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บทคัดย่อ 
              การวิจัยครั งนี มีจุดมุ่งหมายเพ่ือศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ของสัตว์สะเทินน ้าสะเทินบกบาง
ชนิดในพื นที่มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม ซึ่งครั งนี ส้ารวจพบสัตว์สะเทินน ้าสะเทินบก 6 ชนิด 
ได้แก่ อึ่งอ่างบ้าน อ่ึงเพ้า อ่ึงก้นขีด กบนา เขียดโม่ และคางคกบ้าน ได้ท้าการศึกษาคาริโอไทป์ส้าเร็จ 
3 ชนิด มีผลการวิจัยดังนี  คาริโอไทป์ของกบนา เขียดโม่ และคางคกบ้านที่พบในมหาวิทยาลัย       
ราชภัฏมหาสารคาม ผลจากการเตรียมโครโมโซมโดยตรงด้วยเซลล์ไขกระดูก พบว่ากบนาเพศผู้และ
เพศเมีย มีจ้านวนโครโมโซมดิพลอยด์ คือ 26 แท่ง (13 คู่) มีจ้านวนโครโมโซมพื นฐาน ( NF ) เท่ากับ 
52 แท่ง คาริโอไทป์ของกบนาเพศผู้ประกอบด้วยโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริกขนาดใหญ่  2 แท่ง              
ซับเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 7 แท่ง 
ซับเมทาเซนทริกขนาดเล็ก 1 แท่ง มีสูตรคาริโอไทป์ ดังนี  2n (26) = Lm

2 + Lsm
1 + Mm

2 + Sm
7 + 

Ssm
1 และกบนาเพศเมียประกอบด้วยโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 3 แท่ง ซับเมทาเซนทริก

ขนาดใหญ่ 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 6 แท่ง และ             
ซับเมทาเซนทริกขนาดเล็ก 1 แท่ง มีสูตรคาริโอไทป์ ดังนี  2n (26) =Lm

3 + Lsm
1 + Mm

2+  Sm
6 + 

Ssm
1 เขียดโม่เพศผู้และเพศเมีย มีจ้านวนโครโมโซมดิพลอยด์คือ 26 แท่ง (13 คู่) มีจ้านวนโครโมโซม

พื นฐาน ( Fundamental number , NF ) เท่ากับ 52 แท่ง เขียดโม่เพศผู้ประกอบด้วยโครโมโซม
ชนิด เมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 1 แท่ง ซับเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 3 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 
แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 4 แท่ง ซับเมทาเซนทริกขนาดเล็ก 3 แท่ง เมื่อน้าค่าจากการวัดขนาด
ของโครโมโซม 10 เซลล์ มาเฉลี่ยท้าให้สามารถท้าอิดิโอแกรมของเขียดโม่เพศผู้ชนิดนี ได้ การศึกษา
ครั งนี ท้าให้ได้สูตรคาริโอไทป์ของเขียดโม่เพศผู้ ดังนี  2n (26) = Lm

1 + LSm
3 + Mm

2 + SSm
3 + Sm

4 
และเขียดโม่เพศเมียประกอบด้วยโครโมโซมชนิด เมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 3 แท่ง ซับเมทาเซนทริก
ขนาดใหญ่ 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 8 แท่ง เมื่อน้าค่าจากการ
วัดขนาดของโครโมโซม 10 เซลล์ มาเฉลี่ยท้าให้สามารถท้าอิดิโอแกรมของเขียดโม่เพศเมียชนิดนี ได้ 
การศึกษาครั งนี ท้าให้ได้สูตรคาริโอไทป์ของเขียดโมเ่พศเมีย ดังนี  2n (26) = Lm

3 + LSt
1 + Mm

1 + Sm
8 

และคางคกบ้านเพศผู้และเพศเมีย มีจ้านวนโครโมโซมดิพลอยด์คือ 22 แท่ง (11 คู่) มีจ้านวน
โครโมโซมพื นฐาน ( Fundamental number , NF ) เท่ากับ 44 แท่ง คางคกเพศผู้ประกอบด้วย
โครโมโซมชนิด เมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 4 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาด
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เล็ก 6 แท่ง มาเฉลี่ยท้าให้สามารถท้าอิดิโอแกรมของคางคกเพศผู้ชนิดนี ได้ การศึกษาครั งนี ท้าให้ได้
สูตรคาริโอไทป์ของคางคกเพศผู้ ดังนี  2n (22) = Lm

4 + Mm
1 + Sm

6 และเพศเมียประกอบด้วย
โครโมโซมชนิด เมเซนทริกขนาดใหญ่ 4 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 แท่ง เมทาเซนทริกขนาด
เล็ก 5 แท่ง มาเฉลี่ยท้าให้สามารถท้าอิดิโอแกรมของคางคกเพศผู้ชนิดนี ได้ การศึกษาครั งนี ท้าให้ได้
สูตร  คาริโอไทป์ของคางคกเพศผู้ ดังนี  2n (22) = Lm

4 + Mm
2 + Sm
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Abstract 

               The purpose of this research was to expolve some amphibians in   
Rajabhat Maha Sarakham University. This research found 6 species as following 
Kaloula pulchra, Glyphoglossus molossus, Kaloula mediolineata, Hoplobatrachus 
rugulosus, Ferjervaya limnocharis, Duttaphrynus  melanostictus and successful to 
karyotypes of 3 amphibians, namely Hoplobatrachus rugulosus, Ferjervaya 
limnocharis and Duttaphrynus  melanostictus. For the result of chomosomes which 
was prepared from bone marrow cells, it was found that Hoplobatrachus rugulosus, 
both male and female, had number of diploid chromosome  26 (13 pairs) and the 
fundamental number (NF) was 52 .The chormosomes   from Hoplobatrachus 
rugulosus male presences of 2 large metacentric, 1 large submatacentric, 2 medium 
submatacentric, 7 small metacentric and 1 sub small metacentric. The karyotype 
formulas could be decuced as : 2n (26) = Lm

2 + Lsm
1 + Mm

2 + Sm
7 + Ssm

1. The 
chormosomes from Hoplobatrachus rugulosus females presences of 3 large 
metacentric, 1 large submetacentric, 2 medium metacentric, 6 small metacentric and 
1 small submetacentric. The karyotype formulas could be decuced as : 2n (26) = Lm

3 
+ Lsm

1 + Mm
2+  Sm

6 + Ssm
1. The results from Ferjervaya limnocharis presences the 

diploid chromosome number (2n) was 2n=26 and the fundamental number (NF) was 
52. The chormosomes from Ferjervaya limnocharis males presences of 1 large 
metacentric, 3 large submetacentric, 2 medium metacentric, 4 small metacentric and 
3 small submetacentric. The karyotype formulas could be decuced as : 2n (26)= Lm

1 
+ LSm

3 + Mm
2 + SSm

3 + Sm
4. The chormosomes from. Ferjervaya limnocharis females 

presences of 3 large metacentric , 1 large submetacentric , 1 medium metacentric  8 
small metacentric. The karyotype formulas could be decuced as : 2n (26) = Lm

3 + 
LSm

1 + MM
1 + Sm

8 and the results from Duttaphrynus  melanostictus showed that the 
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diploid chromosome number (2n) was 2n=22 and the fundamental number (NF) was 
44 . The chormosomes  from Duttaphrynus  melanostictus males presences of 4 
large metacentric, 1 medium matacentric and 6 small metacentric.The karyotype 
formulas could  be decuced as : 2n (22) = Lm

4 + Mm
1 + Sm

6 and the chormosomes  
from Duttaphrynus  melanostictus females presences. Of 4 large metacentric, 2  
medium matacentric and 5 small metacentric. The karyotype formulas could be be 
decuced as : 2n (22) = Lm

4 + Mm
2 + Sm

5. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำกำรท ำวิจัย 

ปัจจุบันการใช้ทรัพยากรธรรมชาติอย่างไม่มีขอบเขตจ ากัด  ขาดการอนุรักษ์  การรักษา และ
การควบคุมอย่างเหมาะสม  ท าให้ทรัพยากรธรรมชาติและมีจ านวนลดลงอย่างรวดเร็วประกอบกับ
ประเทศไทยมีประชากรเพ่ิมขึ้นมาก  จ าเป็นต้องอาศัยพ้ืนดินและแหล่งน้ าในการท าเกษตรกรรม  
พ้ืนที่ป่าถูกบุกรุกมากขึ้นและมีการปล่อยของเสียลงสู่แหล่งน้ าท าให้เกิดมลพิษขึ้นในสิ่งแวดล้อมส่ง
ผลกระทบต่อประชากรพืชและสัตว์โดยเฉพาะกลุ่มสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก  (amphibians)  ได้แก่  
กบ  เขียด  อ่ึงอ่าง  คางคก  และปาด  ซึ่งในช่วงวัยอ่อนต้องอาศัยแหล่งน้ าเป็นที่อยู่อาศัย  สัตว์
สะเทินน้ าสะเทินบกมีประโยชน์ต่อมนุษย์ทั้งทางตรงและทางอ้อม  กบ  เขียด  อ่ึงอ่าง  เป็นแหล่ง
อาหารโปรตีน  โดยเฉพาะกับประชากรที่อาศัยในชนบท  คางคก  และปาด  ถึงใช้เป็นอาหารไม่ได้แต่
ก็มีส่วนช่วยในการก าจัดแมลงศัตรูพืชไม่ให้แพร่ระบาดมากจนเกินไป  ตัวอ่อนหรือลูกอ๊อดที่อาศัยอยู่
ในน้ าก็เป็นตัวช่วยควบคุมปริมาณของสัตว์น้ าขนาดเล็กให้อยู่ในภาวะสมดุล  และลูกอ๊อดเองก็เป็น
อาหารเป็นอาหารของสัตว์น้ าชนิดอ่ืนๆ  นอกจากนี้สภาพความสมบูรณ์ของตัวเต็มวัยยังเป็นดัชนีบ่ง
บอกถึงสภาวะมลพิษในอากาศและสิ่งแวดล้อมได้เป็นอย่างดี  สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกเป็นประโยชน์
ต่อการเกษตรกรรมแผนใหม่ที่ลดการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืช  โดยปล่อยให้สัตว์ในธรรมชาติควบคุม
แทน  คางคกบ้านหนึ่งตัวสามารถก าจัดปลวกได้นับพันตัวในช่วงเวลาคืนเดียว  กบอ่ืน ๆ  ก็สามารถ
ก าจัดแมลงทั้งที่อยู่ในน้ าและบนบกได้เป็นจ านวนมาก  (ธัญญา  จั่นอาจ,2546)   
 สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกกลุ่มอ่ึงอ่าง คางคกมีโอกาสเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ เนื่องจากการ
ท าลายป่าต้นน้ า ล าธาร ซึ่งเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยตามธรรมชาติที่ส าคัญอย่างยิ่ง คือ ขาดความรู่พ้ืนฐาน
ที่ จ ะ น า ไ ป ใ ช้ ใ น ก า ร จั ด ก า ร อย่ า ง เ ห ม า ะส ม เ พ่ื อป ร ะ โ ย ช น์ ใ น แ น วท า ง ก า ร อนุ รั ก ษ์                        
(จารุจินต์ นภึตะภัฎ,   2531) ปัจจุบันกรมป่าไม้ออกพระราชบัญญัติให้คางคก 3 ชนิด คือ จงโครง 
(Phrynoidis  aspera) คางคกหัวราบ (Bufo  macrotis) และคางคกแคระ (Bufo  parvas) เป็น
สัตว์ป่าคุ้มครองประเภทที่ 1 คือ เป็นสัตว์ป่าปกติไม่นิยมใช้บริโภคเป็นอาหารหรือไม่ล่าเป็นเกมกีฬา 
แต่เป็นสัตว์ที่ช่วยก าจัดศัตรูพืช ขจัดสิ่งปฏิกูลหรือเป็นสัตว์ป่าที่ควรสงวนไว้เพ่ือมิให้จ านวนลดลง 
(สมชาย เลี้ยงพรพรรณ,  2540) กบหลายชนิดมีการแพร่กระจายทั่วทุกภาคของประเทศไทย มี
ประโยชน์หลายด้าน เช่น ประโยชน์ทางตรงเป็นอาหาร เนื้อเป็นที่นิยมบริโภคกันมากในปัจจุบัน 
เนื่องจากมีโปรตีนที่มีคุณค่าทางอาหารสูง และทางการค้าสามารถเพ่ิมพูนรายได้ให้กับครอบครัวและ
ประเทศชาติ หนังสามารถน าไปท ากระเป๋ารองเท้า เครื่องดนตรี และของช า รวยต่าง ๆ ส่วนหัว 
อวัยวะระบบทางเดินอาหารและกระดูกที่ตัดช าแหละแล้ว น าไปใช้เป็นอาหารเลี้ยงสัตว์ได้ ประโยชน์
ทางอ้อม คือ ในระบบนิเวศวิทยา กบช่วยท าลายแมลง (ภาณุวัฒน์ นาคสิงห์, 2546)  

ปัจจุบันได้มีการน าเอาความรู้ทางด้านพันธุศาสตร์เซลล์ (cytogenetics) ซึ่งเกี่ยวกับ
โครโมโซม (chromosome) และคาริโอไทป์ (karyotype) ด้านชีวเคมี (biochemistry) วิทยา
ภูมิคุ้มกัน (immunology) ตลอดจนชีววิทยาระดับโมเลกุล (molecular biology) เข้ามาช่วยในการ
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จัดจ าแนก ท าให้ข้อผิดพลาดด้านอนุกรมวิธาน ลดน้อยลง (ธวัช ดอนสกุล ,  2546) กบบางชนิดซึ่งมี
รูปร่างลักษณะลวดลาย สีสัน ภายนอกคล้ายคลึงกันมาก ซึ่งคาริโอไทป์สามารถที่จะช่วยบ่งบอกถึง
ความแตกต่างของกบแต่ละชนิดได้ ความหลากหลายทางพันธุกรรม   (genetic diversity) เกิดจาก
ความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ของสิ่งมีชีวิต ส่งผลให้เกิดความแตกต่างในระดับ
รหัสพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ท าให้สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวหรือต่างชนิดกันที่มียีนที่แตกต่างกัน เกิดโปรตีน 
และกระบวนการชีวเคมีที่ต่างกันออกไป สิ่งมีชีวิตจึงมีความหลากหลายในทางพันธุกรรมที่ปรากฏ
ออกมา ความหลากหลายทางพันธุกรรมปรากฏออกมาใน 2 ระดับ คือ ระดับโครโมโซม และระดับ
โมเลกุล ในระดับโครโมโซมสามารถตรวจสอบด้วยเทคนิคทางพันธุศาสตร์เซลล์ ส่วนในระดับโมเลกุล
ซึ่งได้แก่ ดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ และโปรตีน สามารถตรวจสอบได้โดยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลเช่น 
polymerase chain reaction (PCR), electrophoresis, Southem blotting, Northem 
blotting, Westem blotting เป็นต้น (ประดิษฐ์ พงษ์ทองค า, 2546; สมพร ประเสริฐส่งสกุล, 2547)  

