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บทคัดย่อ 
การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของกุ้งก้ามกรามในบ่อเลี้ยงของ

เกษตรกร จังหวัดกาฬสินธ์ุ ด้วยลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคอาร์เอพีดี-พีซีอาร์ (RAPD-PCR) พบกุ้งก้ามกราม 
(Macrobrachium rosenbergii de Man) มีท้ังหมด 3 ลักษณะ ได้แก่ กุ้งก้ามกรามก้ามฟ้า (MrB) กุ้งก้ามกราม
ก้ามทอง (MrG) และกุ้งก้ามกรามจิ๊กโก๋ (MrJ) สกัดดีเอ็นเอจากกล้ามเนื้อกุ้งแต่ละตัวด้วยวิธี phenol: chloroform 
proteinase K และคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีขนาด 10-12 นิวคลีโอ
ไทด์จํานวน 8 ชนิด พบไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ OPA03 และ OPA07A สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ และผลการทํา 
RAPD-PCR ด้วยไพรเมอร์ท้ังสองชนิดของกุ้งก้ามกรามท้ัง 3 ลักษณะพบแถบดีเอ็นเอมีจํานวน 41 แถบ ท่ีมีขนาด
อยู่ในช่วง 250-2000 คู่เบส โดยเป็นแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความหลากหลาย (polymorphic band) จํานวน 29 
แถบ คิดเป็น 70.73 เปอร์เซ็นต์ และพบแถบดีเอ็นเอท่ีไม่แสดงความหลากหลาย (monomorphic band) จํานวน 
12 แถบ คิดเป็น 29.27 เปอร์เซ็นต์ เม่ือนํารูปแบบ RAPD-PCR มาสร้าง UPGMA dendrogram โดยใช้โปรแกรม
สําเร็จรูป NTSYSpc version 2.11x พบว่าสามารถแบ่งความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ โดยกลุ่มท่ี 1 
เป็นกุ้งฝอย (M. lanchesteri de Man) ซ่ึงเป็นตัวเปรียบเทียบท่ีสามารถแยกออกจาก M. rosenbergii อย่าง
ชัดเจน กลุ่มท่ี 2 เป็นกุ้งก้ามกรามท้ังหมด (M. rosenbergii; MrB, MrG และ MrJ) สามารถแยกได้สองกลุ่มย่อย กลุ่ม
ย่อยท่ี 1 ประกอบด้วย MrJ เพียงลักษณะเดียวเท่านั้นกลุ่มย่อยท่ี 2 ประกอบด้วย MrB และ MrG ซ่ึงท้ังสองกลุ่มใหญ่
และสองกลุ่มย่อยของกลุ่มท่ี 2 มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนเท่ากับ 52.00 และ 67.50 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ แสดง
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ให้เห็นว่ากุ้งก้ามกรามในบ่อเลี้ยงของเกษตรกรจังหวัดกาฬสินธ์ุท่ีนํามาศึกษาในคร้ังนี้มีความแตกต่างทางพันธุกรรม 
ซ่ึงจากข้อมูลนี้จะเป็นแนวทางนําไปสู่การคัดเลือก การปรับปรุงสายพันธ์ุ การอนุรักษ์และการจัดการพ่อแม่พันธ์ุของ
กุ้งก้ามกรามท่ีจะใช้ในการเพาะเลี้ยงเพื่อการค้าต่อไป 
 

ABSTRACT 
The objective of this research was to investigate genetic diversity of giant freshwater 

