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การหาโครงสรางทางพนัธกุรรมของประชากรกบนาอสีานทีม่กีารเพาะเลีย้งโดยการเคราะห RAPD ดำเนนิการกบักบทีไ่ดจาก
การเพาะพันธุรุนเดียวกันซึ่งมีอายุใกลเคียงกันแตมีขนาดแตกตางกัน โดยกบขนาดเล็กมีน้ำหนักระหวาง 50 ถึง 70 กรัม และกบขนาด
ใหญมีน้ำหนักระหวาง 10 ถึง 150 กรัม โดยการนำเนื้อเยื่อกลามเนื้อในสภาพสดมาสกัดดีเอ็นเอ จากการศึกษาพบวาดีเอ็นเอที่สกัดได
มคีวามเขมขนอยรูะหวาง 55 ถงึ 3,755 ng/µL ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอมีคาอยูระหวาง 1.27 ถึง 1.83 และจากการเพิ่มปริมาณ
ดเีอน็เอดวยไพรเมอร OPE15  OPE19  OPE20  OPY15 และ OPY19 ไดแถบดเีอน็เอทัง้หมด 434 แถบ มขีนาดของแถบดเีอน็เอ
อยูระหวาง 300 ถึง 1,031 คูเบส โดยมีเปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไมเกิดขึ้นในกบทุกตัวในแตละไพรเมอร (polymorphic band) อยู
ระหวาง 26.0 ถึง 47.5 เปอรเซ็นต สำหรับระยะหางทางพันธุกรรม (Genetic distance; D) มีคาอยูระหวาง 0.09-0.64 และดรรชนี
ความคลายคลึง (Similarity index, S) มีคาอยูระหวาง 0.36 ถึง 0.91

Abstract
Determining genetic structure of culture Rana rugolosa population by RAPD analysis performed with the same age

group and different size of culture Rana rugulosa. Body weights of a small size group were between 50-70 g and body weights
of a large size group Rana rugulosa were between 100-150 g.  Fresh tissue from muscle of each Rana rugulosa was used for
DNA extraction.  The results of the study indicated that the concentration of extracted DNA was 55 to 3,755 ng/µL. The purity
of DNA was 1.27 to 1.83. The result of DNA amplification with various primers; OPE15, OPE19, OPE20, OPY15 and
OPY19, yield 434 DNA fragments.  Size of DNA bands were between 300 to 1031 base pairs. The polymorphic band was
26.0 to 47.5 %. A genetic distance (D) was 0.09 to 0.64 and similarity index (S) was 0.36 to 0.91. The results of the present
study indicated that all sizes of the same age population from different brood stocks were the same population. The different of
growth resulted from environment or culture technique.

คำสำคญั:  กบนาอสีาน โครงสรางทางพนัธกุรรม RAPD
Keywords: Rana rugulosa, Genetic structure, RAPD
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บทนำ
กบเปนสตัวสะเทนิน้ำสะเทนิบก (Amphibian)

