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การหาโครงสรางทางพนัธกุรรมของประชากรกบนาอสีานทีม่กีารเพาะเลีย้งโดยการเคราะห RAPD ดำเนนิการกบักบทีไ่ดจาก
การเพาะพันธุรุนเดียวกันซึ่งมีอายุใกลเคียงกันแตมีขนาดแตกตางกัน โดยกบขนาดเล็กมีน้ำหนักระหวาง 50 ถึง 70 กรัม และกบขนาด
ใหญมีน้ำหนักระหวาง 10 ถึง 150 กรัม โดยการนำเนื้อเยื่อกลามเนื้อในสภาพสดมาสกัดดีเอ็นเอ จากการศึกษาพบวาดีเอ็นเอที่สกัดได
มคีวามเขมขนอยรูะหวาง 55 ถงึ 3,755 ng/µL ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอมีคาอยูระหวาง 1.27 ถึง 1.83 และจากการเพิ่มปริมาณ
ดเีอน็เอดวยไพรเมอร OPE15  OPE19  OPE20  OPY15 และ OPY19 ไดแถบดเีอน็เอทัง้หมด 434 แถบ มขีนาดของแถบดเีอน็เอ
อยูระหวาง 300 ถึง 1,031 คูเบส โดยมีเปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไมเกิดขึ้นในกบทุกตัวในแตละไพรเมอร (polymorphic band) อยู
ระหวาง 26.0 ถึง 47.5 เปอรเซ็นต สำหรับระยะหางทางพันธุกรรม (Genetic distance; D) มีคาอยูระหวาง 0.09-0.64 และดรรชนี
ความคลายคลึง (Similarity index, S) มีคาอยูระหวาง 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 โครงสรางทางพนัธกุรรม RAPD
Keywords: Rana rugulosa, Genetic structure, RAPD
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บทนำ
กบเปนสตัวสะเทนิน้ำสะเทนิบก (Amphibian)

ที่ชาวไทยรูจักกันดี และนิยมบริโภคกันมาชานาน
ปจจบุนัความตองการในการบรโิภคกบมสีงูมาก เหน็ได
จากการสงออกกบไปจำหนายยังตางประเทศ เชน
ฮองกง ญีป่นุ มาเลเซยี เยอรมนัน ีฝรัง่เศส และ สหรฐั
อเมรกิา (จริาภรณ, 2534) เปนผลทำใหการผลติกบทัง้
จากธรรมชาตแิละจากฟารมเพาะเลีย้งกบไมทนักบัความ
ตองการ สงผลใหประชากรกบนาในธรรมชาติลดลง
อยางรวดเรว็จนนาเปนหวง (นรินาม, 2547) และยงัมี
สาเหตอุืน่ๆ อกีทำใหปรมิาณกบนาในธรรมชาตลิดลงได
เชน การตดัไมทำลายปา การเปลีย่นแปลงพืน้ทีป่าเปน
พื้นที่เกษตรกรรมซึ่งมีการใชสารฆาแมลงอยางรุนแรง
และการสรางโรงงานอตุสาหกรรมบรเิวณทงุนา เปนตน
(ทวีศักดิ์, 2548) กบที่มีการเพาะเลี้ยงกันอยางกวาง
ขวาง ไดแก กบนา (Rana rugulosa Wiegmann, 1971)
กบทตูหรอืกบยกัษหรอืกบแดง (Rana macrodon Khul
and Tschudi, 1839) และกบตางประเทศคือกบ
บลฟูรอก (Rana catesbeiana Shaw, 1802) (พงพนัธ,
2539 และศภุชยั, 2537) กบเปนสตัวสะเทนิน้ำสะเทนิบก
อยใูนวงศ Ranida สกลุ Rana (สมพร และสมโภชน,
2535) Taylor (1962) รายงานวา กบสกลุ Rana ที่
พบมอีย ู35 ชนดิ ซึง่ไดศกึษากบทีอ่ยใูนวงศ Ranidae
ลกัษณะทีส่ำคญัของ กบในสกลุ Rana คอืเปนกบทีม่ทีัง้
ขนาดเลก็และขนาดใหญมรีมูานตาอยใูนแนวนอน มฟีน
อยูบนกระดูกขากรรไกรและบนเพดาน ลิ้นเปนอิสระ
ตอนทายเปนหลมุลกึ ปกตมิองเหน็แกวห ูแตบอยครัง้
พบวาแกวหูซอนอยูใตผิวหนัง  นิ้วมือไมมีพังผืดยึด
ปลายแหลมหรอืพองออก ฝาเทาดานนอก ถกูแยกออก
โดยพงัผดื กระดกูอก มสีวนทีเ่ปนกระดกูแขง็ กบสกลุ
นีเ้ปนชนดิทีแ่พรหลายทีส่ดุในประเทศไทย มปีระมาณ
34 ชนดิ (วโิรจน, 2544)  ปญหาทีส่ำคญัอกีประการหนึง่
ของการเพาะเลีย้งกบของประเทศไทยคอื การคดัเลอืก
พอแมพันธุกบ เนื่องจากพอแมพันธุที่ใชในปจจุบัน
เริ่มมาจากการนำพอแมพันธุมาจากธรรมชาติ ซึ่งอาจ
จะเปนกบที่ตางชนิดกัน Taylor (1962) รายงานวา

