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         การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาด  3 ชนิด คือ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
ปาดแคระปา (Philautus parvulus) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) ท่ีเก็บตัวอยางจาก
แหลงท่ีอยูอาศัยตามธรรมชาติ เพ่ือศึกษาไมโตติกโครโมโซมจากเซลลไขกระดูกโดยใชวิธี in vivo 
colchicine treatment จากนั้นยอมแถบโครโมโซมแบบจี (G-banding) แบบซี (C-banding) และ
แบบนอร (NOR-banding) ผลการศึกษาพบวา ปาดท้ัง 3 ชนิด มีจํานวนโครโมโซม (2n) เทากับ 26 
และมีคาริโอไทปประกอบดวย โครโมโซมขนาดใหญจํานวน 5 คู และโครโมโซมขนาดเล็กจํานวน 8 คู 
เหมือนกันท้ัง 3 ชนิด เม่ือวิเคราะหตําแหนงของ  secondary constriction พบวาปาดบานมีตําแหนง
ของ secondary constriction ท่ีบริเวณแขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และปาดแคระปาพบท่ีบริเวณ
แขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 แตไมพบตําแหนง  secondary constriction ในปาดเหนือ 
การยอมแถบแบบซี พบวาปาดท้ัง 3 ชนิด ติด c-positive ท่ีตําแหนงของ centromere คลาย ๆ กัน 
สวนการยอมแถบแบบนอร  ในปาดบานพบตําแหนงนอร 1 ตําแหนง คือ บริเวณแขนสั้นโครโมโซมคูท่ี  
12 ปาดแคระปาพบตําแหนงนอร 2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนยาวโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 และใน
ปาดเหนือพบตําแหนงนอร 2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนสั้นโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4 การศึกษาในครั้ง
นี้ไมพบความแตกตางของโครโมโซมเพศในปาดท้ัง 3 ชนิด ขอมูลท่ีเก่ียวกับรูปรางโครโมโซมและคาริโอ
ไทปของปาดท้ัง 3 ชนิดนี้ มีความอนุรักษคอนขางสูง (quite conserved) ซ่ึงจะเปนประโยชน ตอ
การศึกษาวิวัฒนาการของสัตวกลุมนี้ตอไปในอนาคต 
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 This research was the cytogenetic studies of 3 rhacophorid frog species included 

four-lined tree frog (Polypedates leucomystax), dwarf bush frog (Philautus parvulus) 

and northern tree frog (Polypedates mutus). The mitotic chromosomes were 

prepared directly from bone marrow after in vivo colchicine treatment and analyzed 

following G-banding, C-banding and NOR-banding techniques. The diploid 

chromosome number of all species studied was 26 (2n=26). The standard karyotypes 

of all species studied consisted of 5 pairs of large chromosome and 8 pairs of small 

chromosome. The karyotype of P. leucomystax exhibited clearly a secondary 

constriction at the location in the long arm of the chromosome no. 6 whereas P. 

parvulus showed secondary constriction positions in the long arm of the 

chromosome no. 6 and 7. A secondary constriction wasn’t found in P. mutus. The C-

banded pattern of 3 rhacophorid frog species showed constitutive heterochromatin 

bands at the centromere of all chromosome complements. However, the result of 

nucleolar organizer region (NOR) position located in the short arm of chromosome 

pair no.12 in P. leucomystax whereas P. parvulus showed 2 NOR positions in the long 

arm of the chromosome no. 6 and 7 and P. mutus showed 2 NOR positions in the 

short arm of the chromosome no. 1 and 4. It was found a homomorphic sex 

chromosome of 3 rhacophorid frog species. This study about karyotype and 

chromosome morphology of 3 rhacophorid frog species at chromosome level were 

found to be quite conserved and these results will be useful for future studies of 

evolutionary relationship in the rhacophorid frogs. 

 

 



ง 
 

 

สารบัญ 
 

                                                                                                              หนา 
 

กิตติกรรมประกาศ  ก 
บทคัดยอภาษาไทย                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       ข 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ   ค 
สารบัญ  ง 
สารบัญตาราง  ฉ 
สารบัญภาพ  ช 
คําอธิบายสัญลักษณและอักษรยอ  ฌ 
บทท่ี  1  บทนํา   
 1.1  ท่ีมาและความสําคัญ                                                                                1 
 1.2  วัตถุประสงคของงานทําวิจัย                                                                       3 
 1.3  ขอบเขตของงานทําวิจัย                                                                            3 
 1.4  ประโยชนท่ีไดรับท่ีคาดวาจะไดรับ                                                                3 
บทท่ี  2  เอกสารงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ   
 2.1  การกําเนิดและวิวัฒนาการของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก                                       4 
 2.2  วิวัฒนาการจากปลามาเพ่ือเปนสัตวสี่ขา                                                              8 
 2.3  วิวัฒนาการของลิสแซมฟเบียมาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก                               11 
 2.4  การจัดระบบอนุกรมวิธานของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก                                      12 
 2.5  ลักษณะของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  12 
 2.6  อนุกรมวิธานและการจัดจําแนกกบ                                                             12 
 2.7  ปาดท่ีพบในประเทศไทย                                                                          14 
 2.8  การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  19 
 2.9  เครื่องหมายบนแทงโครโมโซม                                                                   19 
 2.10  การยอมแถบโครโมโซมและการศึกษาโครงสราง                                           20 
 2.11  การยอมแถบโครโมโซมแบบจ ี                                                                 21 
 2.12  การยอมแถบโครโมโซมแบบซี                                                                  22 
 2.13  การยอมแถบโครโมโซมแบบนอร                                                              22 
 2.14  การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาด                                                           23 
   

   
 

 



จ 
 

 

สารบัญ (ตอ) 
 

                                                                                                 หนา 
 

บทท่ี  3  วิธดีําเนินการวิจัย  
 3.1  การสํารวจและเก็บตัวอยาง                                                                     25 
 3.2  การเตรียมโครโมโซมเซลลไขกระดูก                                                           27 
 3.3  การยอมแถบโครโมโซม                                                                                              
 
 

3.4  การวัดขนาด การจัดเรียงคาริโอไทป การวิเคราะหโครโมโซม  
      และการทําแบบจําลองโครโมโซม (ideogram)                                               

 
29 

บทท่ี  4  ผลการวิจัย  

            4.1  ผลการวิจัย 31 
บทท่ี  5  สรุปผลวิจัย อภิปรายผลการวิจัย และขอเสนอแนะ  
            5.1  สรุปผลการวิจัย                                                                                41 
            5.2  อภิปรายผลการวิจัย                                                                          41 
            5.3  ขอเสนอแนะ                                                                                   44 
เอกสารอางอิง 45 
ภาคผนวก 50 
ประวัติผูวิจัย 56 

 

       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฉ 
 
 
 

สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี                                                                                                    หนา 
   

2.1  ปาดท่ีพบในประเทศไทย                                                                    15 

2.2  จํานวนโครโมโซมของปาดชนิดตาง ๆ                                                       24 

3.1  จํานวนปาดท่ีพบจากการสํารวจในการศึกษา                                      26 

3.2  การจําแนกรูปรางโครโมโซมโดยอาศัยคา CR                                             30 

4.1  ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตโครโมโซมสัมพัทธ (%RL)                              

คาอัตราสวนของแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของ

ปาดบาน 

 

 

32 

4.2  ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตโครโมโซมสัมพัทธ (%RL)                              

คาอัตราสวนของแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของ

ปาดแคระปา 

 

 

35 

4.3  ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตโครโมโซมสัมพัทธ (%RL)                              

คาอัตราสวนของแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของ

ปาดเหนือ 

 

 

38 

5.1  ขอมูลจํานวนโครโมโซมของปาดในการศึกษาครั้งนี้                                 

เทียบกับขอมูลจํานวนโครโมโซมของปาดชนิดตาง ๆ ท่ีมีมากอนหนา 

 

43 

      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ช 
 
 
 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี                                                                                                      หนา 
 

2.1  ครีบคูซ่ึงเปนกระดูกออนหรือกระดูกแข็ง                                                                          4 
2.2  กระดูกคลุมเหงือก เหงือก เกล็ดแบบ ganoid และหางท่ีสมมาตร                         5 
2.3  กระเพาะลม (swim bladder) และ หัวใจหอง ventricle ของปลา 5 
2.4  ปลา coelacanth                                                                                6 
2.5  ปลาปอดออสเตรเลีย                                                                             7 
2.6  ลักษณะการมีชองเปดของกะโหลกศีรษะบริเวณกระดูกขมับ                                8 
2.7  การวิวัฒนาการของปลามาอยูบนบกจนกลายมาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก      

และกลายเปนสัตวเลื้อยคลานในท่ีสุด 
 

9 
2.8  ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของปลา และสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 10 
2.9  รูปรางของโครโมโซมแบบตาง ๆ                                                              21 
3.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปาดบาน (Polypedates leucomystax)              25 
3.2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาปาดเหนือ (Polypedates mutus)                           26 
3.3  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคระปา (Philautus parvulus)                          26 
4.1  คาริโอไทปของปาดบาน (Polypedates leucomystax)                           

จากการยอมแถบโครโมโซมแบบตาง ๆ      
 

32 
4.2  ไอดิโอแกรมของปาดบาน และการแสดง ตําแหนง secondary constriction 

จากการยอมแถบโครโมโซมแบบจี 
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4.3  ไอดิโอแกรมของปาดบานและการแสดงตําแหนง centromere จากการยอม           

แถบโครโมโซมแบบจี 
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4.4  ไอดิโอแกรมของปาดบาน และการแสดงตําแหนงนอร จากการยอม           

แถบโครโมโซมแบบนอร                                   
  

34 
4.5  คาริโอไทปของแคระปา (Philautus parvulus) จากการยอมแถบ                     

โครโมโซมแบบตาง ๆ            
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4.6  ไอดิโอแกรมของปาดแคระปา และการแสดงตําแหนง secondary constriction 

จากการยอมแถบโครโมโซมแบบจี 
 

36 
4.7  ไอดิโอแกรมของปาดแคระปาและการแสดงตําแหนง centromere จากการยอม

แถบโครโมโซมแบบซี 
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4.8
  

 ไอดิโอแกรมของปาดแคระปา และการแสดงตําแหนงนอร จากการยอม
แถบโครโมโซมแบบนอร                                
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4.9  คาริโอไทปของปาดเหนือ (Polypedates mutus) จากการยอมแถบ
โครโมโซมแบบตาง ๆ          
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4.10  ไอดิโอแกรมแบบจําลองโครโมโซมของปาดเหนือจากการยอมแถบ
โครโมโซมแบบจี                             
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4.11  ไอดิโอแกรมของปาดเหนือและการแสดงตําแหนง centromere จากการ
ยอมแถบโครโมโซมแบบซี 
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4.12  ไอดิโอแกรมของปาดเหนือ และการแสดงตําแหนงนอร จากการยอมแถบ
โครโมโซมแบบนอร                                                                  
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คําอธิบายสัญลักษณและอักษรยอ 
 

สัญลักษณและอักษรยอ                                     ความหมาย 
 

G-banding                                               การยอมแถบโครโมโซมแบบจี 
C-banding                                                 การยอมแถบโครโมโซมแบบซี 
NOR-banding                                             การยอมแถบโครโมโซมแบบนอร 
mg/ml                                                      มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
M                                                                                                               molality (mol/liter) 
๐C                                                            องศาเซลเซียส 
% เปอรเซ็นต 
2XSSC สารผสมระหวาง sodium chloride กับ                                                             

tri-sodium citrate 
%RL                                                         
                                                                                                                                                                             

เปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธ                                                              
(percent of relative length) 

AR or CR                                                   อัตราสวนของแขนโครโมโซมแตละแทง หรือ                                                             
อัตราสวนของเซนโทรเมียร (arm ratio or                                                               
centromeric ratio) 

L โครโมโซมขนาดใหญ (large size) 
s   โครโมโซมขนาดเล็ก (small size) 
m    โครโมโซมรูปรางเมตาเซนตริก (metacentric) 
sm                                                                                                                     
                                                            

โครโมโซมรูปรางซับเมตาเซนตริก                                                                
(submetacentric) 

st or ac                                                                                                                  โครโมโซมรูปรางซับเทโลเซนตริก                                                               
(subtelocentric) หรืออะโครเซนตริก  
(acrocentric) 

tc  โครโมโซมรูปรางเทโลเซนตริก (telocentric)  

α infinity 
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บทที่ 1  
บทนํา 

 
1.1  ท่ีมาและความสําคัญ 
       สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (amphibians) เปนสัตวมีกระดูกสันหลังพวกแรกท่ีมีการวิวัฒนาการ
เพ่ือท่ีจะมาอาศัยอยูบนบก (land animal)  จึงเปนสัตวท่ีเปนตัว เปนตัวเชื่อมตอ (transition form) 
ระหวางสัตวท่ีอาศัยอยูบนบกและสัตวท่ีอาศัยอยูในน้ํา สงผลใหวงจรชีวิตของสัตวกลุมนี้ชวงชีวิตหนึ่ง
อาศัยอยูในน้ําและอีกชวงชีวิตหนึ่งอาศัยอยูบนบก  ซ่ึงคําวา amphibians จึงมีความหมายวาสัตวท่ี
ดํารงชีวิตอยูไดสองแบบท้ังบนบกและในน้ํา (biphasic life cycle) สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก มีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูง โดยสัตวแตละชนิดมีการปรับตัวเพ่ือท่ีจะดํารงชีวิตในแหลงท่ีอยูอาศัยตาม
ธรรมชาติหลายแบบ ทําใหมีลักษณะรูปรางและพฤติกรรมของสัตวแตกตางกันออกไป สัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบกจัดอยูใน Kingdom: Animalia, Phylum: Chordata, Subphylum: Vertebrata, 
Superclass: Tetrapoda, Class: Amphibia,  ปจจุบันมีสัตวกลุมนี้มากกวา 6,800 ชนิด จัดอยูใน  
3 อันดับ (Order) ไดแก ซาลาแมนเดอร (Order Caudata) เขียดงู (Order Gymnophiona or 
Apoda)   และกบ เขียดและคางคก (Order Anura) (วีระยุทธ  เลาหะจินดา , 2552; Schooch, 
2009) 
       ประเทศไทยตั้งอยูในแถบเสนศูนยสูตร จึงสงผลใหสภาพภูมิอากาศมีลักษณะรอนชื้นและมีความ
หลากหลายทางชีวภาพของสัตวกลุมนี้สูง สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจึงมีความสําคัญตอระบบนิเวศและ
ความสมดุลของสภาพแวดลอมในธรรมชาติ ดังนั้นสัตวกลุมนี้จึงสามา รถบงบอกหรือเตือนลวงหนาให
ทราบถึงสภาวการณของสิ่งแวดลอมท่ีกําลังสูญเสียสมดุลได ซ่ึงเปรียบเสมือนมาตรวัดสุขภาพของโลก 
(world health indicator) เนื่องจากผิวหนังของสัตวเหลานี้สัมผัสกับสิ่งแวดลอมโดยตรงปราศจากสิ่ง
หอหุม และมีวงจรชีวิตอยูในสภาพแวดลอมท่ีแตกตางกันถึงสองแบบ ปจจุบันสภาพของสัตวในกลุมนี้
อยูในสถานะท่ี นาวิตกมาก บางชนิดมีจํานวนลดลงจนอาจสูญพันธุ ท้ังนี้เพราะถ่ินท่ีอยูอาศัยอยูใน
สภาวะวิกฤตจากการบุกรุกตัดไมทําลายปา การใชสารเคมี ยาปราบสัตรูพืชและยาฆาแมลงอย าง
แพรหลาย การฆาเพราะความกลัวหรือเกลียดชัง การลาเพ่ือการคาอยางไรขอบเขต ตลอดจนการขาด
ขอมูลหรือความรูพ้ืนฐานเก่ียวกับสัตวกลุมนี้  เนื่องจากการละเลยและมองขามความสําคัญ  
ของกลุมนักวิจัย ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองมีการศึกษาวิจัยเพ่ือสรางองคความ รูใหม  
เก่ียวกับสัตวกลุมนี้ใหเพียงพอและครบถวน เพ่ือนํามาประกอบและประยุกตใชในการ  
อนุรักษ การจัดการ และการใชประโยชนอยางเหมาะสม ยั่งยืนและรูคุณคาในอนาคต  
        การตอบสนองตอความเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมแบบตาง  ๆ ทําใหสิ่งมีชีวิตเกิดการ
เปลี่ยนแปลงและมีการวิวัฒนาการอยูตลอดเวลาภายใตกระบวนการคัดเลือกโดยธรรมชาติ กอใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงองคประกอบทางพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิต โดยมีอิทธิพลท้ังภายในและภายนอกเปน
ตัวกระตุน คุณสมบัติเฉพาะของโครโมโซม สามารถใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการศึกษาวิวัฒนาการและ
การจัดจําแนกกลุมหรือชนิดของสิ่งมีชีวิตได โครโมโซมเปนโครงสรางทางพันธุกรรมท่ีประกอบดวยสาย
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ดีเอ็นเอ (DNA) จับอยูกับโปรตีนฮีสโตน (histone protein) และพันกันไปมาอยางซับซอนอยูภายใน
นิวเคลียสของเซลล รูปรางของของโครโมโซมจะเปลี่ยน แปลงไปตามวัฏจักรของการแบงเซลล
โครโมโซมท่ีอยูในรูปแบบของสายใยโครมาติน (chromatin fiber) จะหดสั้นเขาจนเห็นเปนรูปราง
ทรงกระบอกในระยะเมตาเฟส ทําใหมองเห็นไดชัดเจน ดังนั้นการศึกษาโครโมโซมจึงมักท่ีจะใชระยะนี้ 
โครโมโซมแตละแทงจะมีรอยคอดตําแหนงท่ี 1 (primary constriction) แตในโครโมโซมบาง แทงอาจ
พบโครโมโซมเครื่องหมาย  (chromosome marker) เชน รอยคอดตําแหนงท่ี 2 (secondary 
constriction) หรือ โครงสรางท่ีเปนติ่งสวนเล็ก ๆ (satellite) ยื่นออกจากโครโมโซมท่ีตอจากตําแหนง  
secondary constriction ซ่ึง secondary constriction บางครั้งอาจเปน ตําแหนง nucleolar 
organizer region (NOR) ท่ีทําหนาท่ีในการสราง ribosomal RNA โดยท่ัวไปตําแหนง NOR มักเปน
ตําแหนงเดียวกันกับตําแหนง secondary constriction ซ่ึงอาจพบไดมากกวา 1 คู การมีตําแหนงเซน
โตรเมียรทําใหแบงโครโมโซมออกเปน 2 สวน คือ แขนยาว  (long arm) และแขนสั้น (short arm) 
สงผลใหจําแนกรูปรางของโครโมโซมเปน 4 แบบคือ 
                   (1) เมตาเซนตริก (metacentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยูตรงกลาง  
ทําใหแขนยาว และแขนสั้นมีขนาดเทากันหรือใกลเคียงกัน 
                  (2) ซับเมตาเซนตริก (submetacentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยู 
คอนไปดานใดดานหนึ่ง ทําใหแขนยาวมีความยาวมากกวาแขนสั้น 
                  (3) อะโครเซนตริก (acrocentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยูคอนไป 
ดานใดดานหนึ่งมากจนทําใหแขนสั้นมีความยาวสั้นกวาแขนยาวมาก 
                  (4) เทโลเซนตริก (telocentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยูปลายสุด 
ของแทงโครโมโซม ทําใหมีมีแขนสั้นมีเฉพาะแขนยาวเทานั้น 
         กบ เขียด  ปาด อ่ึงอาง คางคก ถูกจัดให อยู ชั้น (Class) Amphibia ชั้นยอย (Subclass) 
Lissamphibia อันดับ (Order) Anura ซ่ึงมีท้ังหมด 27 วงศ (Family)  สามารถจัดจําแนกเปนปาดได 
4 วงศ (Family) คือ Hylidae ,Dendrobatidae, Hyperoliidae และ Rhacophoridae ในประเทศ
ไทยพบเฉพาะปาดในวงศ Rhacophoridae เทานั้น ซ่ึงประเทศไทยพบปาดท้ังหมด 35 ชนิด (วีระยุทธ 
เลาหะจินดา , 2552) รายงานวิทยานิพนธในครั้งนี้เปนการศึกษาเก่ียวกับปาด (tree frog) ซ่ึงเปนสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกกลุม หนึ่ง เพ่ือศึกษา คนควาและนําเสนอขอมูลเก่ียวกับจํานวน ขนาดและรูปราง
ของโครโมโซม โครโมโซมเครื่องหมาย (chromosome marker) และคาริโอไทปของสัตวกลุมนี้ อันจะ
นําไปสูการพัฒนาความรูทางดานเซลลพันธุศาสตรของปาดโดยละเอียดมากยิ่งข้ึน ขอมูลพ้ืนฐานท่ีไดมี
ความสําคัญและจําเปนตอการนําไปประยุกตใชประโยชนในดานการอนุรักษ การปรับปรุงพันธุ และใช
เปนขอมูลประกอบในการจัดจําแนกชนิด  ตลอดจนชวยในการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของ
สัตวกลุมนี้ในอนาคต 
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1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 
       1.2.1  เพ่ือศึกษาจํานวนโครโมโซมของปาด ขนาดและรูปรางของโครโมโซมในคาริโอไทป     
(standard karyotype) ของปาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย  
       1.2.2  เพ่ือศึกษาเครื่องหมายโครโมโซม (chromosome marker) ของปาดโดยใชเทคนิคการ   
ยอมแถบโครโมโซม คือ แบบจี (G-banding) แบบซี (C-banding) และแบบนอร (NOR-banding) 
       1.2.3  เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางคาริโอไทปของปาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ 
ประเทศไทย 
 