ที่ชาวไทยรูจักกันดี และนิยมบริโภคกันมาชานาน
ปจจบุนัความตองการในการบรโิภคกบมสีงูมาก เหน็ได
จากการสงออกกบไปจำหนายยังตางประเทศ เชน
ฮองกง ญีป่นุ มาเลเซยี เยอรมนัน ีฝรัง่เศส และ สหรฐั
อเมรกิา (จริาภรณ, 2534) เปนผลทำใหการผลติกบทัง้
จากธรรมชาตแิละจากฟารมเพาะเลีย้งกบไมทนักบัความ
ตองการ สงผลใหประชากรกบนาในธรรมชาติลดลง
อยางรวดเรว็จนนาเปนหวง (นรินาม, 2547) และยงัมี
สาเหตอุืน่ๆ อกีทำใหปรมิาณกบนาในธรรมชาตลิดลงได
เชน การตดัไมทำลายปา การเปลีย่นแปลงพืน้ทีป่าเปน
พื้นที่เกษตรกรรมซึ่งมีการใชสารฆาแมลงอยางรุนแรง
และการสรางโรงงานอตุสาหกรรมบรเิวณทงุนา เปนตน
(ทวีศักดิ์, 2548) กบที่มีการเพาะเลี้ยงกันอยางกวาง
ขวาง ไดแก กบนา (Rana rugulosa Wiegmann, 1971)
กบทตูหรอืกบยกัษหรอืกบแดง (Rana macrodon Khul
and Tschudi, 1839) และกบตางประเทศคือกบ
บลฟูรอก (Rana catesbeiana Shaw, 1802) (พงพนัธ,
2539 และศภุชยั, 2537) กบเปนสตัวสะเทนิน้ำสะเทนิบก
อยใูนวงศ Ranida สกลุ Rana (สมพร และสมโภชน,
2535) Taylor (1962) รายงานวา กบสกลุ Rana ที่
พบมอีย ู35 ชนดิ ซึง่ไดศกึษากบทีอ่ยใูนวงศ Ranidae
ลกัษณะทีส่ำคญัของ กบในสกลุ Rana คอืเปนกบทีม่ทีัง้
ขนาดเลก็และขนาดใหญมรีมูานตาอยใูนแนวนอน มฟีน
อยูบนกระดูกขากรรไกรและบนเพดาน ลิ้นเปนอิสระ
ตอนทายเปนหลมุลกึ ปกตมิองเหน็แกวห ูแตบอยครัง้
พบวาแกวหูซอนอยูใตผิวหนัง  นิ้วมือไมมีพังผืดยึด
ปลายแหลมหรอืพองออก ฝาเทาดานนอก ถกูแยกออก
โดยพงัผดื กระดกูอก มสีวนทีเ่ปนกระดกูแขง็ กบสกลุ
นีเ้ปนชนดิทีแ่พรหลายทีส่ดุในประเทศไทย มปีระมาณ
34 ชนดิ (วโิรจน, 2544)  ปญหาทีส่ำคญัอกีประการหนึง่
ของการเพาะเลีย้งกบของประเทศไทยคอื การคดัเลอืก
พอแมพันธุกบ เนื่องจากพอแมพันธุที่ใชในปจจุบัน
เริ่มมาจากการนำพอแมพันธุมาจากธรรมชาติ ซึ่งอาจ
จะเปนกบที่ตางชนิดกัน Taylor (1962) รายงานวา

กบพื้นเมืองจะโตเต็มที่เมื่ออายุ 12 ถึง 18 เดือน
ประกอบกบัมกีารนำกบบลฟูรอกเขามาในประเทศไทย
ตัง้แตป พ.ศ. 2497 ดงันัน้พอแมพนัธกุบทีม่กีารเพาะ
เลีย้งในปจจบุนัอาจเปนกบทีม่กีารผสมขามชนดิ แมอาจ
จะไมเกดิจากการผสมโดยตรงแตอาจจะเกดิจากกบทีม่ี
การเพาะเลีย้งหลดุลอดออกสธูรรมชาต ิดงันัน้การตรวจ
สอบชนิดกบที่มีการเพาะเลี้ยงตามฟารมตางๆ รวมถึง
กบที่พบในธรรมชาติจึงมีประโยชนอยางยิ่งในการ
คดัเลอืกหรอืจดัการพอแมพนัธเุพือ่ประสทิธภิาพในการ
เพาะเลี้ยงในอนาคต ซึ่งการเลี้ยงกบนี้มีประโยชนใน
หลายๆ เรื่อง เชน เปนอุปกรณทางการศึกษาทาง
การแพทย การวิจัยทางชีววิทยา และการทดลองทาง
วทิยาศาสตร สรางความเพลดิเพลนิใจแกผเูลีย้ง ใชเปน
อาหารและสรางรายไดใหแกครวัเรอืนได และชวยทำให
ระบบนเิวศในนาสมดลุย เปนตน

