูกภายใน และโพรงปากไม่เรียบ มีพาพิล

ลี (papillae) ส่วนลูกอ๊อดอึ่งลายแต้มไม่พบแผ่นปิดรูจมูกภายใน และโพรงปากเรียบ ไม่มีพาพิลลี 

(papillae) ดังนั้น การวัดสัณฐานวิทยาสามารถแยกความแตกต่างทางชนิดได้ (จันทร์ทิพย์ ช่วยเงิน , 

2560) 

การศึกษาสัณฐานวิทยาภายนอก โครงสร้างช่องปาก และพฤติกรรมการกินของอึ่งอ่างบ้าน 

(Kaloula pulchra TADPOLES (Grey, 1831)) (Amphibia: Anura: Microhylidae) มีการศึกษา

โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM)  พบว่าช่อง

ปากในระยะต่าง ๆ ของตัวอ่อนนั้นไม่มีขากรรไกร ฟันปาก และเคราโตดอนต์ แทนที่จะมีปลายแหลม 

ตรงข้ามกับปากที่วางแนวหน้าท้อง (umbelliform)  จากการศึกษาพบว่าลูกอ๊อดของอึ่งอ่างบ้าน เป็น

ตัวป้อนสารแขวนลอย (nekton) และเริ่มให้อาหารตั้งแต่ระยะ 25 เป็นต้นไป  ในช่วงแรกของการให้

อาหาร พวกมันกินเศษซากและวัสดุจากพืชเป็นส่วนใหญ่ และในช่วงต่อมาของการให้อาหารพวกมัน

กินทั้งแพลงก์ตอนพืชและแพลงก์ตอนสัตว์  ในระยะ 42 ลูกอ๊อดหยุดให้อาหาร ส่วนปากจะเสื่อมและ

ค่อยๆ เปลี่ยนเป็นปากโตเต็มวัย  มีการกินสาหร่ายไดอะตอม (Bacillariophyceae) และสาหร่ายสี

เขียวแกมน้ำเงิน (Cyanophyceae) เป็นอาหาร ในการขยายพันธุ์มีอัตราการเพิ่มที่เร็วขึ้นภายใน

ระยะเวลาอันสั้น (Lalremsanga et al., 2017) 

ในการศึกษาพันธุ์ศาสตร์ของเซลล์อึ่งอ่างที่นิยมบริโภคในจังหวัดกาฬสินธุ์ โดยที่พันธุศาสตร์

ของเซลล์อึ่ งปากขวด (Glyphoglossus molossus Günther, 1868) อึ่ งอ่ างบ้ าน  (Kaloula 

pulchra Gray, 1831) และอึ่งอ่างก้นขีด (Kaloula mediolineata Smith, 1917) ในพื้นที่จังหวัด

กาฬสินธุ์ ได้ศึกษาการจัดเรียง  แคริโอไทป์และไอดิโอแกรมของตัวอย่างอึ่งอ่างบ้านทั้ง 3 ชนิด ชนิด

ละ 5 ตัว ด้วยเทคนิคการย้อมสีธรรมดา (conventional staining technique) มีการเตรียม

โครโมโซมระยะเมทาเฟสจากไขกระดูกด้วยวิธีทางตรงข้ามด้วยการฉีดสารโคลซิซีน 1% เข้าช่องท้อง 
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จากนั้นมีการย้อมสีโครโมโซมแบบธรรมดาโดยใช้สีจิมซ่า 10% ผลการศึกษาพบว่า อึ่งปากขวด (G. 

molossus) มีโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 26 แคริโอไทป์ ประกอบด้วย 10m + 3sm คู่ จำนวน

แขนโครโมโซม (NF) เท่ากับ 52 อึ่งอ่างบ้าน (K. pulchra) มีโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 28 แค

ริโอไทป์ ประกอบด้วย 7m + 7sm คู่ จำนวนแขน โครโมโซม (NF) เท่ากับ 56 และอึ่งอ่างก้นขีด (K. 

mediolineata) มีโครโมโซมดิพลอยด์ (2n) เท่ากับ 28 แคริโอไทป์ ประกอบด้วย 4m + 10sm คู่ 

จำนวนแขนโครโมโซม (NF) เท่ากับ 56 (จารุนันท์ พาภักดี,   นพคุณ ภักดีณรงค์ และคมศร เลาห์

ประเสริฐ, 2561)  

การศึกษาการวิเคราะห์ของอึ่งน้ำเต้า (Microhyla ornate) (Anura, Microhylidae) ใช้

เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดของยีนไมโทคอนเดรียในการระบุอนุกรมวิธานของอึ่งน้ำเต้า (Microhyla 

ornate)  เป็นสปีชีส์ที่มีมาจากชายฝั่งตะวันตกเฉียงใต้ของอินเดียในปี พ.ศ. 2384 มีรายงานว่าพบ

ความหลากหลายทั่วทั้งเอเชียใต้ ตะวันออกเฉียงใต้และเอเชียตะวันออก  อึ่งน้ำเต้า (Microhyla 

ornate) พบได้เฉพาะเอเชียใต้ แต่ชนิดนี้ยังคงพบเห็นได้ทั่วไปในอินเดียและภูมิภาคใกล้เคียง  เก็บ

ตัวอย่างอึ่งน้ำเต้า (Microhyla ornate) ทั้งหมด 62 ตัว ในอินเดีย เก็บตัวอย่างจากกล้ามเนื้อต้นขา

(ตัวเต็มวัย/ตัวอ่อน) หรือหาง (ลูกอ๊อด) ใช้วิธีการสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) เทคนิคปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิ เมอเรส  (Polymerase  chain Reaction :PCR)  และการวิ เคราะห์ ระดับโมเลกุล 

(Molecular analysis) ใช้ไพรเมอร์ ได้แก่ 16Sar และ16Sbrและใช้ยีน 16S rRNA ผลการศึกษา

พบว่าอนุกรมวิธานของอ่ึงน้ำเต้า (Microhyla ornate)นี้จำกัดเฉพาะในคาบสมุทรอินเดียและศรีลังกา 

และพบ 3 ชนิดที่แตกต่างกัน ได้แก่ Microhyla mukhlesuri, Microhyla mymensinghensis และ 

Microhyla nilphamariensis ในอินเดีย  สรุปว่า เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดเหมาะกับการระบุชนิดที่มี

การกระจายพันธุ์อย่างรวดเร็ว และมีความแตกต่างทางพันธุกรรมในอึ่งน้ำเต้า (Microhyla ornate) 

ในเอเชียใต้ (Grag et al., 2018) 

ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม โครงสร้างทางพันธุกรรม และความแปรผันทาง

สัณฐานของอึ่งปากขวด (Glyphoglossus molossus) ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

มีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรีย จากยีน 16S rRNA และ Cytochrome b พบว่า

มีผลการศึกษาแสดงว่าแฮพโพลไทป์จำเพาะ (unique haplotype) 6 จากทั้งหมด 9 แฮพโพไทป์ 

ในขณะที่อีก 2 แฮพโพไทป์ มีความถี่สูงและการกระจายอยุ่ในบริเวณเทือกเขาภูพาน ความ

หลากหลายของแฮพโพไทป์และนิวคลีโอไทด์อยู่ระดับต่ำ (h = 0.718, π = 0.00464) แสดงให้เห็นว่า

เทือกเขาภูพานไม่สูงพอที่จะเป็นอุปสรรคทาง ภูมิศาสตร์อย่างมีนัยสำคัญระหว่างที่ราบสูงแอ่งโคราช
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และสกลนคร นอกจากนี้การตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่างความแปรผันทางภูมิศาสตร์กับลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาขอพบความสัมพันธ์กับแนวเส้นละติจูดที่เปลี่ยนแปลงโดยขนาดของความยาวหัว

และความยาวกระดูกขาหลังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) (Nonsriratch et al., 

2019)  

การศึกษาทางสายวิวัฒนาการของอึ่งข้างคำ (Microhyla heymonsi Vogt, 1911) (Anura: 

Microhylidae) ในเกาะสุมาตรา จากยีนไมโตคอนเดรีย 16S rRNA มีกระจายตัวในทางตอนใต้ของจีน    

หมู่เกาะไต้หวัน อินโดจีน คาบสมุทรมาเลเซีย และเกาะสุมาตรา พบว่ามีการกระจายตัวมากแต่เป็น

ชนิดที่มีความซับซ้อนเนื่องจากอุปสรรคทางภูมิศาสตร์ส่งผลให้เกิดการแยกจากการสืบพันธุ์                            

การกลายพันธุ์ของยีน และมีการวิวัฒนาการ ใช้ข้อมูลตัวอย่างจาก Genbank โดยใช้ตัวอย่าง 29 ตัว           

ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์ ไ ด้ แ ก่  H3056 (5'-CTCCGGTCTGAACTCAGATCACGTAGG-3') แ ล ะ L2606 

(5'CTGACCGTGCAAAGGTAGCGTAATCACT-3') ก ารศึ กษ านี้ มี วั ต ถุ ป ระส งค์ เพื่ อ วิ เค ราะห์

ความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการระหว่างกลุ่มประชากรอึ่งข้างคำจากภายในเกาะสุมาตราและ

ภายนอกเกาะสุมาตรา พบค่าระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างสองชนิดที่คนละชนิดกัน เท่ากับ 3%  

จากนั้นจึงทำการศึกษาทางสายวิวัฒนาการด้วยการวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ใช้หลักการ 

Neighbor joining Maximum Likelihood  และBayesian Inference  ผลการวิจัยพบว่า อึ่งข้างคำ

จากเกาะสุมาตราเป็นกลุ่มพันธุกรรมเดียวในแผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ จากการวิเคราะห์ทั้งหมด

พบว่ามีค่า Bootstrap ที่มีนัยสำคัญ  ค่าระยะห่างทางพันธุกรรมของอึ่งข้างคำจากเกาะสุมาตรา กับ

อึ่งข้างคำสิงคโปร์และมาเลเซียยังน้อยกว่า 3%  ค่าระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างอึ่งข้างคำจากเกาะ

สุมาตรา และอึ่งข้างคำจากไทย พม่า เวียดนาม และจีนมีค่ามากกว่า 3 % (Akbari et al.,  2021) 

การศึกษาสัณฐานวิทยาของตัวอ่อนในวงค์อึ่งทั้ง 3 ชนิดของสกุล Kaloula (Kaloula  

indochinensis, Kaloula  mediolineata และ Kaloula  pulchra) ที่อาศัยอยู่ในภาคใต้และภาค

กลางของประเทศเวียดนาม  มีลักษณะเด่นเฉพาะทางสัณฐานวิทยา โครงสร้างของส่วนปากและส่วน

โค้งของฟัน และสีจะถูกวิเคราะห์ด้วยความแปรปรวนทางภูมิศาสตร์  พบว่าตัวอ่อนของอึ่งอ่างมลายู 

(K. indochinensis) มีความแตกต่างทางรูปร่างของส่วนปาก ส่วนปลายของลูกอ๊อด  และกะโหลกศี

รีษะ ซึ่ งตัวอ่อนของอึ่ งอ่างมลายู (K. indochinensis) และตัวอ่อนของอึ่ งอ่างบ้าน  (Kaloula 

pulchra) จำนวนและขนาดของไข่ ระยะเวลาของการพัฒนาของตัวอ่อนและตัวอ่อน ขนาดตัวอ่อน

และระยะในการฟักไข่ที่แตกต่างกัน (Vassilieva, 2021) 
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ผลกระทบจากการเกิดไมโอซีนต่อสกุล Kaloula ทำให้การเกิดรังสีและการลี้ภัยของสัตว์ใน

ท้องถิ่นต่อความหลากหลายทางพันธุกรรม  จากการวิเคราะห์พบว่าความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการ

ของสกุล Kaloula ในเอเชียตะวันออกยังมีความคลุมเครือ    และมีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทป์

ใช้ยีนไมโตคอนเดรีย โดยใช้ยีน ยีน 12S rRNA และ 16S rRNA มีความยาวของลำดับนิวคลีโอไทป์ 

1211 เบส พบว่ายุคอีโอซีนถึงโอลิโกซีน ประมาณ 38.47 ล้านปีก่อน (24.69–53.65). มีความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุ์เพิ่มขึ้นในทวีปเอเชียตะวันออกในยุคมิโอซีนต่ำ ประมาณ 

20.10 ล้านปีก่อน (8.73–30.65), น่าจะมีต้นกำเนิดจากการแยกตัวและการรังสีที่ถูกกระตุ้นโดยที่ราบ

ของแผ่นดินถิเบตของชิงไห้-ติเบต ในภายหลังการกระจายไปที่ทวีปเอเชียตะวันออกเหนือในยุคมิโอซีน

สูงเป็นตันกำหนดเวลาของอึ่งอ่างมลายู (K. borealis) ประมาณ 9.01 ล้านปีก่อน (3.66–15.29) 

ประชากรที่อยู่กึ่งกลางของแผ่นดินแยกตัวตามเหตุการณ์การกำเนิดเขาและแยกตัวเป็นอึ่งอ่างมลายู 

(K. rugifera) ในยุคปลีอ๋อง ประมาณ 3.06 ล้านปีก่อน (0.02–10.90) สรุปได้ว่าความแตกต่าง

ระหว่างเพศผู้และเพศเมียของอึ่งอ่างมลายู (K. borealis)  ในทางตะวันออกของประเทศจีน และการ

ลี้ภัย การอพยพและการกระจายตัวในทางตะวันออกเฉียงใตข้องประเทศจีน (Othman et al., 2022) 
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ตารางที่ 2.1 ตารางการรวบรวมข้อมูลของวงศ์อึ่งอ่าง  
ตารางที่ 2.1 ตารางการรวบรวมข้อมูลของวงศ์อึ่งอ่าง 
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บทที่  3 วิธีการดำเนินการวิจัย 

วิธีการดำเนินการวิจัย 

3.1 พื้นที่การเก็บตัวอย่างในประเทศไทย 

เก็บตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีด จากการเก็บตามแหล่งที่อยู่อาศัยในธรรมชาติ  และจากตลาด

ท้องถิ่นภายในพื้นที่ ทั้งหมด 20 พื้นที่ โดยพื้นที่ที่เก็บตามแหล่งที่อยู่อาศัยในธรรมชาติมี 13 พื้นที่ 

ได้แก่ 1. อำเภอเมือง จังหวัดสกลนคร (SNK-Mu) 2. อำเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร (SNK-PP) 3. 

อำเภอคำม่วง จังหวัดกาฬสินธุ์ (KSN) 4.อำเภอนาดูน จังหวัดมหาสารคาม (MKM) 5. อำเภอวังน้ำ

เขียว จังหวัดนครราชสีมา (NMA) 6. อำเภอกันทรารมย์ จังหวัดศรีสะเกษ (SSK) 7. อำเภอราษีไศล 

จังหวัดศรีสะเกษ (SSK-RS) 8. อำเภอเมือง จังหวัดยโสธร (YST) 9.อำเภอภูกระดึง จังหวัดเลย (LEI) 

10. อำเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแก้ว (SKW-WN) 11. อำเภอเมือง จังหวัดปราจีนบุรี (PRI) 12. 

อำเภอชัยบาดาล จังหวัดลพบุรี (LRI)  13. อำเภอหันคา จังหวัดชัยนาท (CNT) และพื้นที่ตัวอย่างจาก

ตลาดท้องถิ่นภายในพื้นที่ได้แก่ 1.อำเภอศรีเมืองใหม่ จังหวัดอุบลราชธานี (UBN)  2.อำเภอกาบเชิง 

จังหวัดสุรินทร์ (SRN) 3. อำเภอเมือง จังหวัดสระแก้ว (SKW-PS) 4. อำเภอตาพระยา จังหวัดสระแก้ว 

(SKW-KED) 5. อำเภอเมืองปาน จังหวัดลำปาง 6. อำเภอเกาะคา จังหวัดลำปาง และ 7.อำเภอกาบ

เชิง จังหวัดสุรินทร์ (KHM) (ตารางที่ 3.1)   
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ตารางที่ 3.1 ข้อมูลพื้นที่เกบ็ตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย 
 ตารางที่ 3.1 ข้อมูลพ้ืนที่เก็บตัวอย่างอ่ึงอ่างก้นขีดในประเทศไทย 
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3.2 การเก็บรวบรวมข้อมูล  

เก็บตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีดทั้งหมด 118 ตัวอย่าง ตัวอย่างทั้งหมดถูกการุณยฆาต โดยการแช่ใน   

3-amino benzoic acid ethyl ester methanesul- fonate salt (MS-222) (Park et al, 2017) 

ระบุหมายเลขภาคสนาม ถ่ายรูป จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างไว้ในแอลกอฮอล์ (ethanol alcohol)  80 

เปอร์เซ็นต์ เพื่อรักษาสภาพตัวอย่าง และนำกลับไปยังห้องปฏิบัติการ เก็บข้อมูลปัจจัยทางกายภาพ

และพิกัดพื้นที่ที่เก็บตัวอย่าง ตัวอย่างทั้งหมดจะถูกเก็บไว้ที่ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหาสารคาม หมายเลข MSUT No 8359 ถึง MSUT No 8476 ขั้นตอนการดำเนินการ

ดังกล่าวข้างต้นนั้น ได้รับความเห็นชอบจากคณะกรรมการกำกับและส่งเสริมการ ดำเนินการต่อสัตว์

เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม (คกส. มมส) หมายเลข  IACUC-MSU-15/2023  

    

ภาพที่ 3.1 การเก็บตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีด 

ภาพที่ 3.1 การเก็บตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีด 
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3.3 ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมจากลำดับนวิคลีโอไทด ์

     ประกอบด้วย 4 ขั้นตอนหลัก ๆ ได้แก ่

1. การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อสัตว์ (DNA extraction) 

ทำสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) จากการตัดชิ้นเนื้อเยื่อบริเวณกล้ามเนื้อต้นขา

ของอึ่งอ่างก้นขีด จะถูกนำมาสกัดดีเอ็นเอทีละตัวด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป E.Z.N.A 

Tissue DNA Kit (Omega bio-tek, GA, USA)   ประมาณ 10 – 20 มิลลิกรัม  ใส่ในหลอด

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว จากนั้นเติม Buffer TL 200 ไมโครลิตร และ 

Proteinase K 15 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร (Vortex Mixer) บ่มที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีหรือจนกว่าชิ้นตัวอย่างจะละลายหมด (บ่ม

ข้ามคืนใช้ 37 องศาเซลเซียส) เติม Buffer BL 220 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า

สาร (Vortex Mixer) บ่มข้ามคืนใช้ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติม absolute 

ethanol ปริมาตร 220 ไมโครลิตร นำไปเขย่าและดูสารละลายใส่ใน HiBind® DNA Mini 

Column ที่ใส่ collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง  10,000 รอบ

ต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที  เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง และใส่ 

HiBind® DNA Mini Column กลับใน collection tube อันเดิม เติม HBC Buffer 400 

ไมโครลิตร ปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน 

collection tube ทิ้ง และใส่ HiBind® DNA Mini Column กลับใน collection tube อัน

เดิม เติม DNA Wash Buffer 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยง 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 

นาที เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง และใส่ HiBind® DNA Mini Column ใน 

collection tube อันเดิม เติม DNA Wash Buffer 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยง ที่ 10 ,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง และใส่ HiBind® 

DNA Mini Column กลับใน collection tube อันเดิม ปั่นเหวี่ยงหลอดเปล่า ที่ 10 ,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ทิ้ง collection tube และใส่ HiBind® DNA Mini Column 

ในหลอด (ใหม่) 1.5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำ Elution Buffer ที่บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70 องศา

เซลเซียส มาเติม 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที และนำไปปั่นเหวี่ยง 

10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อ

นำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต่อไป 
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2. การเพ่ิมจำนวนยีน Cytochrome  b และ16S rDNA 

เพิ่มจำนวนยีน Cytochrome  b และ16S rDNA ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ

เมอเรส(Polymerase  chain Reaction :PCR) แยกความแตกต่างทางพันธุกรรมของ อึ่ง

อ่ า ง ก้ น ขี ด  ด้ ว ย คู่ ไ พ ร เม อ ร์ โ ด ย ใ ช้  forward primer แ ล ะ  reverse primer      

ดั ง นี้ L14883(5'-TCTGCTTAATTGCTCAAATCGC-3') แ ล ะ H15548(5'-

AATAGGAAGTAGCACTCTGGTTTAAT-3') ของยีนไซโตโครมบี (Cytochrome b gene)  

(Matsui et al., 2005), 16SAL (5'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3') แ ล ะ  16SAH (5'-

CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3') (Palumbi, 1996) ข อ งยี น  16S ribosomal RNA  

(16S rDNA) ด้วยวิธีการเพิ่มจำนวนในหลอดทดลอง polymerase chain reaction (PCR) 

โดยใช้ เครื่ อ ง MyCyclerTM Personal Thermal Cycler (Bio-Rad, London, UK) ทำ

ส่วนผสมของ PCR (PCR mixture) ในปริมาตร reaction ละ 25 µl ซึ่งประกอบด้วย น้ำ

ปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 18.875 µl, 10X Ex buffer ปริมาตร 2.5 

µl, 10 µM dNTPs ปริมาตร 0.5 µl, forward และ reverse primer ที่มีความเข้มข้น 10 

pM ปริมาตรอย่างละ 1 µl และเติม Ex Taq polymerase (Takara, Shiga, Japan) ความ

เข้มข้น 5 U/µl ปริมาตร 0.125 µl และใช้ดีเอ็นเอความเข้มข้นประมาณ 10 ถึง 50 ng/ul 

ปริมาตร 1 µl หลังจากนั้นใช้เครื่อง MyCyclerTM Personal Thermal Cycler (Bio-Rad, 

London, UK) มีขั้นตอนการเพิ่มจำนวนยีน Cytochrome  b  ในเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ

เมอเรสประกอบด้วย 5 ช่วงอุณหภูมิ ได้แก่ 1. initial denature 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 

2. Denature 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที  35 รอบ 3. Annealing 55 องศาเซลเซียส 1 

นาที  35 รอบ 4. Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที  35 รอบ 5. final extension 

step72 องศาเซลเซียส5  นาที ส่วนขั้นตอนการเพิ่มจำนวนยีน 16S rDNA  ในเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสประกอบด้วย 5 ช่วงอุณหภูมิ ได้แก่ 1. initial denature94 องศา

เซลเซียส 5 นาที 2. Denature 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที  35 รอบ 3. Annealing 50 

องศาเซลเซียส 40 วินาที  35 รอบ 4. Extension 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที  35 รอบ 5. 

final extension step 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี 
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3. การตรวจสอบผลของเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel 

electrophosis)  

 นำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้มาตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

บนอะกาโรสเจล (agarose gel) โดยใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ เติม

สารละลาย 0 .5X TBE buffer ละลายโดยใช้  microwave (R-236 ;Sharp) เท ใส่ ใน 

chamber ใส่หลุมเจล ประมาณ 30 นาที ดึงหลุมเจลออกอย่างระวังไม่ให้เจลอะกาโรสขาด 

จากนั้นเติม 0.5X TBE buffer ให้ท่วมอะกาโรสเจลใน chamber ผสมดีเอ็นเอตัวอย่าง 23 

ไมโครลิตร กับสี Novel Juice (GeneDire, USA) 3 ไมโครลิตร ให้เข้ากันแล้วโหลดลงในแต่

ละหลุมอะกาโรสเจล โดยเปรียบเทียบกับ marker (VC100 bp Plus DNA Ladder, USA) 

จากนั้นทำการรันเจลที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที หลังจากรันเจลเสร็จแล้วนำแผ่นอะกา

โรสเจลมาส่องดูภายใต้เครื่องรันเจล (Horizontal Gel Electrophoresis) บันทึกภาพ และ

ตัดเจลในตำแหน่งที่มีขนาดดีเอ็นเอที่ต้องการ ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่ -20 

องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ต่อไป  

 

4. การทำผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์ และการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด ์

  นำชิ้นอะกาโรสเจลที่ตัดไว้ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร มาแยกดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์

โดย Gel Extraction Kit (Omega bio-tek, GA, USA) นำผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ได้ไป

หาลำดับเบสด้วย ABI BigDye เวอร์ชั่น 3.1 และส่งตัวอย่างเพื่อทำการวิเคราะห์หาลำดับ       

นิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) กับบริษัท ห้างหุ้นส่วนจำกัด วอร์ด เมดิก 
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3.4 การวิเคราะห์ข้อมูล 

ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างถูกตรวจสอบความถูกต้องด้วยตาเปล่าโดยใช้

โปรแกรม ABI sequence scanner เวอร์ชั่น 1.0 และ BioEdit นำมาวิเคราะห์ค่าต่างๆ ทางด้าน                  

พันธุศาสตร์เชิงประชากร ได้แก่ number of polymorphic sites, number of haplotypes (h), 

haplotype diversity (hd; Saitou & Nei, 1987) และ nucleotide diversity (π; Saitou & Nei, 

1987) และค่า mean number of nucleotide differences ระหว่าง haplotype ทั้งหมดด้วย

โปรแกรม DnaSP เวอร์ชั่น 5.00 (Librado & Rozas, 2009) ทำการวิเคราะห์ haplotype network 

(Network เวอร์ชั่น 4.6.1.0) โดยใช้หลักการ median-joining algorithm (Bandelt et al., 1999) 

และการวิ เค ราะห์  phylogenetic tree โดย ใช้ ห ลั กการ  maximum likelihood (ML) และ 

neighbor joining (NJ) และวิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) (Tajima  & 

Nei, 1984)  โดยใช้โปรแกรม MEGA X เวอร์ชั่น 10 (Kumar et al., 2018) 
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บทที่ 4 ผลการวิจัย 

ผลการวิจัย 

4.1 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 

การศึกษาวิ เคราะห์ลำดับนิวคลี โอไทด์ของยีนไมโทรคอนเดรีย โดยใช้ยีน 

Cytochrome b ซึ่งมีความยาวของลำดับนิวคลีโอไทป์ 652 เบส จากจำนวนตัวอย่าง 118 

ตัวอย่าง และ ยีน 16S rDNA มีความยาวของลำดับนิวคลีโอไทป์ 544 เบส จากจำนวน

ตัวอย่าง 52 ตัวอย่าง ซึ่งมีการแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทด์ (segregation site) ของยีน 