1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 
      1.3.1  สํารวจและเก็บตัวอยาง แบบพบเห็นตัว ดวยตาเปลา โดยบังเอิญ  (visual encounter 
survey) ในชางเวลากลางคืน (18.00 น. เปนตนไป) พ้ืนท่ีปาตนน้ํารองกอในเขตตําบลโพธิ์ใหญ อําเภอ
วารินชําราบ จังหวัดอุบลราชธานี และเก็บตัวอยางจากพ้ืนท่ีปาตนน้ําหวยตะขบตําบลเสาธงชัย อําเภอ
กันทรลักษ จั งหวัดศรีสะเกษ ในชวงเดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน พ .ศ. 2559 และในชวงเดือน
มิถุนายนถึงเดือนกันยายน  พ.ศ. 2560 โดยแตละพ้ืนท่ีกํา หนดให อยูในรัศมี  1 กิโลเมตร   
      1.3.2  ศึกษาเฉพาะปาดท่ีพบจากการสํารวจ โดยการศึกษาจํานวนโครโมโซม ขนาดและรูปราง
ของโครโมโซมในคาริโอไทป (standard karyotype) 
 
1.4  ประโยชนของงานวิจัยท่ีคาดวาจะไดรับ 
       1.4.1  เพ่ือเพ่ิมความองครูเก่ียวกับจํานวนโครโมโซม ขนาดและรูปรางของโครโมโซมในคาริโอ-
ไทป (standard karyotype) ของปาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
      1.4.2  เพ่ือเพ่ิมความองครูเก่ียวกับเครื่องหมายโครโมโซม (chromosome marker) ของปาด
โดยใชเทคนิคการยอมแถบโครโมโซม คือ แบบจี (G-banding) แบบซี (C-banding) และแบบนอร 
(NOR-banding) 
       1.4.3  ขอมูลพ้ืนฐานเก่ียวกับโครโมโซมเครื่องหมาย (chromosome marker) ของปาดท่ีได 
จากวิทยานิพนธในครั้งนี้ จะเปนประโยชนตอการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ การจัดจําแนก
และการอนุรักษพันธุของสัตวกลุมนี้ในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 
 

 
 

 
 

บทที่ 2  
เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1  การกําเนิดและวิวัฒนาการของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
       สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกมี ตนกําเนิดและ วิวัฒนาการ จากปลาโบราณในตอนปลายของ ยุคดีโน-
เวียน (Devonian period) และยุคคารบอนิเฟอรรัส (Carboniferous period) ชวงระยะเวลา  395–
299 ลานปท่ีผานมา  การกําเนิดและการวิวัฒนาการของ สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและ สัตวเลื้อยคลาน
นั้นมีสัตวหลายกลุม ท่ีมีสวนสัมพันธ เก่ียวของ กัน (วีระยุทธ  เลาหะจินดา , 2552) ซ่ึงประกอบดวย   
       2.1.1  Actinopteriygii คือกลุมของปลากระดูกแข็งท่ี มีลักษณะเฉพาะดังนี้ กานครีบลักษณะ
เปนเสนรัศมี (fin ray) ดังแสดงในภาพท่ี 2.1 มีครีบคูซ่ึงเปนกระดูกออนหรือกระดูกแข็งมีลักษณะเปน
ชิ้นเล็กๆ หลายชิ้นเรียกวาเรเดียล (radials)  เชน ครีบอก ครีบสะโพก และครีบกน อาจมีครีบเดี่ยวอยู
ท่ีกลางหลัง มีกระดูกคลุมเหงือกเรียกวาแผนปดเหงือก (operculum) มีเหงือกท่ีพัฒนาดีใชในการ
หายใจ มีหางท่ีสมมาตรกัน มีเกล็ดแบบกานอยด (ganoid) มักพบในปลาโบราณ เชน ปลาสเตอรเจียน 
(sturgeon) สําหรับเกล็ดแบบไซคลอย (cycloid) และเกล็ดแบบทีนอย ด (tenoid) ดังแสดงในภาพท่ี 
2.2 พบในกลุมปลาปจจุบัน เชน กลุมปลาเทเรออสติไอ (teleostei) ปากอยูปลายดานหนาและพบท้ัง
ท่ีมีฟนหรือไมมีฟน มีกระเพาะลม (swim bladder) ดังแสดงในภาพท่ี 2.3 มีหนาท่ีชวยในการลอยตัว 
หัวใจมี 2 หอง เลือดท่ีผานหัวใจเปนเลือดท่ีมีออกซิเจนต่ํา อาศัยอยูท้ังในน้ําจืด น้ําเค็มและน้ํากรอย 

 

 
 

ภาพท่ี 2.1 ครีบคูซ่ึงเปนกระดูกออนหรือกระดูกแข็ง  
ท่ีมา: nana.bio.com (2018) 

 

http://www.nana.bio.com/elearning/biodiversity/biodiversityA205/BiodiversityA205.htl
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ภาพท่ี 2.2  กระดูกคลุมเหงือก เหงือก เกล็ดแบบ ganoid และหางท่ีสมมาตร 

                ท่ีมา: sysp.ac.th (2018) 
 

 
 

ภาพท่ี 2.3  กระเพาะลม (swim bladder) และ หัวใจหอง ventricle ของปลา 

                ท่ีมา: sysp.ac.th (2018) 
 

         ตัวอยางของปลากลุมนี้ เชน ปลาตะพัด (malayan bonytonque)  ปลาการตูน (false 
clown anemone fish)  ปลาผีเสื้อ (coral fish)  
         2.1.2  Sacropterygii คือปลาโบราณท่ีมีลักษณะแตกตางจากปลาในชั้นอ่ืน ๆ คือ มี เกล็ดเปน
แบบ cosmoid มีลักษณะเฉพาะ คือ ครีบท่ีบริเวณหนาอก วิวัฒนาการ จากครีบธรรมดา ๆ มาเป น
เสมือนอวัยวะท่ีใชเคลื่อนไหวไดเหมือนการเดินใน น้ํา โดยลักษณะของครีบจะเปนพูเนื้อหรือ เนื้อเยื่อ มี
ความแข็งแรงมาก โดยมีแกน กระดูก จึงเปนเสมือนรอยตอของการวิวัฒนาการของปลาซ่ึงเปน สัตวน้ํา
อาศัยอยูในน้ําไดอยางเดียว ข้ึนมาอยูบนบกกลายเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกอนจะวิวัฒนาการเปน 
สัตวเลื้อยคลานและสัตวในชั้นอ่ืน ๆ ตอไป  
          

http://www.sysp.ac.th/files/1403271111004763_14042614140852.pdf
http://www.sysp.ac.th/files/1403271111004763_14042614140852.pdf
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B8%9B%E0%B8%A5%E0%B8%B2
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%92%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B6%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%9A%E0%B8%81%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B6%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%99
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         2.1.3  Actinistia คือปลาในสกุล Latimeria ท่ีเกิดข้ึนในสมัยพาลีโอโซอิก (Paleozoic) และ
ปจจุบันยังคงมีชีวิตอยู มีลักษณะเฉพาะดังนี้คือ มีครีบอกและครีบสะโพกประกอบดวยกระดูกท่ีมีขนาด
ใหญข้ึนเรียกวากระดูกเบซอล (basals bone) และมีกลามเนื้อบริเวณครีบจึงเรียกวา ปลาครีบเนื้อ 
หรือโลบฟนฟช (lobe fin fish)  ตัวอยางของปลากลุมนี้คือปลา ซีลาแคนท (coelacanth) ดังภาพท่ี 
2.4 ซ่ึงเปนปลาโบราณท่ียังมีชีวิตในปจจุบันอาศัยอยูในทะเลลึกเคยจับไดแถบแอฟริกาและอินโดนีเซีย  
 

 
 

ภาพท่ี 2.4 ปลา coelacanth 
                          ท่ีมา: geol.umd.edu (2018) 

 
          2.1.4  Dipnoi คือกลุมปลาท่ีเกิดข้ึนในสมัยพาลีโอโซอิก (Paleozoic) เปนปลาท่ีหายใจดวย
ปอด อาศัยใตทองน้ําของแหลงน้ําจืด มีรูจมูกภายใน (internal nostrils) มีครีบหนาสามารถเดินได 
เม่ืออากาศแหงแลงจะฝงตัวในโคลนสรางเมือกลอมรอบตัว จากการศึกษา ทางชีววิทยาโมเลกุลพบวา 
Dipnoi เปนสัตวท่ีมีวิวัฒนาการใกลเคียงกับสัตวสี่ขา (tetrapod) มากท่ีสุด ตัวอยางของปลากลุมนี้
เชน ปลาปอดแอฟริกา (african lungfish) ปลาปอดอเมริกาใต (south american lungfish) และ
ปลาปอดออสเตรเลีย (australian lungfish; ภาพท่ี 2.5) ปลากระดูกแข็งสวนใหญ ท่ี พบในปจจุบัน
ดํารงชีวิตในน้ํา โดยอาศัยแกสออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา แตมีปลากระดูกแข็ง 2 กลุม คือปลาครีบเนื้อ
และปลาปอดท่ีสามารถหายใจจากอากาศไดในชวงระยะเวลาสั้นๆ สัตวกลุมนี้ถูกใชเปนหลักฐานในการ
สนับสนุนการเกิดวิวัฒนาการเพ่ือมาดํารงชีวิตบนพ้ืนดิน โดย มีการพัฒนาถุงลมไปทําหนาท่ีเปนปอด 
และครีบอกมีวิวัฒนาการเปนขาหนาในสัตวบกนั่นเอง 
 

 

http://www.geol.umd.edu/
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                                           ภาพท่ี 2.5 ปลาปอดออสเตรเลีย 
                                                           ท่ีมา: fishwallpapers.com (2018) 
 
         2.1.5  Tetrapoda คือกลุมของสัตวสี่เทาซ่ึงเปนบรรพบุรุษของ Lissamphibia และ 
Amniota รวมท้ังสายวิวัฒนาการอ่ืนท่ีแยกออกไปจากสัตวสองกลุมนี้ โดยเขาใจวาสัตวพวกนี้ 
นาจะมีตนกําเนิดมาจากกลางยุคดีโวเนียน ซ่ึงแบงออกเปน 2 กลุม คือ 
                2.1.5.1.  สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (Amphibia) ท่ียังมีชีวิตอยู มีมากวา 5,556 ชนิด 
                2.1.5.2.  สัตวท่ีมีถุงน้ําคร่ํา (Amniota) แบงออกไดเปน 2 กลุม 
                         1) Synapsida (รวมพวกสัตวดูดนม) ท่ียังมีชีวิตอยู มีประมาณ 4,800 ชนิด 
                         2) Reptilia เปนสัตวเลื้อยคลาน ท่ียังมีชีวิตอยูมีประมาณ 14,390 ชนิด  
         2.1.6  Lissamphibia คือกลุมของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกในปจจุบันท้ัง 3 อันดับ (Order) 
คือ อันดับเขียดงู (Order Gymnophiona: Apoda) อันดับซาลาแมนเดอร (Order Caudata: 
Urodela) และอันดับกบ (Order Anura) 
        2.1.7  Amniota คือสัตวท้ังหมดในกลุมของสัตวเลื้อยคลาน นกและสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม โดย
การจําแนกจากลักษณะของกะโหลกศีรษะสามารถแบงออกไดเปน 4 แบบ ตามลักษณะการมีชองเปด
ของกะโหลกศีรษะบริเวณกระดูกขมับท่ีเรียกวา temporal fenestration (fenestra or window) 
ดังนี้ 
                      2.1.7.1  Anapsid skull เปนกะโหลกท่ีไมมีชองเปด พบในสัตว 
เลื้อยคลานในยุคแรก และในสัตวกลุมเตา ดัง แสดงในภาพท่ี 2.6a 
                      2.1.7.2  Synapsid skull เปนกะโหลกท่ีมีชองเปด ขางละ 1 ชอง พบในกลุมสัตว
เลี้ยงลูกดวยนมคลายสัตวเลื้อยคลาน (mammal-like reptile) ดังแสดงในภาพท่ี 2.6b 
                      2.1.7.3  Diapsid skull เปนกะโหลกท่ีมีชองเปดขางละ 2 ชอง คือ ชองบนและชอง
ลาง พบในกลุม สัตวอยาง จระเข และ อารโคซอร (archosaur) ดังแสดงในภาพท่ี 2.6c 
                     2.1.7.4  Euryapsid skull เปนกะโหลกท่ีมีชองเปดขางละ 1 ชอง และแตกตางจาก
กะโหลกแบบ synapsid ในตําแหนงของชองเปดท่ีเชื่อมตอกับกระดูกของกะโหลก แตในความจริงแลว
กะโหลกแบบ Euryapsid เปนเพียงการเปลี่ยนรูปของกะโหลกแบบหนึ่งของ diapsid เทานั้น พบใน
กลุมสัตวเลื้อยคลานทางทะเล อยางเพลซิโอซอรและอิคธิโอซอรนั่นเอง  ดังแสดงในภาพท่ี 2.6d 

http://www.fishwallpapers.com/wallpapers/australian-lungfish-at-the-bottom-pic.jpg
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ภาพท่ี 2.6  ลักษณะการมีชองเปดของกะโหลกศีรษะบริเวณกระดูกขมับ 
                              ท่ีมา: realmagick.com (2018) 
 
