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บทคัดยอ
การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของกบพื้นเมือง 4 ชนิด ไดแก 1) Rana tigerina; 2) R. rugulosa; 3) R. leucomystax;

4) R. limnocharis  ดำเนนิการดวยเทคนคิ RAPD  ผลการศกึษาพบวาหลงัจากเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ ดวยการทำ PCR แลวไดแถบดเีอน็เอ
ทัง้หมด 190 แถบ มขีนาดของแถบดเีอน็เออยรูะหวาง 500 - 1031 คเูบส ม ีpolymorphic band อยรูะหวาง 36.36 - 54.55 % สวนความ
หลากหลายทางพนัธกุรรม พบวากบพืน้เมอืงมดีรรชนคีวามคลายคลงึ อยรูะหวาง 0.57 - 0.80 และมรีะยะหางทางพนัธกุรรม อยรูะหวาง
0.20 - 0.55.
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A study on DNA fingerprint of some 4 Thai native frogs was to verify species of frogs; 1) Rana tigerina;
2) R. rugulosa; 3) R. leucomystax; 4) R. limnocharis by RAPD technique. The results after PCR-RAPD manipulation
indicated 190 DNA band and sizes of DNA bands were between 500-1031 base pairs. The polymorphic band was between
36.36 - 54.55 %.  In term of genetic diversity, the similarity index of Thai native frogs was between 0.57-0.80 and genetic
distance was between 0.20-0.55
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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 เยอนมนัน ีฝรัง่เศส และ สหรฐั
อเมรกิา (จริาภรณ, 2534) เปนผลทำใหการผลติกบทัง้
จากธรรมชาตแิละจากฟารมเพาะเลีย้งกบไมทนักบัความ
ตองการสงผลใหประชากรกบนาในธรรมชาตลิดลงอยาง
รวดเร็วจนนาเปนหวง (นิรนาม ก, 254 ) และยังมี
สาเหตอุืน่ๆ อกีทำใหปรมิาณกบนาในธรรมชาตลิดลงได
เชน การตดัไมทำลายปา การเปลีย่นแปลงพืน้ทีป่าเปน
พื้นที่เกษตรกรรมซึ่งมีการใชสารฆาแมลงอยางรุนแรง
และการสรางโรงงานอตุสาหกรรมบรเิวณทงุนา เปนตน
(ทวศีกัดิ,์ 254 ) กบทีม่กีารเพาะเลีย้งกนัอยางกวางขวาง
ไดแก กบนา (Rana rugulosa) กบทตูหรอืกบยกัษหรอื
กบแดง (Rana macrodon) และกบตางประเทศคือ
กบบูลฟล็อก (Rana catesbina) (พงษพันธ, 2539,
ศุภชัย, 2537) กบเปนสัตวสะเทินน้ำสะเทินบกอยูใน
วงศ Ranidae สกลุ Rana (สมพร และสมโภชน , 2535)
Taylor (1962) รายงานวา กบสกลุ Rana ทีพ่บมอียู
35 ชนดิ ซึง่ไดศกึษากบทีอ่ยใูนวงศ Ranidae ทีพ่บใน
ประเทศไทยมอีย ู4 สกลุ สกลุทีศ่กึษา คอื สกลุ Rana
limnocharis และ สกลุ Rana ooeidozyga ซึง่มลีกัษณะ
ทีส่ำคญัดงันี ้คอื กบในสกลุ Rana เปนกบทีม่ทีัง้ขนาด
เล็กและขนาดใหญมีรูมานตาอยูในแนวนอน มีฟนอยู
บนกระดกูขากรรไกรและบนเพดาน ลิน้เปนอสิระ ตอน
ทายเปนหลมุลกึ ปกตมิองเหน็แกวห ูบอยครัง้พบวาซอน
อยูใตผิวหนัง นิ้วมือไมมีพังผืดยึด ปลายแหลมหรือ
พองออก ฝาเทาดานนอก ปกติจะถูกแยกโดยพังผืด
กระดกูอก จะมสีวนทีเ่ปนกระดกูแขง็ กบสกลุนีเ้ปนชนดิ
ที่แพรหลายที่สุดในประเทศไทย มีประมาณ 34 ชนิด
(วิโรจน, 2544)  และไดทำการศึกษากบที่อยูในวงศ
Microhylidae คอื สกลุ Microhyla  pulchra ซึง่มลีกัษณะ
ทีส่ำคญัดงันี ้คอื ขนาดวดัจากปลายปากถงึกน 25 ถงึ