16S rDNA จำนวน 11 ตำแหน่ง และพบตำแหน่งเกิดการแปรผันสูงสุดในประชากรอึ่งอ่างก้น

ขีด คือ อำเภอเมือง จังหวัดปราจีนบุรี และอำเภอตาพระยา จังหวัดสระแก้ว และชายแดน

ไทย-กัมพูชา ส่วนของตำแหน่งเกิดการแปรผันต่ำที่สุดในประชากรอึ่งอ่างก้นขีด คือ อำเภอภู

พาน จังหวัดสกลนคร อำเภอคำม่วง จังหวัดกาฬสินธุ์ อำเภอกันทรารมย์ จังหวัดศรีสะเกษ 

และอำเภอภูกระดึง จังหวัดเลย มีการแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทด์ (segregation site) 

ของยีน Cytb จำนวน 90 ตำแหน่ง และพบตำแหน่งเกิดการแปรผันสูงสุดในประชากรอึ่งอ่าง

ก้นขีดในอำเภอเมือง จังหวัดสระแก้ว (29 ตำแหน่ง) รองลงมาเกิดการแปรผันในประชากรอึ่ง

อ่างก้นขีดในอำเภอเกาะคาจังหวัดลำปาง (27 ตำแหน่ง) ส่วนอำเภอวัฒนานคร จังหวัด

สระแก้ว ไม่มีความแปรผันของประชากรอึ่งอ่างก้นขีด   และเมื่อนำยีน Cytochrome b ไป

วิเคราะห์จัดรูปแบบแฮพโพลไทป์ (Haplotype distribution) ปรากฏรูปแบบแฮพโพลไทป์

ทั้งสิ้นจำนวน 52  แฮพโพลไทป์ ได้แก่ Km1 ถึง Km52  โดยมีความถี่และการกระจายของ

แฮพโพลไทป์ในแต่ประชากรแตกต่างกัน และพบว่ากลุ่มตัวอย่างประชากรอึ่งอ่างก้นขีดจาก

อำเภอเมือง จังหวัดปราจีนบุรี มีจำนวนแฮพโพลไทป์ (Nh) มากที่สุดคือ 8 รูปแบบ  

รองลงมาได้แก่ 1.กลุ่มตัวอย่างประชากรจากอำเภอเมือง จังหวัดสกลนคร 2.กลุ่มตัวอย่าง

ประชากรจากอำเภอวังน้ำเขียว จังหวัดนครราชสีมา 3.กลุ่มตัวอย่างประชากรจากอำเภอกาบ

เชิง จังหวัดสุรินทร์ (KHM)ซึ่งมีจำนวนแฮพโพลไทป์ 7 รูปแบบ ส่วนกลุ่มตัวอย่างจากอำเภอ

วัฒนานคร  จังหวัดสระแก้ว มีจำนวนแฮพโพลไทป์น้อยที่สุดเพียง 1 รูปแบบเท่านั้น จากการ

วิเคราะห์ ความถี่ของแฮพโพลไทป์พบว่ารูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ 21 (Km21) มีความถี่สูงและ

กระจายในตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีดถึง 14 ตัวอย่าง จาก 118  ตัวอย่าง (%) รองลงมาคือ

รูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ 7 (H7) พบใน ตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีด 8 ตัวอย่าง (%) และรูปแบบแฮพ

โพลไทป์ที่พบความถี่น้อยที่สุดคือ รูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ Km2 Km4 Km6 Km9 Km11 
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Km12 Km13 Km15 Km16 Km17 Km18 Km19 Km20 Km24 Km25 Km27 Km28 

Km29 Km30 Km33 Km34 Km36 Km37 Km38 Km40 Km44 Km45 Km46 Km47 

Km48 Km50 และKm51 พบเพียงอย่างละ 1 ตัวอย่าง โดย 

แฮพโพลไทป์ที่ Km2 พบในกลุ่มประชากรจากจังหวัดชัยนาท  

แฮพโพลไทป์ที่ Km7 พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอเกาะคา จังหวัดลำปาง   

แฮพโพลไทป์ที่ Km9  พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอภูกระดึง จังหวัดเลย 

 แฮพโพลไทป์ที่ Km 10  พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอเมืองปาน จังหวัดลำปาง  

แฮพโพลไทป์ที่ Km14  พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอตาพระยา จังหวัดสระแก้ว   

แฮพโพลไทป์ที่ Km18 พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอกาบเชิง จังหวัดสุรินทร์ 

แฮพโพลไทป์ที่ Km19 พบในกลุ่มประชากรจากปราจีนบุรี  

แฮพโพลไทป์ที่  Km20 และ Km21  พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอปางสีดา 

จังหวัดสระแก้ว  

แฮพโพลไทป์ที่  Km23 Km24 Km25 Km26 Km27 และ  Km28  พบในกลุ่ ม

ประชากรจากอำเภอวังน้ำเขียว จังหวัดนครราชสีมา   

แฮพโพลไทป์ที่ Km29 พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอกันทรารมย์ จังหวัดศรีสะเกษ   

แฮพโพลไทป์ที่ Km30 Km31 และ Km32 พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอป่าศรี

เมืองใหม่ จังหวัดอุบลราชธานี   

แฮพโพลไทป์ที่  Km33 พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอเมือง จังหวัดปราจีนบุรี  

รูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ Km34 Km35 และ Km37พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอคำม่วง 

จังหวัดกาฬสินธุ์ รูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ Km41 Km42 Km43 Km44 และ Km45 พบใน

กลุ่มประชากรจากอำเภอเมือง จังหวัดสกลนคร รูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ Km48 และ Km49 

พบในกลุ่มประชากรจากจากอำเภอกาบเชิง จังหวัดสุรินทร์ (KHM) รูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ 

Km50 พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอตาพระยา จังหวัดสระแก้ว รูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ 

Km51 พบในกลุ่มประชากรจากอำเภอกาบเชิง จังหวัดสุรินทร์ (ตารางที่ 4.1) 
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นอกจากนี้การวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรอึ่งอ่างก้น

ขีดจาก 20 พื้นทีในประเทศไทย โดยใช้ส่วนของยีน Cytb พบค่าความหลากหลายทางของ

แฮพโพลไทป์ (haplotype diversity, Hd) อยู่ในช่วงระหว่าง 0.000  และ 1.000±0.500 

โดยมีค่าเฉลี่ย 0.969±0.007 และค่าความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ (nucleotide 

diversity; Nd) อยู่ ในช่วงระหว่าง 0.000 และ 0.04141±0.02071 โดยมีค่ าเฉลี่ ย 

0.01511±0.00089 และเมื่อวิเคราะห์ด้วยยีน 16S rDNA พบค่าความหลากหลายทางของ

แฮพโพลไทป์ อยู่ในช่วงระหว่าง 0.000 และ 1.000±0.500 โดยมีค่าเฉลี่ย 0.964±0.014 

และค่ าค่ าความหลากหลายของนิ วคลี โอ ไทด์  อยู่ ในช่ วงระหว่าง 0 .0000  และ 

0.00797±0.00222 โดยมีค่าเฉลี่ย 0.00531±0.00037 ในส่วนของยีน16S rDNA มีบางพื้นที่

ที่มี 2 ตัวอย่างและ1 ตัวอย่างจะไม่สามารถนำมาวิเคราะห์เปรียบเทียบได้ (ตารางที่ 4.1) 
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4.2 การวิเคราะห์เครือข่ายแฮโพลไทป์และแผนภูมิวิวัฒนาการชาตพิันธุ์  (haplotype 

network and Phylogenetic tree) 

 การวิเคราะห์ในการจำแนกกลุ่มทางพันธุกรรมด้วยวิธีการสร้างเครือข่ายแฮโพลไทป์ โดยใช้

จำนวนตัวอย่างที่วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 118 ตัวอย่าง จำแนกตามลักษณะแฮพโพลไทป์

ที่ตรวจพบของยีน Cytb (Km1 – Km52) สามารถแยกกลุ่มพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีดจากแหล่ง

ธรรมชาติในประเทศไทย ออกได้เป็น 2 กลุ่มพันธุกรรม ได้แก่ กลุ่มพันธุกรรม G1 ประกอบด้วย 5 

แฮพโพลไทป์ ได้แก่ Km1, Km2, Km3, Km4 และKm9 จากอำเภอหันคา จังหวัดชัยนาท อำเภอ

เมืองปาน จังหวัดลำปาง และอำเภอเมือง จังหวัดสระแก้ว กลุ่มพันธุกรรม G2  ประกอบด้วย 45 แฮพ

โพลไทป์ ได้แก่ Km5, Km7-Km23, Km25-Km52 จากอำเภอเมือง จังหวัดสกลนคร อำเภอภูพาน 

จังหวัดสกลนคร อำเภอคำม่วง จังหวัดกาฬสินธุ์ อำเภอนาดูน จังหวัดมหาสารคาม อำเภอวังน้ำเขียว 

จังหวัดนครราชสีมา อำเภอศรีเมืองใหม่ จังหวัดอุบลราชธานี อำเภอกันทรารมย์ จังหวัดศรีสะเกษ 