2.2  วิวัฒนาการจากปลามาเพ่ือเปนสัตวส่ีขา 
       การกําเนิดของสัตวของสัตวสี่ขา (tetrapod) เปนประเด็นท่ีมีการโตแยงกันมาเปนเวลายาวนาน 
โดยเฉพาะความสัมพันธระหวางสัตวสกุล Icthyostega (ภาพท่ี 2.7) กับสัตวกลุมอ่ืนท่ีมีลักษณะรูปราง
คลายคลึงกับปลา เชน  ปลาปอด ปลาซีลาแคนธ , osteolepiform, porolepiform เปนตน อยางไรก็
ตามปจจุบันมีแนวคิดวาการกําเนิดของสัตวสี่ขามีวิวัฒนาการสายเดี่ยว (monophyletic origin) จึง
สงผลใหการศึกษามุงเนนเพ่ือท่ีจะศึกษาความสัมพันธระหวางกลุมสัตวท่ี ดํารงชีวิตอยูในปจจุบันไดแก 
สัตวสี่ขา ปลาปอด ปลาซีลาแคนธ กับกลุมสัตวท่ีดํารงชีวิตอยูใน ชางยุคพาลีโอโซอิก คือสัตวในกลุม 
Sarcopterygii รวมท้ังการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางจากความคลายคลึงกับปลาไปเปนบรรพบุรุษ
ของสัตวสี่ขา ซ่ึงโดยมีแนวความคิดวาปลาในกลุมซารคอพเทอรีเจียนท่ีดํารงชีวิตอยูในสมัยพาลีโอโซอิก 
3 กลุม คือ osteolepiform, porolepiform และ Stegocephalidae มีความสัมพันธท่ีใกลชิดกับ
สัตวสี่ขามากกวาใกลชิดกับปลาปอดและปลาซีลาแคนธ  (Schooch, 2009; วีระยุทธ เลาหะจินดา , 
2552)  
        การเปลี่ยนแปลงวิธีการดํารงชีวิตจากในน้ําข้ึนมาอยูบนบกตองมีการการเปลี่ยนแปลงท้ั ลักษณะ
ทางกายวิภาคศาสตรและลักษณะทางสรีระวิทยาหลายประการ การเปลี่ยนแปลงท่ีสําคัญคือโครงสราง
ของอวัยวะคํ้าจุนลําตัวเพ่ือการเคลื่อนท่ี เพราะตองมีการรับน้ําหนักของลําตัวไดดีและตองมีกล ามเนื้อ
ท่ีแข็งแรงเพ่ือใชในการผลักดันลําตัวใหเคลื่อนไปขางหนา กะโหลกของแพนเดอริคธิคคลายคลึงกับปลา
ท่ัวไปคือ ขมับไมไดถูกตรึงใหติดแนนอยูกับกระดูกหัวไหล แตสัตวสี่ขากลุมแรกคือ Icthyostega กับ
Acanthostega ดังแสดงในภาพท่ี 2.7 และภาพท่ี 2.8 มีกะโหลกท่ีเคลื่อนไหวไดแบบอิสระจากกระดูก
หัวไหล ขณะเดี่ยวกันกระดูกเชิงกรานไดมีการเชื่อมตอกับกระดูกสันหลังดวยการลดรูปกระดูกซ่ีโครง
บริเวณกระดูกกนกบ และมีวิวัฒนาการของรยางคขาเพ่ือใหเคลื่อนท่ีบนบกได อยางไรก็ตามจาก
ลักษณะโครงสรางของขาสันนิษฐานวารยางคขาของ Icthyostega กับ Acanthostega ไดมีการ
พัฒนาเพ่ือใชในการเคลื่อนท่ีในน้ํามากกวาการเคลื่อนท่ีบนบก 
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ภาพท่ี 2.7  การวิวัฒนาการของปลามาอยูบนบกจนกลายมาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
               และกลายเปนสัตวเล้ือยคลานในท่ีสุด  
               ท่ีมา: th.wikipedia.org/wiki (2018) 
  

https://th.wikipedia.org/wiki
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ภาพท่ี 2.8  ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของปลาและสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
               ท่ีมา: en.wikipedia.org/wiki/Ichthyostega (2018) 

 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ichthyostega
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2.3  วิวัฒนาการของลิสแซมฟเบียมาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
       การศึกษาดานการวิภาคศาสตรและในระดับโมเลกุลบงชี้วาลิสแซมฟเบียเปนวิวัฒนาการสาย
เดี่ยวแยกออกจากสัตวสี่ขากลุม สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก ท่ีดํารงชีวิตอยูในปจจุบัน เนื่องจากลักษณะ
จําเพาะและการศึกษาโครงสรางหลายประการของลิสแซมฟเบียท่ีดํารงชีวิตอยูในปจจุบัน โดยใช
แนวทางสรุปวาลิสแซมฟเบียเปนวิวัฒนาการแบบสายเดี่ยว (วีระยุทธ เลาหะจินดา, 2552) ไดแก 
        2.3.1  ฟนของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีกานยาว (pedicellate) ตัวฟนจําแนก
เปน 2 สวนคือสวนฐานเปนกานยาวซ่ึงติดอยูกับกระดูกของขากรรไกรและสวนปลายฟนโผลพนเงือก
ข้ึนมา ยอดฟนมี 2 ยอด (bicuspid) คือยอดฟนดานใน (lingual) และยอดฟนดานนอก (labial) 
       2.3.2  กระดูกท่ีใชในการถายทอดคลื่นเสียงในชองหูชั้ นกลางของลิสแซมฟเบียมี 2 ชั้นคือ 
กระดูกคอลิวเมลลา (columella/stapes) ท่ีพบในสัตวสี่ขากลุมอ่ืนดวย  และกระดูกโอเพอรคิวลัม 
(operculum) 
       2.3.3  กระดูกคอลิวเมลลา (columella bone) เรียงตัวในแนวระนาบกับชองท่ีเปดเขาหูชั้นใน
หรือเฉียงข้ึนไปทางดานบนเล็กนอย ซ่ึงเปนลักษณะท่ีบนในลิสแซมฟเบียกับสัตวกลุมอ่ืนท่ีดํารงชีวิตใน
สมัยพาลีโอโซอิก สวนกระดูกคอลิเมลลาของสทีโกซีฟาเลียน เรียงตัวเฉียงลงทางดานลาง 
       2.3.4  แฟทบอดีส (fat bodies) ของสัตวสะเทินน้ําสะเทิ นบกกลุมปจจุบันเจริญข้ึนมาระยะ
เอ็มบริโอจากสันเจอรมินัล (germinal ridge) ซ่ึงเปนเนื้อเยื่อบริเวณเ ดียวกับอวัยวะสราง 
เซลลสืบพันธุ และมีความสัมพันธกับอวัยวะสรางเซลลสืบพันธุในสัตววัยเจริญพันธุ  
       2.3.5  ผิวหนังลําตัวประกอบดวยตอมเมือกและตอมพิษ (mucous gland or granular gland) 
เปนลักษณะเฉพาะของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบั น และตอมมีลักษณะโครางพิเศษคลาย กัน 
       2.3.6  เซลลรับความรูสึกในชั้นจอตาคือ เซลลร็อคเขียว เปนลักษณะจําเพาะของสัตวสะเทินน้ํา 
สะเทินบกในกลุมกบและซาลาแมนเดอร สวนเขียดงูไมมี 
       2.3.7  ลิสแซมฟเบียมีแผนกลามเนื้อบาง (levator bulbi) อยูในเบาตาเพ่ือทําหนาท่ียกตาให
สูงข้ึนหรือดึงตาใหเขาและออกจากเบาตา ลักษณะนี้พบเฉพาะในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
       2.8.8  สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีกลไกการแลกเปลี่ยนแกสคอนขางมีความจําเพาะ 
เพราะใชโครงสรางถึง 3 ประการคือ เหงือก ปอด และผิวหนัง 
       2.3.9  สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีกระดูกซ่ีโครงสั้นและไมลอมรอมลําตัวและชองอก 
       2.3.10 สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีปุมออคซิพิทัล (occipital condyle) 2 ปุม 
       2.3.11 ลิสแซมฟเบียไดลดรูปกระดูกกะโหลกและมีชองเปดบนกะโหลกคลายคลึงกันกับสัตวสี่ขา
ในสมัยพาลีโอโซอิก เชน ลดรูปกระดูกซูปราเทมพอรัล (supra temporal bone) ลดรูปกระดูก
อินเตอรเทมพารัล (inter temporal bone) 
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2.4  การจัดระบบอนุกรมวิธานของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
      การจัดระบบในการจัดจําแนกสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกอาศัยหลักการ  (King, 1990) 2 ประการ
คือ 
      2.4.1  ระบบในการจัดจําแนกสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (Amphibian systematics) คือการให
คําอธิบายเก่ียวกับสัตวชนิดใหม  (taxa new) ตอนักวิทยาศาสตรและการศึกษาเก่ียวกับ การจัดระบบ
วิวัฒนาการพ้ืนฐานของสัตวตางๆใหเกิดความเขาใจในการจัดระบบอนุกรมวิธานของสัตว  
      2.4.2   ความเขาใจเก่ียวกับโครโมโซม (chromosome approach) เปนอีกหนึ่งปจจัยท่ีใชในการ
จัดระบบอนุกรมวิธานของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก เพ่ือวิเคราะหความแตกตางของสัตวในระดับวงศ 
(family) และวงศยอย (subfamily)  

 
2.5  ลักษณะของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
      ปจจุบันสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกสามารถจําแนกได 3 อันดับชั้น (Order)  ไดแก กบ เขียดและ
คางคก (Order Anura), ซาลาแมนเดอร (Order Caudata) และเขียดงู (Order Gymnophiona or 
Apoda)  มีลักษณะท่ัวไปของสัตวเหลานี้ คือ  มีโครงสรางรางกายเปนกระดูกแข็ง บางชนิดมีกระดูก
ซ่ีโครง มีรูปรางแตกตางกันตามแตละชนิดคือ ลําตัวยาว มีหัว คอ และหางชัดเจนหรือลําตัวแบนมีหลัง
และลําตัว ไมมีคอ มีสี่เทา เทาคูหลังมักจะมีพังผืดขึงระหวางนิ้ว มีผิวหนังเรียบชื้น มีตอมมาก อาจมี
ตอมพิษหรือไมมีก็ได มีเซลลเม็ดสี (chromatophore) ไมมีเกล็ด ปากมักมีขนาดใหญและฟนขนาด
เล็กกระจายอยู มีรูจมูก (nostril) 1 คูเปดเขาดานหนาของอุงปากหายใจดวยปอด เหงือก และผิวหนัง 
หัวใจมี 3 หองเปนเอเทรียม (atrium) 2 หอง และเวนทริเคิล (ventricle) 1 หอง เพศแยก มีการ
เปลี่ยนแปลงรูปรางในระหวางเติบโต หรือเมทามอรโฟซีส (metamorphosis) โดยไขมีเยื่อหุมวุน  

 
2.6 อนุกรมวิธานและการจัดจําแนกกบ 

       กบเขียดถูกจัดใหอยูอาณาจักรสัตว (Kingdom) Animalia ไฟลัม (Phylum) Chordata ซับ

ไฟลัม (Subphylum) Vertebrata ชั้น (Class) Amphibia ชั้นยอย (Subclass) Lissamphibia 

อันดับ (Order) Anura อันดับยอย (Suborder) Neobatrachia ซ่ึงมีท้ังหมด 27 วงศ (family) มี

รายละเอียดดังนี้  

Family Ascaphidae  

Family Leioplematidae  

Family Bombinatoridae  

Family Discoglossidae  

Family Megophryidae  

Family Pelobatidae  

Family Pelodytidae 

Family Rhinophrynidae 
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Family Pipidae 

Family Allophrynidae 

Family Brachycepphalidae 

Family Bufonidae 

Family Heleophrynidae 

Family Leptodactylidae 

Family Myobatrachidae 

Family Sooglossidae 

Family Rhinodermatidae 

Family Hylidae 

Family Pseudidae 

Family Centrolenidae 

Family Microhylidae 

Family Dendrobatidae 

Family Hemisotidae 

Family Arthroleptidae 

Family Ranidae 

Family Hyperoliidae 

Family Rhachophoridae 

         สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมอนูแรน (anuran) ท่ีถูกจําแนกเปนปาดหรือเขียดตะปาด  (tree 

frog) มีลักษณะลําตัวคอนขางแบน ลําตัวมีสีเหลืองแกมน้ําตาล บางชนิดมีลายเปนแถบตามความยาว

ของลําตัว และสามารถเปลี่ยนสีไดตามสภาพแวดลอม สวนหัวมีลักษณะสามเหลี่ยม ริมขอบ 

ปากบานโคงข้ึนเล็กนอย ทําใหมองเห็นเปนรองบริเวณแกม สวนตามีขนาดใหญ  

ตาอยูหางกันมาก ผิวหนังท่ัวลําตัวคอนขางบาง สวนขามี 4 ขา ขาหนาเล็กกวาขาหลั ง  

แตละขามีนิ้วยาว ดานลางของนิ้วมีตุมจับสําหรับยึดเกาะ ระหวางนิ้วมีพังผืดชวยใหวายน้ําไดดี   

มีกระดูกสันหลังหนากระดูกกนกบ 8 ปลอง กระดูกสันหลังมีเซนทรัม  (centrum) เปนแบบอยางของ

โพรซีลัส  (procelous) หรือเปนแบบแอมฟ ซีลัส (amphicelous) กระดูกหัวไหลเปนแบบ เฟอรมิส

เทอรนัล  (Fermi sternal) กระดูกแอสทรากาลัส  (astragalus bone) และกระดูกแคลคาเนียม  

(calcaneum bone) เชื่อมรวมกันเฉพาะสวนตนและสวนปลาย มีชิ้นกระดูกออนแทรกระหวาง

กระดูกนิ้วสองชิ้นสุดทาย กระดูกนิ้วชิ้นสุดทายเรียวยาวหรือเปนรูปตัวอักษร T ใภาษาอังกฤษ สวน

ปลายของนิ้วขยายออกเปนตุมคลายคลึงกับปาดใน วงศปาดโลกใหม  (Hylidae) แตอยางไรก็ตาม ก็มี

บางชนิดในวงศนี้ท่ีใชชีวิตอยู บนพ้ืนดิน และไมไดมีตุมท่ีปลายนิ้ ว ลูกออดมีโครงสรางของมีจะงอ ปาก

และมีตุมฟน ชองเปดของหองเหงือกมีชองเดียวอยูทางดานขางลําตัวและทางซายของลําตัวมีความยาว

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A7%E0%B8%87%E0%B8%A8%E0%B9%8C%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%94%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B9%88&action=edit&redlink=1
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ลําตัวประมาณ 2-12 เซนติเมตร สวนใหญอาศัยอยูบนตนไม หลายชนิดสามารถรอนไปมาระหวาง

ตนไมหรือจากท่ี สูงลงสูท่ีต่ําได โดยการพยุงตัวใหลอยอยูในอากาศไดจากแผนหนังระหวาง 

นิ้วตีนขนาดใหญมากรวมกับการทําลําตัวใหแบนราบเพ่ือใหพ้ืนท่ีตานอากาศมากข้ึน ซ่ึงปาด  

สามารถจําแนกไดเปน  4 วงศ (Family) คือ Hylidae, Dendrobatidae, Hyperoliidae และ 

Rhacophoridae (วีระยุทธ  เลาหะจินดา , 2552) ปาดในวงศ Rhacophoridae สามารถแบงยอยได

เปน 3 วงศยอย (Subfamily)  21 สกุล (Genus) มีท้ังหมด 476 ชนิด (species) ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้  

        (1) Subfamily Buergerinae มีลักษณะโครงสรางรางกายประกอบดวย กานกระดูกทาง

ดานหนาของกระดูกฮัยออยด (hyoid) มีเฉพาะชิ้นตรงกลาง และกระดูกสฟเธมอยด (sphenethmoid) 

เปนชิ้นเดียว สวนใหญอาศัยอยูตามพ้ืนดินและตามลําหวยบนภูเขา แพรกระจายจากเกาะฟอรโมซา  

ไปถึง หมู เกาะริวคิวในประเทศญี่ปุน ซ่ึง มีเพียง 1 สกุล  (Genus) คือ  Buergerria  

         (2) Subfamily Mantellinae มีลักษณะโครงสรางรางกายประกอบดวย กานกระดูกทาง

ดานหนาของกระดูกฮัยออยด (hyoid) มี 2 ชิ้น  และกระดูกสฟเนธมอยด (sphenethmoid) เปนชิ้น

เดียว อาศัยอยูตามพ้ืนดินและบนตนไมในพ้ืนท่ีคอนขางแหงแลงจนถึงพ้ืนท่ีปาชุมน้ํา สวนใหญมีสีสดใส

ท่ีผิวหนังของลําตัวกลมกลืนไปกับสีของสภาพแวดลอมและสวนมากมีสีน้ําตาลหรือสีเขียว แตบางสกุล