prawn (Macrobrachium rosenbergii de Man) on farm in Kalasin province using RAPD-PCR 
technique. M. rosenbergii was found 3 characteristics such as: giant freshwater prawn blue claws 
(MrB), giant freshwater prawn gold claws (MrG) and giant freshwater prawn dwarfism (MrJ). 
Genomic DNA was extracted from the muscle of each individual of specimens with phenol: 
chloroform proteinase K method and screened appropriate oligonucleotide primers for 
amplification using 8 oligonucleotide primers, 10-12 base nucleotide length. The results showed 
that primer OPA03 and OPA07A were able to amplify the DNA in RAPD-PCR reaction. For RAPD-
PCR of these 2 primers of all M. rosenbergii showed 41 bands within sizes of 250-2000 bp. DNA 
fingerprints showed 29 polymorphic bands (70.73%) and 12 monomorphic bands (29.27%). The 
UPGMA dendrogram of RAPD-PCR pattern, constructed using NTSYSpc version 2.11x gave 2 
groups of genetic relationships. Group 1 composed of (M. lanchesteri de Man) which separated 
clearly from group 2. Group 2 consisted of all M. rosenbergii (MrB, MrG and MrJ) which can be 
divided into 2 subgroups: subgroup 1 was only giant freshwater prawn dwarfism (MrJ) and 
subgroup 2 consisted of giant freshwater prawn blue claws (MrB) and giant freshwater prawn 
gold claws (MrG). The similarity coefficient between 2 groups and subgroups of group 2 exhibited 
approximately 52.00 and 67.50 percentages, respectively. This study showed different genetic 
diversity of M. rosenbergii farmed in Kalasin province. This information will benefit screening, 
breeding, conservation and broodstock management for desirable trait of commercial giant 
freshwater prawn in near future. 
 

คําสําคัญ: กุ้งก้ามกราม  ความหลากหลายทางพันธุกรรม  ดีเอ็นเอ  อาร์เอพีดี-พีซีอาร์ 
Keywords: Macrobrachium rosenbergii de Man, Giant freshwater prawn, Genetic diversity, DNA,  
               Random Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR) 
 

บทนํา 
กุ้งก้ามกรามจัดเป็นกุ้งน้ําจืดชนิดหนึ่งท่ีมีขนาด

ใหญ่ท่ีสุด มีชื่อสามัญว่า Giant freshwater prawn และ
มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Macrobrachium rosenbergii de 

Man) จัดอยู่ชั้น (class) Malacostraca อันดับ (order) 
Decapada วงศ์ (family) Palaemonidae (Nandlal 
and Pickering, 2005) ลักษณะท่ัวไปส่วนหัวและอกจะ
ปกคลุมด้วยเปลือกชิ้นเดียวกัน ลําตัวมีลักษณะเป็นปล้อง
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จํานวน 6 ปล้อง กรีมีรูปโค้งข้ึนมีลักษณะหยักเป็นฟัน
เลื่อย ด้านบนมีจํานวน 13-16 ซ่ี ด้านล่างมีจํานวน 10-14 
ซ่ี โคนกรีกว้างและหนา ส่วนบริเวณปรายกรียาวแหลม
แผ่นฐานหนวดคู่ท่ี 2 เปลือกคลุมหัวมีหนามเล็กๆ ท่ัวไป 
ใต้ตามีหนามเล็กๆ 2 อัน มีหนวดสองคู่ หนวดคู่ท่ี 1 ส่วน
ของโคนหนวดหนา แบ่งออกเป็น 3 ข้อปล้อง โดยปล้องท่ี 
3 แยกออกเป็นสองเส้น หนวดคู่ ท่ี 2 ซ่ึงยาวกว่าหนวดคู่ท่ี 
1 ส่วนโคนหนวดแบ่งออกเป็น 5 ข้อปล้อง แขนงอันนอกมี
ลักษณะเป็นแผ่นบางคล้ายรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า เรียกว่าแผ่น
ฐานหนวด (ประจวบ, 2525) ขาเดินมี 5 คู่ ขาว่ายน้ํา มี 5 
คู่ ส่วนแพนหางมีลักษณะแหลมตรงปลายด้านข้างแยก
เป็นแพนสองแพน ช่วยในการว่ายน้ําควบคุมทิศทางในการ
เคลื่อนไหว กุ้งก้ามกรามมีลักษณะพิเศษตามชื่อ คือ เพศผู้
จะมีขาเดินคู่ท่ี 2 ขนาดใหญ่และยาวกว่าคู่อ่ืนๆ มาก ซ่ึง
เรียกว่า “ก้าม”ก้ามยาวมีสีฟ้าหรือน้ําเงิน ตลอดท้ังก้ามมี
ปุ่มตะปุ่มตะป่ํา มีเปลือกสีเขียวอมฟ้าหรือน้ําเงิน กุ้ง
ก้ามกรามเป็นกุ้งน้ําจืดแต่ว่างไข่ในน้ําเค็มหรือน้ํากร่อย 
เม่ือฟักเป็นตัวอ่อนหรือลูกกุ้ง จะต้องอาศัยอยู่ในน้ํากร่อย
ระยะหนึ่งตามธรรมชาติ มีชื่อเรียกท่ีต่างออกไปมากมาย 
เช่น กุ้งแห กุ้งใหญ่ กุ้งแม่น้ํา กุ้งหลวง และกุ้งก้ามเกลี้ยง 
ขณะท่ีกุ้งตัวเมียท่ีมีขนาดลําตัวเล็กกว่า เรียกกุ้งนาง กุ้ง
ชนิดนี้มีถ่ินกําเนิดอยู่ในเอเชียใต้ ได้แก่ อินเดีย บังคลา
เทศ ไปจนถึงเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ได้แก่ ไทย พม่า 
เวียดนาม เขมร มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ ตลอดจน
ทางเหนือของหมู่เกาะโอเชียเนีย และทางตะวันตกของหมู่
เกาะแปซิฟิก แต่ในปัจจุบันได้ ถูกนําไปเลี้ ยงอย่าง
แพร่หลายในภูมิภาคอ่ืนท่ีมีภูมิอากาศแบบเขตร้อน เช่น ทิศ
เหนือและใต้ของอเมริกา อเมริกันซามัว ฮาวายหมู่เกาะตาฮิติ 
นิวแคลิโดเนีย และแม้กระท่ังนิวซีแลนด์ (Nandlal and 
Pickering, 2005) กุ้งก้ามกรามเป็นกุ้งท่ีนิยมใช้ปรุงเป็น
อาหารหลายอย่างเช่น ต้มยํา เผา หรือทอด มีรสชาติดี
และเป็นท่ีนิยมบริโภคของบุคคลท่ัวไปท้ังในและ