อำเภอราษีไศล จังหวัดศรีสะเกษ อำเภอเมือง จังหวัดยโสธร อำเภอกาบเชิง จังหวัดสุรินทร์ อำเภอภู

กระดึง จังหวัดเลย อำเภอเมือง จังหวัดสระแก้ว อำเภอตาพระยา จังหวัดสระแก้ว อำเภอวัฒนานคร 

จังหวัดสระแก้ว อำเภอเมือง จังหวัดปราจีนบุรี อำเภอชัยบาดาล จังหวัดลพบุรี อำเภอเกาะคา จังหวัด

ลำปาง และ อำเภอกาบเชิง จังหวัดสุรินทร์ ซึ่งมีอีก 2 กลุ่มพันธุกรรม คือ Km6 (อำเภอเกาะคา 

จังหวัดลำปาง) และKm24 (อำเภอภูกระดึง จังหวัดเลย) (รูปที่ 4.1) เนื่องจากมีเพียง 1 ตัวอย่างจึงไม่

สามารถเรียกว่ากลุ่มพันธุกรรมได้ แต่สามารถนำไปเป็นความรู้ในการศึกษาต่อไปได้ (รูปที่ 4.2) ใน

ส่วนของค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มพันธุกรรม G1 และ G2 ของอึ่งอ่างก้นขีด มีค่า

ต่ำสุดเท่ากับ 0.028 และ มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.608 (ตารางที่ 4.2) และในการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ

ไทด์ทั้งหมด 52 ตัวอย่าง จำแนกตามลักษณะแฮพโพลไทป์ที่ตรวจพบของยีน 16S rDNA (Km1 – 

Km31) ไม่สามารถแยกกลุ่มพันธุกรรมของอ่ึงอ่างก้นขีดเป็นกลุ่มพันธุกรรมเดียว  

 ทำการสุ่มตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีดจากแต่ละแฮโพลไทป์ จำนวน 52 ตัวอย่าง ของข้อมูลลำดับนิ

วคลีโอไทด์ยีน Cytb มาวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ ์ (Phylogenetic tree) โดยใช้อึ่งอ่าง

มลายู (Kaloula baleata  (Müller, 1833) ) KY132187 ที่พบอยู่ในฐานข้อมูล GenBank จาก

จังหวัดซูลาเวซี ประเทศอินโดนีเซียเป็น out-group พบว่าประชากรอึ่งอ่างก้นขีดจาก 20 พื้นที่ใน

ประเทศไทย สามารถแบ่งกลุม่พันธุกรรมออกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก ่กลุ่ม G1 และ G2 (รูปที่ 4.3) และ

พบว่า G1 ประกอบด้วย ได้แก่ Km1, Km2, Km3, Km4, Km6 และKm9 ในขณะที่ G2 มี 2 

subclades ประกอบด้วย subclade G2A ได้แก่ Km8, Km11, Km12,  Km13, Km21-Km31, 
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Km34, Km37, Km39-Km52 และ subclade G2B ได้แก ่ Km5, Km7, Km10, Km14, Km15, 

Km16, Km17, Km18, Km19, Km20, Km32, Km33, Km35 และKm36   

 จากการสุ่มตัวอย่าง ของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA จำนวน 31 แฮโพลไทป์ 

โดยมี ของอึ่งอ่างมลายู (Kaloula baleata  (Müller, 1833) ) KY180032.1 ที่พบอยู่ในฐานข้อมูล 

GenBank จาก ประเทศแคนาดาเป็น out-group พบว่าไม่สามารถแยกกลุ่มพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้น

ขีดจากแหล่งธรรมชาติในประเทศไทย เช่นเดียวกับการวิเคราะห์เครือข่ายแฮโพลไทป์  
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ภาพที่ 4.1 แผนที่การกระจายความถี่ของอึ่งอ่างก้นขีด ซึ่ง สามารถจำแนก          

กลุ่มพันธุกรรมได้ 2 กลุ่ม ได้แก่กลุ่มพันธุกรรม G1 และ G2 สำหรับ Km6: อำเภอเกาะคา 

จังหวัดลำปาง และ  Km24: อำเภอภูกระดึง จังหวัดเลยนั้นพบตัวอย่างพื้นที่ละ 1 ตัวอย่าง 

จึงไม่สามารถ เรียกว่ากลุ่มพันธุกรรมได้  

ภาพที่ 4.1 แผนที่การกระจายความถี่ของอึ่งอ่างก้นขีด  
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ตารางที่ 4.1 ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีด 20 กลุ่มประชากรจาก วิเคราะห์

โดยใช้ส่วนของยีน Cytb ขนาดความยาว 652 คู่เบส และ 16S rDNA ขนาดความยาว 544 คู่เบส 

 

    หมายเหตุ: n, จำนวนตัวอย่างที่นำมาวิเคราะห;์ S, จำนวนตำแหน่งที่เกิดการแปรผัน 
(segregation sites); H, จำนวนแฮโพลไทป;์ Uh, จำนวนแฮโพลไทป์ทีพ่บจำเพาะในแต่ละประชากร; 
Hd, ความหลากหลายแฮโพลไทป์ (haplotype diversity); Nd, ความหลากหลายนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide diversity)    
ตารางที่ 4.1 ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีด 20 กลุ่มประชากรจาก วิเคราะหโ์ดยใช้ส่วนของยีน Cytb ขนาดความยาว 652 คู่เบส และ 16S 
rDNA ขนาดความยาว 544 คู่เบส 
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ตารางที่ 4.1 (ต่อ) 

 

หมายเหตุ: n, จำนวนตัวอย่างที่นำมาวิเคราะห;์ S, จำนวนตำแหน่งที่เกิดการแปรผัน 
(segregation sites); H, จำนวนแฮโพลไทป;์ Uh, จำนวนแฮโพลไทป์ทีพ่บจำเพาะในแต่ละประชากร; 
Hd, ความหลากหลายแฮโพลไทป์ (haplotype diversity); Nd, ความหลากหลายนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide diversity)    
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ภาพที่ 4.2 เครือข่ายแฮโพลไทป์ของอึ่งอ่างก้นขีดจำนวน 52 แฮโพลไทป์ (Km1 – Km52) 
วิเคราะห์โดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytb ขนาดความยาว 652 คูเ่บส สามารถจำแนกกลุ่ม
พันธุกรรมออกได้ 2 กลุ่ม ได้แก่ G1 ถึง G2 ที่ค่าความแตกต่างมากกว่า 10 mutational steps ดัง
แสดงบนเส้นแขนง        
ภาพที่ 5.2 เครือข่ายแฮโพลไทป์ของอึ่งอ่างก้นขดีจำนวน 52 แฮโพลไทป์ (Km1 – Km52) 
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ภาพท่ี 4.3 แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ โดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจำแนกตาม

ลักษณะแฮโพลไทป์ของยีน Cytb  (Km1 – Km52) แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มพันธุกรรม (G1 – G2) 
และ 16S rDNA (Km1 – Km31) ของอี่งอ่างก้นขีดจากประเทศไทย และข้อมูลของอึ่งอ่างมลายู 
(Kaloula baleata  (Müller, 1833) ) KY132187 และKY180032.1ที่พบอยู่ในฐานข้อมูล 
GenBank จากเกาะซูลาเวซี ประเทศอินโดนีเซีย และประเทศแคนาดา ตามลำดับ                 
ค่า bootstrap โดยใช้หลักการ maximum likelihood (ML) และ neighbor joining (NJ)  
แสดงบนแขนแต่ละกิ่งของแผนภูมิมีค่า bootstrap  มากกว่า 50   และ - แทนค่า bootstrap  
น้อยกว่า 50  
ภาพที่ 6.3 แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ 
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4.3 ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่าง 20 กลุ่มประชากรของอึ่งอ่างก้นขีด 

     เมื่อทำการวิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) โดยใช้ข้อมูล

ของยีน Cytb ในการวิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่าง 20 กลุ่มประชากร ส่วนค่าความแตกต่าง

ทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน Cytb เปรียบเทียบระหว่าง 20 กลุ่มประชากรของอึ่ง

อ่างก้นขีดในประเทศไทย พบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม  (p-distance) ของยีน Cytb 

โดยพบว่าอึ่งอ่างก้นขีดจากอำเภอหันคา จังหวัดชัยนาทและอำเภอวังน้ำเขียว จังหวัด

นครราชสีมา มีค่ าความแตกต่างสู งที่ สุด โดยพบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม                

(p-distance) เท่ากับ 0.031 หรือ 3.1% และพบว่าอึ่งอ่างก้นขีดจากอำเภอหันคา จังหวัด

ชัยนาทและอำเภอภูกระดึง จังหวัดเลย มีค่าความแตกต่างสูงที่สุด โดยพบค่าความแตกต่าง

ทางพันธุกรรม (p-distance) เท่ากับ 0.031 หรือ 3.1% (Tajima & Nei, 1984) (ตารางที่ 

4.3) 

4.4 ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างสกุล Kaloula 3 ชนิด 

เมื่อทำการวิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) โดยใช้ข้อมูลของ