27 มิลลิเมตร ขนาดปากคอนขางใหญ ลำตัวอวนสั้น
หัวกวางและปลายปากแหลม นิ้วหัวแมมือสั้นกวานิ้วชี้
มาก ปลายนิว้เทาแผออกเปนแผนกลม นิว้เทามพีงัผดื
ยืดประมาณ 1 ใน 3 ของความยาวนิ้ว ขาหลังยาว
ปานกลาง เมื่อเหยียดไปดานหนาขอเทาอยูตรงกับ
ปลายปาก หรอืยตูรงบรเิวณหนา หลงัสอีอกเทาน้ำตาล
มีลายขีดรูปสามเหลี่ยมซอนกันหลายๆ ชั้น เห็นไดชัด
บางไมชดับาง เหนอืกนมกัมจีดุมนกลม 1 ค ูอยสูองขาง
ขางละจุด ขาและแขนมีลายขีดสีคล้ำพาดขวางเดนชัด
โดยลายขดีประกอบดวยขดีหนาสลบักบัขดีบาง ใตคาง
ตวัผสูคีล้ำเกอืบดำ ใตทองสเีหลอืงออน สเีหลอืงนีจ้ะเขม
ขึ้นเรื่อยๆ ไปยังโคนขาหลังและใตตนขา (นิรนาม ข,
2548)

การเลีย้งกบนีม้ปีระโยชนในหลายๆ เรือ่ง เชน
เปนอุปกรณทางการศึกษาทางการแพทย การวิจัยทาง
ชีววิทยา และการทดลองทางวิทยาศาสตร สรางความ
เพลดิเพลนิใจแกผเูลีย้ง ใชเปนอาหารและสร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
จึงควรมีการจัดการที่ดีและตองคอยดูแลอยางใกลชิด
อยางไรกต็ามการทีพ่ฒันาวธิกีารเพาะขยายพนัธกุบเพือ่
ประโยชนเชิงพานิชยนั้นควรเริ่มจากการเลือกพอแม
พันธุที่ดีและมีการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของพอ
แมพนัธเุสยีกอนโดยอาศยัเทคนคิดานชวีโมเลกลุเขามา
ชวย โดยเฉพาะเทคนคิการศกึษาลายพมิพดเีอน็เอทัง้นี้
เพื่อเปนประโยชนตอการคัดพันธุ การจัดการและการ
ศกึษาความสมัพนัธของกลมุประชากรกบในอนาคตรวม
ทั้งยังเปนการรักษาพันธุกรรมของกบพื้นเมืองมิใหสูญ
เสยีลกัษณะทางพนัธกุรรม
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อุปกรณและวิธีการ
1.   การสกดัดเีอน็เอ

ตัดเนื้อเยื่อสดของกบพื้นเมืองใหมีน้ำหนัก
ประมาณ 25 mg ใสลงในหลอด microcentrifuge เตมิ
lysis buffer 500 µl (50 mM Tris Cl, 50mM EDTA,
pH 8.0), 0.125% SDS, 20 mg/ml proteinase K
เพือ่ยอยโปรตนี แลวนำไปบมใน water bath ทีอ่ณุหภมูิ
ที ่55 oC นานขามคนื หลงัจากนัน้กำจดัโปรตนีและเศษ
เซลลออกโดยการเติม phenol:chloroform:isoamyl
alcohol mixture ปรมิาตร 500 µl พลกิหลอดเบา ๆ
แลวนำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 g เปนเวลา
3 นาที จากนั้นดูดของเหลวใสชั้นบน สกัดซ้ำดวย
chloroform 500 µl นำไปปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 13,000 g
เปนเวลา 3 นาที ดูดเก็บของเหลวใสชั้นบนใสหลอด
microcentrifuge ตกตะกอนดเีอน็เอดวยการเตมิ 3 M
sodium acetate (pH 6.0) ปรมิาตร 50 µl รวมกบัการ
เตมิ absolute ethanol ปรมิาตร 900 µl พลกิหลอด
เบา ๆ นำไปปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 16,000 g เปนเวลา
3 นาท ีดดูของเหลวใสออกใหหมดแลวลางตะกอนดเีอน็
เอดวย 70% ethanol จากนัน้วางหลอดไวทีอ่ณุหภมูหิอง
เปนเวลาประมาณ 15 - 20 นาท ีแลวจงึละลายดเีอน็เอ
ดวยน้ำกลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 30 µl นำไปเก็บที่
-20 oC  แบงดเีอน็เอตนแบบปรมิาตร 1 µl มาตรวจ
สอบคณุภาพการสกดัดวย 0.8% agarose gel electro-
phoresis แลวยอมดวย EtBr