ต่างประเทศ เนื่องจากเนื้อแน่นและมีปริมาณมาก ซ่ึงใน
ปัจจุบันยังนิยมเลี้ยงเป็นสัตว์น้ําสวยงามอีกด้วย และ
ความต้องการบริโภคกุ้งก้ามกรามมีแนวโน้มเพ่ิมสูงข้ึน
ตามจํานวนของประชากรท่ีเพ่ิม จากปริมาณการส่งออก
กุ้งของประเทศไทยในเดือนพฤษภาคม 2558 มากถึง 
11,585 ตัน มูลค่า 3,877 ล้านบาท (กลุ่มวิเคราะห์์
การค้าสินค้าประมงระหว่างประเทศ, 2558) และจาก
ข้อมูลทางสถิติปี 2551-2555 ของกรมประมงพบว่า
ปริมาณกุ้งกรามก้ามท่ีจับในแหล่งน้ําธรรมชาติมีแนวโน้ม
ลดลงอย่างมาก (กลุ่มงานวิจัยและวิเคราะห์สถิติประมง, 
2557) เนื่องจากหลายสาเหตุ เช่น การสร้างเขื่อนกั้นน้ําทํา
ให้กุ้งไม่สามารถอพยพไปวางไข่ในบริเวณปากแม่น้ําได้ การ
ทําการประมงมากเกินกําลังผลิตตามธรรมชาติ ปัญหา
มลภาวะเป็นพิษของสิ่งแวดล้อม เช่น การเน่าเสียของแม่น้ํา
ลําคลอง และการทําการประมงอย่างไม่ถูกวิธี ปัจจุบัน
หน่วยงานของกรมประมงและฟาร์มเอกชนสามารถ
เพาะพันธ์ุกุ้งชนิดนี้ได้จึงทําให้มีผู้เลี้ยงกุ้งชนิดนี้กันอย่าง
แพร่หลาย และยังสามารถเพาะพันธ์ุได้ตลอดทั้งปี จึงเป็น
อาชีพท่ีทํารายได้ดีให้แก่เกษตรกร แต่การเพาะพันธ์ุกุ้ง
ก้ามกรามให้ประสบผลสําเร็จนั้นต้องอาศัยทักษะ ความรู้ 
ความเข้าใจและประสบการณ์ พร้อมท้ังการดูแลเอาใจใส่
ให้ผลผลิตท่ีได้มีคุณภาพดี เทคนิคการเพาะพันธ์ุของฟาร์ม
แต่ละแห่งอาจแตกต่างกัน ทําให้เกษตรกรผู้ เลี้ยงกุ้ง
ก้ามกรามจําเป็นต้องทราบลักษณะของพันธ์ุกุ้งท่ีมีคุณภาพ
ดีจากฟาร์มเพาะลูกพันธ์ุเพ่ือให้ได้ลูกกุ้งท่ีมีคุณภาพดีและ
เลี้ยงให้ผลผลิตสูงได้ผลตอบแทนคุ้มค่า จังหวัดกาฬสินธ์ุ
เป็นอีกจังหวัดหนึ่งในภาคอีสานที่เกษตรกรมีการเลี้ยงกุ้ง
ก้ามกรามเพื่อการค้าจํานวนมาก โดยส่วนมากจะนิยมเลี้ยง
กันในแถวอําเภอยางตลาดและอําเภอใกล้เคียง มีจํานวน
ฟาร์มเลี้ยงกุ้งก้ามกรามประมาณ 1,295 ราย แบ่งเป็นพ้ืนท่ี
การเลี้ยง 6,220 ไร่ (สํานักงานประมงจังหวัดกาฬสินธ์ุ, 
2556) เนื่องจากมีแหล่งน้ําท่ีอุดมสมบูรณ์ได้รับน้ําจาก
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เข่ือนลําปาว สภาพแวดล้อมเหมาะสมต่อการเลี้ยงกุ้ง
ก้ามกราม อีกท้ังแรงงานในจังหวัดมีจํานวนมากสามารถหา
ได้ง่ายและราคาค่าจ้างแรงงานค่อนข้างถูก สามารถผลิตกุ้ง
ก้ามกรามป้อนให้กับผู้บริโภคได้มากกว่า 10,000 ตัน/ปี 
(สํานักงานประมงจังหวัดกาฬสินธ์ุ, 2556) 