กบพื้นเมืองจะโตเต็มที่เมื่ออายุ 12 ถึง 18 เดือน
ประกอบกบัมกีารนำกบบลฟูรอกเขามาในประเทศไทย
ตัง้แตป พ.ศ. 2497 ดงันัน้พอแมพนัธกุบทีม่กีารเพาะ
เลีย้งในปจจบุนัอาจเปนกบทีม่กีารผสมขามชนดิ แมอาจ
จะไมเกดิจากการผสมโดยตรงแตอาจจะเกดิจากกบทีม่ี
การเพาะเลีย้งหลดุลอดออกสธูรรมชาต ิดงันัน้การตรวจ
สอบชนิดกบที่มีการเพาะเลี้ยงตามฟารมตางๆ รวมถึง
กบที่พบในธรรมชาติจึงมีประโยชนอยางยิ่งในการ
คดัเลอืกหรอืจดัการพอแมพนัธเุพือ่ประสทิธภิาพในการ
เพาะเลี้ยงในอนาคต ซึ่งการเลี้ยงกบนี้มีประโยชนใน
หลายๆ เรื่อง เชน เปนอุปกรณทางการศึกษาทาง
การแพทย การวิจัยทางชีววิทยา และการทดลองทาง
วทิยาศาสตร สรางความเพลดิเพลนิใจแกผเูลีย้ง ใชเปน
อาหารและสรางรายไดใหแกครวัเรอืนได และชวยทำให
ระบบนเิวศในนาสมดลุย เปนตน

การเลี้ยงกบในปจจุบันพบวามีปญหาสำคัญ
หลายประการ เริม่จากการขยายพนัธ ุการอนบุาล จนถงึ
วธิกีารเลีย้ง ซึง่ปญหาทีพ่บสวนใหญเปนปญหาเรือ่งการ
กินกันเอง หรืออาจเกิดจากสภาพสิ่งแวดลอม เชน
อุณหภูมิ อาจมีผลกับการพัฒนาของตัวออน ดังนั้น
การวิจัยนี้ เพื่อทราบโครงสรางทางพันธุกรรมของ
ประชากรกบนาอีสานที่มีการเพาะเลี้ยงในปจจุบัน

อุปกรณและวิธีการ
1. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของกบพื้นเมืองดวย
เทคนคิ RAPD

นำเนื้อเยื่อกลามเนื้อในสภาพสดของกบ
พืน้บานมาสกดัดเีอน็เอดวย phenol:chloroform method
ทำการตรวจสอบคณุภาพการสกดับน 0.8% agarose gel
electrophoresis หลงัจากจงึเตรยีมสวนผสมรวม 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 ความเขมขน 25 ng 1 µl แลวปรับ
ปรมิาตรสดุทายดวยน้ำกลัน่ใหได 10 µl นำสวนผสม
ทัง้หมดเขาเครือ่งพซีอีาร 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 แลว

คางไวที ่4 
o
C  ในศกึษาครัง้นีใ้ชไพรเมอร 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
ขั้นตอนพีซีอารจึงนำสวนผสมที่ไดจากการทำพีซีอาร
10 µl มาผสมกบัสยีอม (loading dye) 2 µl แยกบน
2% agarose gel และยอมดวย EtBr โดยใช 100 bp
DNA ladder เปน marker เพือ่ตรวจวเิคราะหรปูแบบ
ดเีอน็เอ

2. การวเิคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรม
นำผลรูปแบบอีเอ็นเอ (DNA banding

pattern) ทีป่รากฏจากประชากรกบและจากทกุ ๆ ไพร
เมอร ไปสรางเปนตารางขอมูล โดยเปรียบเทียบความ
เหมือนและความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
จากกลุมประชากรกบที่ทำการศึกษา โดยตัวอยางที่
พบแถบดเีอน็เอทีต่ำแหนงหนึง่ ๆ  ใหคะแนน (1) สวน
ตัวอยางที่ไมพบแถบดีเอ็นเอที่ตำแหนงเดียวกันให
คะแนน (0) หลงัจากนัน้จงึนำขอมลูทีไ่ดไปวเิคราะหดวย
โปรแกรม NTSys-pc2.1 เพือ่หาความสมัพนัธทางพนัธุ
กรรมของประชากร  ความหลากหลายและความสมัพนัธ
ของกลุมประชากรโดยอาศัยคาดรรชนีความคลายคลึง
(Similarity index, S) ตามทฤษฎีของ Nei and Li
(1979) จากสตูร

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

คา S ทีไ่ดสามารถนำคำนวณหาความแตกตาง
ทางพันธุกรรมของประชากร (Genetic dissimilarity
หรอื Genetic distance, D) จาก D = 1 – S ตามวธิขีอง
Lynch (1990)

yx

xy

nn
n

S
+

=
2

3. การหาคาความสัมพันธทางพันธุกรรมแบบ
Dendrograms

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

ผลการศึกษา
1. คณุภาพดเีอน็เอ

ความเขมขนของดเีอน็เอทีส่กดัไดจากเนือ้เยือ่
กบมคีาระหวาง 55 ถงึ 3,755 ng และมคีวามบรสิทุธิ์
ของดเีอน็เออยรูะหวาง 1.27 ถงึ 1.83 (ตารางที ่1)

2 ผลการทดสอบไพรเมอร
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร

จำนวน 6 ไพรเมอร คือ OPE15 OPE17 OPE19
OPE20 OPY15 และ OPY19 ปรากฎวาไพรเมอรทีม่ี
ประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นและใหผล
สม่ำเสมอมจีำนวน 5 ไพรเมอร คอื OPE15  OPE19
OPE20  OPY15 และ OPY19 (รปูที ่1)

3 ผลการศกึษาลายพมิพดอีน็เอ
จากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของกบขนาดใหญ

และขนาดเล็กดวยเทคนิค RAPD-PCR  โดยใชไพร
เมอรจำนวน 5 ไพรเมอร คอื OPE15 OPE19 OPE20
OPY15 และ OPY19 ไดแถบดเีอน็เอทัง้หมด 434 แถบ
มขีนาดของแถบดเีอน็เออยรูะหวาง 300 ถงึ 1,031 คู
เบส โดยมแีถบดเีอน็เอทีไ่มเกดิขึน้ในกบทกุตวัในแตละ
ไพรเมอร (polymorphic band) อยรูะหวาง 26.0 ถงึ
47.5 เปอรเซน็ต

4 ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของประชากรกบ
จากการศกึษาความสมัพนัธทางพนัธกุรรมของ

ประชากรกบ  พบวาคา S ของประชากรกบขนาดใหญ
และขนาดเลก็มคีาอยรูะหวาง 0.36  ถงึ 0.91 (ตาราง
ที่ 2 และรูปที่ 2) โดยที่ประชากรสวนมากมีคา S
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คอนขางสงู ซึง่         สอดคลองกบัคาของระยะหางทาง
พันธุกรรม (Genetic distance; D) ที่มีคาอยูระหวาง
0.09 ถงึ 0.64 ซึง่ถอืวามรีะยะหางทางพนัธกุรรมคอน
ขางต่ำเมือ่เปรยีบเทยีบกบัระยะหางทางพนัธกุรรมสงูสดุ
(D = 1.00)