ยีน Cytb ประกอบด้วย 1. Kaloula taprobanica (Parker, 1934) AF249085.1 ที่พบอยู่

ในฐานข้อมู ล  GenBank จากประเทศศรีลั งกา  2. Kaloula pulchra  (Gray, 1831) 

AB819033.1 ที่ พ บ อ ยู่ ใ น ฐ า น ข้ อ มู ล  GenBank จ า ก ป ร ะ เท ศ บั ง ก ล า เท ศ                                 

3. Kaloula borealis (Barbour, 1908) JQ798754.1 ที่พบอยู่ในฐานข้อมูล GenBank 

จากจังหวัดเชจู ประเทศเกาหลี พบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน 

Cytb ระหว่างสกุล Kaloula 3 ชนิด มีค่าอยู่ระหว่าง 0.154 ถึง 0.188 หรือ มีค่าอยู่ระหว่าง 

15.4%  ถึง 18.8% ของสกุล Kaloula ที่เป็นคนละชนิดกัน (Tajima & Nei, 1984) (ตาราง

ที่ 4.4) 
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ตารางที่ 4.2 ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มพันธุกรรม G1 และ G2 ของอ่ึงอ่างก้นขีด 

(p-distance) 

กลุ่มพันธุกรรม G1 G2 

G1 - 0.608* 

G2 
 

0.028  - 
หมายเหตุ: * มีค่า p-value < 0.001  

ตารางที่ 5.2 ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มพันธุกรรม G1 และ G2 ของอึ่งอ่างก้น

ขีด (p-distance) 

อ่างก้นขีด (p-distance) 
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ตารางที่ 4.3 ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน Cytb เปรียบเทียบระหว่าง 20 

กลุ่มประชากรของอ่ึงอ่างก้นขีดในประเทศไทย  

 

ตารางที่ 6.3 ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน Cytb เปรียบเทียบระหว่าง 20 กลุ่มประชากรของอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย 

 

ตารางที่ 4.4 ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) เปรียบเทียบระหว่างสกุล Kaloula 3 

ชนิด ของยีน Cytb 

 
 

AF249085.1_Kaloula_taprobanica AB819033.1_Kaloula_pulchra 

AF249085.1_Kaloula_taprobanica 
  

AB819033.1_Kaloula_pulchra 0.188 
 

JQ798754.1_Kaloula_borealis 0.182 0.154 

 

ตารางที่ 7.4 ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน Cytb เปรียบเทียบระหว่างสกุล Kaloula 3 ชนิด ของยีน Cytb 
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4.5 ลักษณะความแตกต่างของลายขีดบนหลังของอึ่งอ่างก้นขีด 

จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีด โดยใช้การวิเคราะห์

ลำดับนิวคลีโอไทดใ์นยีนไมโตคอนเดรีย พบว่า อึ่งอ่างก้นขีดมีความหลากหลายทางพันธุกรรม

ที่ไม่สามารถแยกด้วยลักษณะภายนอกด้วยลายขีดแถบบนหลัง เนื่องจากอึ่งอ่างก้นขีดมี

ลวดลายขีดแถบบนหลัง 5 รูปแบบจากทั้งหมด 118 ตัวได้แก่  

1.ขีดตรงหนึ่งขีด จำนวน 45 ตัว (38.14 %) 

2. ขีดตรงหลายขีดไม่ต่อกัน จำนวน 17 ตัว (14.41 %) 

3. จุด จำนวน 8 ตัว (6.78 %) 

4. ขีดผสมกับจุด จำนวน 34 ตัว (28.81 %) 

5. ขีดตรงผสมลายจุด จำนวน 14 ตัว (11.86 %) 

ข้อมูลที่ได้แสดงให้เห็นว่า อึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทยนั้นมีความแตกต่างเกี่ยวกับ

ลายขีดแถบบนหลัง ซึ่งทำให้เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมและความแปรผันทาง

พันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีดที่ตอบสนองในการปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน       

(ภาพที่ 4.4)  
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ภาพที่ 4.4 มีลวดลายขีดแถบบนหลัง 5 รูปแบบ ได้แก่ 1.ขีดตรงหนึ่งขีด 2. ขีดตรงหลายขีด

ไม่ต่อกัน 3. จุด 4. ขีดผสมกับจุด 5. ขีดตรงผสมลายจุด  

ภาพที่ 7.4 มีลวดลายขีดแถบบนหลัง 5 รูปแบบ 
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บทที่ 5 สรุปผลและอภิปรายผล 

สรุปผลและอภิปรายผล 

5.1 สรุปผลและอภิปรายผล 

จากการศึกษาพบว่าประชากรอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย มีความหลากหลายทางพันธุกรรม

สูง จากการวิเคราะห์ด้วยยีน Cytb จำนวน 118 ตัวอย่าง สามารถจำแนกลักษณะพันธุกรรมออกได้ถึง                

52   แฮโพลไทป์ โดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มพันธุกรรม ได้แก่  1. กลุ่มพันธุกรรม G1  2.กลุ่มพันธุกรรม 

G2 ซึ่งคล้ายกับการศึกษาปาดจิ๋วศรีราชา (Chiromantis hansenae) ในประเทศไทย ด้วยการ

วิเคราะห์ด้วยยีน 16S rDNA ที่พบว่ามีความหลายหลายของแฮโพลไทป์สูงถึง 57 แฮโพลไทป์ มี

แบ่งกลุ่มพันธุกรรมออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม Haplogroup 1 จากจังหวัดกาญจนบุรี (KCB) 

จังหวัดตาก2 (TK2) จังหวัดประจวบคีรีขันธ์  (PK) และจังหวัดแม่ฮ่องสอน (MHS) ส่วนกลุ่ม 

Haplogroup 2 จากจังหวัดเลย (LE) จังหวัดนครราชสีมา (NRS)  จังหวัดจันทบุรี (CB) จังหวัดตาก1 

(TK1) และจังหวัดสุราษฎร์ธานี (SRT) ซึ่งคล้ายกับการวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ของอึ่ง

อ่างก้นขีด เนื่องจากทั้ง 2 กลุ่มพันธุกรรมไม่ได้ถูกแบ่งพื้นที่จากภูมิภาคตามสภาพภูมิประเทศ 

(Yodthog et al., 2014) สำหรับรูปแบบแฮพโพลไทป์ที่ถูกพบมากที่สุดหรือมีความถี่สูงที่สุดของอึ่ง

อ่างก้นขีดคือ แฮพโพลไทป์ H21 โดยมี 1 ประชากรที่ไม่แสดงความหลากหลายของประชากร คือ 

อำเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแก้ว ทั้งนี้เกิดจากกลุ่มประชากรที่มีขนาดเล็ก เนื่องจากอึ่งอ่างก้นขีดเป็น

สัตว์สะเทินน้ำสะเทินบกที่มีการกระจายอยู่ทั่วไปและเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่เป็นที่ต้องการของผู้บริโภค

ตามต่างจังหวัด จึงมีการขนส่งทำให้อึ่งอ่างก้นขีดเกิดการไหลของยีน (gene flow) ด้วยความไม่ตั้งใจ

ของกิจกรรมมนุษย์ มีโอกาสแลกเปลี่ยนยีนส่งผลต่อค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมและรูปแบบการ

กระจายของแฮพโพลไทป์ของกลุ่มพันธุกรรม  

จากข้อมูลวิเคราะห์เครือข่ายแฮโพลไทป์ของยีน Cytb พบว่าแฮโพลไทป์ Km6 จากอำเภอ

เกาะคา จังหวัดลำปาง มีความสัมพันธ์กับเครือข่ายแฮโพลไทป์ Km 9 จากอำเภอเมือง จังหวัด

สระแก้ว และกลุ่มพันธุกรรม G2 มีความสัมพันธ์กับเครือข่ายแฮโพลไทป์ในบริเวณภาคเหนือ (จาก

อำเภอเกาะคา จังหวัดลำปาง) ภาคกลาง (จากอำเภอชัยบาดาล จังหวัดลพบุรี) ภาคตะวันออก และ                                  

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแนวกั้นตามธรรมชาติ (natural barrier) เช่น เทือกเขา

ขนาดใหญ่ อาจจะเป็นลักษณะของภูมิศาสตร์ที่ไม่ส่งผลต่อการขวางกั้นทางภูมิศาสตร์ (geographic 

barrier) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Nonsrirach et al., (2019) พบว่า อึ่ งปากขวดสามารถ
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แพร่กระจายในภูเขาสูงและพื้นที่ราบ ซึ่งเทือกภูพานไม่สูงพอที่จะแยกระหว่างแอ่งสกลนครและแอ่ง

โคราชออกจากกันได้ จึงไม่สามารถเป็นอุปสรรคทางภูมิศาสตร์ได้ 

จากการศึกษาประชากรอึ่งอ่างก้นขีดในประเทศไทย มีการวิเคราะห์ด้วยยีน Cytb จำนวน 

118 ตัวอย่าง สามารถจำแนกลักษณะพันธุกรรมออกได้ถึง 52 แฮโพลไทป์ และถูกแบ่งออกเป็น 2 