มีสีสันสดใสและมีผิวหนังผลิตสารพิษ มีท้ังหมด 9 สกุล คือ Blommersia,  Boehmantis, Wakea 

Gephyromantis,  Guibemantis, Spinomantis  Mantella,  Mantidactylus และ Tsingymantis  

          (3) Subfamily Rhacophorinae มีลักษณะโครงสรางรางกายประกอบดวย  กระดูกฮัยออยด 

(hyoid) ท่ีไมมีกานกระดูกทางดานหนา และกระดูกสฟเนธมอยด (sphenethmoid) เปนชิ้นคู สวน

ใหญอาศัยอยูบนตนไมในพ้ืนท่ีคอนขางแลงจนถึงพ้ืนท่ีปาชุมน้ํา มีท้ังหมด  11 สกุล  คือ Feihyla, 

Rhacophorus, Polypedates, Gracixalus, Philautus, Raorchestes, Kurixalus, Chiromantis, 

Theloderma, Nyctixalus และ Boophis  

2.7 ปาดท่ีพบในประเทศไทย 
      ในประเทศไทยพบปาด Subfamily Rhacophorinae มี 9 สกุล (Genus)  35 ชนิด (species) มี
รายละเอียดดังนี้ Rhacophorus  มี 14 species, Polypedates  มี 4 ชนิด, Gracixalus  มี  
1 ชนิด, Philautus มี 2 ชนิด,  Raorchestes มี 1 ชนิด, Kurixalus มี 3 ชนิด, Chiromantis  
มี 4 ชนิด, Theloderma มี 5 ชนิด และ Nyctixalus มี 1 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 
 
 
 
 
 
 
 

https://species.wikimedia.org/wiki/Blommersia
https://species.wikimedia.org/wiki/Boehmantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Wakea
https://species.wikimedia.org/wiki/Gephyromantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Guibemantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Spinomantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Mantella
https://species.wikimedia.org/wiki/Mantidactylus
https://en.wikipedia.org/wiki/Tsingymantis
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ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย  
 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

1 ปาดเหนือ Northern 
Tree Frog 

Polypedates mutus  
(Smith, 1940) 

ภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 

2 ปาดขาลาย Robinson's 
Tree Frog 

Rhacophorus robinsonii 
(Boulenger, 1903) 

ปตตานี (บูกิตเบซาร) 

3 ปาดเขียว 
คิโอ 

Phongsaly 
Tree Frog 

Rhacophorus kio 
 (Ohler and Delorme, 
2006) 

เชียงใหม (ขส.เชียงดาว) อุทัยธานี 
(ขส.หวยขาแขง) 

4 ปาดเขียว
ตีนดํา 

Wallace's 
Tree Frog 

Rhacophorus 
nigropalmatus  
(Boulenger, 1895) 

ระนอง (กะเปอร) ปตตานี  
(โคกโพธ์ิ) ยะลา (บันนังสตาร)
นราธิวาส (แวง) 

5 ปาดเขียว
ตีนแดง 

Jade Tree 
frog 

Rhacophorus 
prominanus (Smith, 1924) 

นราธิวาส (แวง) ยะลา  
(บันนังสตาร) 

6 ปาดเขียว
ตีนลาย 

Norhayati's 
Gliding frog 

Rhacophorus norhayatii  
(Onn and Grismer, 2010) 

กระบ่ี (ขส.เขาประ-บางคราม) 
นราธิวาส (แวง) 

7 ปาดเขียวหัว
สั้น 

Dulit Flying 
Frog 

Rhacophorus dulitensis 
(Boulenger, 1892) 

สุราษฎรธานี (ขส.คลองแสง) 

8 ปาดแคระ
ขาเรียว 

Slender-
legged Bush 
Frog 

Gracixalus gracilipes 
 (Bourret, 1937) 

เชียงใหม (ดอนอินทนนท) 

9 ปาดแคระ
ทองลาย 

Vermiculated 
Bush Frog 

Philautus vermiculatus 
(Boulenger, 1900) 

นราธิวาส (แวง) 
 

10 ปาดแคระ
ทองเหลือง 

Brown Bush 
Frog 

Philautus petersi  
(Boulenger, 1900) 

นราธิวาส (แวง) 

11 ปาดแคระ
ปา 

Dwarf Bush 
Frog 

Raorchestes parvulus 
(Boulenger, 1893) 

แมฮองสอน (ปางตอง) เชียงใหม 
(ดอยเชียงดาว ดอยอินทนนท  
ดอยผาหมปก ดอยสุเทพ-ปุย) 
พะเยา (ดอยผาชาง) เลย (ภูกระดึง 
ภูหลวง) จันทบุร ี(เขาสอยดาว  
เขาสระบาป) ตาก (ทุงใหญ) 
อุทัยธานี (หวยขาแขง) เพชรบุร ี
(แกงกระจาน) นครศรีธรรมราช 
(เขาหลวง) 

12 ปาดแคระ
หลังขีด 

Burmese 
Bush Frog 

Kurixalus carinensis  
(Boulenger, 1893) 

เชียงใหม (ดอยเชียงดาว  
ดอยอินทนนท) 

13 ปาดจารุ
จินต 

Jarujin’s 
Treefrog 

Rhacophorus jarujini 
(Matsui and Panha, 2006) 

กาฬสินธุ (ขส.ภูสีฐาน) 
อํานาจเจริญ (เมือง) อุบลราชธานี 
(อช.ภูจอง-นายอย นาจะหลวย) 
รอยเอ็ด (ขส. ภูผานํ้าทิพย) 



16 
 

 
 

ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย (ตอ) 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

14 ปาดจิ๋วพมา Burmese 
Bush Frog 

Chiromantis vittatus  
(Boulenger, 1887) 

อุทัยธานี (บานไร) กาญจนบุร ี
(สังขละบุร)ี พระนครศรีอยุธยา 

15 ปาดจิ๋วลาย
แตม 

Nongkhor 
Bush Frog 

Chiromantis 
nongkhorensis (Cochran, 
1927) 

นครราชสีมา (สะแกราช) สระแกว 
(ปางสีดา) ฉะเชิงเทรา  
(เขาอางลือไน) จันทบุร ี 
(เขาสระบาป) ชลบุร ี(ศรีราชา) 

16 ปาดจิ๋วศรี
ราชา 

Eastern Bush 
Frog 

Chiromantis hansenae 
(Cochran, 1827) 

เชียงใหม (แกงปนเตา หนองผึ้ง) 
เลย (ภูกระดึง ภูหลวง), ชลบุร ี 
(ศรีราชา)นครราชสีมา (สะแกราช)  

17 ปาดจิ๋วหลัง
ขีด 

Doria's Bush 
Frog 

Chiromantis doriae  
(Boulenger, 1893) 

เชียงใหม (ดอยเชียงดาว  
ดอยอินทนนท ดอยสุเทพ-ปุย) เลย  
(ภูกระดึง ภูหลวง) ชัยภูม ิ(ภูเขียว)
อุทัยธานี (บานไร) กาญจนบุร ี
(สังขละบุร ีทุงใหญ) 

18 ปาดจุดฟา Blue-spotted 
Tree Frog 

Rhacophorus 
cyanopunctatus 
(Manthey and Steiof, 
1998) 

สุราษฎรธานี (เขาสก) สตูล 
นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 
สงขลา (โตนงาชาง) นราธิวาส 
(แวง) 

19 ปาดดอย 
อินทนนท 

Fea's Tree 
Frog 

Rhacophorus feae  
(Boulenger, 1893) 

แมฮองสอน (นํ้าตกผาเสื่อ) 
เชียงใหม (ดอยอินทนนท) เลย  
(ภูหลวง) 

20 ปาดตะปุม
จันทบุร ี

Chantaburi 
Warted Tree 

frog 

Theloderma stellatum  
(Taylor, 1962) 

แพร (แมยม) นครราชสีมา  
(สะแกราช) ฉะเชิงเทรา  
(เขาอางลือไน) จันทบุร ี(เขาคิชกูฏ 
เขาสระบาป) ตราด  

21 ปาดตะปุม 
ผิวเรียบ 

Smooth-
Skinned 

Warted Tree 
Frog 

Theloderma licin  
(McLeod and Ahmad, 
2007) 

นํ้าตกกรุงชิง อ.เขาหลวง 
จ. นครศรีธรรมราช 

22 ปาดตะปุม
มลายู 

Malayan 
Warted Tree 

frog 

Theloderma horridum 
(Boulenger, 1903) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 
ปตตานี (โคกโพธ์ิ) นราธิวาส (แวง) 

23 
ปาดตะปุม

ใหญ 
Large Warted 

Tree Frog 
Theloderma gordoni  
(Taylor, 1962) 

เชียงใหม (ดอยสุเทพ-ปุย) เลย  
(ภูหลวง) 

24 ปาดตีนแดง Harlequin 
Tree Frog 

Rhacophorus pardalis 
(Gunther, 1858) 

นราธิวาส (แวง) 

25 ปาดตีนแดง 
อีสาน 

Red-webbed 
Treefrog 

Rhacophorus rhodopus  
(Liu & Hu, 1960) 

ภาคเหนือ 
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ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย (ตอ) 
 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

26 ปาดตะปุม
เล็ก 

Pied Warted 
Tree Frog 

Theloderma asperum 
(Boulenger, 1886) 

แมฮองสอน (ปางอุง) เชียงใหม  
(ดอยเชียงดาว ดอยอินทนนท), 
เลย (ภูหลวง) ตาก (ทุงใหญ) 
อุทัยธานี (หวยขาแขง) ราชบุร ี
(แมนํ้าเพชร) กาญจนบุร ี(ศรี
นครินทร) สระแกว (ปางสีดา) 
จันทบุร ี(เขาคิชกูฏ เขาสระบาป) 

27 ปาดตีน
เหลือง 

Twin-spotted 
Tree Frog 

Rhacophorus 
bipunctatus   
(Ahl, 1927) 

เชียงใหม (ดอยเชียงดาว  
ดอยอินทนนท ดอยสุเทพ-ปุย  
ดอยผาหมปก แกงปนเตา) เลย  
(ภูหลวง) สกลนคร (ภูพาน) 
กาฬสินธุ (ภูสีฐาน) นครราชสีมา 
(สะแกราช) กําแพงเพชร (คลอง
ลาน) เพชรบุร ี(แกงกระจาน) 
กาญจนบุร ี(ทุงใหญ)
นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 

28 ปาดน้ิวแยก
มลายู 

Collett's 
Tree Frog 

Polypedates colletti  
(Boulenger, 1890) 

ยะลา (บันนังสตาร) นราธิวาส  
(สุไหงโกลก) 

29 ปาดบาน Four-lined 
Tree Frog 

Polypedates 
leucomystax 
(Gravenhorst, 1829) 

ท่ัวประเทศ 

30 ปาดปาจุด
ขาว 

Cinnamon 
Tree Frog 

Nyctixalus pictus 
 (Peters, 1871) 

สุราษฎรธานี (เขาสก คลองแสง) 
พังงา (เขาหลัก-ลํารู) ยะลา  
(บางลาง, เบตง)ระนอง (เมือง) 
ราชบุร ี(เขากระโจม) 
นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 
สงขลา (โตนงาชาง)  

31 ปาดภู
กระดึง 

Taylor's Tree 
Frog 

Kurixalus bisacculus 
(Taylor, 1962) 

เพชรบูรณ (นํ้าหนาว) เลย  
(ภูกระดึง ภูหลวง) หนองคาย  
(ภูวัว) นครราชสีมา (สะแกราช, 
เขาใหญ) ฉะเชิงเทรา (เขาอางลือ
ไน) จันทบุร ี(เขาสระบาป) 

32 ปาดยักษ Giant Tree 
Frog 

Rhacophorus maximus 
(Gunther, 1858) 

กาญจนบุร ี(ทองผาภูม)ิ ราชบุร ี
(ตะโกปดทอง ขส.แมนํ้าภาชี) 
เพชรบุร ี(แกงกระจาน) 

33 ปาดลาย
เลอะใต 

Frilled Tree 
Frog 

Rhacophorus 
appendiculatus (Gunther, 
1858) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง)
นราธิวาส (แวง) 
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ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย (ตอ) 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

33 ปาดลาย
เลอะใต 

Frilled Tree 
Frog 

Rhacophorus 
appendiculatus (Gunther, 
1858) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง)
นราธิวาส (แวง) 

34 ปาดหูดํา Dark-eared 
Tree Frog 

Polypedates macrotis 
(Boulenger, 1891) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) ยะลา 
(บันนังสตาร) นราธิวาส (แวง) 

35 ปาดลาย
เลอะเหนือ 

Boulenger' 
frilled tree 

frog 

Kurixalus verrucosus   
(Boulenger,1893) 

ภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 

 

ท่ีมา: IUCN (2011); Nabhitahata and Chan-ard (2005) 
 

          ปาดท่ีพบในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมีจํานวน 11 ชนิด (species) ดังนี้ ปาด
เหนือ (Polypedates mutus, Smith; 1940), ปาดแคระปา  (Raorchestes parvulus, Boulenger; 
1893), ปาดจารุจินต (Rhacophorus jarujini, Matsui and Panha; 2006), ปาดจิ๋วศรีราชา 
(Chiromantis hansenae. Cochran; 1827), ปาดดอยอินทนนท  (Rhacophorus feae. 
Boulenger; 1893), ปาดตะปุมเล็ก  (Theloderma asperum. Boulenger; 1886), ปาดตะปุมใหญ  
(Theloderma gordoni. Taylor; 1962), ปาดตีนเหลือง  (Rhacophorus bipunctatus. Ahl; 
1927), ปาดบาน Polypedates leucomystax. Gravenhorst; 1829), ปาดภูกระดึง  (Kurixalus 
bisacculus. Taylor; 1962) และปาดลายเลอะเหนือ Kurixalus verrucosus (Boulenger, 1893) 
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2.8  การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
       การศึกษาเซลลพันธุศาสตร (cytogenetics) เปนการศึกษาโครโมโซม (chromosome) ซ่ึงเปน
โครงสรางท่ีสําคัญในการถายทอดพันธุกรรมของเซลล การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครโมโซมย อมมี
ผลโดยตรงตอการถายทอดลั กษณะทางพันธุกรรม ทําใหเกิดการแสดงออกในสิ่งมีชีวิตในรูปแบบท่ี
จําเพาะตัว และแตกตางกัน ซ่ึงมีผลตอการเจริญพัฒนาและวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต ดั งนั้นการศึกษา
เก่ียวกับพันธุศาสตร ของเซลลจะทําใหทราบถึงความแตกตาง ของความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับ
โครโมโซมของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ตลอดจนทราบถึงความสัมพันธของสายวิวัฒนาการอีกท้ังยังสามารถ
ประยุกต ใชในการศึกษาด านอ่ืน ๆ เชน การปรับปรุงพั นธุการจัดจําแนกชนิด การบริหารจั ดการและ
อนุรักษความหลากหลายทางพันธุกรรม เพ่ือกอให เกิดความม่ั นคงของ พ้ืนฐานความหลากหลายทาง
ชีวภาพ และนํา ไปสูการใช ประโยชนอย างยั่งยืนจากตนทุนความหลากหลายทางชีวภาพในท่ีสุด  
การศึกษาโคร โมโซมเพ่ือตรวจ หาจํานวน และรูปรางของโครโมโซมมี หลากหลายวิธีแตละวิธีจะเลือก
เซลล ระยะเมทาเฟส  (metaphase) ท่ีดีท่ีสุด เพราะเปนระยะท่ีมีโครโมโซมหดสั้ นมากท่ีสุดเห็น
ลักษณะโครโมโซมไดชัดเจน การเก็บเก่ียวเซลลในระยะเมทาเฟสโดยการใชสารโคลชิซิน  (colchicine) 
ซ่ึงเปนสารสกัดจากพืชสกุล Colchicum มาใชเพ่ือยับยั้งการสรางสายใยสปนเดิล  (spindle fiber) ทํา
ใหเซลลท่ีมีการแบงตั วไมสามารถเข าสูระยะแอนาเฟส (anaphase) วิธีการเตรียมโครโมโซมแบงได
เปน 2 วิธีคือ วิธีโดยตรง (direct chromosome preparation) เปนวิธีท่ีเลือกเอา เซลลในรางกายท่ี
กําลังมีการแบงตัวมาศึกษาโครโมโซม เปนเซลลท่ีสมบรูณและยังมีการแบงตัวอยูตลอดเวลา เชน เซลล
เม็ดเลือดจากไขกระดูก (bone marrow) อีกวิธีคือ  วิธีโดย ออม (indirect chromosome 
preparation) จะเลือกเซลล ในรางกายชนิดท่ีสามารถนามาเพาะเลี้ยงในอาหาร เลี้ยงเซลลภายนอก
รางกาย (in vitro) เพ่ือใหเซลลมีการแบงตัวใหม (Green and Sessions, 1991; Walter, 1972) 
 
2.9  เครื่องหมายบนแทงโครโมโซม  
      การศึกษาไฟโลเจนเนติก (phylogenetic) และการจัดระบบบนรูปรางโครโมโซมยังมีขอจํากัดอยู  
ซ่ึงเกิดคําถามเฉพาะเก่ียวกับความเขาใจ ในบรรทัดฐาน และรูปแบบท่ีเกิดข้ึนบนโครโมโซมหรือความ
แปรปรวนบนแทงโครโมโซม ดังนั้นความตองการท่ีจะอธิบายเก่ียวกับความซับซอนของโครโมโซม จึง
ตองใชรายละเอียดดังนี้ (King, 1990) 