พันธุศาสตร์เซลล์เป็นการศึกษาโครโมโซมซึ่งเป็นหน่วยโครงสร้างที่ส าคัญในการถ่ายทอด
พันธุกรรมของเซลล์ การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโครโมโซมย่อมมีผลโดยตรงต่อการถ่ายทอดทาง
พันธุกรรม ท าให้เกิดการแสดงออกในสิ่งมีชีวิตในรูปแบบที่แตกต่างกัน มีผลต่อการเจริญพัฒนา และ
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต (อมรา  คัมภิรานนท์, 2546) เนื่องจากสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดจะมีจ านวน และ
รูปร่างของโครโมโซมที่จ าเพาะ สิ่งมีชีวิตบางกลุ่มท่ีมีความใกล้ชิดกันทางสายวิวัฒนาการเมื่อตรวจสอบ
โครโมโซมพบว่ามีโครโมโซมหลายๆคู่ที่เหมือนกันในบางครั้งจ านวนโครโมโซมและลักษณะคาริโอไทป์
ถูกน ามาใช้ เป็นข้อมูลที่ส าคัญประกอบการจัดจ าแนกสัตว์  ที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(morphology) คล้ายกันจนไม่สามารถแยกความแตกต่างได้ ( Giessmann,  2002) การศึกษา
สิ่งมีชีวิตด้านพันธุศาสตร์เซลล์มีค่อยข้างน้อย ถึงแม้ว่าข้อมูลพ้ืนฐานที่ได้จากการศึกษาจะมี
ความส าคัญในการน าไปประยุกต์ใช้ด้านต่างๆ เช่น ด้านอนุกรมวิธาน การศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการ การปรับปรุงพันธุ์ นอกจากนี้ยังใช้ประโยชน์ด้านการศึกษาโรคทางพันธุกรรมที่เกิดจาก
ความผิดปกติของโครโมโซม 

มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม มีเนื้อที่ทั้งหมด 800 ไร่ เป็นพ้ืนป่าซึ่งมีความอุดมสมบูรณ์
และความหลากหลายของชนิดพันธุ์ทั้งพืชและสัตว์ สัตว์ในกลุ่มสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกก็มีจ านวนที่
หลากหลาย ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อระบบนิเวศ แต่ปัจจุบันพ้ืนที่ป่าส่วนใหญ่ภายในมหาวิทยาลัย       
ราชภัฏมหาสารคามก าลังถูกบุกรุก ท าให้สัตว์เหล่านั้นไม่มีที่อยู่อาศัยและท าให้ปริมาณลดน้อยลงใน
อัตราที่รวดเร็ว เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ ปัจจุบันมีการศึกษาชีววิทยาของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกในแง่
ต่างๆ อย่างหลากหลาย เนื่องจากสัตว์กลุ่มนี้มีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมสามารถ
เป็นตัวบ่งชี้ทางชีววิทยา (biological indicator) เช่น ในแหล่งอุตสาหกรรมมักพบสัตว์จ าพวกนี้น้อย 
เนื่องจากในบริเวณที่เป็นกรดจะท าให้ลูกอ๊อดที่เกิดมาเมื่อเจริญเป็นตัวเต็มวัยแล้วจะมีร่างกายพิการ 
เช่น แขนขากุด เป็นต้น การศึกษาในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นการศึกษาอนุกรมวิธานเพ่ือจัดจ าแนก
โดยใช้ลั กษณะลวดลายสี สัน  และลักษณะทางสัณฐานวิทยา เป็ นหลั ก  รวมทั้ ง ใน พ้ืนที่
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ซึ่งประชากรของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกแต่ละสกุล แต่ละชนิดย่อมมีจ านวน
โครโมโซมและรูปร่างของโครโมโซมที่ต่างกัน ขณะเดียวกันประชากรในชนิดเดียวกันแต่อยู่ในแหล่ง
อาศัยต่างกันก็อาจมีรูปร่างของโครโมโซมที่ต่างกันได้ ทั้งนี้เนื่องจากอิทธิพลของความแตกต่างทาง
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พันธุกรรม และสิ่งแวดล้อม การศึกษาในครั้งนี้จึงต้องจัดการศึกษาความเหมือนและแตกต่างของ
โครโมโซมดังกล่าว เพ่ือใช้ในการจ าแนกชนิด ขณะเดียวกันก็ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งแวดล้อม
กับชนิดของโครโมโซม เพ่ือเป็นข้อมูลในการประเมินหรือติดตามผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงของ
สิ่งมีชีวิต ซึ่งจะท าให้เกิดการบริหารจัดการความหลากหลายทางชีวภาพที่ยั่งยืนต่อไป 

การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกที่ผ่านมาในพ้ืนที่ของมหาวิทยาลัย
ราชภัฏมหาสารคามยังไม่มีการศึกษาดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจเลือกศึกษาในพ้ืนที่นี้เพราะมีความส าคัญต่อ
การจัดการทรัพยากรสัตว์ การอนุรักษ์ การจัดการทรัพยากรท้องถิ่นอย่างยั่งยืน นอกจากนี้ข้อมูล
ทางด้านพันธุศาสตร์เซลล์ยังมีความส าคัญอย่างยิ่ง ที่ท าให้เราทราบถึงข้อมูลพ้ืนฐานเกี่ยวกับ
โครโมโซม และน าไปใช้ร่วมกับการศึกษาด้านอนุกรมวิธาน และเชื่อมโยงความสัมพันธ์ทางสาย
วิวัฒนาการกับสัตว์กลุ่มอ่ืนๆ เป็นข้อมูลพ้ืนฐานทางด้านการปรังปรุงพันธุ์สัตว์เพ่ือช่วยอนุรักษ์และ
ขยายพันธุ์ รวมถึงการปรับปรุงพันธุ์เพ่ือการค้าและเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการศึกษาด้านพิษวิทยาใน
อนาคต 
 
1.2 วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือศึกษาโครโมโซมของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางชนิดในพ้ืนที่มหาวิทยาลัยราชภัฏ
มหาสารคาม โดยใช้เทคนิคการย้อมสีโครโมโซมแบบธรรมดา (conventional staining) การย้อม
แถบสีแบบนอร์ (NOR-banding) และการย้อมสีแบบจี (G-banding) 

2. เพ่ือศึกษาระยะต่างๆ ของการแบ่งเซลล์เพ่ือสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (meiosis) ของสัตว์สะเทิน
น้ าสะเทินบกบางชนิดในพื้นที่มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม  

3. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบจ านวน รูปร่าง และโครโมโซมเครื่องหมาย (chromosome 
marker) ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางชนิดในพ้ืนที่มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม  

4. เพ่ือจัดคาริโอไทป์ และอิดิโอแกรม (idiopram) มาตรฐานของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก
บางชนิดในพื้นท่ีมหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม และน ามาเปรียบเทียบกันระหว่างสัตว์แต่ละชนิด 

5. เพ่ือเป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาพันธุศาสตร์ด้านอื่น ๆ 
 
1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. ท าให้ทราบจ านวน รูปร่าง และโครโมโซมเครื่องหมายของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบาง
ชนิดในพื้นท่ีมหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม  

2. ท าให้ทราบลักษณะคาริโอไทป์ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางชนิดในพ้ืนที่มหาวิทยาลัย
ราชภัฏมหาสารคาม ข้อมูลนี้สามารถบ่งบอกความสัมพันธ์ในเชิงวิวัฒนาการ และใช้ประโยชน์ส าหรับ
ข้อมูลประกอบการจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิต (cytotaxonomy) ได ้

3. ท าให้ทราบความเหมือนและแตกต่างระหว่างโครโมโซมของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบาง
ชนิดในพื้นท่ีมหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม ข้อมูลนี้บ่งบอกความสัมพันธ์ระหว่างสัตว์ในกลุ่มนี้ 

4. เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาพันธุกรรมด้านอ่ืนๆ ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก 
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1.4 ขอบเขตและข้อจ ำกัดกำรวิจัย 
1. การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางชนิดในพ้ืนที่มหาวิทยาลัยราช

ภัฏมหาสารคาม 
2. การเตรียมโครโมโซมโดยใช้เทคนิคการเตรียมจากไขกระดูก 
3. การย้อมสีโครโมโซมด้วยเทคนิคการย้อมสีแบบธรรมดา  
4. ศึกษาจ านวน รูปร่างโครโมโซม ตรวจสอบหาเครื่องหมายของโครโมโซม จัดคาริโอไทป์ 

และท าอิดิโอแกรม โดยใช้เซลล์ระยะเมทาเฟสที่มีโครโมโซมกระจายตัวดี ชนิดละ 20 เซลล์ 
5. เปรียบเทียบคาริโอไทป์ และอิดิโอแกรมของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกบางชนิดในพ้ืนที่

มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม 
 

1.5 สถำนที่ท ำกำรวิจัย 
1. ศูนย์วิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม 
2. ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

          3. สถานที่เก็บตัวอย่าง คือ ภายในพ้ืนที่มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม อ าเภอเมือง 
จังหวัดมหาสารคาม 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ลักษณะทั่วไปของสัตว์สะเทินน ้าสะเทินบก 

        สัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบก (Amphibians) เป็นสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังพวกแรกที่ขึ นจำกน ้ำมำอยู่
บนบก โดยวิวัฒนำกำรตัวเองมำจำกปลำในยุคปลำยดีโวเนียน (406 ล้ำนปีก่อน) ในปลำชั น 
Sarcopterygii โดยเฉพำะปลำในชั นย่อย Tetrapodomorpha ที่ปัจจุบันได้สูญพันธุ์และวิวัฒนำกำร
มำเป็นสัตว์อย่ำงอ่ืนไปแล้ว ก่อนที่จะวิวัฒนำกำรเป็นสัตว์เลื อยคลำนต่อไป  

          ลักษณะส้ำคัญของสัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบก คือ ผิวหนังมีต่อมเมือกท้ำให้ ผิวหนังชุ่มชื น
ตลอดเวลำ ผิวหนังเปียกลื่นอยู่เสมอ ไม่มีเกล็ดตัวไม่แห้งหรือไม่มีขน มีขำ 2 คู่ มีเหงือกไม่เป็นคู่ มีช่อง
จมูก 2 ช่องติดต่อถึงช่องปำก กะโหลกศีรษะมีปุ่มออกซิปิทอล (occipital condyle) 2 ปุ่ม หัวใจมี 3 
ห้อง หำยใจด้วยผิวหนัง เหงือก ปอด โดยชั นผิวหนังนั นมีลักษณะพิเศษสำมำรถแลกเปลี่ยนออกซิเจน
ได้เนื่องจำกมีโครงข่ำยหลอดเลือดฝอยจ้ำนวนมำก เพ่ือใช้ในกำรหำยใจสืบพันธุ์โดยกำรผสมพันธุ์
ภำยนอกล้ำตัว สืบพันธุ์เมื่ออำยุ 2–3 ปี วำงไข่เป็นกลุ่มในน ้ำมีสำรเป็นวุ้นหุ้ม ไม่มีเปลือก ตัวอ่อน
อำศัยอยู่ในน ้ำ ตัวเต็มวัยอำศัยอยู่ในน ้ำหรือในที่มีควำมชื นบนบก พบตั งแต่ยุคดีโวเนียนจนถึงปัจจุบัน 
มีอยู่ประมำณ 2,500 ชนิด (Taylor, 1962; Storer and Usinger, 1957) จำกกำรส้ำรวจสัตว์สะเทิน
น ้ำสะเทินบกในประเทศไทยตั งแต่ต้นจนถึงปี 2544 พบ 107 ชนิด (จำรุจินต์, 2531) และ         
(ธัญญำ จั่นอำจ, 2546) ได้รำยงำนไว้ 141 ชนิด 

            ลักษณะทั่วไปของสัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกในอันดับกบเขียด (Order Anura) หรือกบ เขียด 
อ่ึงอ่ำง และคำงคก มีดังนี   

            ลักษณะล้ำตัวคอนข้ำงสั น มี 4 ขำ มีหลำยกลุ่ม และมีรูปร่ำงแตกต่ำงกันหลำยแบบ มีทั ง
ล้ำตัวขนำดเล็กจนถงึขนำดใหญ่ เช่น สกุลเขียดน ้ำนองมีขนำดเล็กจนถึงขนำดใหญ่ บำงกลุ่มมีตัวแบน
เรียว เช่น ในสกุลกบเวียดนำม ปัจจุบันมีกำรค้นพบและอนุกรมวิธำนแล้วกว่ำเกือบ 4,800 ชนิด 
นับว่ำมีควำมหลำกหลำยที่สุดของสัตว์ในชั นนี  มีด้วยกัน 14 วงศ์ แต่ในประเทศไทยพบด้วยกันทั งหมด 
6 วงศ์ (ธัญญำ จั่นอำจ, 2546) ได้แก่ 

             2.1.1. วงศ์อ่ึงกรำย (Family Megophryidae) 

             สกุล                  : Leptobrachium 

             ชื่อสำมัญ            : Smith's litter frog  

             ชื่ออ่ืน                : อ่ึงกรำยลำยเลอะ 
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             ชื่อวิทยำศำสตร์     : Leptobrachium  smithi 

 

                 ภาพที่ 2.1 อ่ึงผี หรือ งกรำยหมอสมิธ  (Leptobrachium  smithi) 

                                        ที่มา:  Matsui, et al, 1999 

           ลักษณะ : มีกระดูกสันหลังหน้ำกระดูกก้นกบ 8 ปล้อง กระดูกสันหลังมีเซนทรัมเป็น

แบบอย่ำงของแอมฟิซีลัส กระดูกหัวไหล่เป็นแบบอย่ำงของอำร์กซิฟเอรัล กระดูกแอสทรำกำลัสและ

กระดูกแคลคำเนียมเชื่อมรวมกันเฉพำะส่วนต้นและส่วนปลำย ไม่มีชิ นกระดูกแทรกระหว่ำงกระดูกนิ ว 

2 ชิ นสุดท้ำย ผิวหนังล้ำตัวมีต่อมเป็นจ้ำนวนมำก นอกจำกนี แล้วหลำยชนิดของทั งตัวผู้และตัวเมียยังมี

กลุ่มของต่อมบริเวณขำหนีบและซอกขำหน้ำ (Matsui, et al, 1999.) 