ปัจจุบันการเพาะเล้ียงกุ้งก้ามกรามประสบ
ปัญหาผลผลิตตํ่า แม้ ว่าจะมีการขยายตัวของการ
เพาะเลี้ยงอย่างต่อเนื่อง โดยคาดว่าน่าจะเกิดจากความ
เสื่อมโทรมของพันธุกรรม และการผสมเลือดชิดทําให้กุ้งมี
อัตราการเจริญเติบโตลดลง ข้อมูลด้านพันธุกรรมของกุ้ง
ก้ามกรามเป็นดัชนีบ่งชี้ ความหลากหลายของลักษณะท่ี
เกี่ยวของกับการเจริญพันธ์ุ และการรอดตาย จึงมีความ
จําเป็นในการคัดเลือกพันธ์ุ ลักษณะท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจ 
เช่นการเจริญเติบโต และความต้านทานโรค (กัณฑรีย์
เจริญทวี, 2550) เพ่ือ นํามาใช้ในการอนุรักษ์ปรับปรุง
พันธ์ุและการจัดการพ่อแม่พันธ์ุเพ่ือให้ได้ลูกกุ้งท่ีมีคุณภาพ
และป้องกันการผสมเลือดชิด (อุทัยรัตน์, 2543) ลายพิมพ์
ดีเอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายในการบ่งบอกความแตกต่างของ
สิ่งมีชีวิต โดยสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดแต่ละสายพันธ์ุมีการ
จัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีเป็น
เอกลักษณ์  จึ งทําให้สิ่ ง มีชี วิตมีความแตกต่ างกัน 
การศึกษาทางด้านดีเอ็นเอของกุ้งก้ามกรามนับว่ามี
ความสําคัญมาก โดยเฉพาะกุ้งก้ามกรามท่ีมีลักษณะ
ภายนอกคล้ายคลึงกัน อัตราการเจริญเติบโตแตกต่างกัน
ซ่ึงยากต่อการจัดจําแนกด้วยลักษณะภายนอก เทคนิค 
RAPD-PCR เป็นเทคนิคท่ีใช้ไพรเมอร์ท่ีเป็นโอลิโกนิวคลีโอ
ไทด์ท่ีมีลําดับเบสสายสั้นๆ เพียง 8-10 คู่เบสโดยให้จับกับ
สายดีเอ็นเอแบบสุ่ม เป็นเทคนิคท่ีสะดวกขั้นตอนในการ
ทําการทดลองรวดเร็วและง่าย เสียค่าใช้จ่ายน้อย ไม่
จําเป็นต้องทราบลําดับเบสมาก่อน สามารถจําแนกความ
แตกต่างของสิ่งมีชีวิตท่ีมีลักษณะคล้ายคลึงกันได้ รวมท้ังใช้
ในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมใน

ระดับสูงของสิ่งมีชีวิต (อุทัยรัตน์, 2543) และให้ผลดีใน
การตรวจสอบความใกล้ชิดของสายพันธ์ุกุ้งก้ามกราม และ
เทคนิคดังกล่าวยังมีการนํามาศึกษาความแตกต่างของ 
กุ้ ง ส กุ ล  Macrobrachium ห ล า ย ช นิ ด  เ ช่ น  M. 
amazonicum, M. jelskii และ M. brasiliense (Guerra 
et al., 2010) และศึกษาในสกุล Penaeus อาทิเช่น P. 
monodon, P. vannamei, P. stylirostris และ P. 
semisulcatus (Chatterjee et al., 2013; Sakaew et 
al., 2013; Aubert and Lightner, 2000; Niamaimadi 
et al., 2010) ดังนั้นเทคนิค RAPD-PCR จึงเหมาะสมท่ีจะ
นํามาศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมของกุ้งก้ามกราม
ในบ่อเลี้ยงของเกษตรกรในเขตพ้ืนท่ีจังหวัดกาฬสินธ์ุ เพ่ือ
เป็นประโยชน์ต่อการคัดเลือก การปรับปรุงสายพันธ์ุการ
อนุรักษ์ และการจัดการพ่อแม่พันธ์ุของกุ้งก้ามกรามท่ีจะ
ใช้ในการเพาะเลี้ยงให้ได้สายพันธ์ุท่ีเหมาะสมเพื่อการค้า
ต่อไป 
 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
1. การเก็บตัวอย่างและศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา
ภายนอกของกุ้งก้ามกราม 

การเก็บตัวอย่างกุ้งก้ามกรามจากฟาร์มแบบสุ่ม
ในเขตพ้ืนท่ี อําเภอยางตลาด จังหวัดกาฬสินธ์ุ เก็บ
ตัวอย่างใส่ภาชนะหรือกล่องโฟม แล้วนําตัวอย่างท่ีได้มา
ทําความสะอาด เพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ภายนอกของกุ้งก้ามกรามดัดแปลงตามวิธีของประจวบ 
(ประจวบ, 2525) โดยทําการแยกเพศและศึกษาจาก
ลักษณะเด่นทางสัณฐานวิทยาของกุ้งก้ามกราม ได้แก่ 
ลักษณะของกรี เปลือกหุ้มตัว หนวดคู่ท่ี 2 ขาเดิน ลําตัว 
หาง และแพนหาง (uropod) เก็บเนื้อเย่ือกุ้งใส่หลอดไม
โครเซนติฟิวจ์และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือ
นําไปสกัดดีเอ็นเอต่อไป 
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2. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