2.  การศกึษาลายพมิพดเีอน็เอดวยเทคนคิ RAPD
นำ genomic DNA ทีม่คีวามเขมขน 50 ng

มาใชเปนดเีอน็เอตนแบบในการตรวจสอบหาลายพมิพ
ดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรที่มีลำดับนิวคลีโอไทด 10
นวิคลโีอไทด ทีผ่ลติจากบรษิทั Operon Technologies
ประเทศสหรัฐอเมริกา โดย PCR reaction 10 µl
ประกอบดวยสวนผสมตาง ๆ คอื 10x Taq buffer 1 µl,
MgCl2 1  µl, DNTPs mixed 1 mM each, Primer
100 pmol (0.1 mM), Genomic DNA 50 ng 1 µl,
Taq Polymerase 1 µl ปรบัปรมิาตรสดุทายดวยน้ำกลัน่

ใหได 10 µl แลวนำไปเขาเครือ่ง PCR โดยตัง้โปรแกรม
ควบคมุอณุภมูกิารทำงานดงันี้

ขัน้ที ่1: 94 oC  2 นาท ี 1  รอบ
ขัน้ที ่2: 94 oC  1  นาท;ี 38 oC 1 นาท;ี

72 oC 1 นาท;ี  43  รอบ
ขัน้ที ่3: 72 oC  5  นาท;ี  10 oC 10 นาที

1 รอบ แลวคางไวที ่4 oC
หลงัจากทีท่ำ PCR เรยีบรอยแลวจงึนำ PCR product
10 µl ผสมกบั dye 2 µl มาแยกบน 2% agarose gel
และยอมดวย  EtBr โดยใช 100 bp DNA ladder เปน
marker เพือ่ตรวจวเิคราะหปรมิาณดเีอ็นเอ

ผลการศกึษา
1.  คณุภาพดเีอน็เอ

ความเขมขนของดเีอน็เอทีส่กัดไดจากเนือ้เยือ่
กบความเขมขนระหวาง 55-2,752 ng และมีความ
บรสิทุธิข์องดเีอ็นเออยรูะหวาง 1.38-1.86

2.   ผลการศกึษาลายพมิพดเีอน็เอ
จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกบดวย

เทคนคิ RAPD-PCR (Rapid Amplification of Poly-
morphic DNA) โดยใชไพรเมอร OPE05 ไปจบัคกูบั
ดเีอ็นเอตนแบบ  เพือ่เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ ไดแถบดเีอน็
เอทัง้หมด 190 แถบ มขีนาดของแถบดเีอน็เออยรูะหวาง
500-1031 คเูบส (ภาพที ่1) โดยมเีปอรเซน็ต poly-
morphic band อยรูะหวาง 36.36-54.55 เปอรเซน็ต

3.   ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของประชากรกบ
จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค

RAPD-PCR แลวนำขอมลูทีไ่ดจาก PCR product มาหา
คาความสมัพนัธทางพนัธกุรรมแบบ dendrograms เพือ่
หาดรรชนคีวามคลายคลงึ (Similarity index; S) โดย
ใชวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Analysis) (ภาพที ่2) ตามวธิขีอง Nei and Li (1973)
และอาศัยโปรแกรมวิเคราะห NTSYS-pc2.1 ตามวิธี
ของ Rohlf (2000) พบวาคา S ของกบมคีาอยรูะหวาง
0.57-0.80 (ตารางที ่3) โดยทีป่ระชากรสวนมากมคีา
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S คอนขางสูง ซึ่งสอดคลองกับคาของระยะหางทาง
พันธุกรรม (genetic distance; D) ที่มีคาอยูระหวาง
0.20-0.55 ซึง่ถอืวามรีะยะหางทางพนัธกุรรมคอนขางต่ำ
เมือ่เปรยีบเทยีบกบั D = 1.00 (ระยะหางทางพนัธกุรรม
สงูสดุ)

สรุปและวิจารณผลการศึกษา
ความบรสิทุธิข์องดเีอน็เอทีส่กดัไดมคีาดดูกลนื

แสงทีค่วามยาวคลืน่ 260 nm และ 280 nm อยรูะหวาง
1.21-1.76 โดยดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์นั้นควรมีอัตราสวน
ระหวาง A260/A280 1.8 ขึน้ไป (Sambrook et al., 1989;
Sambrook and Russel, 2001) ไพรเมอรทีน่ำมาใชใน
การศึกษาให polymorphic band นอย  จึงอาจยังมี
คุณสมบัติไมเหมาะสมสำหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
อยางไรก็ตามจากผลที่ไดสามารถสรุปความสัมพันธใน
ระหวางกลุมประชากรได  ในการศึกษาครั้งนี้พบวา
ประชากรกบมีลักษณะทางพันธุกรรมที่เหมือนกันมาก
จากคาดรรชนีความคลายคลึงและคาของระยะหางทาง
พนัธกุรรม จากภาพที ่2 สามารถสรปุความสมัพนัธของ
กบพืน้เมอืง 4 ชนดิ ไดเปน 2 กลมุ ใหญ ๆ คอื กลมุที่
1 ประกอบดวย  Rana tigerina  และ R. rugulosa  กลมุ
ที ่2 ประกอบดวย R. leucomystax  และ R. limnocharis
โดยมคีาของ Similarity index อยรูะหวาง 0.57-0.80
และมคีา Genetic distance ทีม่คีาอยรูะหวาง 0.20-0.55

เอกสารอางอิง
จริาภรณ  ชวีะปรชีา. 2534. กบไทยไปนอก. วารสาร

สงเสรมิการลงทนุ 2 (1): 25-27. (cited 30
June 2005 ) Available from: URL: http://
www.lib.ru.ac.th /journal/frog.html#top.