              2.1.2 วงศ์ปำด (Family Rhacophoridae)  

              สกุล                  : Polypedates 

              ชื่อสำมัญ            : - 

              ชื่ออ่ืน                : ขี ตะปำด 

              ชื่อวิทยำศำสตร์     : Polypedates leucomystax 
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                            ภาพที ่2.2 ปำดบ้ำน (Polypedates leucomystax) 

ที่มา :  Matsui, et al, 1999 

              ลักษณะ : มีควำมสำมำรถปรับเปลี่ยนสีได้ตำมสภำพแวดล้อมที่อยู่อำศัยทั งขำว , เหลือง, 
เทำ, ชมพู, น ้ำตำล จนถึงน ้ำตำลเข้มออกด้ำ ปลำยนิ วทั งหมดเป็นปุ่มกลม มีแผ่นยึดเป็นพังผืดระหว่ำง
นิ วเฉพำะขำหลังเท่ำนั น ตีนเหนียวสำมำรถเกำะติดกับผนังได้ บริเวณด้ำนหลังระหว่ำงลูกตำผิวหนังจะ
แบนรำบจนติดกับกะโหลก และมีลำยเข้มคล้ำยนำฬิกำทรำยอยู่บนท้ำย 

ทอยพำดมำจนถึงหัวไหล่ (Matsui, et al, 1999.) 

              2.1.3 วงศ์ปำดเมืองจีน (Family Hylidae) 

              สกุล                          : Hyla 

              ชื่อสำมัญ              : Chinese tree Frog 

              ชื่ออ่ืน                  : ผีเสื อเณรส่ำหรี 

              ชื่อวิทยำศำสตร์      : Hyla annectans  
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                                       ภาพที่ 2.3   ปำดเมืองจีน (Hyla annectans) 

ที่มา : Matsui, et al, 1999 

 ลักษณะ : คล้ำยผีเสื อเณรธรรมดำ ปีกบน พื นปีกสีเหลืองขอบปีกมีสีด้ำ สีด้ำที่ต่อกับสีเหลืองบริเวณ
ขอบปีกด้ำนข้ำงของปีกคู่หน้ำหยักเว้ำ สีด้ำที่ขอบปีกนี มีลักษณะแตกต่ำงจำกผีเสื อเณรธรรมดำ ปีก
ล่ำงพื นปีกสีเหลือง มุมปลำยปีกหน้ำของปีกคู่หน้ำมีสรน ้ำตำล กลำงปีกทั งสองคู่มีจุดและขีดสีด้ำเล็ก ๆ  
(Matsui, et al, 1999.) 

  2.1.4 วงศ์กบเขียด (Family Ranidae) 

              สกุล                  : Limnonectes 

              ชื่อสำมัญ            :   Kuhl's creek frog 

              ชื่ออ่ืน                :   กบฑูต 

              ชื่อวิทยำศำสตร์     : Limnonectes blythii 
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                       ภาพที่ 2.4  กบภูเขำ หรือเขียดแลว (Limnonectes blythii) 

                              ที่มา :  Matsui, et al, 1999 

              ลักษณะ : ปลำยปำกเรียวแหลมจนเห็นได้ชัด ส่วนล้ำตัวอ้วนใหญ่ ผิวเป็นตุ่มเล็ก ๆ ไม่
สะดุดตำดูคล้ำยเป็นผิวหนังเรียบ เมื่อโตเต็มที่ล้ำตัวจะมีสีน ้ำตำลแดง ริมฝีปำกด้ำ มีขีดด้ำจำกท้ำยตำ
ลำกมำจนถึงเหนือวงแก้วหู บริเวณสีข้ำงอำจมีลำย หรือจุดสีด้ำ น ้ำตำลเข้ม ส่วนขำมีลำยเข้มคำด เป็น
ระยะ ๆ นอกจำกนี  ยังพบว่ำสำมำรถปรับเปลี่ยนสีผิวไปตำมที่อยู่อำศัย เช่น ล้ำตัวจะมีสีน ้ำตำลแดง
เมื่ออำศัยอยู่ตำมพงหญ้ำแห้ง หรือมีสีด้ำเมื่อหลบซ่อนอยู่ในโพรงไม้  (Matsui, et al, 1999.) 

              2.1.5 วงศ์อ่ึงอ่ำง   (Family Microhylidae)  

              สกุล       : Microhyla 

              ชื่อสำมัญ          : Ornate Narrow-mouthed Frog 

              ชื่ออ่ืน              : - 

              ชื่อวิทยำศำสตร์   :  Microhyla ornate 
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                              ภาพที่ 2.5 อ่ึงน ้ำเต้ำ (Microhyla ornate)                                 

                            ที่มา : Matsui, et al, 1999 

              ลักษณะ : หัวเล็ก หน้ำสั น ล้ำตัวด้ำนบนสีน ้ำตำลเทำ น ้ำตำลเข้ม น ้ำตำลเหลือง หรือสี
น ้ำตำลแดง มีลำยรูปน ้ำเต้ำสีน ้ำตำลเข้ม มีเส้นสีด้ำข้ำงจมูกผ่ำนตำต่อเนื่องไปตำมสีข้ำง ขำมีลำยพำด
ขวำงสีน ้ำตำลเข้มหรือเหลือง ตัวผู้คำงสีด้ำ ท้องสีขำวออกเหลือง ปลำยนิ วเรียว เท้ำหลังมีพังผืดเต็ ม
ควำมยำวนิ ว  (Matsui, et al, 1999.) 

              2.1.6 วงศ์คำงคก (Family Bufonidae) 

              สกุล      : Phrynoidis 

              ชื่อสำมัญ         : Giant jungle toad 

              ชื่ออ่ืน             : หมำน ้ำ, กง, กระทำหอง,  

              ชื่อวิทยำศำสตร์  :  Phrynoidis aspera 
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ภาพที่ 2.6  จงโคร่ง (Phrynoidis aspera) 

ที่มา: Matsui, et al, 1999 

              ลักษณะ : บริเวณหลังมีน ้ำพิษเห็นเป็นปุ่มชัดเจน ตำใหญ่ ตัวมีสีน ้ำตำลด้ำ ตัวผู้มักปรำกฏ
ลำยสีเข้มเป็นแถบทั งขำหน้ำ และขำหลัง บริเวณใต้ท้องมีสีขำวหม่น สำมำรถเปลี่ยนสีล้ำตัวได้ตำม
สภำพแวดล้อม โดยตัวเมียมีขนำดใหญ่กว่ำตัวผู้   (Matsui, et al, 1999.) 

2.2 พันธุศาสตร์เซลล์ 

              พันธุศำสตร์เซลล์ (Cytogenetics) เป็นวิทยำศำสตร์สำขำหนึ่งที่ให้ควำมรู้เกี่ยวกับหน้ำที่
และพฤติกรรมของสำรพันธุกรรมในนิวเคลียสภำยในเซลล์ มำจำกค้ำว่ำ cytology+genetics 
เนื่องจำกโครโมโซมเป็นสำรพันธุกรรมในนิวเคลียส ที่ส้ำคัญในกำรถ่ำยทอดทำงพันธุกรรม กำรเปลี่ยน
โครงสร้ำงของโครโมโซมในรูปแบบใดก็ตำมย่อมมีผลโดยตรงต่อกำรถ่ำยทอดทำงพันธุกรรมด้วย
กำรศึกษำวิชำนี จึงเน้นพฤติกรรมต่ำงๆของโครโมโซม อธิบำยได้จำกกำรมองเห็นภำยใต้กล้อง
จุลทรรศน์ จำกกำรศึกษำโครโมโซมในระดับหนึ่งสำมำรถบอกถึงพฤติกรรมและองค์ประกอบภำยใน
ระดับโมเลกุลของยีนได้ กำรค้นคว้ำทำงพันธุศำสตร์เซลล์ร่วมกับควำมรู้ในสำขำอ่ืนๆ อันได้แก่ เคมี 
ฟิสิกส์ และชีววิทยำโมเลกุลท้ำให้เกิดควำมเข้ำใจถึงพฤติกรรมโครโมโซมมำกขึ น 

           พันธุศำสตร์เซลล์ เริ่มต้นในปี ค.ศ. 1920 โดยมีกำรก้ำเนิดมำจำกกำรศึกษำทำงพันธุศำสตร์
เซลล์ ได้เริ่มในศตวรรษที่ 19 มีกำรศึกษำพฤติกรรมของโครโมโซมจำกกำรแบ่งเซลล์ชนิดไมโทซิส 
และไมโอซิส ทรำบระบบกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์แบบต่ำงๆ ของสิ่งมีชีวิต และควำมเข้ำใจทำงด้ำน
วิทยำเอ็มบริโอและสรีรวิทยำของเซลล์ และเป็นเวลำใกล้เคียงกันงำนของเมนเดล (Mendel) ในกำร
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ปรับปรุงพันธุ์พืชโดยศึกษำจำกลักษณะที่ปรำกฏจำกคู่ผสมพ่อแม่ที่ก้ำหนดเป็นควำมรู้ genetics 
ควำมรู้นี ช่วยอธิบำยหน่วยควบคุมพันธุกรรมและแบบแผนกำรถ่ำยทอดของหน่วยดังกล่ำว เมื่อควำมรู้
ทั ง cytology และ genetics ถูกน้ำมำศึกษำร่วมกันมีผลท้ำให้เข้ำใจองค์ประกอบและพฤติกรรมของ
โครโมโซมซึ่งมีผลต่อไปจนเกิดควำมเข้ำใจในระดับกำรท้ำงำนของยีน 

          ปัจจุบันเทคนิคที่ใช้ทำงพันธุศำสตร์เซลล์ระดับโมเลกุล มีหลำยชนิดที่ส้ำคัญดังจะยกตัวอย่ำง
บำงส่วนต่อไปนี  

          1. วิธีกำรตรวจต้ำแหน่งต่ำงๆของดีเอ็นเอ (หรือยีนที่สนใจ) บนแท่งโครโมโซมโดยเทคนิค in 
situ hybrization (ISH) และได้มีกำรปรับปรุงเทคนิคนี ให้มีประโยชน์โดยตรงเฉพำะงำนมำกมำยอัน
ได้แก่ เทคนิค FISH (fluorescence in situ hybridization) เทคนิค CGH (comparative 
genomic hybridization) เทคนิคPRINS (primed in situ labeling) และเทคนิค chromosome 
microdissection ร่วมกับ chromosome reverse painting เป็นต้น ด้วยวิธีกำรเหล่ำนี ร่วมกับกำร
น้ำเทคนิค high-resolution banding ท้ำให้สำมำรถตรวจควำมผิดปกติชนิดขำดหำยไปหรือเกินมำ
ของชิ นส่วนดีเอ็นเอ (บนแท่งโครโมโซม) ซึ่งมีขนำดเล็กมำกถึง 50-100 kb (1 กิโลเบส หรือ 
kb=1000 คู่เบส หรือ bp) 

           2. กำรใช้เทคนิค somatic cell genetics ร่วมกับกำรใช้เทคนิค chromosome 
translocation และ Southern blot และ PCR ท้ำให้สำมำรถตรวจหำต้ำแหน่งของยีนมำกมำยบน
แท่งโครโมโซม 

             3. เทคนิคกำรสร้ำงโครโมโซมเทียมของยีสต์ และเมื่อใช้เทคนิคอ่ืนๆมำช่วย 
(chromosome walking, chromosome jumping, chromosome landing) แล้วท้ำให้ค้นพบ
ต้ำแหน่งที่มนุษย์เป็นจ้ำนวนมำกโดยผ่ำนกำรท้ำแผนที่แบบ physical mapping เริ่มในปี ค.ศ. 1990 
ก้ำเนิดโครงกำรอันยิ่งใหญ่ของโลกคือโครงกำรศึกษำจีโนมมนุษย์ (Human Genome Project = 
HGP) โดยมีประเทศสหรัฐอเมริกำเป็นแกนน้ำเป็นโครงกำรยำวนำนถึง 15 ปีมีจุดมุ่งหมำย ในกำรหำ
แผนที่ของยีนทุกยีนในจีโนมมนุษย์ถอดรหัสสำยพันธุกรรมทั งหมดของมนุษย์ซึ่งมีควำมยำว 3.2 ล้ำนคู่
เบสบอกจำกนั นสร้ำงฐำนข้อมูลคอมพิวเตอร์ เก็บรหัสทั งหมดนี ไว้เพ่ือให้โอกำสทุกคนเข้ำมำสืบค้นได้ 
จุดประสงค์ของโครงกำรนี คือเพ่ือให้เข้ำใจโรคทำงพันธุกรรมทุกชนิดเพ่ือให้ง่ำยในกำรวินิจฉัยป้องกัน
และรักษำให้หำยขำดได้และประโยชน์อ่ืนๆทำงด้ำนวิทยำศำสตร์ชีวภำพ กำรปรับปรุงพันธุ์และ
วิวัฒนำกำรของชีวิต (อมรำ คัมภิรำนนท์, 2546)       

             2.2.1 เทคนิคการศึกษาโครโมโซม 

             เนื่องจำกโครโมโซมเป็นต้ำแหน่งที่อยู่บนยีนซึ่งเป็นตัวควบคุมพฤติกรรมต่ำงๆของสิ่งมีชีวิต 
กำรเจริญเติบโตอย่ำงปกติย่อมเกิดจำกกำรควบคุมของยีนในสภำพสมดุล ถ้ำสิ่งมีชีวิตใดมีจ้ำนวน
โครโมโซมเปลี่ยนไปจำกเดิมย่อมก่อให้เกิดผลต่ำงๆตำมมำ กำรศึกษำรูปร่ำงและลักษณะของ
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โครโมโซมจึงจ้ำเป็นอย่ำงยิ่งสิ่งมีชีวิตแต่ละสปีชีส์มีจ้ำนวนโครโมโซมและลักษณะคงที่ สิ่งมีชีวิตที่
สืบพันธุ์โดยใช้เพศมีจ้ำนวนโครโมโซม 2 แบบในเซลล์ต่ำงชนิดกัน เซลล์ร่ำงกำยเป็นแบบดิพลอยด์ 
(2n) และเซลล์สืบพันธุ์เป็นแบบแฮพลอยด์ (n) สิ่งมีชีวิตสืบพันธุ์แบบไม่ใช้เพศมีเพียงแบบเดียว คือ
อำจเป็นดิพลอยด์หรือแฮพลอยด์ขึ นกับกำรก้ำเนิดวิวัฒนำกำรของสิ่งมีชีวิตนั นๆ (อมรำ คัมภิรำนนท์ , 
2546) 