การเลี้ยงกบในปจจุบันพบวามีปญหาสำคัญ
หลายประการ เริม่จากการขยายพนัธ ุการอนบุาล จนถงึ
วธิกีารเลีย้ง ซึง่ปญหาทีพ่บสวนใหญเปนปญหาเรือ่งการ
กินกันเอง หรืออาจเกิดจากสภาพสิ่งแวดลอม เชน
อุณหภูมิ อาจมีผลกับการพัฒนาของตัวออน ดังนั้น
การวิจัยนี้ เพื่อทราบโครงสรางทางพันธุกรรมของ
ประชากรกบนาอีสานที่มีการเพาะเลี้ยงในปจจุบัน

อุปกรณและวิธีการ
1. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของกบพื้นเมืองดวย
เทคนคิ RAPD

นำเนื้อเยื่อกลามเนื้อในสภาพสดของกบ
พืน้บานมาสกดัดเีอน็เอดวย phenol:chloroform method
ทำการตรวจสอบคณุภาพการสกดับน 0.8% agarose gel
electrophoresis หลงัจากจงึเตรยีมสวนผสมรวม 10 µl
เพื่อการทำพีซีอาร ดังนี้ คือ 10x Taq buffer 1 µl
MgCl2 1 µl  dNTPs mix 1  mM each  Primer 100
pmol (0.1 mM)  Taq Polymerase 1 µl  และ
genomic DNA ความเขมขน 25 ng 1 µl แลวปรับ
ปรมิาตรสดุทายดวยน้ำกลัน่ใหได 10 µl นำสวนผสม
ทัง้หมดเขาเครือ่งพซีอีาร โดยตัง้โปรแกรมควบคมุการ
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ทำงานดงันี ้ขัน้ที ่1  94
o
C  2 นาท ี  1  รอบ ขัน้ที ่2

94
o
C  1  นาท ี38

o
C 1 นาท ี 72

o
C 1 นาท ี43 รอบ

และขัน้ที ่3  72
o
C  5  นาท ี10

o
C 10 นาท ี1 รอบ แลว

คางไวที ่4 
o
C  ในศกึษาครัง้นีใ้ชไพรเมอร 6 ไพรเมอร

คือ OPE15 (5’-3’, AGCGACAACC) OPE17
(5’-3’, CTACTGCCGT) OPE19 (5’-3’,
ACGGCGTATG) OPE20 (5’-3’, AACGGT
GACC) OPY15 (5’-3’, AGTCGCCCTT) และ
OPY19 (5’-3’, TGAGGGTCCC) หลังจากเสร็จ
ขั้นตอนพีซีอารจึงนำสวนผสมที่ไดจากการทำพีซีอาร
10 µl มาผสมกบัสยีอม (loading dye) 2 µl แยกบน
2% agarose gel และยอมดวย EtBr โดยใช 100 bp
DNA ladder เปน marker เพือ่ตรวจวเิคราะหรปูแบบ
ดเีอน็เอ

2. การวเิคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรม
นำผลรูปแบบอีเอ็นเอ (DNA banding

pattern) ทีป่รากฏจากประชากรกบและจากทกุ ๆ ไพร
เมอร ไปสรางเปนตารางขอมูล โดยเปรียบเทียบความ
เหมือนและความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
จากกลุมประชากรกบที่ทำการศึกษา โดยตัวอยางที่
พบแถบดเีอน็เอทีต่ำแหนงหนึง่ ๆ  ใหคะแนน (1) สวน
ตัวอยางที่ไมพบแถบดีเอ็นเอที่ตำแหนงเดียวกันให
คะแนน (0) หลงัจากนัน้จงึนำขอมลูทีไ่ดไปวเิคราะหดวย
โปรแกรม NTSys-pc2.1 เพือ่หาความสมัพนัธทางพนัธุ
กรรมของประชากร  ความหลากหลายและความสมัพนัธ
ของกลุมประชากรโดยอาศัยคาดรรชนีความคลายคลึง
(Similarity index, S) ตามทฤษฎีของ Nei and Li
(1979) จากสตูร