2.9.1 จํานวนโครโมโซม 
2.9.2 รูปรางของโครโมโซม คือเพ่ือท่ีจะศึกษา centromere position และarm rati 
2.9.3 โครโมโซมเครื่องหมาย (chromosome marker) 
2.9.4 โครงสรางท่ีปรากฏโครโมโซมเครื่องหมาย 
2.9.5 การวิเคราะหยอมแบบจี (G-banding) และยอมแบบอาร (R-banding) 
2.9.6 การศึกษา lamp brush chromosome และ chromosome mapping 
2.9.7 รูปแบบการเรียงตัวและความแตกตางของ heterochromatin 
2.9.8 ตําแหนงท่ีมีเบส AT หรือ GC rich บน chromatin 
2.9.9 การศึกษา DNA sequence โดยใช in-situ hybridization 
2.9.10 การศึกษา DNA fragments 
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       จากการจัดระบบบนรูปรางโครโมโซม บรรทัดฐานและรูปแบบท่ีเกิดข้ึนบนโครโมโซมหรือความ
แปรปรวนบนแทงโครโมโซมจากหลักการขางตนนี้ โดยอาศัยลักษณะตางท่ีแสดงออกบนจีโนม โดยการ
ใชเทคนิคพ้ืนฐาน เพ่ือท่ีจะอธิบายคําถามตาง  ๆ เก่ียวกับความสัมพันธในเชิงวิวัฒนาการของความ
แตกตางในระดับ taxa โดยใชลักษณะโครงสรางตาง ๆ ท่ีปรากฏบนโครโมโซม และวิวัฒนาการพ้ืนฐาน
ท่ีแสดงออกเฉพาะของสัตวแตละกลุม 
 
2.10 การยอมแถบโครโมโซมและการศึกษาโครงสราง 
        ในภาวะปกติเม่ือมองผานกลองจุลทรรศนจะเห็นโครโมโซมมีลักษณะคลายเสนดายบาง ๆ 
เรียกวา โครมาติน (chromatin) ขดตัวอยูในนิวเคลียส เม่ือเซลลเริ่มแบงตัว เสนโครมาตินจะหดตัวสั้น
เขามีลักษณะเปนแทง จึงเรียกวาโครโมโซม  แตละโครโมโซมประกอบดวยแขนสองขางท่ีเรียกวา  
โครมาทิด (chromatid) ซ่ึงแขนท้ังสองขางจะมีจุดเชื่อมกัน เรียกวา เซนโทรเมียร ( centromere) 
โครโมโซมเปนโครงสรางท่ีอยูภายในนิวเคลียสของเซลล ในขณะท่ีเซลลไมแบงตัว โคร โมโซมจะยืดยาว
ออกคลายเสนใยเล็ก ๆ สานกันอยู ภายในนิวเคลียส เม่ือมีการแบงเซลลจะมีการแบงโครโมโซม โดย
โครโมโซมจะจําลองตัวเองข้ึนมา เปนเสนคูท่ีเหมือนกัน ทุกประการ แลวคอย ๆ ขดตัวสั้นเขา จน
โครโมโซมจะเห็นไดชัดเจนท่ีสุดและการศึกษาโครโมโซมจึงตองศึกษาในระยะ เมตาเฟส ถามีเทคนิคใน
การเตรียม โครโมโซม ท่ีดี ก็จะสามารถมองเห็นรูปรางลักษณะของโครโมโซม ภายใต กลองจุลทรรศน 
และอาจนับจํานวนโครโมโซมได (Suarez et al., 2013; Dehling, 2011; Gvozdik et al., 2010) 

       โครโมโซม เปนโครงสรางท่ีอยู ภายในนิวเคลียสของเซลล ในขณะท่ี เซลลไมแบงตัวหรืออยูใน
ระยะอินเตอรเฟส (interphase) เราจะไมเห็นโครโมโซมเนื่อ งจากโครโมโซมอยูในลักษณะเปนเสนใย
เล็ก ๆ สานกัน ไปมาอยูภายในนิวเคลียส เสนใยนี้เรียกวา โครมาทิน (chromatin) แตเม่ือเซลลจะ
แบงตัวโครมาทินแตละเสนจะแบงจาก 1 เปน 2 เสน แลวขดตัวสั้นเขา และหนาข้ึนจนมองเห็นเปน
แทงในระยะ โพรเฟส  และเมตาเฟส เรียกชื่อใหมวา โครโมโซม ทําใหเรามองเห็นรูปรางลักษณะและ
จํานวนโครโมโซมได โครโมโซมท่ีเห็นไดชัดในระยะเมต าเฟส ประกอบดวย โครมาทิด 2 อัน ยึดติดกัน
ตรงเซนโทรเมียร สวนของโครโมโซมท่ียื่นออกไปจากเซนโทรเมียร เรียกวา แขน  ขางท่ีสั้นเรียกวาแขน
สั้น ขางท่ียาวเรียกวาแขนยาว ดังนั้นการศึกษาโครโมโซมจึงมักท่ีจะใชระยะนี้ โครโมโซมแตละแทงจะมี
รอยคอดตําแหนงท่ี 1 (primary constriction) แตในโครโมโซมบางแทงอาจพบโครโมโซมเครื่องหมาย 
(chromosome marker) เชน รอยคอดตําแหนงท่ี 2 (secondary constriction) หรือ โครงสรางท่ี
เปนติ่งสวนเล็กๆ  (satellite) ยื่นออกจากโครโมโซมท่ีตอจากตําแหนง  secondary constriction 
ตําแหนง nucleolar organizer region (NOR) ทําหนาท่ีในการสราง ribosomal RNA และ 
nucleolus โดยท่ัวไปมักเปนตําแหนงเดียวกันกับตําแหนง  secondary constriction ซ่ึงอาจพบได
มากกวา 1 คู แตละโครโมโซมประกอบดวย 2 โครมาทิด ท่ีเหมือนกัน ซ่ึงเกิดจากการท่ีโครโมโซม
จําลองตัวเองในระยะอินเตอรเฟส ( Interphase) เพ่ือจะแยกออกจากกันในระยะแอนา
เฟส  (anaphase) ของการแบงเซลล โครมาทิดท้ังสอง จะติดกันอยูตรงสวนท่ีเรียกวา เซนโทรเมียร 
(centromere) โครโมโซม ของเซลลรางกายจะอยูกันเปนคู ๆ แตละคูเรียกว าโฮโมโลกัสโครโมโซม 
(homologous chromosome) 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%AA
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Anaphase&action=edit&redlink=1
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        การนําโครโมโซมขนาดตาง ๆ มาจัดเรียงจากคาริโอไทปขนาดใหญไปหาขนาดเล็กและจัดเรียง
รูปรางโครโมโซมจากรูปรางเมตาเซนตริกไปจนถึงเทดลเซนตริกเรียกวา คาริโอไทป (karyotype) โดย
จําแนกตามลักษณะ ขนาด และตําแหนงของเซนโทรเมียรอาจจะอยูตรงกลาง คอนไปทางปลาย หรือ 
ปลายสุดของโครโมโซม จึงแบงลักษณะโครโมโซมเปนแบบตาง ๆ  ไดดังนี้ (ภาพท่ี 2.9) 
        (1) เมตาเซนตริก (metacentric) เปนโครโมโซมท่ีมีแขนยื่น 2 ขางออกจากเซนโทรเมียรเทากัน
หรือเกือบเทากัน 
        (2) ซับเมตาเซนตริก (submetacentric) เปนโครโมโซมท่ีมีแขนยื่นออกมา 2 ขางจากเซนโทร-
เมียรไมเทากัน 
        (3) อะโครเซนตริก (acrocentric) เปนโครโมโซมท่ีมีลักษณะเปนแทง โดยมีเซนโทรเมียรอยูใกล
กับปลายขางใดขางหนึ่ง จึงเห็นสวนเล็ก ๆ ยื่นออกจากเซนโทรเมียร 
        (4) เทโลเซนตริก (telocentric) เปนโครโมโซมท่ีมีลักษณะเปนแทง โดยมีเซนโทรเมียรอยูตอน
ปลายสุดของโครโมโซม 

 

 

ภาพท่ี 2.9 รูปรางของโครโมโซมแบบตาง ๆ  
              ท่ีมา: sites.google.com (2018) 

 

2.11  การยอมแถบโครโมโซมแบบจี (G-banding) 
         เปนเทคนิคท่ีนิยม ใชกันมากท่ีสุด เพราะเปนเทคนิคท่ีทําไดงาย และวั สดุท่ีใชยอมไมสิ้นเปลือง  
เทคนิคนี้เหนี่ยวนําใหเกิดแถบโดยใชสารเคมี หรือเอนไซม ท่ีสามารถยอยโปรตีนท่ีเปนองคประกอบของ
โครโมโซม ซ่ึงกอนยอมสไลดตองเติมเอนไซมชวยยอยโปรตีน เชน เอนไซมทริปซิน หรือทําการบมแผน
สไลดใน saline-citrate ท่ีรอน แถบท่ีไดมี 2 แบบ คือ แถบมืด (dark bands) และแถบสวาง (light 
bands) หรือแถบสีเขมสลับกับจางบนแทงโครโมโซมกลไกการติดสีอาศั ยคุณสมบัติของความแตกตาง
กันขององคประกอบของโปรตีนท่ีอยู บน แทง โครโมโซม บริเวณท่ีติดสีได ดีในสวนของ   
เฮเทอโรโครมาทินซ่ึงมีโปรตีน ท่ีมีกรดอะมิโนไลซีน (lysine) และอารจินีน (arginine) อยูอยาง

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%9B%E0%B9%8C
https://sites.google.com/site/webthebrain/
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หนาแนน สายดีเอนเอจะพั นกันแนน เอนไซมทริปซินจึงเขาไปยอยโปรตีนได นอยบริเวณนี้จึงติดสีเขม
ทําใหเกิดแถบสีมืด  สวนท่ีเปนยูโครมาทินในแทงโครโมโซมจะไมคอยติดสีเพราะสายดีเอ็น เออยูอยาง
หลวม ๆ เอนไซมทริปซินจึงเขาไปยอยโปรตีนได มากบริเวณ นี้จึงติดสีจาง  โดยท่ัวไปแผนสไลดท่ีจะ
นํามายอมแบบจีควรท้ิงไว  สัก 3-5 วันท่ีอุณหภูมิหอง หรือบมบน hot plate ท่ีอุณหภูมิ 56-60 oC 
นาน 16-18 ชั่วโมง หลั งจากหยดตะกอน เซลลบนแผนสไลด สไลดท่ีหยดตะกอน เซลลไวนานตองใช
เอนไซมทริปซินท่ีเขมขนกวาหรือใชเวลาในการยอยนานกวา  เพ่ือท่ีจะใหไดแถบโครโมโซมท่ีชั ดเจน ซ่ึง
ในปฏิกิริยานี้เอนไซมทริปซินจะไปสลาย (hydrolizes) สายโพลีเปปไทด  (polypeptide) บริเวณท่ีมี
ดานคารบอกซิลของกรดอะมิโนอารจินีนและไลซีน 
 

2.12  การยอมแถบโครโมโซมแบบซี (C-banding or constitutive heterochromatin banding 
or centromeric banding)  

       เปนเทคนิคท่ีทําใหติดสีเขมบริเวณ constitutive heterochromatin ซ่ึงเปนบริเวณท่ีโครโมโซม
ขดตัวกันแนน และเปนตําแหนงของดีเอ็นเอท่ีมีการเรียงตั วของเบสท่ีซํ้า กัน (repeated sequence 
ชนิด satellite DNA) และมีโครโมโซมหดตัวชัดท่ีสุด ซ่ึงไดแก บริเวณเซนโทรเมียร  ของเกือบทุกๆ 
โครโมโซม ยกเวนโครโมโซมวาย  นอก จากนั้นยังพบบริเวณเทโลเมียร (telomere) ของโครโมโซมบาง
แทงอีกดวยเทคนิคนี้ทําไดโดยนําเซลลระยะเมทาเฟสแชในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) และแบเรียมไฮดร
อกไซด [Ba(OH)2] แลวบมเซลลในเกลือโซเดียม (2XSSC) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส แลวยอมดวย
สีจิมซา สวนของยู โครมาทิน (euchromatin) จะไมติดสีแตเฮเทอ รโรโครมาทิน  (heterochromatin) 
จะติดสีเข ม โดย แบเรียม ไฮดรอกไซดจะชวยใหดีเอ็นเอคลายจากเกลียวคูเปนสายเดี่ยว และเกลือ
โซเดียมจะชวยในการจั บคูคือพั นเกลียวจากสายเดี่ยวเปนสายคู เทคนิค นี้สามารถใช ในการศึกษา
โครโมโซมเพศเพราะโครโมโซมวายจะไมติดสีเข มบริเวณเซนโทรเมียรหรือบริเวณ constitutive 
heterochromatin 

 

2.13  การยอมแถบโครโมโซมแบบนอร (NOR-banding) 
       เปนเทคนิคท่ีทําใหสวน  nucleolar organizer regions (NOR) ติดสีเขมเรียกอีกอยางหนึ่งวา
เทคนิค silver staining เพราะใชสารละลายซิลเวอรไนเตรต  (silver nitrate) ซ่ึงจะเลือกติดบริเวณนี้
เทานั้น (Goodpasture and Bloom, 1976) เทคนิคนี้ใชตรวจหา NOR ซ่ึงในสัตวมีกระดูกสันหลั ง
สวนนี้มียีนสําหรับสังเคราะห ribosomal RNA gene (rRNA gene) ชนิด 18S และ 28S ในมนุษยจะ
อยูในบริเวณรอยคอดท่ีสองของโครโมโซมคูท่ี 13, 14, 15, 21 และ 22 ตําแหนงของ NOR นี้อยู
บริเวณกานของแซตเทลไลต โครโมโซมหรือบริเวณรอยคอดท่ีสอง ของโครโมโซม จึงเรียกโครโมโซมท่ีมี

รอยคอดท่ี 2 นี้วาแซตเทลไลตโครโมโซม ตําแหนง NOR มีความหลากหลาย (polymorphism) ไดใน
โครโมโซมแทงเดียวกั นของ แตละ บุคคล มีความแตก ตางกั น ซ่ึง ใช เปนโครโมโซมเครื่องหมาย  
(chromosome marker) ไดและใชในการติดตามดูพฤติกรรมการถายทอด ลักษณะบางประการของ
สิ่งมีชีวิต ซ่ึงการถายทอดเปนไปตามกฎของเมนเดล 
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2.14  การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาด 
        ปาดเปนสัตวในตระกูลกบท่ีมีชีวิตสวนใหญอาศัยอยูบนตนไมหรือในพ้ืนดิน มีแขนขายาว ปลาย
นิ้วเปนปุมกลมใหญใชสําหรับเกาะก่ิงไม พบไดโดยท่ัวไปตามตนไมสูงและชวยใหพืชเจริญเติบโตเร็วข้ึน 
เนื่องจากปาดเปนตัวกําจัดแมลงศัตรูพืช นอกจากนี้ปาดไมไดอาศัยอยูตามพ้ืนดินเหมือนกับสัตวสะเทิน
น้ําสะเทินบกชนิดอ่ืน  ๆ ยกเวนกรณีท่ีจะมีการผสมพันธุและวางไข  ซ่ึงบางครั้งสรางรวงไข  (foam 
nests) ไวบนใบไม และไมคอยออกจากตนไมพบไดท่ัวไปในประเทศไทย เชน ปาดใน  Subfamily 
Rhacophoridae มีมากกวา 80 ชนิด (species) ท่ีพบในทวีปเอเชีย (Frost, 2013; Frost, 2011) ใน
ความเปนจริงแลวปญหาหลักคือ ไม อาจทราบไดวาความหลากหลายทางชีวภาพวามีมากหรือนอย
เพียงใด การศึกษาเพ่ือท่ีจะอธิบายขอมูลเก่ียวกับสัตวกลุมนี้มากกวา 10 ปนั้น สามารถ ศึกษาสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกใน สกุล Rhacophorus  (Rujirawan et al., 2013) ศึกษาไดเพียง 1 ใน 4 สวน
เทานั้น การคนพบสัตวสะเทิน น้ําสะเทินบกอยางตอเนื่องนั้นเปนผลมาจากขอมูล 2 ประการคือ 
ประการท่ี 1 คือการแบงหมวดหมูของอนุกรมวิธาน ท่ียังมีความคลุมเครือและซับซอน (Kellie et al., 
2013; Sheridan et al., 2012; Savage et al., 2011) และประการท่ี 2 คือการคนพบสายพันธุใหม
จากการสํารวจทางสั ตววิทยาท่ีเก่ียวกับสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  และสัตวเลื้อยคลาน  (Shunqing et 
al., 2010) นอกจากนี้ยังมีขอมูลเก่ียวกับ จํานวนโครโมโซมและตําแหนง secondary constriction
ของปาดใน  Subfamily Rhacophorinae  มีนอยมาก เนื่องจากปาดในวงศยอยนี้ มีจํานวนมาก ถึง 
355 ชนิด (species) แตมีเพียง 16 ชนิด (species) เทานั้น ท่ีมีการรายงาน ผลการศึกษา จํานวน
โครโมโซมและตําแหนง secondary constriction ซ่ึงปาดท้ัง 16 ชนิดลวนมีจํานวนโครโมโซม เทากับ 
26 ดังแสดงในตารางท่ี 2.2  
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ตารางท่ี 2.2 จํานวนโครโมโซมของปาดชนิดตาง ๆ  
 