           2.2.2 การเตรียมโครโมโซมโดยวิธีทางตรง (direct method) 

            สัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกทุกชนิด จะถูกน้ำมำเตรียมโครโมโซมโดยตรงจำกเซลล์ไขกระดูก
โดยวิธี in vivo colcemid treatment ตำมวิธีของถำวร (2541) โดยสังเขป คือ ชั่งน ้ำหนักสัตว์
ตัวอย่ำงจำกนั นฉีดสำรโคลชิซิน (Colchicine) เข้มข้น 0.01% (ฉีด 1 มิลลิลิตร/100 กรัม) เข้ำที่ช่อง
ท้อง (intraperitoneal cavity)ทิ งไว้ประมำณ 16-18 ชั่วโมง จำกนั นสลบสัตว์ตัวอย่ำงด้วยน ้ำแข็ง 
และผ่ำเอำไขกระดูก ดันเอำไขกระดูกมำจำกโพรงกระดูกด้วยสำรละลำย  KCl เข้มข้น 0.075 M ที่
บรรจุในกระบอกฉีดยำที่มีเข็มติดอยู่ สับให้ละเอียดในสำรละลำยโพแทสเซียมคลอไรด์ เมื่อไขกระดูก
ละเอียดดีแล้วเติมสำรละลำยโพแทสเซียมคลอไรด์ให้ได้ปริมำณ 8 มิลลิลิตร ทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
ประมำณ 1 ชั่วโมง น้ำไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,600 รอบต่อนำที นำน 10 นำที ปั่นเสร็จดูดส่วนที่ใสทิ งแล้ว
เติมน ้ำยำคงสภำพ (fixative) ทีละน้อยจนได้ปริมำตร 8 มิลลิลิตร น้ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็วและเวลำ
เท่ำเดิม จำกนั นดูดสำรละลำยส่วนบนทิ งแล้วเติมน ้ำยำคงสภำพอีกในปริมำตรเท่ำเดิม ท้ำซ ้ำจนกว่ำ
สำรละลำยจะใส (ประมำณ 2-3 ครั ง) ในกำรปั่นเหวี่ยงครั งสุดท้ำยให้ดูดน ้ำยำคงสภำพเก่ำออกให้หมด 
แล้วเติมใหม่ลงไปประมำณ 1-2 มิลลิลิตร ขึ นกับตะกอนเซลล์ที่ได้ แล้วน้ำไปเตรียมโครโมโซมบนสไลด์  

          2.2.3   การย้อมแถบสีโครโมโซม 

           กำรเตรียมโครโมโซมโดยกำรเพำะเลี ยง เก็บเกี่ยวเซลล์และหยดเซลล์ลงบนสไลด์ท้ำกำรย้อม
สี โดยเลือกวิธีตำมจุดประสงค์ของกำรศึกษำ (Halnan, 1989) มีดังนี  

            2.2.3.1 การย้อมสีโครโมโซมแบบธรรมดา (conventional staining) 

              ในช่วงเริ่มแรกของกำรศึกษำพันธุศำสตร์เซลล์ของสิ่งมีชีวิต จะใช้วิธีกำร
ย้อมสีแบบธรรมดำหรือแบบดั งเดิม ใช้สีย้อมที่ติดกรดนิวคลีอิกจึงเห็นโครโมโซมติดสีเข้มทั งแท่ง โดยสี
ที่นิยมใช้ได้แก่ ออร์ซีน (orcein) คำร์มีน (carmine) และสีที่นิยมมำกที่สุด คือจิมซ่ำ (Giemsa’s) 
สำมำรถบอกจ้ำนวน และชนิดของโครโมโซมประจ้ำสิ่งมีชีวิตนั นๆ ได้ และอำจบอกลักษณะบำงอย่ำง
ของโครโมโซม เช่น รอยคอดที่หนึ่ง รอยคอดที่สอง และแซทเทลไลท์ กำรติดสีของโครโมโซมดังกล่ำว
บำงครั งอำจพบว่ำมีกำรติดสีได้ไม่เท่ำกัน เช่น ในขณะที่โครโมโซมผ่ำนเข้ำสู่ชีพของเซลล์จะมีกำรยืด
หดตัวไม่เท่ำกัน ระยะใดที่หดตัวมำกจะติดสีเข้มมำก แต่ถ้ำหดตัวน้อยก็จะติดสีจำงกว่ำอีกทั งใน
โครโมโซมแท่งเดียวกันยังติดสี ได้ ไม่ เท่ำกันขึ นอยู่กับองค์ประกอบของเฮเทอโรโครมำทิน 
(heterochromatin) และยูโครมำทิน (euchromatin) กำรย้อมสีโครโมโซมแบบธรรมดำ ในบำงกรณี
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นั นอำจจะไม่สำมำรถจ้ำแนกโครโมโซมได้เท่ำที่ควร คือไม่สำมำรถระบุแน่ชัดได้ว่ำเป็นโครโมโซม แท่ง
ที่เท่ำใด และจับคู่ไม่ได้ (วรรณภำ กสิฤกษ์ และคณะ, 2557) 

           2.2.3.2 การย้อมแถบสีแบบ Ag-NORs banding 

             เป็นเทคนิคที่ท้ำให้ส่วน nucleolar organizer regions (NORs) ติดสีเข้ม
เรียกอีกอย่ำงหนึ่งว่ำเทคนิค silver staining เพรำะใช้สำรละลำยซิลเวอร์ไนเตรต (silver nitrate) ซึ่ง
จะเลือกติดบริเวณนี เท่ำนั น (Halnan, 1989) เทคนิคนี ใช้ตรวจหำ NORs ซึ่งในสัตว์มีกระดูกสันหลัง
ส่วนที่มียีน ส้ำหรับสังเครำะห์ไรโบโซมเอ็นอำร์เอ็นเอชนิด 18S และ 28S อยู่ในมนุษย์จะอยู่ในบริเวณ
รอยคอดที่สองของโครโมโซมคู่ที่ 13, 14, 15, 21 และ 22 ต้ำแหน่งของ NORs นี  อยู่บริเวณก้ำนของ
แซทเทิลไลท์โครโมโซม NORs มีควำมหลำกหลำย (polymorphism) ได้ในโครโมโซมแท่งเดียวกัน
ของบุคคลต่ำงกันซึ่งใช้เป็นโครโมโซมเครื่องหมำย (marker chromosome หรือ marked 
chromosome) ได้และใช้ในกำรติดตำมดูพฤติกรรมกำรถ่ำยทอดบำงลักษณะของสิ่งมีชีวิตต่ำงๆ ได้ 
ซึ่งกำรถ่ำยทอดเป็นไปตำมกฎของเมนเดล (วรรณภำ กสิฤกษ์ และคณะ, 2557) 

2.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

          กำรศึกษำเซลล์พันธุศำสตร์เกี่ยวกับโครโมโซมและคำริโอไทป์ของสัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกใน
ต่ำงประเทศนั น Mahony, M.J. (1991). ได้ศึกษำโครโมโซมของคำงคก Bufo bufo, B. viridis, B. 
bufo x B. viridis และ B. calameta พบว่ำคำงคกมีโครโมโซม ทั งหมด 2n=22 เท่ำกัน 

           Bogart, 1974 ศึกษำคำริโอไทป์ของกบสกุล Leptodactylus ทั งหมด 18 ชนิด ได้แก่ 
L.bufonis , L fuscus , L.melanotus , L.ocellatus , L.insularum , L.pentadactylus , 
L.lobiolis , L.albilobris , L.mystaceus , L.gracilis , L.mystacinus , L.rhodonotus , 
L.latinosus , L.wagneri , L.podicipinus มีโครโมโซม 2n=22 เท่ำกันทั งหมด ส่วน 
L.marmoratus มีโครโมโซม 2n=24 และอีก 2 ชนิดคือ L.hylaelactylus และ L.andreae มี
โครโมโซม 2n=26 เท่ำกัน จำกกำรศึกษำดังกล่ำวเขำได้แบ่งกบออกเป็น 3 กลุ่มคือ กลุ่มที่มีโครโมโซม 
22, 24 และ 26 และได้ให้ข้อเสนอแนะว่ำกลุ่มที่มีโครโมโซม 26 น่ำจะเป็นบรรพบุรุษของพวกที่มี
โครโมโซม 22 และ 24 และพวกที่อำศัยอยู่บนบก มีแนวโน้มที่จะไปอำศัยอยู่ในน ้ำ ไม่ใช่พวกที่อำศัย
อยู่ในน ้ำขึ นมำอำศัยอยู่บนบกตำมข้อเสนอของ (Heyer , 1969) และของ (Lynch , 1971; 1973) 

          Formas, 1978 ศึกษำโครโมโซมของกบ Alsodes vauzolinii และ A. verucosus พบว่ำมี
จ้ำนวนโครโมโซม 2n=26 เท่ำกันแต่มีคำริโอไทป์ต่ำงกันและไม่พบโครโมโซมเพศ 

          Kuramoto , 1980 ศึกษำโครโมโซมของกบเขียด 6 ชนิดได้แก่ Rana amurensis- 
coreana, R. planceyi chosenica , R. latouchi , R. marina , Occidozyga laevis พบว่ำมี
จ้ำนวนโครโมโซม 2n=26 และ R. kuhlii มีโครโมโซม 2n=22 อ่ึง Kaloula picta มีโครโมโซม 
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2n=28 นอกจำกนี ยังพบว่ำโครโมโซมคู่ที่ 8 ของ R. marina มีขนำดไม่เท่ำกันมีแนวโน้มที่เป็นไปได้ว่ำ
มีโครโมโซมเพศในกบชนิดนี  

           Iturra and Veloso , 1989 ศึกษำโครโมโซมในกบ Eupsophus migueli และ E. roseus 
พบว่ำกบทั งสองชนิดมีโครโมโซม 2n=30 เท่ำกัน และพบโครโมโซมเพศชนิด xy ในกบชนิดแรกคือ 
โครโมโซมคู่ที่ 14 เป็นโครโมโซมชนิด xy โดยโครโมโซม x และ y มีขนำดเท่ำกันแต่โครโมโซม x มี
รูปร่ำงเป็นแบบเทโลเซนทริก (telocentric) ส่วนโครโมโซม y มีรูปร่ำงเป็นแบบเมทำเซนทริก 
(metacentric) ส้ำหรับกบ E. roseus เมื่อย้อมแถบซีพบว่ำโครโมโซมคู่ที่ 14 เป็นโครโมโซมแบบ xy 
โดยทั งโครโมโซม x และ y มีรูปร่ำงเป็นแบบเมทำเซนทริกแต่ในโครโมโซม y ไม่มี constitutive 
heterochromatin บริเวณเซนโทเมียร์ ส่วนโครโมโซม x มี constitutive heterochromatin 
บริเวณเซนโทร์เมียร์ 

           Schmid , 1978 ศึกษำสัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกในวงศ์คำงคก (Family Bufonidae) และ
วงค์ปำดเมืองจีน (Family Hylidae) 22 ชนิด ได้แก่ คำงคก Bufo bufo, B.calamita , B.parvus , 
B.viridis , B.americanus , B.boreas , B.campactilis , B.fowleri , B. punctatus , 
B.terrestris , B.valliceps , B.arenarum , B.marinus , B.mouritaricus และ Pedostibes hosii 
มีโครโมโซม 2n=22 อีก 4 ชนิด ได้แก่ ปำด Hala arborea , H.cinerea , H.septentrionalis และ 
Pseudacris ornata มีโครโมโซม 2n=24 ส่วนคำงคกอีก 3 ชนิดคือ B.gamani , B.poweri และ 
B.regularis มีโครโมโซม 2n=20 ซึ่งคำงคกและปำดบ้ำนทั ง 22 ชนิดดังกล่ำวมีโครโมโซมที่ไม่สำมำรถ
บ่งบอกควำมแตกต่ำงทำงเพศได้ 

            Schmid et al.,1988 ศึกษำโครโมโซมในกบ Centrolenella antisthensi พบว่ำมี
โครโมโซม 2n=20 และพบโครโมโซมเพศชนิด xy โดยโครโมโซม x และ y โครโมโซมมีควำมยำวของ
โครโมโซมเท่ำกันแต่มีอัตรำส่วนของแขนโครโมโซมระหว่ำงแขนยำวต่อแขนสั นต่ำงกัน คือ โครโมโซม 
y มีแขนข้ำงสั น สั นกว่ำโครโมโซม x 

            Schmid et al., 1982 ศึกษำคำริโอไทป์ของกบ Buergeria buergeria ด้วยกำรย้อมสีแบบ
ซีและย้อมด้วยซิลเวอร์ไนเตรท พบว่ำมีโครโมโซม 2n=26 และพบโครโมโซมเพศในโครโมโซมคู่ที่ 7 
ซึ่งเป็นแบบ zw ซึ่งโครโมโซมทั ง z และ w เป็นแบบซับเทโลเซนทริก แต่พบว่ำโครโมโซม w มี NORs 
บริเวณดังกล่ำวนี เป็น constitutive heterochromatin ซึ่งทั งสองลักษณะนี ไม่พบในโครโมโซม z  

          Nishioka et al., 1987 ศึกษำโครโมโซมของ Rana nigromaculata , R.brevipoda , 
R.plancyi chosenica , R.plancyi fukiensis , R.pipines , R.japonica , R.tsushinensis , 
R.armuensis , R.temporaria , R.sylvatica พบว่ำมีจ้ำนวนโครโมโซม 2n=26 เท่ำกัน และศึกษำ
โครโมโซมของ R.omativentris , R.chensinensis และ R.dyboskii พบว่ำมีจ้ำนวนโครโมโซม 
2n=24 ทั ง 3 ชนิด จำกกำรศึกษำกบเหล่ำนี ไม่พบโครโมโซมเพศ 
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           Mahony , 1991 ศึกษำโครโมโซมของกบ Crinia bilingual พบว่ำมีจ้ำนวนโครโมโซม 
2n=24 และพบว่ำมีโครโมโซมเพศ โดยโครโมโซมคู่ที่ 12 เป็นโครโมโซมเพศแบบ zw โดยโครโมโซม 
w มีรูปร่ำงเป็นแบบซับเมทำเซนทริก (submetacentric) ส่วนโครโมโซม z มีรูปร่ำงแบบซับเทโลเซ
นทริก (subtelocentric) และมีขนำดเล็กกว่ำโครโมโซม w 

             Ohta and Matsui, 1995 ศึกษำโครโมโซมของกบ Platymantis pelewensis พบว่ำมี
จ้ำนวนโครโมโซม 2n=22 และไม่สำมำรถบ่งบอกถึงควำมแตกต่ำงของโครโมโซมเพศได้ 