ทวีศักดิ์  บุตรตัน. 2548. กบ เขียดและคางคก.
มติชนสุดสัปดาห . 25 (1,286). (cited 31
June 2005) Available from: URL: http://
www.matichon.co.th/weekly/ weekly.php?
srctag=0418080448& srcday=2005/05/
27&search=no

นรินาม ก. 2547. วจิยัชี ้“กบนา” ของไทยวกิฤตใิกล
สูญพันธุ เหตุใชสารเคมีสูงสภาพแวดลอม
เปลีย่น. หนงัสอืพมิพกรงุเทพธรุกจิ. (cited 30
June 2005) Available from: URL: http://
www.environment.in.th/news_detail.asp? id
=1112.

นรินาม ข. 2548. อึง่ขาคำ. (cited 20 July 2005)
Available from: URL: http://www.tistr.or.th/
sakae r a t/F lo r a_Fauna/ampheb i an/
amphebian/amp011.pdf

พงษพนัธ  อนิทราวฒัน. 2539. การเลีย้งกบ. อกัษร
สยามการพมิพ. กรงุเทพฯ. 80 หนา.

วโิรจน นตุพนัธ.ุ 2544. คมูอืคนรกัสตัว: สตัวสะเทนิ
น้ำสะเทินบกในประเทศไทย. บานและสวน.
กรงุเทพฯ. 191 หนา.

ศภุชยั  ชาตวิรกลุ. 2537. คมูอืการเลีย้งกบเปนการคา.
โอ.เอส.พริน้ติง้ เฮาส. กรงุเทพฯ. 92 หนา.

สมพร  ภรูพิงษ และสมโภชน  อคัคะทวีวีฒัน. 2535.
ภาพปลาและสัตวน้ำของไทย. กรมประมง
กระทรวงเกษตรและสหกรณ. กรงุเทพฯ.

Nei, M. and Li, W. 1979. Mathematical model for
studying genetic variation in terms of restric-
tion endonucleases. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 76: 5269-5278.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. 1989.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd

ed. Cold Spring Harber Raboratory Press.
Sambrook, J. and Russel, D.W. 2001. Molecular

Cloning: A Laboratory Manual 3rd ed. Cold
Spring Harber Raboratory Press.

Rohlf, F.J. 2000. Numerical taxonomy and Multi-
variate Analysis System. NTSYS-pc. Depart-
ment of Ecology and Evolution. State
University of New York. New York.

Taylor, E.H. 1962. The Amphibian  Fauna of
Thailand. Science  Bulletin Vol. XLIII No.8.
The University of Kansas.



การศกึษาลายพมิพดเีอน็เอของกบพืน้เมอืงดวยเทคนคิ RAPD วารสารวิจัย มข. 10 (2) : เม.ย. - มิ.ย. 2548104

1    NC    M     2     3    4

(a)                          (b)

ภาพที ่1 (a): ขนาดของ marker (100 bp DNA ladder); (b): รปูแบบดเีอ็นเอจากการทำ PCR-RAPD โดยใช
Primer OPE05: 1) Rana tigerina; 2) R. rugulosa; 3) R. leucomystax; 4) R. limnocharis; NC=Negative
Control; M=100 bp DNA ladder marker

ภาพที ่2  ดรรชนคีวามคลายคลงึ (similarity index) ของกบทีท่ำการศกึษาตามวธิกีารจดักลมุแบบ UPGMA ตาม
วธิกีารของ Nei and Li (1973)
หมายเหต:ุ  RTIG =  R. trigerina, RRUG  =  R. rugulosa, RLEU  =  R. leucomystax, RLIM  =  R. limnocharis.
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ตารางที ่1 ระยะหางทางพนัธกุรรมของกบพืน้เมอืงสีช่นดิ

หมายเหต:ุ  RTIG  =  R. trigerina, RRUG  =  R. rugulosa, RLEU  =  R. leucomystax, RLIM  =  R. limnocharis.

 RTIG RRUG RLEU RLIM 

RTIG 0.00    

RRUG 0.20 0.00   

RLEU 0.55 0.35 0.00  

RLIM 0.55 0.35 0.41 0.00 

 