 
ชนิด (species) 

จํานวน
โครโมโซม 

(2n) 

ตําแหนง 
Secondary 
constriction 

 
อางอิง 

Chiromatis petresi  26 - Bogart and Tandy, 1981; 
Morescalchi, 1963 

Chiromatis rufescens  26 - Bogart and Tandy,1981 
Chiromatis xerampelina  26 12,13 Schmid, 1978; 1980 
Polypaedates leucomystax  26 6 Matsui et al., 1985; ถาวร 

สุภาพรมและคณะ,2535 
Polypaedates megacephalus  26 - Matsui et al., 1985 
Rhacophorus arboreus   26 12 Yamamoto and Masuda, 

1973; Okumoto, 1977 
Rhacophorus boettgeri   26 7 Yamamoto and 

Masuda,1973 
Rhacophorus chenfui  26 11 Anming and Ermi, 1987 
Rhacophorus eiffingeri  26 - Sato, 1934 
Rhacophorus japonicus  26 12 Okumoto, 1977 
Rhacophorus leucomystax  26 - Morescalchi et al., 1970 
Rhacophorus maculatus  26 - Singh et al., 1970; Singh, 

1976 
Rhacophorus moltrechti  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus owstoni  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus schlegelii  26 7 Okumoto, 1977 
Rhacophorus taipeianus   26 11 Kuramoto, 1985 

ท่ีมา: King (1990) 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
       การดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 4 ข้ันตอน คือ การเก็บตัวอยาง การเตรียมโครโมโซม การยอย
แถบโครโมโซม การตรวจสอบโครโมโซมและการจัดคาริโอไทป 
 

3.1 การสํารวจและเก็บตัวอยาง 

      3.1.1 การ สํารวจและเก็บตัวอยางปาด  ผูวิจัยจะออกสํารวจและเก็ บตัวอยางปาด จาก  

แหลงท่ีอยูอาศัยตามธรรมชาติ ในแตละฤดูกาลแบบเห็นดวยตาเปลา โดยบังเอิญ  (visual encounter 

survey) ในเวลากลางคืน (18.00 น. เปนตนไป )  โดยตัวอยางปาด  3 ชนิด  คือ ปาดบาน

(Polypedates leucomystax) (ภาพท่ี 3.1) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) (ภาพท่ี 3.2) 

จะเก็บตัวอยางจากปาตนน้ํารองกอ ตําบลโพธิ์ใหญ อําเภอวารินชําราบ จั งหวัดอุบลราชธานี  และปาด

แคระปา (Philautus parvulus) (ภาพท่ี 3.3) จะเก็บตัวอยางจากปาตนน้ําลําหวยตะขบ ตําบลเสา

ธงชัย อําเภอกันทรลักษ จั งหวัดศรีสะเกษ ในชวงเดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน  พ.ศ. 2559 และ

ในชวงเดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2560 จํานวนตัวอยางดังแสดงในตารางท่ี 3.1 

       3.1.2 นําตัวอยางปาดท่ีไดมาตรวจสอบ ระบุชนิดและบันทึกภาพตัวอยางปาดแตละชนิด ตาม

เอกสารตําราของ Taylor (1962) และ Chan-Ard (1999) โดยการเปรียบเทียบลักษณะทางสรีรวิทยา

และสัณฐานวิทยา และหากมีขอสงสัยจะสอบถามผูเชี่ยวชาญทางดานอนุกรมวิธานสัตวกลุมนี้ 

 

 
 

ภาพท่ี 3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
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ภาพท่ี 3.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาปาดเหนือ (Polypedates mutus) 
 

 
 

ภาพท่ี 3.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคระปา (Philautus parvulus) 
 

 

ตารางท่ี 3.1 จํานวนปาดท่ีพบจากการสํารวจในการศึกษา 
 

ชนิดปาด เก็บตัวอยางท้ังหมด (ตัว) เพศผู (ตัว) เพศเมีย (ตัว) 

ปาดบาน (P. leucomystax) 13 5 8 

ปาดแคระปา (P. parvulus) 18 8 10 

ปาดเหนือ (P. mutus) 5 2 3 
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3.2  การเตรียมโครโมโซมโดยตรงจากเซลลไขกระดูก (bone marrow cells)  

       เซลลและเนื้อเยื่อท่ีนํามาเตรียมโครโมโซม  คือ ไขกระดูก (bone marrow) เนื่องจากไขกระดูก

เปนแหลงกําเนิดของเซลลเม็ดเลือดขาว ซ่ึงเซลลเม็ดเลือดขาวมีการแบงตัวอยูตลอดเวลา โดยการ

เตรียมโครโมโซมภายในตัวของสิ่งมีชีวิต (in vivo) ดัดแปลงมาจากวิธีการของ  Schmid (1978) มี

ข้ันตอนดังนี้ 

       3.2.1 ฉีดโคลชิซิน  (colchicine) ความเขมขน 0.2 mg/ml เขาท่ีบริเวณชองทองของสัตว

ตัวอยาง (intraperitoneal injection) โดยใชปริมาตร 0.1 ml ตอน้ําหนักตัวของสัตวตัวอยาง 100 

กรัม จากนั้นพักไวประมาณ 12-18 ชั่วโมง 

        3.2.2 ทําใหสัตวสลบดวยอีเทอร (ether) จากนั้น เลาะเอาเนื้อออกจากกระดูกแขนขาใหหมด  

แลวตัดสวนปลายของกระดูกแขน และกระดูกขาท้ัง 2 ดาน ดวยกรรไกรผาตัด จากนั้นใชกระบอกฉีด

ยาท่ีมีเข็มติดอยู  เพ่ือดันไขกระดูกออกมา แลวใสใน Tissue Grinder เพ่ือท่ีจะบดไขกระดูกใหเซลล

แยกเปนเซลลเดี่ยว ๆ 

        3.2.3 เติมสารละลาย 0.075 M KCl ลงไปใน Tissue Grinder ทีละนอยแลวคอยๆ บดไ ข

กระดูกใหละเอียด แลวเทของเหลว (suspension) ท่ีได ใสลงในหลอดปนเหวี่ยง (centrifuge tube) 

จากนั้นเติมสารละลาย 0.075 M KCl ลงไปจนครบปริมาตร 12 ml นําไปบมท่ีในตูบม (incubator) ท่ี

อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 15 นาที 

         3.2.4 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใส

(supernatant) ท้ิงไปจนเหลือปริมาตร 1-2 ml  

         3.2.5 Re-suspension ดวยสารละลาย cold fixative (absolute methanol: glacial 

acetic acid; 3:1) โดยใช pasture pipette พรอม ๆ กับเขยาหลอดทดลองดวย vortex mixer 

จากนั้นเติม fresh cold fixative จนครบปริมาตร 10 ml ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที  

         3.2.6 ดูดสวนใส (supernatant) ท้ิงไปแลวเปลี่ยน  fresh cold fixative ใหม ทําตามวิธีในขอ

ท่ี 1.5 จํานวน 3-4 ครั้ง เพ่ือท่ีกําจัดเศษเซลล  

         3.2.7 ในครั้งสุดทายใหดูดสวนใส (supernatant) ออกจนหมดจากนั้นเติม  fresh cold 

fixative ลงไปปริมาตร 0.5-1 ml เพ่ือท่ีจะผสมกับตะกอนของเซลล จากนั้นนําไปเตรียมโครโมโซมบน

แผนสไลด หรือเก็บตะกอนไวในชองแชแข็ง (freezer) โดยปดปากหลอดทดลองใหแนนหรือดว ยการ

พันแผนพาราฟลมหลาย ๆ ชั้น  

        3.2.8 ในการเตรียมสไลดผสม ตะกอนเซลล  (cell suspension) ใหเขากัน แลวใช pasture 

pipette ดูดและหยด  cell suspension ลงบนแผนสไลดท่ีเย็น (cold slide) สูงจากแผนสไลด

ประมาณ 1-2 ฟุต จํานวน 2-3 หยด แลวนําแผนสไลดวางลงบน hot plate หรืออางน้ํารอน  (water 

bath) เพ่ือใหแผนสไลดแหง 
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3.3  การยอมแถบโครโมโซม 
       นําแผนสไลดท่ีแหงแลวมายอมดวยวิธีการยอมแถบโครโมโซมแบบตาง  ๆ ดังนี้ คือ ยอมแถบ
โครโมโซมแบบจี ยอมแถบโครโมโซมแบบซี และยอมแถบโครโมโซมแบบเอ็นโออาร 
       3.3.1 ยอมแถบโครโมโซมแบบจี (G-banding)  
                ดัดแปลงมาจากวิธีของ Seabright (1971) มีข้ันตอนดังนี้ 
                3.3.1.1 นําแผนสไลดท่ีหยดตะกอนเซลล (cell suspension) ไปวางบนเตาใหความรอน 
(hot plate) หรืออางน้ําอุน (water bath) เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหโครโมโซมมีความคงตัว 
เพ่ิมข้ึน (chromosome stability) 
                 3.3.1.2 นําแผนสไลดท่ีไดไปจุมเอนไซมทริปซิน (0.25% trypsin enzyme) เปนเวลา 
10 วินาที เพ่ือท่ีจะเหนี่ยวนําใหเกิดแถบบนแทงโครโมโซม โดยเอนไซมจะไปยอยโปรตีนฮีสโตน 
 (histone) บนแทงโครโมโซม 
                 3.3.1.3 ลางแผนสไลดดวย phosphate buffer 2-3 ครั้ง จากนั้นยอมโครโมโซ ดวย 
15% Giemsa เปนเวลา 15 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น จากนั้นปลอยใหสไลดแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
       3.3.2  ยอมแถบโครโมโซมแบบซี (C-banding)  
                ดัดแปลงมาจากวิธีของ Schmid (1978) มีข้ันตอนดังนี้ 
                 3.3.2.1 นําแผนสไลดท่ีหยดตะกอนเซลล  (cell suspension) ไปวางเตาใหความรอน 
(hot plate) หรืออางน้ําอุน (water bath) เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหโครโมโซมมีความคงตัวเพ่ิมข้ึน  
(chromosome stability) 
                 3.3.2.2 แชแผนสไลดในสารละลาย 0.1 N HCl เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
จากนั้นลางดวยนํากลั่น 2-3 ครั้ง 
                 3.2.3 แชแผนสไลดในสารละลาย 0.025 M Ba(OH)2 ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา  
15 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นอุณหภูมิ 65 ๐C จํานวน 2-3 ครั้ง 
                 3.3.2.4 แชสไลดใน 2X SSC (0.3 M NaCl + 0.03 M tri-sodium citrate) ท่ีอุณหภูมิ 
65 ๐C เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง ในอางน้ําอุน (water bath) จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นอุณหภูมิ  65 ๐C 
จํานวน 2-3 ครั้ง 
                 3.3.2.5 ยอมโครโมโซมดวย 15% Giemsa เปนเวลา 30-45 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
จากนั้นปลอยสไลดใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
        3.3.3 ยอมแถบโครโมโซมแบบนอร (NOR-banding)  
                 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Goodpasture and Bloom (1976) มีข้ันตอนดังนี้ 
                 3.3.3.1นําแผนสไลดท่ีหยด cell suspension ไปวางเตาใหความรอน  (hot plate) 
หรืออางน้ําอุน  (water bath) เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหโครโมโซมมีความคงตัวเพ่ิมข้ึน  
(chromosome stability) 
                 3.3.3.2เตรียมสารละลาย 50% AgNO3 จากนั้นหยดสารละลาย AgNO3 1-2 หยดลงบน
แผนสไลดแลวปลอยแผนสไลดแหง จากนั้นหยดสารละลาย 2% gelatin ลงไป 1-2 หยด แลวนําไปใส
ใน moisture chamber แลวปดฝาใหสนิท นําไปบมใน อางน้ําอุน (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 65 ๐C 
เปนเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น 2-3 ครั้ง แลวปลอยใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
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               3.3.3.3ยอมแถบโครโมโซมดวย 15% Giemsa เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
จากนั้นผึ่งสไลดใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
 
3.4  การวัดขนาดโครโมโซม การจัดเรียงคาริโอไทป การวิเคราะหโครโมโซมและการทํา  
       แบบจําลองโครโมโซม (Ideogram) 
        นําแผนสไลดท่ีผานการยอมโครโมโซมไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนจํานวน 10 เซลลตอตัวอยาง 
เพ่ือนับจํานวนโครโมโซม และคัดเลือกเชลลในระยะเมตาเฟสท่ีมีความเหมาะสม กระจายตัวดี จากนั้น
ทําการบันทึกภาพ แลวนําภาพท่ีไดมาอัดขยาย เพ่ือจัดเรียงคาริโอไทปและดูลักษณะการติดสีบนแถบ
โครโมโซม แลวปริ้นภาพลงบนกระดาษ A4 จากนั้นวัดดวย เวอรเนียรคาลิเปอร (vernier caliper) หา
ความยาวของแขนสั้นและแขนยาวของโครโมโซมตามวิธีของ Green and Sessions (1991) เพ่ือ
ศึกษาคาเปอรเซ็นต ความยาวโครโมโซมสัมพัทธ  (percent of relative length; %RL) และคา
อัตราสวนของความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (arm ratio or centromeric ratio; AR or CR) 
โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
              การคํานวณหาคา เปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธ  (percent of relative length; 
%RL) ไดตามสูตรนี้ 
 
      %RL =          ความยาวของโครโมโซมท้ังแทง (total length; LT) X100                     (3.1) 
                 ความยาวของผลรวมของแทงโครโมโซมท้ังหมด (summation total length; ∑LT) 
 
       โครโมโซมขนาดใหญ (large size; L) จะตองมีคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธมากกวา 
9 และโครโมโซมขนาดเล็ก (small size; s) จะตองมีคาเปอรเซ็นต ความยาวโครโมโซมสัมพัทธนอย
กวา 9  
       โครโมโซมรูปรางเมตาเซนตริก (metacentric; m) สวนคาอัตราสวนความยาวแขนของ
โครโมโซมอยูในชวง  1.00-1.67 โครโมโซมรูปรางซับเมตาเซนตริก (submetacentric; sm) มีคา
อัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซมอยูในชวง  1.68-3.00 โครโมโซมรูปรางซับเทโลเซนตริก 
(subtelocentric or acrocentric; st or ac) มีคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซมอยูในชวง  
3.01-7.00 และโครโมโซมรูปรางเทโลเซนตริก (telocentric; tc) มีคาอัตราสวนความยาวแขนของ

โครโมโซมอยูในชวง  7.00-α (ตารางท่ี 3.2) จากนั้นนําคา %RL และคา CR มาเขียนแบบจําลอง
โครโมโซมหรืออิดิโอแกรม (ideogram) 
           การคํานวณคาอัตราสวนความยาวแขนโครโมโซม (arm ratio or centromeric ratio; AR 
or CR) ไดตามสูตรนี้ 
 
                        AR or CR = ความยาวของแขนยาว (length of long arm)                   (3.2) 

             ความยาวของแขนสั้น (length of long arm) 
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ตารางท่ี 3.2 การจําแนกรูปรางโครโมโซมโดยอาศัยคา CR  
 

Chromosome type Abbrevaiation Centroric ratio (CR) 
metacentric m 1.00-1.67 

submetacentric sm 1.68-3.00 
subtelocentric or acrocentric st or ac 3.01-7.00 

telocentric  tc  7.00-α 
 

ท่ีมา: Green and Session (1991) 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1  ผลการวิจัย 
       ผลการศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาด 3 ชนิด คือ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
ปาดแคระปา  (Philautus parvulus) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) ในการศึกษาครั้งนี้ 
ปาดแคระปาและปาดเหนือ เปนการรายงาน ผลการศึกษาทางเซลลพันธุศาสตรเปน ครั้งแรก โดยปาด
ท้ัง 3 ชนิด มีจํานวนโครโมโซมดิพลอยดเทากับ 26 และมีคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 
5 คู และโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู ซ่ึงเม่ือวัดคา เปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธ คาอัตราสวน
ของความยาวแขน ขนาดของโครโมโซม และการวิเคราะหรูปรางโครโมโซม  และรายละเอียดของคาริ
โอไทปของปาดท้ัง 3 ชนิดมีดังนี้ 
     4.1.1  ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
              ลักษณะสัณฐานวิทยาของปาดบานดังแสดงในภาพท่ี 3.1 และการศึกษาเซลลพันธุศาสตร
ของปาดบาน มีจํานวนโครโมโซมดิพล อยดเทากับ 26 และมีคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซม ขนาด
ใหญ 5 คู และโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู (ภาพท่ี 4.1)  เม่ือวัดความยาวของโครโมโซมและคํานวณ
อัตราสวนของแขนโครโมโซมดังปรากฏในตารางท่ี  4.1  มีรายละเอียดดังนี้ โครโมโซม รูปรางเมตาเซน
ตริกขนาดใหญจํานวน 3 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 1, 4 และคูท่ี 5 ซับเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 2 คู 
คือโครโมโซมคูท่ี 2 และ 3 เมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 6 คู คือ โครโมโซมคูท่ี  6, 7, 8, 10, 11และ
คูท่ี 12 และซับเมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 2 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 9 และ 13 มีคาเปอรเซ็นตความ
ยาวโครโมโซมสัมพัทธ อยูในชวง 14.27-3.16 และคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซม อยูในชวง 
1.20-2.12 นอกจากนี้ยังพบตําแหนง secondary constriction ท่ีบริเวณแขนยาวของ โครโมโซมคูท่ี 
6 (ภาพท่ี 4.1a และภาพท่ี 4.2) การยอมแถบแบบซีแสดงใหเห็นตําแหนง centromeric c-positive 
ท่ีปรากฏบน constitutive heterochromatin บนโครโมโซมทุกแทง ดังภาพท่ี 4.1b และภาพท่ี 4.3 
สวนการยอมแบบนอร พบ ตําแหนงนอร  1 ตําแหนงคือ บริเวณแขนสั้นของ โครโมโซมคูท่ี  12 (ภาพท่ี 
4.1c และภาพท่ี 4.4) 
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ตารางท่ี 4.1 ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธ (%RL) คาอัตราสวนของ        
                ความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของปาดบาน 
 