เมือ่ nx, ny และ nxy คอืจำนวนแถบดเีอน็เอที่
พบในประชากร X  Y และทัง้ X และ Y

คา S ทีไ่ดสามารถนำคำนวณหาความแตกตาง
ทางพันธุกรรมของประชากร (Genetic dissimilarity
หรอื Genetic distance, D) จาก D = 1 – S ตามวธิขีอง
Lynch (1990)

yx

xy

nn
n

S
+

=
2

3. การหาคาความสัมพันธทางพันธุกรรมแบบ
Dendrograms

ในการศกึษาครัง้นีใ้ชวธิ ีUPGMA (Unweighted
Pair Group Method Analysis) ตามวิธีของ Sneath
and Sokal (1973) โดยอาศัยโปรแกรมวิเคราะห
NTSYS-pc2.1 ตามวธิขีอง Rohlf (2000).

ผลการศึกษา
1. คณุภาพดเีอน็เอ

ความเขมขนของดเีอน็เอทีส่กดัไดจากเนือ้เยือ่
กบมคีาระหวาง 55 ถงึ 3,755 ng และมคีวามบรสิทุธิ์
ของดเีอน็เออยรูะหวาง 1.27 ถงึ 1.83 (ตารางที ่1)

2 ผลการทดสอบไพรเมอร
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร

จำนวน 6 ไพรเมอร คือ OPE15 OPE17 OPE19
OPE20 OPY15 และ OPY19 ปรากฎวาไพรเมอรทีม่ี
ประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นและใหผล
สม่ำเสมอมจีำนวน 5 ไพรเมอร คอื OPE15  OPE19
OPE20  OPY15 และ OPY19 (รปูที ่1)

3 ผลการศกึษาลายพมิพดอีน็เอ
จากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของกบขนาดใหญ

และขนาดเล็กดวยเทคนิค RAPD-PCR  โดยใชไพร
เมอรจำนวน 5 ไพรเมอร คอื OPE15 OPE19 OPE20
OPY15 และ OPY19 ไดแถบดเีอน็เอทัง้หมด 434 แถบ
มขีนาดของแถบดเีอน็เออยรูะหวาง 300 ถงึ 1,031 คู
เบส โดยมแีถบดเีอน็เอทีไ่มเกดิขึน้ในกบทกุตวัในแตละ
ไพรเมอร (polymorphic band) อยรูะหวาง 26.0 ถงึ
47.5 เปอรเซน็ต

4 ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของประชากรกบ
จากการศกึษาความสมัพนัธทางพนัธกุรรมของ

ประชากรกบ  พบวาคา S ของประชากรกบขนาดใหญ
และขนาดเลก็มคีาอยรูะหวาง 0.36  ถงึ 0.91 (ตาราง
ที่ 2 และรูปที่ 2) โดยที่ประชากรสวนมากมีคา S
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คอนขางสงู ซึง่         สอดคลองกบัคาของระยะหางทาง
พันธุกรรม (Genetic distance; D) ที่มีคาอยูระหวาง
0.09 ถงึ 0.64 ซึง่ถอืวามรีะยะหางทางพนัธกุรรมคอน
ขางต่ำเมือ่เปรยีบเทยีบกบัระยะหางทางพนัธกุรรมสงูสดุ
(D = 1.00)