นําเนื้อเย่ือกุ้งก้ามกรามมาสกัดดีเอ็นเอโดยทํา
การตัดเนื้อเย่ือจากหลอดท่ีเก็บเนื้อเย่ือตัวอย่างไว้แล้ว 
ประมาณ 1 cm3 เติม lysis buffer 500 μl แล้วเติม 
proteinase K (10 mg/ml) 10 μl นําไป incubated 
ท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เติม RNase A 
(100 μg/μl) 5 μl incubated ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาตกตะกอนโปรตีนโดย
เติม phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 
: 24 : 1) ปริมาตร 500 μl พลิกหลอดกลับไปมาเป็น
เวลา 5-10 นาที นําไปปั่นเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูด
ของเหลวใสที่อ ยู่ชั้นบนใส่หลอดใหม่ จากนั้นเติม 
chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ปริมาตร 
500 μl กลับหลอดไปมาเป็นเวลา 10 นาที นําไปปั่น
เหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูดเอาของเหลวใสท่ีอยู่ชั้นบน
ไปใส่หลอดใหม่ จากนั้นนํามาตกตะกอนดีเอ็นเอโดย
เติม 3M sodium acetate ปริมาตร 1 ใน 10 เท่า 
และเติม absolute ethanol (ท่ีเย็น) ปริมาตร 2 เท่า
ของปริมาตรรวม กลับหลอดไปมาให้ผสมกันดี นําต้ังท้ิง
ไว้ในท่ีเย็นจัดประมาณ 45-60 นาที แล้วนําไปปั่น
เหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความเร็ว 12,000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นล้างตะกอนดีเอ็นเอ
ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
500 μl นําไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูด
ของเหลวส่วนบนท้ิงหมดแล้วล้างซํ้าด้วยเอทานอล
ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 μl อีกคร้ัง 
นําไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความเร็ว 
12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูดของเหลวท้ิงแล้ว

ปล่อยให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้งโดยต้ังหลอดท้ิงไว้ ท่ี
อุณหภูมิห้อง ทําการละลายตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม TE 
buffer ปริมาตร 50-100 μl หากตะกอนดีเอ็นเอไม่
ละลายให้นํา DNA solution ไป incubated ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง เพ่ือให้ตะกอนดี
เอ็นเอละลายได้ดีย่ิงข้ึน แล้วทําการตรวจสอบคุณภาพดี
เอ็นเอที่สกัดได้โดยวิธี agarose gel electrophoresis 
แ ล ะ วั ด ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง  ดี เ อ็ น เ อ ด้ ว ย  UV 
spectrophotometry ท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร 
3. การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD-PCR 

นํา genomic DNA ของกุ้งก้ามกรามท่ีได้มา
คัดเลือกไพรเมอร์โดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 8 ชนิด ได้แก่ 
UBC122, OPA01, OPA03, OPA04, OPA05, OPA07, 
OPA07A และ OPA10 (ตารางท่ี 1) ปฏิกิริยาในปริมาตร 
25 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย distilled water, 1X 
buffer, 2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.8 μM 
primer, 0.05 unit Taq DNA polymerase และ 50 
ng/μl ของ genomic DNA โดยเคร่ือง PCR 
(polymerase chain reaction, Biometra® รุ่น 
TGRADIENT) โดยทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้
อุณหภูมิ initial denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที ตามด้วย 40 รอบของ denaturation ท่ี 94 
องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที annealing ท่ี 36 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที และ extension ท่ี 72 องศา
เซลเซียส นาน 90 วินาที และ final extension ท่ี 72 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําผลผลิตของปฏิกิริยา PCR 
มาทําการตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยเทคนิค agarose 
gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ท่ีมีความ
เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นนําไพรเมอร์ท่ีสามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่มได้ไปทําการทดลองต่อไป 
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ไพรเมอร์ OPA03 พบ RAPD pattern ของ
กุ้งก้ามกราม (MrB, MrG และ MrJ) ท่ีเกิดข้ึน 18 แถบ 
มีขนาดอยู่ในช่วง 460-2000 bp ซ่ึงมีแถบดีเอ็นเอท่ี
แสดง polymorphic band จํานวน 14 แถบ คิดเป็น 
77.78 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 2) ได้แก่แถบดีเอ็นเอขนาด 
500  620  680  760  890  900  950  1000  1100  
1150  1190  1200  1350 และ 2000 bp ซ่ึงมี
จํานวนน้อยกว่าการศึกษาก่อนหน้านี้ท่ีพบ 21 แถบ 
(Islam et al., 2014) และมีแถบดีเอ็นเอท่ีแสดง 
monomorphic band จํานวน 4 แถบ คิดเป็น 22.22 
เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ แถบดีเอ็นเอขนาด 460 580 760 
และ 1700 bp โดยพบ RAPD pattern ท่ีมีขนาด 500 
และ 680 bp ใน MrG และ MrJ เท่านั้น และแถบท่ีมี
ขนาด 760 และ 1200 bp พบใน MrB และ MrG แถบ
ขนาด 890 bp พบเฉพาะ MrJ และแถบขนาด 1350 
bp พบเฉพาะ MrB เท่านั้น (รูปท่ี 4 A) 