            Tymoska and Fischberg,1973 ศึกษำโครโมโซมของกบสกุล Xenopus 11 ชนิดได้แก่ 
X.laevis laevis , X.laevis peltersi , X.laevis victoreanus , X.(laevis) borealis , X.gelli , 
X.muelleri และ X.fraseri พบว่ำมีโครโมโซม 2n=36 เท่ำกันและ X.tropicalis มีโครโมโซม 2n=20 
X.(laevis) bunyoniensis มีโครโมโซม 2n=72 X.rumenzoriensis มีโครโมโซม 2n=108 ผล
กำรศึกษำไม่พบขนำดโครโมโซมเพศที่แตกต่ำงกัน 

             Wasserman and Bogart, 1968 ศึกษำโครโมโซมของคำงคก Scaphiopus holbrookii 
hurterii และ S.couchii พบว่ำคำงคกทั งสองชนิดมีโครโมโซม 2n=26 เท่ำกัน แต่มีคำริโอไทป์
แตกต่ำงกัน นอกจำกนี ยังได้ศึกษำลูกผสมชั่วที่หนึ่งได้จำกกำรผสมระหว่ำงคำงคก 2 ชนิด (S.couchii 
x S.holbrookii) พบว่ำมีโครโมโซม 2n=26 เช่นเดียวกัน 

           กำรศึกษำเซลล์พันธุศำสตร์ของสัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกในประเทศไทยมีกำรศึกษำกันน้อย
เพียงไม่ก่ีคน และเริ่มศึกษำกันเมื่อไม่นำนมำนี เอง โดย นงลักษณ์ นำคเกษม (2518) ศึกษำโครโมโซม
ของอ่ึงน ้ำเต้ำ Microhyla ornata เขียนอีโม่ Rana limnocharis และคำงคกบ้ำน Bufo 
melanostictus พบว่ำมีโคโมโซม 2n=24,26และ22 ตำมล้ำดับ 

           ถำวร สุภำพรม และประภำพร กัลยำประสิทธิ์ (2533) ศึกษำโครโมโซมของ อ่ึง Kaloula 
pulchra และคำงคกบ้ำน Bufo melanostictus พบว่ำมีโคโมโซม 2n=28 และ 22 ตำมล้ำดับ 

           ถำวร สุภำพรม และคณะ (2535) ศึกษำโครโมโซมปำกขวด Glyphoglossus molossus 
และปำดบ้ำน Rhacophorus leucomystax พบว่ำมีโคโมโซม 2n=26 เท่ำกันแต่มีคำริโอไทป์ต่ำงกัน 

            ถำวร สุภำพรม และคณะ (2535) ศึกษำโครโมโซมและคำริโอไทป์ของเขียดเหลือง Rana 
lateralis และอ่ึงแว่น Calluella guttulata พบว่ำมีโคโมโซม 2n=6 เท่ำกัน แต่มีรูปแบบของ
โครโมโซมต่ำงกัน 

            ถำวร สุภำพรม และคณะ (2537) ศึกษำโครโมโซมของอ่ึงขำด้ำ Microhyla pulchra และ
อ่ึงก้นขีด Kaloula mediolineata พบว่ำมีโครโมโซม 2n=24และ28 ตำมล้ำดับ นอกจำกนี ยังได้
ศึกษำโครโมโซมของกบจุก Rana pileata โดยกำรย้อมสีแบบแถบซี พบว่ำมีโครโมโซม 2n=26  
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             ถำวร สุภำพรม (2541) ศึกษำโครโมโซมด้วยกำรย้อมแถบสีของ อ่ึงปำกขวด 
Glyphoglossus molossus และอ่ึงบ้ำน Kaloula pulchra พบว่ำมีโครโมโซม 2n=26 และ 28 
ตำมล้ำดับ แต่มีคำริโอไทป์ที่แตกต่ำงกัน 

             ถำวร สุภำพรม และประจักษ์ จันทร์ศรี (2542) ศึกษำโครโมโซมของเขียดจิกปำกแหลม 
Rana macrodactylus และอ่ึงกรำยเอวจุด Kalophrynus pleurostigma พบว่ำมีโครโมโซม 
2n=26 เท่ำกันแต่มีคำริโอไทป์แตกต่ำงกัน 

               วรวุฒิ จุฬำลักษณำนุกูล และคณะ (2544) ศึกษำโครโมโซมกบนำ Rana rugulosus 
โดยกำรย้อมสีแบบธรรมดำ ย้อมแถบซี ย้อมแถบจี ย้อม Ag-NOR และย้อมแบบ BrdU replication 
banding พบว่ำมีโครโมโซม 2n=26 แต่ไม่พบโครโมโซมเพศ นอกนี ยังได้ศึกษำโครโมโซมของคำงคก 
4 ชนิดคือ คำงคกบ้ำน Bufo malanostictus จงโคร่ง B.asper คำงคกหัวรำบ B. macrotis และ
คำงคกแคะ B. parvus พบว่ำคำงคกทั ง 4 ชนิดมีโครโมโซม 2n=22 เท่ำกัน และมีรูปแบบของ
โครโมโซมคล้ำยๆกัน 

  ปัจจุบันกำรศึกษำโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตนับวันจะมีควำมส้ำคัญมำกขึ นด้วยได้เห็นถึงคุณค่ำ
ของข้อมูลพื นฐำนเหล่ำนี ที่มีควำมส้ำคัญและจ้ำเป็นต่อกำรน้ำไปประยุกต์ใช้ในกำรคัดเลือกพันธุ์หรือ
ปรับปรุงพันธุ์ เพ่ือให้พันธุ์ที่มีคุณภำพตำมที่ต้องกำรข้อมูลพื นฐำนที่ได้นี ยังเป็นประโยชน์โดยตรงต่อ
กำรศึกษำทำงวิทยำศำสตร์พื นฐำน น้ำไปใช้เป็นข้อมูลประกอบในกำรจ้ำแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต 
(Cytotaxonomy) ได้ละเอียดลึกซ่ึงยิ่งขึ นช่วยในกำรศึกษำทำงด้วนควำมสัมพันธ์และวิวัฒนำกำรของ
สัตว์  

  ในประเทศไทยกำรศึกษำโครโมโซมของสัตว์ยังมีกำรศึกษำกันน้อยมำกโดยเฉพำะในสัตว์ที่มี
ควำมส้ำคัญทำงเศรษฐกิจ ปัจจุบันบำงท้องถิ่นมีกำรเพำะเลี ยงสัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกบำงชนิด เช่น 
กบนำ ซึ่งสำมำรถท้ำรำยได้ให้แก่เกษตรกรเป็นอย่ำงดีแต่สัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกชนิดอ่ืนๆ เช่น เขียด 
อ่ึงอ่ำง และปำด ชำวไทยนิยำมจับมำบริโภคบำงฤดูกำรซึ่งถ้ำหำกมีกำรศึกษำข้อมูลพื นฐำนอย่ำง
พอเพียงอำจส่งเสริมให้เกษตรกรท้ำกำรเพำะเลี ยงเป็นอำชีพเช่นเดียวกันกับกบนำได้ 

 ดังนั นวัตถุประสงค์ของกำรศึกษำครั งนี ก็เพ่ือศึกษำข้อมูลพื นฐำนทำงด้ำนเซลล์พันธุศำสตร์
ของสัตว์สะเทินน ้ำสะเทินบกส่วนใหญ่คนไทยคุ้นเคยและน้ำมำบริโภคนอกจำกนี สัตว์ในกลุ่มนี ยัง
เกี่ยวข้องกับบทบำทในกำรควบคุมรักษำสมดุลของระบบนิเวศในธรรมชำติ เช่น ช่วยก้ำจัดแมลง
ศัตรูพืชหลำยชนิดและเป็นตัวบงชี ทำงชีวภำพอย่ำงหนึ่งที่บงบอกถึงสภำพแวดล้อมของระบบนิเวศเป็น
อย่ำงไร 
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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

          การด าเนินงานวิจัยแบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอน คือ การเก็บตัวอย่าง การเตรียมโครโมโซม และ
การตรวจสอบโครโมโซม 

3.1 กำรเก็บตัวอย่ำง 

          เก็บตัวอย่างสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกในมหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม โดยการสุ่มเก็บ
ตัวอย่างสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกแต่ละชนิด เพ่ือน ามาศึกษาโครโมโซมในห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์ 
ศูนย์วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม 

3.2 กำรเตรียมโครโมโซม 

       3.2.1 เตรียมโดยวิธีทำงตรง (direct method)  

        1. ชั่งน้ าหนักตัวของสัตว์ตัวอย่างเพ่ือท าการฉีดโคลซิซิน (colchicine) ความเข้มข้น  
0.01 % ปริมาณ 1 ml. ต่อ 100 g ของน้ าหนักตัวของสัตว์ทดลอง 

       2. ฉีดโคลซิซินความเข้มข้น  0.01 % เพ่ือยับยั้งการท างานของเส้นใยสปินเดิล 
(spindle fiber) ฉีดเข้าที่บริเวณช่องท้องของสัตว์ตัวอย่างทิ้งไว้นาน 18 – 20 ชั่วโมง 

 3. จากนั้นใช้กรรไกรผ่าตัด ตัดกระดูกขาหน้าและขาหลัง พยายามเลาะกล้ามเนื้อออก
จากกระดูกให้หมด จากนั้นตัดกระดูกส่วน อิพิไฟซิส (Epiphysis) ออกดันเอาไขกระดูกมาจากโพรง
กระดูกด้วยสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ (KCL) 0.075 M ที่บรรจุอยู่ในกระบอกฉีดยาที่มีเข็มติด
อยู่ออก แล้วแช่ไขกระดูกท่ีได้ไว้ในโพแทสเซียมคลอไรด์ ที่เตรียมไว้ในจานเพาะเชื้อ (Petri dish)      

      4. ใช้กรรไกรผ่าตัดสับเซลล์ไขกระดูกให้ละเอียดอย่างน้อย 15 นาที แล้วจึงบ่มเซลล์ไข
กระดูกในโพแทสเซียมคลอไรด์ที่อุณภูมิห้องต่ออีก 1-2 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์บวมซึ่งจะท าให้โครโมโซม
กระจายตัวดี 

5. น าเอาไขกระดูกที่ได้ใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge tube) ขนาด 14 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรให้ได้ 7 มิลลิลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,600 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เพ่ือ
แยกตะกอนเซลล์ออกจากสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ ดูดส่วนที่ใส (Supematant) ทิ้งให้เหลือ
ปริมาณ 1-2 มิลลิลิตร เหลือเฉพาะตะกอนสีขาว 

6. ท าการตรึงเซลล์ (Fixative) ที่มีอัตราส่วนของ metanol : acetic acid เป็น 3:1 ที่
เตรียมใหม่และเย็น (Fresh cold fixative) ใช้หลอดหยดน้ ายาตรึงเซลล์ทีละหยด ผสมให้เข้ากันแล้ว
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ปรับปริมาตรจนได้ปริมาตร 8 มิลลิลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,600 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
ท าซ้ าอีก 2-3 รอบ เพื่อล้างตะกอนเซลล์จนกว่าจะได้ตะกอนสีขาวที่ก้นหลอด 

7. ดูดสารละลายตะกอนเซลล์ หยดลงสไลค์ที่สะอาดและเย็น โดยหยดให้สูงจากสไลค์ 
2-3 ฟุต เพ่ือให้เซลล์แตก และโครโมโซมแผ่กระจายดี ท าการผึ่งสไลด์ให้แห้ง 

8. น าไปย้อมด้วยสีจิมซ่า 20 % แช่สไลค์นาน 20-45 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ าสะอาด 
ผี่งไว้ให้แห้ง แล้วน าไปศึกษาโครโมโซมต่อไป 

3.3 กำรตรวจสอบโครโมโซม 

          3.3.1 การตรวจสอบโครโมโซม การจัดคาริโอไทป์ และอิดิโอแกรมมาตรฐาน 

           ประกอบด้วยขั้นตอนการตรวจสอบโครโมโซม จัดคาริโอไทป์ และสร้างอิดิโอแกรม
มาตราฐานดัดแปลงจากวิธีการของกันยารัตน์ ไชยสุต (2532)  

          1) การตรวจสอบโครโมโซมเลือกเซลล์ที่มีโครโมโซมระยะเมทาเฟสกระจายตัวดีไม่
ซ้อนทับกันน ามาถ่ายภาพโครโมโซมโดยใช้เลนส์วัตถุ (objective lens) ก าลังขยาย 100X โดยใช้ชุด
ถ่ายภาพที่ต่อกับกล้องจุลทรรศน์ หรือใช้กล้องดิจิตอล เพ่ือตรวจนับจ านวนโครโมโซมจากภาพถ่าย
โครโมโซมจ านวน 100 เซลล์ ความถี่ของจ านวนโครโมโซมที่พบมากที่สุด จะเป็นค่าของจ านวน
โครโมโซมดิพลอยด์ของสิ่ งมีชีวิตนั้น ๆ จากนั้นจับคู่ โครโมโซมที่ เหมือนกัน ( homologous 
chromosome) และศึกษาโครโมโซมโดยการหาค่าความยาวของแขนโครโมโซมข้างยาว (long arm; 
LI) ความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั้น (short arm; Ls) และค านวณหาความยาวของโครโมโซมแต่
ละแท่ง (total length; LT , LT = Ll + Ls) ค านวณค่า relative length (RL) และ centromeric 
index (Cl) เพ่ือระบุชนิดของโครโมโซม และน าค่าที่ได้ไปใช้ประกอบในการจัดท าคาริโอไทป์ และอิดิ
โอแกรม 

 2) การจัดท าคาริโอไทป์ ใช้รูปถ่ายที่ได้ในการจับคู่โครโมโซมที่เหมือนกัน โดยการ
ก าหนดต าแหน่งเซนโทรเมียร์ของโครโมโซมแต่ละแท่งในเซลล์ วัดค่าความยาวของโครโมโซมข้างยาว 
ค่าความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั้น น าค่าที่ได้มาค านวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง 
จัดเรียงคาริโอไทป์ ให้เรียงตามเรียงตามความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่จากมากไปหาน้อย ยกเว้น
โครโมโซมเพศจะวางเป็นคู่สุดท้ายมุมล่างซ้ายเสมอ ต้องบอกหมายเลขของโครโมโซมแต่ละคู่ด้านล่าง 
วางแท่งโครโมโซมให้แขนข้างสั้นอยู่ด้านบน แขนข้างยาวอยู่ด้านล่าง 