วิจารณและสรุปผลการศึกษา
ในการศึกษาดานชีวโมเลกุลภายในประชา

กกรกบขนาดเล็กและขนาดใหญโดยการนำเนื้อเยื่อสด
มาสกดัดเีอน็เอพบวาดเีอน็เอทีส่กดัไดมคีาดดูกลนืแสง
ทีค่วามยาวคลืน่ 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร
มคีาอยรูะหวาง 0.114 ถงึ0.903 และมคีวามบรสิทุธิข์อง
ดเีอน็เอ (อตัราสวน A260/A280) อยรูะหวาง 1.27 ถงึ
1.83 โดยทีด่เีอน็เอทีบ่รสิทุธิน์ัน้ควรมอีตัราสวนระหวาง
A260/A280  เทากับ 1.8  (Sambrook et al., 1989;
Sambrook and Russel, 2001) ซึง่ในการวจิยัครัง้นีก้าร
เตรยีมเนือ้เยือ่เพือ่สกดัดเีอน็เอทกุขัน้ตอนมกีารเตรยีม
อยางระมัดระวังโดยเฉพาะในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ
ตองกระทำเบา ๆ  เพือ่ปองกนัการฉกีขาดของดเีอน็เอตน
แบบซึง่อาจมผีลตอปฏกิรยิา PCR  ในการเลอืกไพรเมอร
สำหรบัการศกึษาครัง้นีไ้ดนำไพรเมอรชนดิ 10 mer kit
ทีผ่ลติจากบรษิทั Operon Technologies ประเทศสหรฐั
อเมริกา จำนวน 5 ไพรเมอร คือ OPE15, OPE19,
OPE20, OPY15 และ OPY19 ซึง่ไพรเมอรดงักลาว
อาจยังมีคุณสมบัติไมเหมาะสมสำหรับการเพิ่มปริมาณ
ดเีอน็เอเนือ่งจากใหแถบดเีอน็เอทีไ่มเกดิขึน้ในกบทกุตวั
ในแตละไพรเมอร (polymorphic band) คอนขางนอย
ดังนั้นจากการศึกษาครั้งนี้ประชากรกบนาอีสานที่มีการ
เพาะเลีย้งมลีกัษณะทางพนัธกุรรมทีเ่หมอืนกนัมากโดย
สงัเกตไดจากคาดรรชนคีวามคลายคลงึและคาของระยะ
หางทางพนัธกุรรม ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากประชากรกบที่
นำมาศึกษามีการผสมแบบเลือดชิด (inbreeding)
ประชากรของกบขนาดเล็กและขนาดใหญจากพอแม
พนัธหุลายคมูาจากประชากรเดยีวกนั ความแตกตางของ
ขนาดอาจจะไดรบัอธิพิลมาจากสิง่แวดลอมและเทคนคิ
การเลีย้ง และหากพอแมพนัธยุงัมกีารผสมพนัธแุบบนี้

ตอไปจำนวนหลายรนุ อาจสงผลเสยีตอการเพาะเลีย้ง
อยางไรก็ตาม จากผลที่ไดสามารถสรุปความ

สมัพนัธในระหวางกลมุประชากรไดและสมควรอยางยิง่
ที่จะตองมีการศึกษาอยางตอเนื่องตอไปอีกเพื่อเปน
ประโยชนในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของกบซึง่สงผลไปถงึการคดัเลอืกพอแมพนัธุ

ขอเสนอแนะ
ควรมกีารเกบ็รวบรวมประชากรกบจากแหลง

ตาง ๆ เพือ่นำมาศกึษาดานพนัธกุรรมเปรยีบเทยีบกนั
และควรมีตัวอยางในการศึกษาอยางพอเพียง อยางไร
ก็ตามการที่ไดศึกษาในครั้งนี้ถือเปนการเริ่มตนในเรื่อง
ดังกลาวสำหรับการศึกษาเกี่ยวกับประชากรกบในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือซึ่งจะเปนประโยชนอยางมากตอ
การเพาะเลีย้งกบ และควรมกีารศกึษาเพิม่เตมิเกีย่วกบั
ชวีวทิยาของกบโดยเฉพาะชวีประวตัขิองกบชนดิตาง ๆ
ที่ใชเปนพอแมพันธุในการเพาะเลี้ยง
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ตารางที ่1  ความเขมขนและความบรสิทุธิข์องดเีอ็นเอกบ

คาดูดกลืนแสง ขนาดกบ  
260 nm 280 nm 

ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
(ng/µL) 

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 

กบขนาด
ใหญ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0.197 
0.259 
0.198 
0.745 
0.135 
0.137 
0.252 
0.127 
0.704 
0.126 

0.353 
0.460 
0.500 
0.470 
0.431 
0.918 
0.432 
0.421 
0.410 
0.361 

492.5 
647.5 
495.0 
337.5 
1862.5 
342.5 
277.5 
285.0 
55.0 
630.0 

1.43 
1.52 
1.42 
1.31 
1.81 
1.62 
1.78 
1.43 
1.72 
1.56 

กบขนาดเล็ก 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0.159 
0.114 
0.194 
0.157 
0.126 
0.704 
0.144 
0.205 
0.281 
0.379 