กลุ่มพันธุกรรม และเมื่อวิเคราะห์ด้วยยีน 16S rDNA จำนวน 52 ตัวอย่าง สามารถจำแนกลักษณะ

พันธุกรรมออกได้ 31 แฮโพลไทป์ แต่ไม่สามารถแยกกลุ่มพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีดจากแหล่ง

ธรรมชาติในประเทศไทยได้ เนื่องจากยีน 16S rDNA เป็นยีนกึ่งอนุรักษ์ ในกรณีที่ยีน 16S rDNA 

สามารถแยกเป็นสองกลุ่มพันธุกรรมได้นั้นแสดงว่า สองกลุ่มพันธุกรรมที่เกิดจากการวิเคราะห์ด้วยยีน 

Cytb น่าจะเป็นคนละชนิด อย่างไรก็ตามจากการศึกษาครั้งนี้ ยีน 16S rDNA ไม่สามารถจำแนกกลุ่ม

พันธุกรรมได้ ดังนั้นแสดงว่า  กลุ่มพันธุกรรม G1 และกลุ่มพันธุกรรม G2 ของยีน Cytb น่าจะเกิดจาก

ความแปรผันทางพันธุกรรมเท่านั้น  ซึ่งแสดงให้ว่า ยีน Cytb  และ16S rDNA พบว่ามีความแปรผัน

ของยีนทั้งสองไม่เท่ากัน เนื่องจากยีน Cytb  มีความแปรผันทางพันธุกรรมมากกว่ายีน 16S rDNA มี

ผลการศึกษาที่สอดคล้องกับงานวิจัยของ Matsui et al., (2005) ที่มีการศึกษาการวิเคราะห์ลำดับนิ

วคลีโอไทด์ในยีน12S rDNA 16S rDNA และ Cytb ในกลุ่มสะเทินน้ำสะเทินบกวงศ์ Microhylidae 

และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Nonsrirach et al., (2019) มีการศึกษาการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ

ไทด์ในไมโทคอนเดรีย จากยีน Cytb  และ16S rDNA ของอึ่งปากขวด (Glyphoglossus molossus) 

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบว่ายีน Cytb มีความแปรผันทางพันธุกรรมมากกว่า

ยีน 16S rDNA  

การเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากร พบว่าค่าความแตกต่าง

ทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน Cytb เปรียบเทียบระหว่าง 20 กลุ่มประชากรของอึ่งอ่างก้นขีด

ในประเทศไทย พบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน Cytb โดยพบว่าอึ่งอ่างก้น

ขีดจากอำเภอหันคา จังหวัดชัยนาทและอำเภอวังน้ำเขียว จังหวัดนครราชสีมา มีค่าความแตกต่างสูง

ที่สุด โดยพบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) เท่ากับ 0.031 หรือ 3.1% และพบว่าอึ่ง

อ่างก้นขีดจากอำเภอหันคา จังหวัดชัยนาทและอำเภอภูกระดึง จังหวัดเลย มีค่าความแตกต่างสูงที่สุด 

โดยพบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) เท่ากับ 0.031 หรือ 3.1%  เมื่อเทียบกับค่า

ความแตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) ของยีน Cytb ระหว่างสกุล Kaloula 3 ชนิด มีค่าอยู่

ระหว่าง 0.154 ถึง 0.188 หรือ มีค่าอยู่ระหว่าง 15.4%  ถึง 18.8% แสดงว่าเป็นคนละชนิดกัน 
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(Tajima & Nei, 1984)  ซึ่งพบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มประชากรของอึ่งอ่างก้น

ขีดมีค่าที่ค่อนข้างต่ำ จึงไม่สามารถแยกเป็นชนิดใหม่ได้  

จากการศึกษาอึ่งอ่างก้นขีดมีโครงสร้างทางพันธุกรรมที่ไม่สามารถแยกด้วยลักษณะภายนอก

ด้วยลายขีดแถบบนหลัง เนื่องจากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของอึ่งอ่างก้นขีด พบว่า ไม่สามารถ

แยกสองกลุ่มพันธุกรรมเป็นคนละชนิดได้ แม้จะมีลวดลายขีดแถบบนหลังที่แตกต่างกัน แตล่วดลายขีด

เป็นเพียงลักษณะฟีโนไทป์ (Phenotypic) เป็นลักษณะที่ปรากฏให้เห็นภายนอก ซึ่งเป็นผลมาจากยีน 

เกิดจากปฏิสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์และสิ่งแวดล้อมในช่วงวิวัฒนาการ และความแปรผันทาง

พันธุกรรมของลวดลายขีด จากการศึกษาครั้งน้ีพบว่าอึ่งอ่างก้นขีดมลีวดลายขีดแถบบนหลัง 5 รูปแบบ 

ได้แก่ 1.ขีดตรงหนึ่งขีด 2. ขีดตรงหลายขีดไม่ต่อกัน 3. จุด 4. ขีดผสมกับจุด 5. ขีดตรงผสมจุด แสดง

ให้เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของอึ่งอ่างก้นขีดในการปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมที่แตกต่าง

กัน  ซึ่ งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Thaewnon-ngiw & Klahan,  (2018) มีการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของกบหนอง  (Fejervarya limnocharis, Gravenhorst, 1829) ในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยเทคนิค PCR-RFLP พบว่ากบหนอง มีเส้นขีดที่หลัง 3 

ลักษณะ ได้แก่ 1. เส้นกว้าง (a broad line) 2.เส้นแคบ (a narrow line) 3. ไม่มีเส้น (absent line) 

ซึ่งเป็นผลจากความแปรผันทางพันธุกรรมของเส้นขีดที่หลังในกบหนอง ที่เกิดขึ้นเพื่อการปรับตัวต่อ

สภาพแวดล้อม อุณหภูมิ ความชื้นที่ต่างกันออกไป 

จากความหลากหลายของลวดลายขีดแถบบนหลังของตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีดที่พบนี้ ทำให้การ

ระบุชนิดของอึ่งอ่างที่มักจะดูเฉพาะขีดตรงกลางหลังส่วนท้ายอาจจะเกิดความผิดพลาดได้ เนื่องจาก

อึ่งอ่างก้นขีดมีรูปร่างลักษณะและลวดลายค่อนข้างคล้ายกับอึ่งอ่างบ้าน (Kaloula pulchra) 

โดยเฉพาะลวดลายแบบที่ 3 ที่ไม่มีแถบกลางหลัง (n = 8; 6.78%) กลับแสดงเป็นรูปจุดกลมบริเวณ

ส่วนท้ายของหลัง ซึ่งอาจทำให้เกิดความสับสนได้หากไม่มีข้อมูลทางพันธุศาสตร์มายืนยัน ดังนั้นการ

จัดจำแนกชนิดระหว่างอึ่งอ่างก้นขีดกับอึ่งอ่างบ้านด้วยสายตา จึงควรจะต้องใช้ลักษณะความแตกต่าง

ของปลายนิ้วและ metatarsal tubercles เข้ามาร่วมในการพิจารณาจัดจำแนกด้วย   
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จากการศึกษาครั้งนี้ สามารถสรุปได้ว่า อึ่งอ่างก้นขีดที่พบในประเทศไทย มีความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมอยู่ในระดับสูง สามารถจำแนกกลุ่มพันธุกรรมออกได้ 2 กลุ่มพันธุกรรม แต่พบค่าความ

แตกต่างทางพันธุกรรม (p-distance) ระหว่างทุกกลุ่มประชากรของอึ่งอ่างก้นขีดมีค่าค่อนข้างต่ำ  

และพบว่ามีลักษณะความแตกต่างของลายขีดบนหลังของอึ่งอ่างก้นขีด ซึ่งแสดงถึงการปรับตัวของอึ่ง

อ่างก้นขีดต่อสภาพแวดล้อม ซึ่งจากผลการศึกษาแสดงว่า จากการจัดจำแนกอึ่งอ่างก้นขีดอาจมีความ

ซับซ้อน เนื่องจากเป็นชนิดมีความหลายหลากและความแปรผันทางพันธุกรรมที่สูง ดังนั้นจึง

จำเป็นต้องทำการศึกษาอย่างละเอียดในอนาคต   

5.2 ข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาพบว่ายังมีจำนวนตัวอย่างที่น้อยและการเก็บตัวอย่างในช่วงฤดูฝนทำให้

ระยะเวลาในการเก็บตัวอย่างในหลายพื้นที่เป็นไปอย่างจำกัด และในการศึกษาภายในประชากรเพียง

ชนิดเดียวไม่สามารถบอกถึงปัจจัยทางภูมิศาสตร์ได้อย่างชัดเจน ดังนั้นควรมีการสุ่มเก็บตัวอย่างใน

หลายพื้นที่ เพื่อให้ครอบคลุมการกระจายตัวของอึ่งอ่างก้นขีด การปรับตัว พฤติกรรม นิเวศวิทยาให้

เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดีขึ้น สำหรับการศึกษาเทคนิคทางโมเลกุลในทางอื่น ๆ รวมด้วยกับการศึกษา

ทางสัณฐานวิทยาเชิงลึก เพื่อจะได้นำมาเป็นข้อมูลในการตรวจสอบสถานภาพของวงศ์อึ่งอ่างต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytb  จำนวน 52 แฮโพลไทป์ (Km1 – Km52) 

>Km1 

CTATACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCCCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCATATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTCATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGGGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACGCGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCACGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTACCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAACATCCTAGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTTACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km2 

CTATACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCCCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCATATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTCATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGAGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACGCGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCACGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTACCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTTACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km3 

CTATACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCCCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCATATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTCATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACGCGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGTCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCACGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTTACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km4 

CTATACAGCTGACACACCAATGGCATTTTCATCAGTCGCCCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCATATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTCATGGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTGGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACGCGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGTCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCACGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTCGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTTACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km5 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTTCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTCGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km6 

CATCATGATCTGAACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCCCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCATATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTCATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTTCCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACGCGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGTCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCACGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTTACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km7 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTCGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km8 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTAAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAACC

TACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTCCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCAC

ATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTCA

ACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTATC

AACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km9 

CTATACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCCCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCATATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTCATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTTCCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAACC

TACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACGCGATTCTTCAC

ATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGTCTCA

ACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCACGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTATC

AACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTTACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km10 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCGGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

> Km11 

CTACACAGCTGATACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACTCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCCTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTCGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km12 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCTAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTTCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km13 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCTAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km14 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km15 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCGGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATTCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km16 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTTGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGATCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km17 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCCCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACACCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTCGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAATTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km18 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGACCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km19 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCGGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCATTAT

CAACTTTTGCCCCAAACATTCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km20 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTTCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTTCTACCGTGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km21 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATCACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km22 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGGGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km23 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTTCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km24 

CTACACTTTTTATATTTTGAAGGAATTTTCATGAGGCGCTCGCATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAACG

GCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGTC

ATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAACCT

ACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCACA

TTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTCAA

CGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTATCA

ACTTTTGCCCCGAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km25 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTTCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATCACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km26 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCGAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG  

>Km27 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTACCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATCACCAA

CCTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTC

ACATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCCAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km28 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATCACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km29 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATCACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km30 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCTAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km31 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCTAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km32 

CTACACAGCCGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCGGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATTCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTTACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km33 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGTGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTCGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG  

>Km34 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km35 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATCTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCGGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG  

>Km36 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTCTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTACAAAGAAACATGAAACATCGGAG

TCATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTTTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCTCCTTACATCGGCAACGATCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCATTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGATGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAACATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km37 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km38 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTTACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCATCTTTTGCCCCACATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAAGAAGAT  

>Km39 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTTACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 



 

 

  64 

>Km40 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTTACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAT 

>Km41 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGTCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km42 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGGGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km43 

CTACACAGCCGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGGGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km44 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCTCTTGTCACACCCCCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km45 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTGGCTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTGACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km46 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTTACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km47 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTATCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTTACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG  

>Km48 

CTATACTGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGACGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATCACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCCTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCCACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCAGGAGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAACCCTCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 

>Km49 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTAAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCTTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATCCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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>Km50 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCTAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAT 

>Km51 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTAAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCCAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATTCACCTCTTATTCCTCCATCAAACTGGCTCAACTAACCCCACAGGCCTC

AACGCCAACCCAGATAAAATCCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTAT

CAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAT 

>Km52 

CTACACAGCTGACACATCAATGGCATTTTCATCAGTCGCTCACATCTGTCGAGATGTTAACTACGGCTGACTACTTCGAAATCTCCATGCTAAC

GGCGCCTCATTCTTTTTTATCTGCATCTATCTCCACATTGGACGAGGCCTTTACTACGGCTCATATATGTATAAAGAAACATGAAACATCGGAGT

CATCCTCTTATTCCTTGTTATAGCCACAGCCTTTGTCGGTTATGTCCTACCATGAGGACAAATGTCATTCTGAGGGGCTACAGTAATTACCAAC

CTACTCTCAGCAGCCCCTTACATCGGCAACGACCTAGTTCAATGAATTTGAGGTGGCTTTTCAGTAGACAACGCTACCCTCACACGATTCTTCA

CATTTCACTTCATCCTCCCATTCATCATTGCTGGGGCCAGCATAATCCACCTCTTATTCCTCCATCAAACCGGCTCAACTAACCCCACAGGCCT

CAACGCCAACCCAGATAAAATTCCCTTCCATGCCTACTACTCCTACAAGGACGCCTTTGGCTTTGCCATTCTCCTTGCAGCCCTTGCCTCACTA

TCAACTTTTGCCCCAAATATCCTGGGAGACCCAGACAACTTCACACCAGCCAATCCCCTTGTCACACCACCCCACATTAAACCAGAG 
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ภาคผนวก ข 

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA จำนวน 31 แฮโพลไทป์ (Km – Km31) 

>Km1 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGAGTTT 

>Km2 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTC  

>Km3 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGATTCC 

>Km4 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGATTCC 

>Km5 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGAGTTC  
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>Km6 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTT 

>Km7 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTAAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTTA 

>Km8 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAGCTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTCC 

>Km9 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTC 

>Km10 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGAGTTC 
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>Km11 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGATTTC 

>Km12 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTA 

>Km13 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTCC 

>Km14 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTA 

>Km15 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGATTTC 
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>Km16 

CGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTCT 

>Km17 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTCC 

>Km18 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTTC 

>Km19 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGCGTTC 

>Km20 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTT 
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>Km21 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTC 

>Km22 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGAGTCC  

>Km23 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCATACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTTA 

>Km24 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTCTT 

>Km25 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTC 
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>Km26 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTCA  

>Km27 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGGTTTA 

>Km28 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGAGTCC 

>Km29 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCACACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGAGTAT 

>Km30 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCGCACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTT 
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>Km31 

AGCCTGCCCAGTGACAAAGTTAAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATG

GCATCACGAGGGTTATACTGTCTCCCTCTTCCAATCAATGAAACTGACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAGACTATAAGACGAGAAGACCCC

ATGGAGCTTTAAACTCAGTATCAATTACCTTACCGCACACCATCTTAACTTGGTAACTCTGATTACTGGTTTTCGGTTGGGGTGACCGCGGAGT

AAAACAAAACCTCCACGATGAACGGACCAATGCTCCTAATCATAGAGCCACAGCTCACAGAATCAAAAAATTGACATAAATTGATCCAATTAAT

TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC

AGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGTTTTC 
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ตาราง A ข้อมูลลายขีดบนหลังของตัวอย่างอึ่งอ่างก้นขีดทั้งหมด 118 ตัว 

หมายเหตุ : จำนวนตัวอย่าง(หมายเลขตัวอย่าง) ยกตัวอย่างเช่น 2(01 02) หมายถึง มีจำนวนตัวอย่าง 2 ตัว       

ได้แก่ Km-Th-LPG-KK01 และ Km-Th-LPG-KK02 

ประชากร ขีดตรงหนึ่งขีด ขีดตรงหลายขีดไม่ต่อกัน จุด ขีดผสมกับจุด   ขีดตรงผสมลายจุด 

Km-Th-SNK-Mu 4(01 02 03 05) 4(06 08 09 10)    
Km-Th-SNK-PP 4(02 03 05 06)   2(01 04)  
Km-Th-KSN 2(01 08) 3(02 03 04)    
Km-Th-MKM 5(01 04 08 09 10) 2(06 07)  3(02 03 05)  
Km-Th-NMA 5(03 04 05 08 10)   3(02 06 07) 1(01) 
Km-Th-UBN  1(05) 2(02 03) 2(01 04)  
Km-Th-SSK 2(03 04)  1(01) 1(05)  
Km-Th-SSK-RS   3(02 03 05) 1(01) 1(04) 
Km-Th-YST 2(01 05) 1(03)  2(02 04)  
Km-Th-SRN  1(05)  1(04) 3(01 02 03) 
Km-Th-KHM 6(01 02 03 06 07 08) 1(12)  3(09 10 11) 2(04 05) 

Km-Th-LEI   1(02) 3(01 04 05) 1(03) 
Km-Th-SKW-PS 2(01 05)  1(02) 2(03 04)  
Km-Th-SKW-
KED 

   1(03) 3(01 02 05) 

Km-Th-SKW-WN 2(02 04)     

Km-Th-PRI 4(03 11 12 13) 1(01)  4(02 06 08 15) 2(04 14) 
Km-Th-LRI 3(01 04 05) 2(02 03)    
Km-Th-CNT 1(02) 1(03)  2(04 05) 1(01) 
Km-Th-LPG 1(03)   4(02 03 04 05)  
Km-Th-LPG-KK 2(01 02)     

รวม 45 17 8 34 14 
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