        3.2.3 กำรจัดท ำคำริโอไทป์มำตรำฐำน 

          1) เลือกเซลล์ในระยะเมทาเฟส ที่มีขนาดของโครโมโซมไม่ยาวหรือสั้นเกินไป มีการ
กระจายที่ดีไม่ซ้อนทับกัน และนับจ านวนโครโมโซมได้ครบเท่ากับจ านวนโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตชนิด
นั้น ถ่ายภาพเซลล์ที่เลือกไว้โดยใช้เลนส์วัตถุก าลังขยาย 100X เลือกมาจัดจ านวนชนิดละ 10 เซลล์ 
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2) ใช้รูปถ่ายที่ได้ในการจับคู่โครโมโซมที่เหมือนกัน โดยการก าหนดต าแหน่งของเซนโทร
เมียร์ของโครโมโซมแต่ละแท่งในเซลล์ จากนั้นวัดค่าความยาวของแขนโครโมโซมข้างยาว ค่าความยาว
ของแขนโครโมโซมสั้น น าค่าที่ได้มาค านวณหาความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง การวัดค่าความยาว
ของโครโมโซมอาจจะใช้วิธีตัดโครโมโซมออกมาจากรูปถ่ายทีละแท่ง ก าหนดหมายเลยให้โครโมโซมทุก
แท่งก่อนการวัด เมื่อวัดความยาวเสร็จแล้วจึงจับคู่โครโมโซมท่ีมีความยาวของแขนแต่ละข้างและความ
ยาวทั้งแท่งใกล้เคียงกันมากที่สุด 

3) การค านวณหาค่า relative length (RL) ค านวณได้จากสูตร ดังนี้ 

ค่า relative length (RL) =         ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT) 

                                                  ความยาวทั้งหมดของโครโมโซมทุกแท่ง (∑LT) 

          การใช้ค่า RL นี้สามารถช่วยในการจับคู่โครโมโซมได้แน่นอนกว่าการใช้ค่าความยาว
ของโครโมโซมเพราะค่า RL ของโครโมโซมแต่ละแท่งจะคงที่ในทุก ๆ เซลล์ ส่วนค่าความยาวของ
โครโมโซมจะแตกต่างกันไปในเซลล์แต่ละเซลล์ 

4) การค านวณหาค่า centromeric index (CL) ค านวณได้จากสูตร ดังนี้ 

ค่า centromeric index (CL) =      ความยาวของแขนโครโมโซมข้างยาว (Ll) 

                                           ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT) 

       น าค่า Cl ที่ได้มาระบุชนิดของโครโมโซม โดยใช้เกณฑ์ดังนี้ 

       ค่า Cl อยู่ระหว่าง 0.500-0.599 จัดเป็นโครโมโซมชนิดเมทาเซนตริก 

       ค่า Cl อยู่ระหว่าง 0.600-0.699 จัดเป็นโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนตริก 

       ค่า Cl อยู่ระหว่าง 0.700-0.899 จัดเป็นโครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก 

       ค่า Cl อยู่ระหว่าง 0.900-1.000 จัดเป็นโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริก 

          5) การก าหนดขนาดของโครโมโซม แบ่งขนาดของโครโมโซมออกเป็น 3 ขนาด โดย
ก าหนดให้ โครโมโซมคู่ที่ยาวที่สุดเป็นโครโมโซมคู่ที่ 1 และโครโมโซมคู่ที่สั้นที่สุดเป็นโครโมโซมคู่
สุดท้าย 

  โครโมโซมขนาดใหญ่ (large = L) คือ โครโมโซมท่ีมีความยาวมากกว่าครึ่งหนึ่งของ
ผลบวกความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมใหญ่สุด รวมกับโครโมโซมคู่เล็กที่สุด 

ดังนั้น    L > LT เฉลี่ยคู่ที่ 1 + LT เฉลี่ยคู่สุดท้าย 

2 
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         โครโมโซมขนาดกลาง (medium=M) คือ โครโมโซมท่ีมีค่าความยาวน้อยกว่าครึ่งหนึ่ง
ของความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมใหญ่สุด รวมกับโครโมโซมคู่เล็กที่สุด 

ดังนั้น      M <  LT เฉลี่ยคู่ที่ 1 + LT เฉลี่ยคู่สุดท้าย 

2 

 

         โครโมโซมขนาดเล็ก (small=S) ได้แก่  โครโมโซมท่ีมีความยาวน้อยกว่าครึ่งหนึ่งของ
ความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมคู่ใหญ่สุด 

ดั้งนั้น  S < LT เฉลี่ยคู่ที่ 1 

2 

 6) จัดเรียงคาริโอไทป์ ให้เรียงตามชนิดของโครโมโซมก่อน แล้วค่อยเรียงตามความยาว
ของ โครโมโซม แต่ละคู่จากมากไปหาน้อยยกเว้นโครโมโซมเพศจะวางเป็นคู่สุดท้ายมุมล่างซ้าย ต้อง
บอกหมายเลยของโครโมโซมแต่ละคู่ด้านล่างวางแท่งโครโมโซมให้แขนข้างสั้นอยู่ด้านบน แขนข้างยาว
อยู่ด้านล่าง และนิยมวางแท่งโครโมโซมให้ต าแหน่งเซนโทรเมียร์ตรงกัน 

 3.3.3 กำรท ำอิดิโอกรมมำตรฐำน  

                อิดิโอแกรม คือ ไดอะแกรมแสดงคาริโอไทป์ ของโครโมโซม 1 ชุดแฮพลอยด์ ซึ่ง
ประกอบด้วยโครโมโซมร่างกาย และโครโมโซมเพศ โดยใช้ข้อมูลค่าเฉลี่ยความยาวของโครโมโซม 
รูปร่างโครโมโซม และต าแหน่งเซนโทรเมียร์อิดิโอแกรมจากเทคนิคการย้อมสีโครโมโซมแบบธรรมดา
ใช้เซลล์ระยะเมทาเฟสชนิดละ 10 เซลล์ น ามาจัดคาริโอไทป์ แล้ววัดความยาวของแขนโครโมโซมข้าง
ยาว และแขนโครโมโซมข้างสั้นของโครโมโซมทุกคู่ด้วยเวอร์เนียร์ (vernier) จัดท าภาพวาด           
อิดิโอแกรมด้วยคอมพิวเตอร์ โดยการน าค่าเฉลี่ยความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่มาสร้างกราฟโดยใช้
โปรแกรม Microsoft Excel XP/2003 ให้แกนตั้ง (Y) เป็นความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่ และแกน
นอน (X) เป็นล าดับของโครโมโซมคู่ที่ใหญ่ที่สุดไปหาคู่ที่เล็กที่สุด ยกเว้นโครโมโซมเพศจัดเป็นคู่
สุดท้าย แล้วน ามาปรับรูปร่างของโครโมโซมโดยใช้โปรแกรม Microsoft Word XP/2003 หรือ 
Microsoft Powerpoint XP/2003 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 
 

           จากการศึกษาสัตว์สะเทินน ้าสะเทินบกบางชนิด ในบริเวณมหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม 
ซึ่งครั งนี ส้ารวจพบสัตว์สะเทินน ้าสะเทินบก 6 ชนิด ได้แก่ อึ่งอ่างบ้าน อึ่งเพ้า อ่ึงก้นขีด กบนา เขียดโม่ 
และคางคกบ้าน และได้ท้าการศึกษาส้าเร็จ 3 ชนิด คือ กบนา เขียดโม่ และคางคกบ้าน โดยท้าการ
แยกเพศและท้าการวัดขนาดเพ่ือหาค่าเฉลี่ยทางด้านสัณฐานวิทยาของสัตว์ตัวอย่างแต่ละชนิด ได้ผล
การศึกษาดังนี  

4.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของกบนา (Hoplobatrachus rugulosus) 

 

                   ภาพที่ 4.1 ลักษณะภายนอกของกบนา (Hoplobatrachus rugulosus) 

              สกุล                 :  Hoplobatrachus 

             ชื่อวิทยาศาสตร์    :  Hoplobatrachus rugulosus 

             ชื่อสามัญ           :   Rugosed Frog 

             ชื่ออ่ืน               :  - 

             ลักษณะทั่วไป      :   ผิวด้านหลังมีสีน ้าตาลจุดด้า ผิวหนังขรุขระมีรอยย่น ที่ริมฝีปากมี
แถบด้า ใต้คางมีจุดด้า หรือแถบลายด้า กบนาตัวเมีย มีขนาดโตกว่าตัวผู้  เมื่อโตเต็มที่และพร้อมที่จะ
ผสมพันธุ์จะมองเห็นถุงเสียง เป็นรอยย่นสีด้าที่ใต้คาง (วิรยุทธ์ เลาหะจินดา, 2552) 
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4.2 ผลการศึกษาจ านวน ขนาด รูปร่างของโครโมโซมกบนาด้วยการย้อมสีแบบธรรมดา 

 

ก. กบนาเพศผู้ (Male H.rugulosus) 

 

ข. กบนาเพศเมีย (Female H.rugulosus) 
 

         ภาพที่ 4.2 แสดงเมทาเฟสโครโมโซมของกบนา (Hoplobatrachus rugulosus)  

ก.เพศผู้ ข.เพศเมีย 2n=26 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา 
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4.3 คาริโอไทป์ อิดิโอแกรม และสูตรโครงสร้างมาตรฐานของกบนา โดยการย้อมสีแบบธรรมดา 

 

ก. กบนาเพศผู้ (Male H.rugulosus) 

 

ข. กบนาเพศเมีย (Female H.rugulosus) 
ภาพที่ 4.3  แสดงคาริโอไทป์ของกบนา (Hoplobatrachus rugulosus) ก.เพศผู้ ข.เพศเมีย       

              2n=26 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา 
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ก . กบนาเพศผู้ (Male H.rugulosus) 
 

 

ข . กบนาเพศเมีย (Female H.rugulosus) 

ภาพที่ 4.4 แสดงอิดิโอแกรมของกบนา (Hoplobatrachus rugulosus) ก.เพศผู้ ข. เพศเมีย  

              2n=26 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา 
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ตารางท่ี 4.1  ค่าเฉลี่ยความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั น (Short arm; Ls) ความยาวของโครโมโซม
ข้างยาว (Long arm; Ll) ความยาวทั งหมดของโครโมโซมแต่ละคู่ (Total length; LT)ค่า Relative 
length (RL) ค่า Centromeric index (CI) ขนาดและชนิดของโครโมโซมของกบนาเพศผู้แต่ละแท่ง 
จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ้านวน 10 เซลล์ (2n=26) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

โครโมโซม
คู่ท่ี 

LS LL Lt CI ± SD RL ± SD ขนา
ด 

ชนิด 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

0.818 
0.721 
0.48 
0.567 
0.473 
0.498 
0.311 
0.36 
0.342 
0.298 
0.282 
0.297 
0.234 

1.004 
0.002 
0.801 
0.734 
0.696 
0.74 
0.516 
0.444 
0.422 
0.389 
0.367 
0.369 
0.311 

1.822 
1.723 
1.281 
1.301 
1.169 
1.238 
0.827 
0.804 
0.764 
0.687 
0.649 
0.666 
0.545 

0.551 ± 0.007 
0.581 ± 0.001 
0.625 ± 0.014 
0.564 ± 0.003 
0.595 ± 0.005 
0.598 ± 0.006 
0.624 ± 0.013 
0.552 ± 0.006 
0.552 ± 0.006 
0.566 ± 0.002 
0.565 ± 0.003 
0.554 ± 0.006 
0.570 ± 0.00 

0.135 ± 0.017 
0.128 ± 0.015 
0.095 ± 0.005 
0.097 ± 0.006 
0.087 ± 0.003 
0.092 ± 0.004 
0.061 ± 0.004 
0.060 ± 0.004 
0.057 ± 0.005 
0.051 ± 0.007 
0.048 ± 0.008 
0.049 ± 0.007 
0.040 ± 0.010 

L 
L 
L 
L 
M 
M 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 

M 
M 
Sm 
M 
M 
M 
Sm 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
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ตารางท่ี 4.2 ค่าเฉลี่ยความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั น (Short arm; Ls) ความยาวของโครโมโซม
ข้างยาว (Long arm; Ll) ความยาวทั งหมดของโครโมโซมแต่ละคู่ (Total length; LT) ค่า Relative 
length (RL) ค่า Centromeric index (CI) ขนาดและชนิดของโครโมโซมของกบนาเพศเมียแต่ละ
แท่ง จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ้านวน 10 เซลล์ (2n=26) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โครโมโซมคู่ที่ LS LL Lt CI ± SD RL ± SD ขนาด ชนิด 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

0.754 
0.63 
0.504 
0.491 
0.399 
0.359 
0.399 
0.336 
0.306 
0.323 
0.255 
0.256 
0.204 

0.944 
0.899 
0.764 
0.549 
0.532 
0.465 
0.423 
0.396 
0.354 
0.377 
0.326 
0.297 
0.236 

1.689 
1.529 
1.268 
1.04 
0.931 
0.824 
0.822 
0.732 
0.66 
0.7 

0.581 
0.553 
0.44 

0.559 ± 0.008 
0.588 ± 0.007 
0.603 ± 0.011 
0.528 ± 0.009 
0.571 ± 0.002 
0.564 ± 0.005 
0.515 ± 0.013 
0.541 ± 0.006 
0.536 ± 0.007 
0.539 ± 0.006 
0.623 ± 0.017 
0.537 ± 0.007 
0.536 ± 0.007 

0.144 ± 0.019 
0.130 ± 0.015 
0.108 ± 0.009 
0.088 ± 0.003 
0.079 ± 0.008 
0.070 ± 0.001 
0.070 ± 0.001 
0.062 ± 0.004 
0.056 ± 0.005 
0.059 ± 0.004 
0.049 ± 0.007 
0.047 ± 0.008 
0.037 ± 0.011 

L 
L 
L 
M 
M 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 

M 
M 
Sm 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
Sm 
M 
M 
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4.4 ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของเขียดโม่ (Ferjervaya limnocharis) 

 

                   ภาพที่ 4.5 ลักษณะภายนอกเขียดโม่ (Ferjervaya limnocharis) 

สกุล                 :  Fejervarya 

ชื่อวิทยาศาสตร์    :  (Ferjervaya limnocharis) 

ชื่อสามัญ           :   Grass frog, Rice field frog 

ชื่ออ่ืน               :  กบหนอง, เขียดอีโม้, เขียดบักโม้, เขียดตาโอด, เขียดหลังขีด, เขียดน ้านอง,   