0.581 
0.368 
0.425 
0.468 
0.385 
0.383 
0.447 
0.422 
0.740 
0.903 

317.5 
3755.0 
485.0 
392.5 
315.0 
1760.0 
2457.5 
512.5 
702.5 
360.0 

1.43 
1.47 
1.81 
1.83 
1.56 
1.43 
1.36 
1.82 
1.27 
1.36 
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ตารางที ่2 คาดรรชนคีวามคลายคลงึ (Similarity index; S) ของประชากรกบ (FL= กบขนาดใหญ;
FS = กบขนาดเลก็)

FL1 FL2 FL3 FL4 FL5 FL6 FL7 FL8 FL9 FL10 FS1 FS2 FS3 FS4 FS5 FS6 FS7 FS8 FS9 FS10

FL1 1.00

FL2 0.91 1.00

FL3 0.82 0.91 1.00

FL4 0.73 0.82 0.73 1.00

FL5 0.56 0.64 0.73 0.46 1.00

FL6 0.56 0.64 0.73 0.46 1.00 1.00

FL7 0.46 0.60 0.64 0.36 0.91 0.91 1.00

FL8 0.46 0.56 0.64 0.56 0.91 0.91 0.82 1.00

FL9 0.56 0.64 0.55 0.82 0.46 0.46 0.56 0.55 1.00

FL10 0.64 0.73 0.64 0.91 0.55 0.55 0.46 0.64 0.91 1.00

FS1 0.91 0.82 0.73 0.82 0.46 0.46 0.37 0.55 0.64 0.64 1.00

FS2 0.91 0.82 0.73 0.82 0.46 0.46 0.36 0.55 0.64 0.73 0.91 1.00

FS3 0.82 0.91 1.00 0.73 0.73 0.73 0.64 0.64 0.55 0.64 0.82 0.73 1.00

FS4 0.64 0.73 0.64 0.73 0.55 0.55 0.64 0.64 0.73 0.64 0.64 0.73 0.64 1.00

FS5 0.55 0.64 0.73 0.55 1.00 1.00 0.91 0.91 0.46 0.55 0.55 0.46 0.73 0.55 1.00

FS6 0.45 0.55 0.64 0.36 0.91 0.91 1.00 0.82 0.55 0.50 0.50 0.36 0.64 0.64 0.91 1.00

FS7 5.45 0.64 0.73 0.45 1.00 1.00 0.91 0.91 0.50 0.50 0.55 0.50 0.73 0.55 1.00 0.91 1.00

FS8 0.50 0.55 0.64 0.55 0.91 0.91 0.82 1.00 0.55 0.64 0.50 0.55 0.64 0.64 0.91 0.83 0.91 1.00

FS9 0.64 0.73 0.64 0.91 0.55 0.55 0.50 0.64 0.91 0.64 0.73 0.64 0.91 1.00 0.64 0.73 0.64 0.64 1.00

FS10 0.64 0.73 0.64 0.91 0.55 0.55 0.50 0.64 0.91 0.64 0.73 0.64 0.91 1.00 0.64 0.73 0.64 0.64 1.00 1.00
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รปูที ่2 Dendrograms ดรรชนคีวามคลายคลงึ (Similarity index) ของประชากรกบขนาดเลก็และขนาดใหญดวย
วธิกีารจดักลมุแบบ UPGMA

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รปูที ่1 (ก) รปูแบบดเีอน็เอของกบขนาดเลก็จากไพรเมอร 1) OPE15; 2) OPE17; 3) OPE19; 4) OPE20; 5)
OPY15 และ 6) OPY19; (ข) รปูแบบดเีอน็เอของกบขนาดใหญจากไพรเมอร 1) OPE15; 2) OPE17;
3) OPE19; 4) OPE20; 5) OPY15 และ 6) OPY19; (ค) ขนาดของ 100bp DNA ladder; M=100bp
DNA ladder; nc= negative control