ชื่อ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 

คูท่ี %RL CR size Type 
1 14.27±0.535 1.20±0.036 L m 
2 12.39±0.615 1.83±0.052 L sm 
3 11.53±0.632 1.83±0.041 L sm 
4 11.96±0.596 1.43±0.061 L m 
5 10.72±0.575 1.41±0.064 L m 
6 7.35±0.560 1.31±0.029 S m 
7 5.68±0.570 1.41±0.049 S m 
8 5.89±0.641 1.16±0.109 S m 
9 5.04±0.582 1.88±0.061 S sm 

10 4.40±0.550 1.18±0.072 S m 
11 4.23±0.611 1.25±0.130 S m 
12 3.76±0.613 1.62±0.077 S m 
13 3.16±0.748 2.12±0.115 S sm 

 

 
 

ภาพท่ี 4.1 คาริโอไทปของปาดบาน (Polypedates leucomystax) จากการยอมแถบโครโมโซม 
              ในแบบตาง ๆ  ท่ีกําลังขยาย 5,000X  a) การยอมแบบจี (G-banding) b) การยอม 
              แบบซี (C-banding) c) การยอมแบบนอร (NOR-banding) ลูกศรสีดําช้ีตําแหนง  
              secodary constriction หรือตําแหนงนอร 
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ภาพท่ี 4.2 ไอดิโอแกรมของปาดบานและการแสดงตําแหนง secondary constriction จากการ 
              ยอมแถบโครโมโซมแบบจี 

  
ภาพท่ี 4.3 ไอดิโอแกรมของปาดบานและการแสดงตําแหนง centromere จากการยอมแถบ 
             โครโมโซมแบบซี 
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ภาพท่ี 4.4 ไอดิโอแกรมของปาดบานและการแสดงตําแหนงนอรจากการยอมแถบ 
              โครโมโซมแบบนอร 
 
        4.1.2 ปาดแคระปา (Philautus parvulus) 
                 รายงานครั้งนี้เปนการรายงานผลศึกษาเก่ียวกับจํานวนโครโมโซมและคาริโอไทปครั้งแรก
ของปาดแคระปามีลักษณะสัณฐานวิทยาดังแสดงในภาพท่ี 3.2 มีจํานวนโครโมโซมดิพล อยดเทากับ 26 
และมีคาริโอไทป ประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 5 คูและโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู (ภาพท่ี 4.5) 
เม่ือวัดความยาวของโครโมโซมและคํานวณอัตราสวนของแขนโครโมโซมดังปรากฏในตารางท่ี  4.2 มี
รายละเอียดดังนี้ โครโมโซมรูปรางเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 4 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 1, 2, 4 และ
คูท่ี 5 ซับเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 1 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 3 เมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 5 คู 
คือ โครโมโซมคูท่ี 6, 7, 9, 10 และคูท่ี 12 ซับเมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 2 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 8 
และคูท่ี 11 และซับเทโลเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 1 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 13 มีคาเปอรเซ็นตความยาว
โครโมโซมสัมพัท ธ อยูในชวง 15.36-3.11 และคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซม อยูในชวง 
1.16-3.81 ดังแสดงในตารางท่ี 4 นอกจากนี้ยังพบตําแหนง secondary constriction ท่ีบริเวณแขน
ยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 (ภาพท่ี 4.6a และภาพท่ี 4.6) การยอมแถบแบบซีแสดงใหเห็น
ตําแหนง centromeric c-positive ท่ีปรากฏบน constitutive heterochromatin ดังภาพท่ี 4.5b 
และภาพท่ี 4.7 สวนการยอมแบบนอร  พบตําแหนงนอร  2 ตําแหนง คือ  บริเวณแขนยาวของ
โครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 (ภาพท่ี 4.5c และภาพท่ี 4.8) 
 
 
 



35 
 

 
 

ตารางท่ี 4.2 ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัท ธ (%RL) คาอัตราสวนของ    
                ความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของปาดแคระปา 
 

ชื่อ ปาดแคระปา (Philautus parvulus) 

คูท่ี่ %RL CR size Type 

1 15.36±0.532 1.16±0.075 L m 
2 12.18±0.569 1.64±0.072 L m 
3 11.74±0.618 1.74±0.050 L sm 
4 10.59±0.628 1.52±0.038 L m 
5 9.05±0.596 1.41±0.060 L m 
6 7.20±0.537 1.28±0.050 S m 
7 6.85±0.589 1.35±0.029 S m 
8 5.77±0.596 2.26±0.039 S sm 
9 5.12±0.583 1.44±0.051 S m 

10 5.08±0.542 1.28±0.053 S m 
11 4.08±0.589 2.20±0.072 S sm 
12 3.81±0.692 1.71±0.138 S m 
13 3.11±0.711 3.81±0.143 S st 

 

 
 

ภาพท่ี 4.5 คาริโอไทปของแคระปา (Philautus parvulus) จากการยอมแถบโครโมโซมในแบบ 
             ตาง ๆ ท่ีกําลังขยาย 5,000X a) การยอมแบบจี (G-banding) b) การยอมแบบซี  
             (C-banding) c) การยอมแบบนอร (NOR-banding) ลูกศรสีดําช้ีตําแหนง secodary  
              constriction หรือตําแหนงนอร 
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ภาพท่ี 4.6 ไอดิโอแกรมของปาดแคระปาและการแสดงตําแหนง secondary constriction จาก 
              การยอมแถบโครโมโซมแบบจี 

  
ภาพท่ี 4.7 ไอดิโอแกรมของปาดแคระปาและการแสดงตําแหนง centromere จากการยอมแถบ 
              โครโมโซมแบบซี 
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ภาพท่ี 4.8 ไอดิโอแกรมของปาดแคระปาและการแสดงตําแหนงนอรจากการแถบยอมโครโมโซม 
              แบบนอร 

 
      4.1.3  ปาดเหนือ (Polypedates mutus) 
                รายงานครั้งนี้เปนการรายงานผลการศึกษาเก่ียวกับจํานวนโครโมโซมและคาริโอไทปเปน
ครั้งแรกของปาดเหนือ มีลักษณะสัณฐานวิทยาดังแสดงในภาพท่ี 3.3 มีจํานวนโครโมโซมดิพล อยด
เทากับ 26 และมีคาริโอไทป ประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 5 คูและโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู 
(ภาพท่ี 4.9) เม่ือวัดความยาวของโครโมโซมและคํานวณอัตราสวนของแขนโครโมโซมดังปรากฏใน
ตารางท่ี 4.3 มีรายละเอียดดังนี้ มีโครโมโซมรูปรางเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 3 คู คือ โครโมโซม
คูท่ี 1, 4 และคูท่ี 5 ซับเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 2 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 2 และ 3  เมตาเซนตริก
ขนาดเล็กจํานวน 5 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 6, 7, 8, 10 และคูท่ี 11 และซับเมตาเซนตริกขนาดเล็ก
จํานวน 3 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 9, 12 และคูท่ี 13 มีคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัท ธ อยู
ในชวง 13.38-3.47 และคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซม อยูในชวง 1.21-2.12 ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4 และไมพบตําแหนง secondary constriction (ภาพท่ี 4.9a และภาพท่ี 4.10) การยอม
แถบแบบซีแสดงใหเห็นตําแหนง centromeric c-positive ท่ีปรากฏบน constitutive 
heterochromatin ดังภาพท่ี 4.9b และภาพท่ี 4.11 แตในการยอมแบบนอร  พบตําแหนงนอร   
2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนสั้นของโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4 (ภาพท่ี 4.9c และภาพท่ี 4.12) 
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ตารางท่ี 4.3 ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัท ธ (%RL) คาอัตราสวนของ  
               ความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของปาดเหนือ 
 

ชื่อ ปาดเหนือ (Polypedates mutus) 

คูท่ี %RL CR size Type 
1 13.38±0.540 1.21±0.061 L m 
2 12.53±0.634 1.85±0.067 L sm 
3 11.36±0.634 1.83±0.067 L sm 
4 10.15±0.581 1.43±0.057 L m 
5 10.15±0.578 1.41±0.060 L m 
6 7.90±0.561 1.32±0.040 S m 
7 7.10±0.579 1.42±0.053 S m 
8 5.41±0.534 1.20±0.035 S m 
9 4.94±0.553 1.90±0.134 S sm 

10 4.82±0.533 1.20±0.059 S m 
11 4.49±0.546 1.30±0.083 S m 
12 3.99±0.603 1.62±0.075 S sm 
13 3.47±0.650 2.12±0.106 S sm 

 

 
ภาพท่ี 4.9 คาริโอไทปของปาดเหนือ (Polypedates mutus) จากการยอมแถบโครโมโซมใน 
              แบบตาง ๆ ท่ีกําลังขยาย 5,000X a) การยอมแบบจี (G-banding) b) การยอมแบบ 
              ซี (C-banding) c) การยอมแบบนอร (NOR-banding) ลูกศรสีดําช้ีตําแหนง  
              secondary constriction หรือตําแหนงนอร 
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ภาพท่ี 4.10 ไอดิโอแกรมของปาดเหนือจากการยอมแถบโครโมโซมแบบจ ี

  
ภาพท่ี 4.11 ไอดิโอแกรมของปาดเหนือและแสดงตําแหนง centromere จากการยอมแถบ 
                โครโมโซมแบบซี 
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ภาพท่ี 4.12 ไอดิโอแกรมของปาดเหนือและการแสดงตําแหนงนอร จากการยอมแถบ 
                โครโมโซมแบบนอร 
 
      เม่ือเปรียบเทียบคาริโอไทปของปาดเพศผูและเพศเมีย จะไมพบความแตกตางของโครโมโซมเพศ
ในปาดท้ัง 3 ชนิด 
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บทที่ 5 
สรุปผลวิจัย อภิปรายผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 
5.1  สรุปผลการวิจัย 
       การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาดท้ัง 3 ชนิด คือ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
ปาดแคระปา (Philautus parvulus) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) โดยการเตรียมไมโตติก
โครโมโซมจากเซลลไขกระดูกโดยใชวิธี in vivo colchicine treatment จากนั้นยอมโครโมโซมแบบจี 
(G-banding) ยอมแบบซี (C-banding) และยอมแบบนอร (NOR-banding) พบวามีจํานวน
โครโมโซมดิพลอยดเทากับ 26 และมีคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 5 คู และโครโมโซม
ขนาดเล็ก 8 คู เหมือนกันท้ัง 3 ชนิด ในการศึกษาครั้งนี้ ปาดแคระปาและปาดเหนือ เปนการรายงาน
ผลการศึกษาเก่ียวกับโครโมโซมและคาริโอไทปครั้งแรก สรุปผลวิจัยดังนี้ 
       การศึกษาตําแหนง secondary constriction ปาดบานพบตําแหนง secondary constriction 
บริเวณแขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และปาดแคระปาพบท่ีบริเวณแขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และคู
ท่ี 7 แตในการศึกษาครั้งนี้ไมพบตําแหนง secondary constriction ในปาดเหนือ เม่ือยอมแถบแบบซี 
เพ่ือแสดงตําแหนงของ centromeric c-positive จะพบท่ีตําแหนงเซนโตรเมียรของ โครโมโซมทุกแทง
ในปาดท้ัง 3 ชนิด สวนการยอมแถบแบบ นอร ในปาดบานพบตําแหนงนอร  1 ตําแหนง คือ บริเวณ
แขนสั้นโครโมโซมคูท่ี 12 ปาดแคระปาพบตําแหนง นอร 2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนยาวโครโมโซมคูท่ี 
6 และคูท่ี 7 และปาดเหนือพบตําแหนงนอร 2 ตําแหนงคือ บริเวณแขนสั้นโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4 
การศึกษาครั้งนี้ไมพบความแตกตางของโครโมโซมเพศ (homomorphic of sex chromosome) ใน
ปาดท้ัง 3 ชนิด      
       
 5.2  อภิปรายผลการวิจัย 
        รายงานนี้เปนรายงานของการศึกษาเซลลพันธุศาสตรในปาดวงศ Rhacophoridae จํานวน  
3 ชนิด ไดแก ปาดบาน ปาดแคระปาและปาดเหนือ จากการตรวจสอบเอกสารพบวามีความ
หลากหลายของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  ในปจจุบันมีมากกวา 6,800 ชนิด (Frost, 2013) ถูกจําแนก
เปน 3 อันดับ (Order) คือ อันดับกบเขียด อันดับซาลาแมนเดอร และอันดับเขียดงู ในปจจุบันมีการ
คนพบสัตวชนิดใหมจากการสํารวจสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและสัตวเลื้อยคลานเพ่ิมมากข้ึน (Ziegler 
et al., 2014; Suarez et al., 2013) และมีการจัดจําแนกอันดับของกบเขีย ด โดยใชลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา สามารถจัดจําแนกไดเปน 27 วงศ (Family) 419 สกุล (Genus) 
มากกวา 5,556 ชนิด (species) และปจจุบันมีการจําแนกเปนวงศปาด 4 วงศ (Family) คือ Hylidae, 
Hyperoliidae, Dendrobatidae, และ Rhacophoridae ในประเทศไทยพบ ปาดเฉพาะ Family 
Rhacophoridae เทานั้น (วีระยุทธ เลาหะจินดา, 2552) 
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         ปจจุบันการศึกษาปาดใน Family Rhacophoridae มีมากกวา 80 ชนิดท่ีพบในทวีปเอเชีย  
(Frost, 2013) และกําลังประสบ ปญหาหลักคือ ไมสามารถทราบไดวาความหลากหลายทางชีวภาพ
ของสัตวกลุมนี้วามีปริมาณมากหรือนอยเพียงใด จากการศึกษาเซลลพันธุศาสตร เก่ียวกับสัตวกลุมนี้ มา
มากกวา 10 ปนั้น สามารถศึกษาสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกไดเพียง 1 ใน 4 สวนเทานั้นและยังไมทราบ
อีกเปนจํานวนมาก  ท่ีผานมา มีการรายงาน ขอมูลเก่ียวกับ โครโมโซมและ คาริโอไทปของปาดเพียง  
16 ชนิดเทานั้น เม่ือเปรียบเทียบกับความหลากหลายของสัตวในกลุมนี้แลวอัตราสวนของ ขอมูลทาง
เซลลพันธุศาสตรของปาดมีไมถึง 1% ซ่ึงเปนปริมาณท่ีนอยมาก และจากขอมูลทางเซลลพันธุศาสตร  
ของปาด พบวาปาดสวนใหญจะ มีจํานวนโครโมโซม ดิพลอยด เทากับ 26 (2n=26) (Kakampuy  
et al, 2013; Dehling, 2011; Biju et al, 2010; ถาวร สุภาพรมและคณะ , 2535; Max,  
1990; Kuramoto and Wang, 1987; Schmid, 1978; Walter, 1972; Kuramoto, 1976) 
         จากการ ตรวจสอบเอกสารเก่ียวกับขอมูลทางเซลลพันธุศาสตรของปาดบาน  (P. 
leucomystax) มีจํานวนโครโมโซมเทากับ 26 และมีตําแหนง secondary constriction บริเวณแขน
ยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 การวิจัยในครั้งนี้มีผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Schmid (1978) งานวิจัยของ 
Matsui และคณะ (1986) และงานวิจัยของถาวร  สุภาพรมและคณะ (2535) ท่ีมีการศึกษาโครโมโซม
ของปาดบานมากอน ดังแสดงในตารางท่ี  5.1 สวนผลโครโมโซมของ ปาดแคระปา (P. parvulus) และ
ปาดเหนือ (P. mutus) เปนการรายงานผลการศึกษาครั้งแรก ยังไมมีขอมูลพ้ืนฐานใดๆ เก่ียวกับ
โครโมโซมและคาริโอไทปท่ีสามารถ อางอิงได แตอยางไรก็ตาม เม่ือนําผลการศึกษาม เปรียบเทียบกับ
ปาดชนิดตาง ๆ ท้ังในสกุลเดียวกันและตางสกุลกัน ตางก็มีจํานวนของโครโมโซมเทากับ 26เชนเดียวกัน 
           การศึกษาตําแหนง secondary constriction และตําแหนงนอรในปาด มีรายละเอียดดังนี้ 
ปาดบานพบตําแหนง secondary constriction จํานวน 1 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 6  ซ่ึงสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Schmid (1978), Matsui และคณะ (1986) และงานวิจัยของถาวร  สุภาพรมและ
คณะ (2535) สวนในปาดแคระปาพบตําแหนง secondary constriction จํานวน 2 ตําแหนง คือ
โครโมโซมคูท่ี 6  และคูท่ี 7 แตไมพบตําแหนง secondary constriction ในปาดเหนือ สวนการศึกษา
ตําแหนงนอร ปาดแคระปาพบตําแหนงนอร จํานวน 2 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 สวนปาด
เหนือพบตําแหนงนอร จํานวน 2 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4  แตปาดบานพบตําแหนงนอร  
เพียง 1 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 12 ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Schmid (1978) 
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ตารางท่ี 5.1 ขอมูลจํานวนโครโมโซมของปาดในการศึกษาครั้งนี้ เทียบกับขอมูลจํานวนโครโมโซม    
                ของปาดชนิดตาง ๆ ท่ีมีมากอนหนา 
 