วิจารณและสรุปผลการศึกษา
ในการศึกษาดานชีวโมเลกุลภายในประชา

กกรกบขนาดเล็กและขนาดใหญโดยการนำเนื้อเยื่อสด
มาสกดัดเีอน็เอพบวาดเีอน็เอทีส่กดัไดมคีาดดูกลนืแสง
ทีค่วามยาวคลืน่ 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร
มคีาอยรูะหวาง 0.114 ถงึ0.903 และมคีวามบรสิทุธิข์อง
ดเีอน็เอ (อตัราสวน A260/A280) อยรูะหวาง 1.27 ถงึ
1.83 โดยทีด่เีอน็เอทีบ่รสิทุธิน์ัน้ควรมอีตัราสวนระหวาง
A260/A280  เทากับ 1.8  (Sambrook et al., 1989;
Sambrook and Russel, 2001) ซึง่ในการวจิยัครัง้นีก้าร
เตรยีมเนือ้เยือ่เพือ่สกดัดเีอน็เอทกุขัน้ตอนมกีารเตรยีม
อยางระมัดระวังโดยเฉพาะในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ
ตองกระทำเบา ๆ  เพือ่ปองกนัการฉกีขาดของดเีอน็เอตน
แบบซึง่อาจมผีลตอปฏกิรยิา PCR  ในการเลอืกไพรเมอร
สำหรบัการศกึษาครัง้นีไ้ดนำไพรเมอรชนดิ 10 mer kit
ทีผ่ลติจากบรษิทั Operon Technologies ประเทศสหรฐั
อเมริกา จำนวน 5 ไพรเมอร คือ OPE15, OPE19,
OPE20, OPY15 และ OPY19 ซึง่ไพรเมอรดงักลาว
อาจยังมีคุณสมบัติไมเหมาะสมสำหรับการเพิ่มปริมาณ
ดเีอน็เอเนือ่งจากใหแถบดเีอน็เอทีไ่มเกดิขึน้ในกบทกุตวั
ในแตละไพรเมอร (polymorphic band) คอนขางนอย
ดังนั้นจากการศึกษาครั้งนี้ประชากรกบนาอีสานที่มีการ
เพาะเลีย้งมลีกัษณะทางพนัธกุรรมทีเ่หมอืนกนัมากโดย
สงัเกตไดจากคาดรรชนคีวามคลายคลงึและคาของระยะ
หางทางพนัธกุรรม ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากประชากรกบที่
นำมาศึกษามีการผสมแบบเลือดชิด (inbreeding)
ประชากรของกบขนาดเล็กและขนาดใหญจากพอแม
พนัธหุลายคมูาจากประชากรเดยีวกนั ความแตกตางของ
ขนาดอาจจะไดรบัอธิพิลมาจากสิง่แวดลอมและเทคนคิ
การเลีย้ง และหากพอแมพนัธยุงัมกีารผสมพนัธแุบบนี้

ตอไปจำนวนหลายรนุ อาจสงผลเสยีตอการเพาะเลีย้ง
อยางไรก็ตาม จากผลที่ไดสามารถสรุปความ

สมัพนัธในระหวางกลมุประชากรไดและสมควรอยางยิง่
ที่จะตองมีการศึกษาอยางตอเนื่องตอไปอีกเพื่อเปน
ประโยชนในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของกบซึง่สงผลไปถงึการคดัเลอืกพอแมพนัธุ

ขอเสนอแนะ
ควรมกีารเกบ็รวบรวมประชากรกบจากแหลง

ตาง ๆ เพือ่นำมาศกึษาดานพนัธกุรรมเปรยีบเทยีบกนั
และควรมีตัวอยางในการศึกษาอยางพอเพียง อยางไร
ก็ตามการที่ไดศึกษาในครั้งนี้ถือเปนการเริ่มตนในเรื่อง
ดังกลาวสำหรับการศึกษาเกี่ยวกับประชากรกบในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือซึ่งจะเปนประโยชนอยางมากตอ
การเพาะเลีย้งกบ และควรมกีารศกึษาเพิม่เตมิเกีย่วกบั
ชวีวทิยาของกบโดยเฉพาะชวีประวตัขิองกบชนดิตาง ๆ
ที่ใชเปนพอแมพันธุในการเพาะเลี้ยง
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ตารางที ่1  ความเขมขนและความบรสิทุธิข์องดเีอ็นเอกบ

คาดูดกลืนแสง ขนาดกบ  
260 nm 280 nm 

ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
(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 คาดรรชนคีวามคลายคลงึ (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 ดรรชนคีวามคลายคลงึ (Similarity index) ของประชากรกบขนาดเลก็และขนาดใหญดวย
วธิกีารจดักลมุแบบ UPGMA

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รปูที ่1 (ก) รปูแบบดเีอน็เอของกบขนาดเลก็จากไพรเมอร 1) OPE15; 2) OPE17; 3) OPE19; 4) OPE20; 5)
OPY15 และ 6) OPY19; (ข) รปูแบบดเีอน็เอของกบขนาดใหญจากไพรเมอร 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