                          เขียดนา 

ลักษณะทั่วไป      : ล้าตัวยาวประมาณ 30-61 มิลลิเมตร หัวเล็กรูปสามเหลี่ยม มีจมูกแหลม รูจมูก
อยู่ชิดปลายปาก ระหว่างตา และจมูก มีสันนูนเด่น มีตาทั งสองอยู่ใกล้กัน มีขอบที่เยื่อหู มีฟันบริเวณ
ด้านบนเพดานปาก และบริเวณบนกระดูกขากรรไกร มีลิ นใหญ่ ยืดหดได้ดี ผิวหนังด้านหลังใกล้กับหัว
เรียบ ด้านหลัง และด้านข้างมีตุ่มขนาดเล็ก ผิวหนังมีสีเหลืองแกมน ้าตาล และแกมด้วยจุดลายสี
น ้าตาลเข้มกระจายทั่วผิวหนัง บริเวณกลางหลังมีเส้นสีเหลืองลากผ่านจากปลายจมูกจนถึงก้น บางตัว
มีแถบใหญ่ สีครีมหรือเหลือง หรือส้ม บริเวณด้านหลังของขาหลัง และขาหน้ามีตุ่มเล็กๆ สีเหลืองแกม
น ้าตาล ผิวหนังที่คาง หน้าอก และท้องเรียบ ส่วนผิวหนังของต้นขาหลังมีตุ่มสีขาวกระจายทั่ว เขียดอี
โม้เพศผู้ คางจะมีถุงเสียงใต้คางเป็นผิวหนังย่น และมีสีด้า (อนงค์ หัมพานนท์, 2526)  
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4.5 ผลการศึกษาจ านวน ขนาด รูปร่างของโครโมโซมเขียดโม่ด้วยการย้อมสีแบบธรรมดา 

 

ก.เขียดโม่เพศผู้ (Male F. limnocharis) 

 

ข. เขียดโม่เพศเมีย (Female F. limnocharis) 
ภาพที่ 4.6   แสดงเมทาเฟสโครโมโซมของเขียดโม่ (Ferjervaya limnocharis)  ก.เพศผู้  

                ข.เพศเมีย 2n=26 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา 
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4.6 คาริโอไทป์ อิดิโอแกรม และสูตรโครงสร้างมาตรฐานของเขียดโม่ โดยการย้อมสีแบบธรรมดา 

 

ก. เขียดโม่เพศผู้ (Male F. limnocharis) 

 

ข. เขียดโม่เพศเมีย (Female F. limnocharis) 
 
ภาพที่ 4.7  แสดงคาริโอไทป์ของเขียดโม่ (Ferjervaya limnocharis) ก.เพศผู้  
               ข.เพศเมีย 2n=26 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา 
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ก. เขียดโม่ผู้ (Male F. limnocharis) 

 

                    ข. เขียดโม่เมีย (Female F. limnocharis) 
ภาพที่ 4.8   แสดงอิดิโอแกรมของเขียดโม่ (Ferjervaya limnocharis)  

ก.เพศผู้ ข. เพศเมีย  2n=26 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา 
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ตารางท่ี 4.3 ค่าเฉลี่ยความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั น (Short arm; Ls) ความยาวของโครโมโซม
ข้างยาว (Long arm; Ll) ความยาวทั งหมดของโครโมโซมแต่ละคู่ (Total length; LT) ค่า Relative 
length (RL) ค่า Centromeric index (CI) ขนาดและชนิดของโครโมโซมของเขียดโม่เพศผู้แต่ละแท่ง 
จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ้านวน 10 เซลล์ (2n=26) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โครโมโซมคู่
ที ่

LS LL Lt CI ± SD RL ± SD ขนาด ชนิด 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

0.541 
0.447 
0.354 
0.341 
0.319 
0.299 
0.24 
0.225 
0.233 
0.22 
0.208 
0.193 
0.20 

 

0.768 
0.764 
0.553 
0.549 
0.439 
0.392 
0.381 
0.344 
0.334 
0.334 
0.288 
0.268 
0.238 

1.309 
1.121 
0.907 
0.89 
0.758 
0.691 
0.621 
0.569 
0.567 
0.554 
0.496 
0.461 
0.438 

0.587±0.0008 
0.601±0.003 
0.609±0.005 
0.616±0.007 
0.579±0.003 
0.567±0.006 
0.613±0.006 
0.604±0.004 
0.589±0.0002 
0.602±0.003 
0.580±0.02 
0.581±0.002 
0.543±0.013 

 

0.140±0.018 
0.120±0.012 
0.100±0.006 
0.094±0.004 
0.081±0.001 
0.074±0.0008 
0.066±0.003 
0.061±0.004 
0.060±0.004 
0.059±0.005 
0.053±0.006 
0.049±0.008 
0.047±0.008 

L 
L 
L 
L 
M 
M 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 

M 
Sm 
Sm 
Sm 
M 
M 
Sm 
Sm 
M 
Sm 
M 
M 
M 
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ตารางท่ี 4.4 ค่าเฉลี่ยความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั น (Short arm; Ls) ความยาวของโครโมโซม
ข้างยาว (Long arm; Ll) ความยาวทั งหมดของโครโมโซมแต่ละคู่ (Total length; LT) ค่า Relative 
length (RL) ค่า Centromeric index (CI) ขนาดและชนิดของโครโมโซมของเขียดโม่เพศเมียแต่ละ
แท่ง จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ้านวน 10 เซลล์ (2n=26) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

โครโมโซม
คู่ท่ี 

LS LL Lt CI ± SD RL ± SD ขนา
ด 

ชนิด 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

0.71 
0.49 
0.525 
0.42 
0.393 
0.328 
0.265 
0.27 
0.25 
0.255 
0.245 
0.23 
0.25 

0.823 
0.75 
0.703 
0.62 
0.58 
0.418 
0.361 
0.35 
0.34 
0.32 
0.285 
0.26 
0.24 

1.533 
1.24 
1.228 
1.04 
0.973 
0.746 
0.626 
0.62 
0.59 
0.545 
0.53 
0.49 
0.49 

0.536 ± 0.007 
0.605 ± 0.012 
0.572 ± 0.002 
0.596 ± 0.009 
0.596 ± 0.009 
0.560 ± 0.008 
0.577 ± 0.004 
0.565 ± 0.005 
0.576 ± 0.003 
0.587 ± 0.006 
0.538 ± 0.007 
0.531 ± 0.009 
0.490 ± 0.006 

0.144 ± 0.009 
0.116 ± 0.001 
0.115 ± 0.001 
0.098 ± 0.001 
0.091 ± 0.005 
0.070 ± 0.011 
0.059 ± 0.015 
0.058 ± 0.015 
0.055 ± 0.016 
0.051 ± 0.017 
0.050 ± 0.017 
0.046 ± 0.018 
0.046 ± 0.024 

L 
L 
L 
L 
M 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 

M 
Sm 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
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4.7 ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของคางคกบ้าน (Duttaphrynus melanostictus) 

 

     ภาพที่ 4.9 ลักษณะภายนอกของคางคกบ้าน (Duttaphrynus  melanostictus) 

สกุล                 :  Duttaphrynus 

ชื่อวิทยาศาสตร์    :  Duttaphrynus  melanostictus 

ชื่อสามัญ           :  Asian common toad, Black-spined toad 

ชื่ออ่ืน               :  ขี คันคาก (อีสาน), เข้าเย็น,  เข้าเห็น (ล้าปาง), ยางมอน (เชียงราย), มาตับ    

                         ละกวาย(เชียงใหม่), หญ้าเมา (เงี ยว), ผีเสื อ (โคราช) 

ลักษณะทั่วไป      :  มีผิวหนังที่แห้งและมีปุ่มปมทั งตัว ที่เป็นปุ่มพิษ โดยเฉพาะหลังลูกตา มีรูปทรง
กลมคล้ายเมล็ดถั่วขนาดยาวประมาณ 25 มิลลิเมตร กว้าง 10 มิลลิเมตร แผ่นหูมีลักษณะเห็นได้
ชัดเจน ขนาดเล็กกว่าลูกตาเล็กน้อย มีสีผิวหนังเป็นสีน ้าตาลหรือสีเทาตลอดทั งล้าตัว บริเวณรอบปุ่ม
พิษจะมีสีเข้มกว่าบริเวณอ่ืน ๆ ใต้ท้องเป็นสีน ้าตาลเหลืองอ่อน ในขณะที่ยังเป็นวัยอ่อนจะเป็นสีขาวซีด
กว่า (วิรยุทธ์ เลาหะจินดา, 2552) 
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4.8 ผลการศึกษาจ านวน ขนาด รูปร่างของโครโมโซมคางคกด้วยการย้อมสีแบบธรรมดา 

                 

ก. คางคกบ้านเพศผู้ (Male D.melanostictus) 

 

ข. คางคกบ้านเพศเมีย (Female D.melanostictus) 

 ภาพที่ 4.10 แสดงเมทาเฟสโครโมโซมของคางคกบ้าน (Duttaphrynus  melanostictus) 

                  ก.เพศผู้ ข.เพศเมีย 2n=22 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา  
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4.9 คาริโอไทป์ อิดิโอแกรม และสูตรโครงสร้างมาตรฐานของคางคกบ้าน โดยการย้อมแบบสี
ธรรมดา 

    

ก. คางคกบ้านเพศผู้ (Male D.melanostictus) 

 

ข. คางคกบ้านเพศเมีย (Female D.melanostictus) 
ภาพที่ 4.11 แสดงคาริโอไทป์ของคางคกบ้าน (Duttaphrynus  melanostictus) 
                  ก.เพศผู้ ข.เพศเมีย 2n=22 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา  
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ก. คางคกบ้านเพศผู้ (Male D.melanostictus) 

 

  
ข. คางคกบ้านเพศเมีย (Female D.melanostictus) 

ภาพที่ 4.12 แสดงคาริโอไทป์ของคางคกบ้าน (Duttaphrynus  melanostictus) 

ก.เพศผู้ ข.เพศเมีย  2n=22 ด้วยวิธีการย้อมสีแบบธรรมดา 
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ตารางท่ี 4.5 ค่าเฉลี่ยความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั น (Short arm; Ls) ความยาวของโครโมโซม
ข้างยาว (Long arm; Ll) ความยาวทั งหมดของโครโมโซมแต่ละคู่ (Total length; LT) ค่า Relative 
length (RL) ค่า Centromeric index (CI) ขนาดและชนิดของโครโมโซมของคางคกบ้านเพศผู้แต่ละ
แท่ง จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ้านวน 10 เซลล์ (2n=22) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โครโมโซม
คู่ท่ี 

LS LL Lt CI ± SD RL ± SD ขนาด ชนิด 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 

0.618 
0.568 
0.51 
0.439 
0.368 
0.341 
0.313 
0.268 
0.245 
0.208 
0.21 

0.923 
0.72 
0.681 
0.59 
0.551 
0.449 
0.39 
0.275 
0.245 
0.243 
0.205 

1.604 
1.288 
1.191 
1.029 
0.919 
0.79 
0.703 
0.543 
0.49 
0.451 
0.205 

0.575 ± 0.007 
0.586 ± 0.01 
0.571 ± 0.006 
0.573 ± 0.006 
0.599 ± 0.01 
0.568 ± 0.005 
0.554 ± 0.006 
0.506 ± 0.01 
0.5 ± 0.01 

0.538 ± 0.004 
0.5 ± 0.01 

0.170 ± 0.02 
0.136 ± 0.01 
0.126 ± 0.01 
0.109 ± 0.007 
0.097 ± 0.003 
0.084 ± 0.0004 
0.074 ± 0.003 
0.001 ± 0.02 
0.052 ± 0.01 
0.048 ± 0.01 
0.044 ± 0.01 

L 
L 
L 
L 
M 
S 
S 
S 
S 
S 
S 

M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
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ตารางท่ี 4.6 ค่าเฉลี่ยความยาวของแขนโครโมโซมข้างสั น (Short arm; Ls) ความยาวของโครโมโซม
ข้างยาว (Long arm; Ll) ความยาวทั งหมดของโครโมโซมแต่ละคู่ (Total length; LT) ค่า Relative 
length (RL) ค่า Centromeric index (CI) ขนาดและชนิดของโครโมโซมของคางคกบ้านเพศเมียแต่
ละแท่ง จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ้านวน 10 เซลล์ (2n=22) 

 

 

 

 

โครโมโซมคู่ที่ LS LL Lt CI ± SD RL ± SD ขนาด ชนิด 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 

0.803 
0.808 
0.66 
0.583 
0.513 
0.445 
0.315 
0.29 
0.24 
0.268 
0.3 

1.1 
1.04 
0.85 
0.835 
0.69 
0.618 
0.47 
0.373 
0.353 
0.335 
0.37 

1.903 
1.848 
1.51 
1.418 
1.203 
1.063 
0.785 
0.663 
0.593 
0.603 
0.67 

0.578 ± 0.001 
0.563 ± 0.003 
0.563 ± 0.003 
0.589 ± 0.004 
0.574 ± 0.001 
0.581 ± 0.002 
0.599 ± 0.007 
0.562 ± 0.003 
0.595 ± 0.006 
0.556 ± 0.005 
0.552 ± 0.006 

0.155 ± 0.01 
0.151±0.001 
0.123 ± 0.02 
0.116 ± 0.02 
0.098 ± 0.02 
0.087 ± 0.03 
0.064 ± 0.03 
0.054 ± 0.04 
0.048 ± 0.04 
0.049 ± 0.04 
0.055 ± 0.04 

L 
L 
L 
L 
M 
M 
S 
S 
S 
S 
S 

M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 



40 
 

บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลวิจัย 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

           การวิจัยครั้งนี้สรุปผลได้ว่า กบนาเพศผู้และเพศเมีย มีจ านวนโครโมโซมดิพลอยด์คือ 26 แท่ง 
(13 คู่) มีจ านวนโครโมโซมพ้ืนฐาน ( Fundamental number , NF ) เท่ากับ 52 แท่ง เขียดโม่เพศผู้
และเพศเมีย มีจ านวนโครโมโซมดิพลอยด์คือ 26 แท่ง (13 คู่ ) มีจ านวนโครโมโซมพ้ืนฐาน               
( Fundamental number , NF ) เท่ากับ 52 แท่ง และคางคกบ้านเพศผู้และเพศเมีย มีจ านวน
โ ค ร โ ม โ ซ ม ดิ พ ล อ ย ด์ คื อ  2 2  แ ท่ ง  ( 1 1  คู่ )  มี จ า น ว น โ ค ร โ ม โ ซ ม พ้ื น ฐ า น                                          
( Fundamental number , NF ) เท่ากับ 44 แท่ง 

            การศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ คาริโอไทป์ และอิดิโอแกรมของกบนาเพศผู้เพศเมีย เขียดโม่
เพศผู้เพศเมีย และคางคกบ้านเพศผู้เพศเมีย ในพ้ืนที่มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม อ าเภอเมือง 
จังหวัดมหาสารคาม โดยวิธีการเตรียมโครโมโซมโดยตรงจากเซลล์ไขกระดูกด้วยวิธีการสับให้ละเอียด 
ย้อมสีโครโมโซมด้วยสี Giemsa’s ความเข้มขัน 10 % คาริโอไทป์ของกบนาเพศผู้ประกอบด้วย
โครโมโซม 3 ขนาดคือ ขนาดใหญ่ ขนาดกลาง และขนาดเล็ก ซึ่งประกอบไปด้วย 2 ชนิดคือ ชนิด      
เมทาเซนทริกและซับเมทาเซนทริก แบ่งได้เป็น ชนิดเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 2 แท่ง ซับเมทาเซนทริก
ขนาดใหญ่ 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 7 แท่ง ซับเมทาเซนทริก
ขนาดเล็ก 1 แท่ง จากการวิเคราะห์คาริโอไทป์ของกบนาเพศผู้ในครั้งนี้ พบว่ามีโครโมโซมจัดเป็น 3 
ขนาด คือ ขนาดใหญ่ คู่ที่ 1-3 ขนาดกลาง คู่ที่ 4 และขนาดเล็ก คู่ท่ี 5-13 และสามารถแบ่งโครโมโซม
ได้เป็น 2 ชนิด คือ เมทาเซนทริก คู่ที่ 1-2, 4-13 ซับเมทาเซนทริก คู่ที่ 3 มีสูตรคาริโอไทป์ ดังนี้ 2n 
(26) = Lm

2 + Lsm
1 + Mm

2 + Sm
7 + Ssm

1  คาริโอไทป์ของกบนาเพศเมียประกอบด้วยโครโมโซม 3 
ขนาดคือ ขนาดใหญ่ ขนาดกลาง และขนาดเล็ก ซึ่งประกอบไปด้วย 2 ชนิดคือ ชนิดเมทาเซนทริกและ
ซับเมทาเซนทริก แบ่งได้เป็น ชนิดเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 3 แท่ง ซับเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 1 แท่ง 
เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 6 แท่ง ซับเมทาเซนทริกขนาดเล็ก 1 แท่ง 
จากการวิเคราะห์คาริโอไทป์ของกบนาเพศเมียในครั้งนี้ พบว่ามีโครโมโซมจัดเป็น 3 ขนาด คือ ขนาด
ใหญ่ คู่ที่ 1-4 ขนาดกลาง คู่ที่ 5-6 และขนาดเล็ก คู่ท่ี 7-13 และสามารถแบ่งโครโมโซมได้เป็น 2 ชนิด 
คือ เมทาเซนทริก คู่ที่  1 -2, 4-6, 8-13 ซับเมทาเซนทริก คู่ที่  3, 7 มีสูตรคาริโอไทป์ ดังนี้              
2n (26)  = Lm

3 + Lsm
1 + Mm

2+  Sm
6 + Ssm

1 คาริโอไทป์ของเขียดโม่เพศผู้ ประกอบด้วยโครโมโซม 
3 ขนาดคือ ขนาดใหญ่ ขนาดกลาง และขนาดเล็ก ซึ่งประกอบไปด้วย 2 ชนิดคือ ชนิดเมทาเซนทริก
และซับเมทาเซนทรกิ แบ่งได้เป็น ชนิดเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 1 แท่ง ซับเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 3 
แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 4 แท่ง ซับเมทาเซนทริกขนาดเล็ก 3 
แท่ง จากการวิเคราะห์คาริโอไทป์ของเขียดโม่เพศผู้ในครั้งนี้ พบว่ามีโครโมโซมจัดเป็น 3 ขนาด คือ 
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ขนาดใหญ่ คู่ที่ 1-4 ขนาดกลาง คู่ที่ 5-6 และขนาดเล็ก คู่ที่ 7-13 และสามารถแบ่งโครโมโซมได้เป็น 
2 ชนิด คือ เมทาเซนทริก คู่ที่ 1, 5-6, 9, 11-13 ซับเมทาเซนทริก คู่ที่ 2-4, 7-8, 10 มีสูตรคาริโอไทป์ 
ดังนี้ 2n (26) = Lm

1 + LSm
3 + Mm

2 + SSm
3 + Sm

4  คาริโอไทป์ของเขียดโม่เพศเมีย ประกอบด้วย
โครโมโซม 3 ขนาดคือ ขนาดใหญ่ ขนาดกลาง และขนาดเล็ก ซึ่งประกอบไปด้วย 2 ชนิดคือ ชนิด     
เมทาเซนทริกและซับเมทาเซนทริก แบ่งได้เป็น ชนิดเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 3 แท่ง ซับเมทาเซนทริก
ขนาดใหญ่ 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 8 แท่ง จากการวิเคราะห์
คาริโอไทป์ของเขียดโม่เพศเมียในครั้งนี้ พบว่ามีโครโมโซมจัดเป็น 3 ขนาด คือ ขนาดใหญ่ คู่ที่ 1 -4 
ขนาดกลาง คู่ที่ 5 และขนาดเล็ก คู่ที่ 6-13 และสามารถแบ่งโครโมโซมได้เป็น 2 ชนิด คือ เมทาเซน- 
ทริก คู่ที่ 1, 3-13 ซับเมทาเซนทริก คู่ที่ 2 มีสูตรคาริโอไทป์ ดังนี้ 2n (26) = Lm

3 + LSm
1 + Mm

1 + 
Sm

8 คาริโอไทป์ของคางคกบ้านเพศผู้ ประกอบด้วยโครโมโซม 3 ขนาดคือ ขนาดใหญ่ ขนาดกลาง 
และขนาดเล็ก ซึ่งประกอบไปด้วย 2 ชนิดคือ ชนิดเมทาเซนทริกและซับเมทาเซนทริก แบ่งได้เป็น 
ชนิดเมทาเซนทริกขนาดใหญ่ 4 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดกลาง 1 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 6 แท่ง 
จากการวิเคราะห์คาริโอไทป์ของคางคกบ้านเพศผู้ในครั้งนี้ พบว่ามีโครโมโซมจัดเป็น 3 ขนาด คือ 
ขนาดใหญ่ คู่ที่ 1-4 ขนาดกลาง คู่ที่ 5 และขนาดเล็ก คู่ที่ 6-11 และสามารถแบ่งโครโมโซมได้เป็น 2 
ชนิด คือ เมทาเซนทริก คู่ที่ 1-11  มีสูตรคาริโอไทป์ ดังนี้ 2n (22) = Lm

4 + Mm
1 + Sm

6  คาริโอไทป์
ของคางคกบ้านเพศเมีย ประกอบด้วยโครโมโซม 3 ขนาดคือ ขนาดใหญ่ ขนาดกลาง และขนาดเล็ก 
ซึ่งประกอบไปด้วย 2 ชนิดคือ ชนิดเมทาเซนทริกและซับเมทาเซนทริก แบ่งได้เป็น ชนิดเมทาเซนทริก
ขนาดใหญ่ 4 แทง่ เมทาเซนทริกขนาดกลาง 2 แท่ง เมทาเซนทริกขนาดเล็ก 5 แท่ง จากการวิเคราะห์
คาริโอไทป์ของคางคกบ้านเพศเมียในครั้งนี้ พบว่ามีโครโมโซมจัดเป็น 3 ขนาด คือ ขนาดใหญ่ คู่ที่ 1-4 
ขนาดกลาง คู่ที่ 5-6 และขนาดเล็ก คู่ที่ 7-11 และสามารถแบ่งโครโมโซมได้เป็น 2 ชนิด คือ เมทาเซ
นทริก คู่ท่ี 1-11  มีสูตรคาริโอไทป์ ดังนี้ 2n (22) = Lm

4 + Mm
2 + Sm

5  

5.2 อภิปรายผลการวิจัย 

              งานวิจัยครั้งนี้เป็นงานวิจัยที่ได้ท าการเปรียบเทียบ โครโมโซมของกบนาเพศผู้เพศเมีย 
เขียดโม่เพศผู้เพศเมีย คางคกบ้านเพศผู้เพศเมีย ดังนี้  

        5.2.1 จ านวนโครโมโซมดิพลอยด์ 

                 กบนาเพศผู้และเพศเมีย มีจ านวนโครโมโซมดิพลอยด์ 2n=26 แท่ง เท่ากันสามารถนับ
จ านวนได้ จัดท าคาริโอไทป์และอิดิโอแกรมต่างกันและไม่พบโครโมโซมเพศ ซึ่งผลการศึกษาครั้งนี้
สอดคล้องกับรายงานของ (Formas and Vera , 1983) ที่รายงานว่า พบว่ามีจ านวนโครโมโซม 
2n=26 แท่ง เท่ากันแต่มีคาริโอไทป์ต่างกันและไม่พบโครโมโซมเพศ 

                  เขียดโม่เพศผู้และเพศเมีย มีจ านวนโครโมโซมดิพลอยด์ 2n=26 แท่ง เท่ากันสามารถ
นับจ านวนได้ จัดท าคาริโอไทป์และอิดิโอแกรมต่างกันและไม่พบโครโมโซมเพศ ซึ่งผลการศึกษาครั้ งนี้
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สอดคล้องกับรายงานของ ถาวร สุภาพรม และประจักษ์ จันทร์ศรี (2542) พบว่ามีโครโมโซม 2n=26 
เท่ากันแต่มีคาริโอไทป์แตกต่างกันและไม่พบโครโมโซมเพศ 

                    คางคกบ้านเพศผู้เพศเมีย มีจ านวนโครโมโซมดิพลอยด์ 2n=22 เท่ากันสามารถนับ
จ านวนได้ จัดท าคาริโอไทป์และอิดิโอแกรมต่างกันและไม่พบโครโมโซมเพศ ซึ่งผลการศึกษาสอดคล้อง
กับรายงานของ (Schmid , 1978a)พบว่ามีโครโมโซม 2n=22 เท่ากันแต่มีคาริโอไทป์แตกต่างกันและ
โครโมโซมไม่สามารถบ่งบอกความแตกต่างทางเพศได้ 

       5.2.2 ชนิด รูปร่าง และขนาดของโครโมโซมร่างกายและโครโมโซมเพศ 

               กบนาเพศผู้เพศเมีย เขียดโม่เพศผู้เพศเมีย และคางคกบ้านเพศผู้เพศเมีย มีจ านวน
โครโมโซมร่างกาย 2 ชนิด ได้แก่ ชนิดเมทาเซนทริก และชนิดซับเมทาเซนทริก ไม่พบชนิดอโครเซน - 
ทริก และชนิดเทโลเซนทริก โดยโครโมโซมขนาดใหญ่ พบชนิดเมทาเซนทริกและซับเมทาเซนทริก 
โครโมโซมขนาดกลางพบชนิดเมทาเซนทริก และโครโมโซมขนาดเล็ก พบชนิดเมทาเซนทริกและ    
ซับเมทาเซนทริก ซึ่งผลการศึกษาครั้งนี้สอดคล้องกับรายงานของ ( ถาวร สุภาพรม และคณะ 2535) 
(Schmid , 1978a) (Formas and Vera , 1983) ศึกษาโครโมโซมและคาริไทป์ของกบนา เขียดโม่ 
และคางคกบ้าน พบโครโมโซม 2 ชนิด ได้แก่ ชนิดเมทาเซนทริกและซับเมทาเซนทริก 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

               ควรจะได้น าเทคนิคและวิธีการต่างๆ ไปประยุกต์ใช้กับการศึกษาสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก
ชนิดอ่ืน ตลอดจนสัตว์กระดูกสันหลังชนิดอ่ืนด้วย และควรมีการศึกษาการย้อมแถบสีแบบต่าง ๆ
ควบคู่กันไปกับการน าเทคนิคด้านชีวโมเลกุลมาใช้ในการศึกษาการจัดจ าแนก และความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกในประเทศไทย โดยเฉพาะพวกที่มีรูปร่างลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาคล้ายคลึงกัน ยากต่อการจัดจ าแนกโดยใช้ลักษณะภายนอกแต่เพียงอย่างเดียว 
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ภาคผนวก ก. 

การเตรียมสารเคมี 

สารเคมีที่ใช้ในการศึกษา 

1. เตรียมโครโมโซม 0.01% Colchicine เตรียมจากผง 0.001 g of colchicine 
powder ละลายในน ้ากลั่น 10 ml บรรจุในขวดสีชา หรือหุ้มด้วยกระดาษ
อะลูมิเนียม เก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส ใช้ได้ไม่เกิน 1 เดือน 

2. เตรียม 0.075 M KCl โดยชั่ง 0.5588 g KCl ละลายในน ้ากลั่น 100 ml เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง Hypotonic สามารถเก็บไว้ใช้งานได้ 1-2 สัปดาห์ 

3. น ้ายา Fixative ประกอบด้วย acetic acid เข้มข้น methanol= 1:3 ส่วน เก็บไว้ที่ 
4องศาเซลเซียส และจะต้องเตรียมใหม่ก่อนใช้เสมอ และใช้ขณะแช่เย็นเท่านั น 

4.  Phosphate buffer (pH 8.4) 
 Stock A: KH2HPO4 9.1 กรัมละลายในน ้ากลั่น 1000 ml 
 Stock B: KH2HPO4  9.5 กรัมละลายในน ้ากลั่น 1000 ml 
Working solution ผสม Stock A:Stock B= 50.8 : 49.2 ส่วน 

5. สี Giemsa เตรียมจากผงสี Giemsa 0.75 กรัมละลายใน glycerol บริสุทธิ์ 25 ml 
จนเป็นเนื อเดียวกัน เติม absolute methanol 50 ml ผสมให้เข้ากันเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
สีย้อม: สี Giemsa : working solution phosphate buffer= 1:4 ส่วนที่ใช้ย้อม
โครโมโซม  
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ภาคผนวก ข. 

ภาพจากการท าวิจัย 

ภาพเซลล์ระยะเมทาเฟส 

  

 

 

กบนาเพศผู้ (Male H.rugulosus) 
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กบนาเพศเมีย (Female H.rugulosus) 
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เขียดโม่เพศผู้ (Male F. limnocharis) 
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เขียดโม่เพศเมีย (Female F. limnocharis) 
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คางคกบ้านเพศผู้ (Male D.melanostictus) 
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คางคกบ้านเพศเมีย (Female D.melanostictus) 
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                จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ านวน 10 เซลล์ (2n=22)……………………………………                                    
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