 
ชนิด (species) 

จํานวน
โครโมโซม 

(2n) 

ตําแหนง 
Secondary 
constriction 

 
อางอิง 

Chiromatis petresi  26 - Bogart and Tandy, 1981; 
Morescalchi, 1963 

Chiromatis rufescens  26 - Bogart and Tandy, 1981 
Chiromatis xerampelina  26 12,13 Schmid, 1978; 1980 
Polypaedates leucomystax  26 6 Matsui et al., 1985; ถาวร 

สุภาพรมและคณะ,2535 
Polypaedates megacephalus  26 - Matsui et al., 1985 
Rhacophorus arboreus   26 12 Yamamoto and Masuda, 

1973; Okumoto, 1977 
Rhacophorus boettgeri   26 7 Yamamoto and Masuda, 

1973 
Rhacophorus chenfui  26 11 Anming and Ermi, 1987 
Rhacophorus eiffingeri  26 - Sato, 1934 
Rhacophorus japonicus  26 12 Okumoto, 1977 
Rhacophorus leucomystax  26 - Morescalchi et al., 1970 
Rhacophorus maculatus  26 - Singh et al., 1970; Singh, 

1976 
Rhacophorus moltrechti  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus owstoni  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus schlegelii  26 7 Okumoto, 1977 
Rhacophorus taipeianus   26 11 Kuramoto, 1985 
Polypaedates leucomystax 26 6 การศึกษาครั้งนี ้
Polypaedates mutus 26 - การศึกษาครั้งนี ้
Philautus parvulus 26 6,7 การศึกษาครั้งนี ้
 
        การยอมแบบจี (G-banding) ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะใหแถบโครโมโซมท่ีไดไมชัดเจน  
เพาระวาโครโมโซมของสัตวกลุมนี้มีการหดตัวมากเกินไป (highly chromosome condensation) 
สงผลใหเอนไซมทริปซิน (trypsin enzyme) ยอยโปรตีนบนแทงโครโมโซมไดนอย จึงทําใหแถบมืด
และแถบสวางท่ีเกิดบนแทงโครโมโซมไมชัดเจน  (Green and sessions, 1991; King, 1990)   
        จากผลการศึกษาจํานวนโครโมโซมและคาริโอไทปของปาดพบวายังมีความอนุรักษคอนขางสูง 
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ซ่ึงสาเหตุของการอนุรักษของโครโมโซม (chromosome conservative) ในพวกอะนูแรน จาก
การศึกษาพบว าสัตวเหลานี้มีบรรพบุรุษรวมกัน สงผลใหโครโมโซมมีลักษณะจําเพาะ ในพิจารณาการ
จัดเรียงตัวใหมของโครโมโซมระหวางเกิดวิวัฒนาการนั้น จําเปนตองคํานึงถึงจํานวนโครโมโซม  
ดิพลอยดและรูปรางโครโมโซมในคาริโอไทปท่ีปรากฏในปาดชนิดตางๆ ในแตละวงศดวย เชน   
ในคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซมมีรูปรางเปนเทโลเซนตริกเพียงอยางเดียว ใหถือวาเปนกลุมท่ีไมมี
ความผันแปร (symmetric karyotype) และจัดวาเปนคาริโอไทปแบบโบราณ (primitive stage) 
สวนในคาริโอไทปท่ีประกอบดวยโครโมโซมท่ีมีรูปรางหลากหลายรูปแบบท้ังแบบเมตาเซนตริก ซับเม
ตาเซนตริก และอ ะโครเซนตริก (asymmetric karyotype)  จะจัดวาเปนคาริโอไทปแบบสมัยใหม 
(advanced stage) บางกรณีท่ีสัตวมีการกระจายพันธุอยางกวางขวาง เนื่องจากไมมีสิ่งกีด  
ขวางทางภูมิศาสตร หรือหากมีก็มีนอย ทําใหเกิดการเคลื่อนยายของยีน (gene flow) ไดสูง  
และมีความสมํ่าเสมอ ซ่ึงเปนไปตามทฤษฏีพันธุศาสตรของเมนเดล  (Lande, 1979)  
       แมวาผูวิจัยจะใชเทคนิคการยอมแถบโครโมโซมถึง 3 แบบ คือ การยอมแถบแบบจี แบบซี และ
แบบนอร ก็ไมสามารถจําแนกความแตกตางทางรูปพรรณสัณฐานและรูปแบบการยอมติดลักษณะของ
แถบท่ีแตกตางกัน ของโครโมโซมเพศได แสดงวาโครโมโซมเพศของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกมีรูปราง
ลักษณะท่ีเหมือนกัน (homomorphic characteristics) ซ่ึงจากการตรวจสอบเอกสารพบวา
วิวัฒนาการของโครโมโซมเพศในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก ยังอยูในข้ันเริ่มตนเทานั้น (early stage of 
sex chromosome differentiation) (King, 1990)   
        
5.3  ขอเสนอแนะ   
       5.3.1 การสํารวจไดยาก เนื่องจากการสํารวจปาดนั้น มีความจําเปนท่ีจะตองคํานึงถึงหลายปจจัย 
เชน ฤดูกาล กา รเดินทาง บริเวณท่ีตองการสํารวจ  ในการศึกษาครั้ งนี้ผูวิจัยไดทําการสํารวจในหลาย
จังหวัด ไดแก อุดรธานี นครพนม ศรีสะเกษ อุบลราชธานี อํานาจเจริญ สุรินทร บุรีรัมย ซ่ึงสามารถ 
เก็บตัวอยางปาดไดเพียง 2 จังหวัด คือ ศรีสะเกษ และอุบลราชธานี 
       5.3.2 การเตรียมโครโมโซมเพ่ือใหไดเซลลในระยะเมตาเฟสคอนขางยาก เนื่องจากศึกษา
โครโมโซมของปาดนั้น มีความจําเป นท่ีจะตองมีเซลลในระยะเมตาเฟส (metaphase) มาก ๆ ตอง
คํานึงถึงหลายปจจัย เชน สัตวตองมีความเครียดนอยท่ีสุด สัตวตองไมมีการอดอาหาร  ระยะเวลาท่ีใช
ในการพักสัตวหลังจากฉีดสารโคชิซีนตองเหมาะสม 
       5.3.3 โครโมโซมมีการหดตัวมากจนเกิดไปทําใหศึกษาไดยาก เนื่องจากสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก
มีการหดตัวของโครโมโซมมากจนเกินไปจนทําใหคาริโอไทปท่ีไดนั้น สวนใหญมีลักษณะสั้นปอม แถบ
โครโมโซมชิดติดกันมาก จ นทําใหดูร ายละเอียดท่ีปรากฏบนแทงโครโมโซมแทบมองไมเห็น ผูวิจัยจึง
ตองมีการนําผลคาริโอไทปหลาย  ๆ อันท่ีไดมาเปรียบเที ยบกัน จึงจะสามารถจําแนก รายละเอียด ท่ี
ปรากฏบนแทงโครโมโซมได 
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รายการวัสดุอุปกรณ สารเคมีและการเตรียมสารเคมีตาง ๆ 
 

วัสดุอุปกรณ 
1. เครื่องแกวขนาดตาง ๆ 

2. Hot plate และ magnetic stirrer 

3. กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาดตาง ๆ 

4. ชุดเครื่องมือฝาตัด 

5. โถบดเซลล (tissue grinder) 

6. Pasture pipette ขนาดตาง ๆ 

7. โถสําหรับบดสียอม (staining jar) 

8. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) 

9. เครืองกรองสาร และแผนกรองสาร 

10. เครื่องชั่งแบบละเอียด (electronic balance) 

11. ตูเย็น 

12. อางน้ําอุน (water bath) 

13. หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 

14. เครื่อง Vortex mixture 

15. ตูบม (incubator) 

16. ตูปลอดเชื้อ (lamina air flow) 

17. หลอดปนเหวี่ยงปลอดเชื้อ (sterile centrifuge tube) 

18. ขวดแกว Duran Laboratory Bottle  ขนาดตาง ๆ  

19. แผนสไลด 

20. กลองจุลทรรศนท่ีใชแสงและสามารถถายภาพได 

21. จานเพาะเชื้อ (sterilize plate) 

22. ถุงมือปลอดเชื้อ 

23.  หนากากอนามัย (Face mask) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ls-weight.com/productinfo.php?pro=111&category=2
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สารเคมี 
1. Ether 

2. Potassium chloride (KCl) 

3. Colchicine 

4. Absolute Methanol 

5. Ethanol 

6. Giemsa’s stock solution 

7. Sodium hydrogen carbonate (NAHCO3) 

8. Sodium hydrogen phosphate (NaHPO4) 

9. Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 

10. Hydrochloric acid (HCl) 

11. Sodium hydroxide (NaOH) 

12. Colchicine powder 

13. Glycerol 

14. Barium hydroxide (Ba(HO)3) 

15. Sodium chloride (NaCl) 

16. Tri-sodium citrate (Na3C6H5O7) 

17. Silver nitrate (AgNO3) 

18. Gelatin powder 

19. Sterilize water 

20. Glacial acetic acid 

21. Trypsin enzyme stock solution 

22. Normal saline 

23. Sulfuric acid 

24. Gelatin 
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การเตรียมสารเคมี 
การเตรียมสารละลาย hypotonic solution 0.075 M KCl 

สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 
1. KCl crystal 

2. น้ํากลั่น 

วิธีการเตรียม (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 
ชั่งน้ําหนักผลึก KCl 5.5880 กรัม แลวใสลงในขวดแกวปรับปริมาตร (volumetric flask) จากนั้นเติม
น้ํากลั่นจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยาจนผลึกละลายหมด เทใสในขวด duran แลวเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหอง หมายเหตุ: สารละลายนี้มีอายุในเก็บไดนาน 1-2 สัปดาห 
 

การเตรียมสารละลาย colchicine 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Colchicine powder 

2. น้ํากลั่น 

     วิธีการเตรียม (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 
ชั่งน้ําหนัก  Colchicine powder 0.1000 กรัม แลวใสลงในขวดแกวปรับปริมาตร (volumetric 
flask) จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาจนผลึกละลายหมด เทใสในขวด duran 
แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 

การเตรียม Fixative 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Glacial acetic acid 

2. Absolute methanol 

วิธีการเตรียม (ปริมาตร 400 มิลลิลิตร) 
เท glacial acetic acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ absolute methanol ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
ลงในขวดแกว Duran จากนั้นผสมใหเขากัน แลวใสในตูเย็นชองแชแข็ง (freezer) เพ่ือใหเย็นจัดและ
ลดการระเหย  ขอควรวะวังในการเตรียม fixative จะตองมีการเตรียมใหมทุกครั้ง 

 

การเตรียม Sorensen buffer หรือ phosphate solution buffer 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 

2. Sodium hydrogen phosphate (NaHPO4) 

3. น้ํากลั่น 

วิธีการเตรียมสารละลายเขมขน (stock solution) 
1. Stock solution A: ชั่งน้ําหนัก Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 9.1 

กรัม แลวใสลงในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยาจน

ผลึกละลายหมดแลวเทใสขวด duran เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
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2. Stock solution B: ชั่งน้ําหนัก Sodium hydrogen phosphate (NaHPO4) 9.5 กรัม 

แลวใสลงในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยาจนผลึก

ละลายหมดแลวเทใสขวด duran เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 

3. วิธีการเตรียม  Sorensen buffer หรือ phosphate solution buffer กอนนําไปใช โดย

ใช stock solution A ปริมาตร 50.8 มิลลิลิตร ผสมกับ stock solution B ปริมาตร 

49.2 มิลลิลิตร จะได  Sorensen buffer หรือ phosphate solution buffer ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร กอนนําไปใชงานตามปกติ 
 

การเตรียมสียอมจิมซา (Giemsa’s) 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Stock Giemsa’s solution 

2. Phosphate solution buffer 

           วิธีการเตรียมสีจิมซา 15% (15% Giemsa’s solution) 
ใช stock Giemsa’s solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจากดวย  Phosphate solution 
buffer ปริมาตร 85 มิลลิลิตร จะไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันจากนั้นกรองดวยแผนกรอง 
แลวนําไปใชงานไดตามปกติ 
 

การเตรียมสารละลาย 1 N HCl 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Conc. HCl 

2. น้ํากลั่น 

           วิธีการเตรียมสารละลาย 1 N HCl (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) 
ใช conc. HCl ปริมาตร 43.68 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 456.32 มิลลิลิตร โดยคอยๆเท  conc. HCl 
ลงไปในน้ํากลั่น (ขอควรระวังหาม เทน้ํากลั่นลงใน  conc. HCl เปนอันขาด เนื่องจากปฏิกิริยาเคมีท่ี
เกิดข้ึนระหวางน้ํากลั่นกับ conc. HCl มีการคายความรอน ซ่ึงอาจกอใหเกิดอันตรายได) 
 

การเตรียมสารละลาย 1 N NaOH 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Sodium hydroxide crystal (NaOH) 

2. น้ํากลั่น 

           วิธีการเตรียมสารละลาย 1 N NaOH (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) 
ชั่งน้ําหนักผลึก  NaOH 20 กรัม ใสลงในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนครบปริมาตร 500 
มิลลิลิตร เขยาใหผลึกละลายจนหมดแลวเทใสในขวดแกว duran แลวเก็บไวในอุณหภูมิหอง 
การเตรียมกระตุนสารละลาย 0.25% trypsin  

สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 
1. Trypsin enzyme stock solution  

2. Normal saline solution 
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วิธีการในการกระตุนสารละลาย 0.25% trypsin (ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) 
ใช pasture pipette ดูด Trypsin stock solution ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวดปลอดเชื้อจากนั้น
เติม Normal saline solution ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ลงไปแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที กอนนําไปใชงาน (ขอควรวะวัง ตองมีการเตรียมใหมทุกครั้ง)  
 

วิธีการเตรียมสารละลาย 2X SSC 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Sodium chloride crystal (NaCl) 

2. Tri-sodium citrate crystal (Na3C6H5O7) 

3. น้ํากลั่น 

วิธีการเตรียมสารละลาย 2X SSC (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 
1. Stock solution A: เตรียมสารละลาย  Sodium chloride 0.3 M ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร โดยชั่งน้ําหนักผลึก  Sodium chloride 17.5500 กรัม ลงในขวดปรับ

ปริมาตรแลว เขยาใหผลึกละลาย 

2. Stock solution B: เตรียมสารละลาย  Tri-sodium citrate 0.03 M ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร โดยชั่งน้ําหนักผลึก  Tri-sodium citrate 8.8230 กรัม ลงในขวดปรับ

ปริมาตรแลว เขยาใหผลึกละลาย 

3. นํา Stock solution A และ Stock solution B มาผสมกันแลวปรับ pH ใหเทากับ 

7.2 กอนนําไปใชงานตามปกติ 
 

การเตรียมสารละลาย 50% AgNO3 และสารละลาย 2% gelatin 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Silver nitrate crystal 

2. น้ํากลั่น 

3. Gelatin powder 

4. Sulfuric acid 

วิธีการเตรียมสารละลาย  
1. สารละลาย 50% AgNO3  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยเริ่มจากชั่งผลึก  Silver nitrate  

0.5000 กรัม แลวเติมน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหผลึกละลาย 

2. สารละลาย 2% gelatin ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเริ่มจากชั่ง  Gelatin powder  

1.000 กรัม ใสลงในขวดปรับปริมาตร แลว  Sulfuric acid จน Gelatin powder  

ละลายหมดจากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ 50 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายผสมกัน 
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ประวัติผูวิจัย 
 

ช่ือ-สกุล                             นายพิทักษ สีดา 
ประวัติการศึกษา                   ระดับประถมศึกษา-ระดับมัธยมศึกษาตอนตน          
                                         โรงเรียนบานโพธิ ์
                                         ระดับมัธยมศึกษาตอนปลาย 
                                         โรงเรียนลือคําหาญวารินชําราบ 
                                         ระดับปริญญาตรี 
                                         วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  
ประวัติงานวิจัย                      Isolation and characterization of the  Saccharification              
                                         molds for making Kao-mak (Sweeten rice) inoculum. 
ท่ีอยู                                   บานเลขท่ี 14 หมูท่ี 8 ตําบลโพธิ์ใหญ อําเภอวารินชําราบ  
                                         จังหวัดอุบลราชธานี 34190 
 
 

 
 
 
 