ไพรเมอร์ OPA07A พบ RAPD pattern ของ
กุ้งก้ามกราม (MrB, MrG และ MrJ) ท่ีเกิดข้ึน 23 แถบ 
มีขนาดอยู่ในช่วง 250-1750 bp ซ่ึงมีแถบดีเอ็นเอท่ี

แสดง polymorphic band จํานวน 15 แถบ คิดเป็น 
65.22 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 2) ได้แก่ แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 250  350  390  450  520  550  590  610  
720  780  800  1200  1300  1350 และ 1500 และ
มีแถบดีเอ็นเอท่ีแสดง monomorphic band จํานวน 
8 แถบ คิดเป็น 34.78 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 410  500  600  680  900  1000  1100 และ 
1750 bp โดยพบ RAPD pattern ท่ีมีขนาด 520 bp 
ในเฉพาะ MrB เท่านั้นและแถบขนาด 550 และ 780 
bp พบใน MrB และ MrJ และพบแถบขนาด 610 และ 
720 bp เฉพาะ MrG เท่านั้น แถบ 1200 และ 1500 
bp พบใน MrB และ MrG และแถบขนาด 1500 bp 
ยังพบใน MrJ เพศผู้อีกด้วย (รูปท่ี 4 B) 

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายรูปแบบ 
(polymorphism) ของดีเอ็นเอของกุ้งก้ามกรามในแต่
ละลักษณะ MrB, MrG และ MrJ พบว่าแถบดีเอ็นท่ี
เกิดข้ึนท้ังหมด 12 9 และ 4 แถบ ซ่ึงเป็น 
polymorphic band 33.33 30.00 และ 16.67 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4 แสดงขนาดและรูปแบบของแถบดีเอ็นของกุ้งก้ามกรามและกุ้งฝอย (Ml; out group) ท่ีได้จากเทคนิค 

RAPD-PCR ด้วยไพร์เมอร์ OPA03 (A) และ OPA07A (B) 
Lane M = 100 bp DNA Ladder, Lane 1 = MrB (เพศเมีย), Lane 2 = MrB (เพศผู้), Lane 3 = MrG (เพศเมีย),  
Lane 4 = MrG (เพศผู้), Lane 5 = MrJ (เพศเมีย), Lane 6 = MrJ (เพศผู้), Lane 7 = Ml (เพศเมีย),  
Lane 8= Ml (เพศผู้) 
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ตารางท่ี 2 จํานวนแถบดีเอ็นเอของกุ้งก้ามกรามท่ีสังเคราะห์ได้ 

Primer Size-range (bp) 
No. of RAPD 

band 
Polymorphic bands 

(%) 
Monomorphic band 

(%) 
OPA03 460-2000 18 14(77.78%) 4(22.22%) 
OPA07A 250-1750 23 15(65.22%) 8(34.78%) 
Total 250-2000 41 29(70.73%) 12(29.27%) 

 

4. การวิเคราะห์รูปแบบโมเลกุลดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม 
NTSYSpc version 2.11x 
 นํ าแถบดี เ อ็น เอของ กุ้ งก้ ามกราม ท้ัง  3 
ลักษณะ MrB, MrG และ MrJ และตัวอย่าง
เปรียบเทียบ (out group) ได้แก่ กุ้งฝอย 
(Macrobrachium lanchesteri de Man; Ml) ท่ีพบ
ในแต่ละไพรเมอร์มาวิเคราะห์ความแปรปรวนและ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป 
NTSYSpc version 2.11x จากนั้นนําค่าท่ีได้จากการ
เปรียบเทียบเขียนแผนภูมิสร้างความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมในรูปแบบ UPGMA dendrogram พบว่า
สามารถแบ่งความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้เป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ โดยกลุ่มท่ี 1 กุ้งฝอย (M. lanchesteri; Ml) ซ่ึง
เป็นตัวอย่างท่ีใช้เปรียบเทียบ (out group) สามารถ
แยกออกจากกุ้งก้ามกราม (M. rosenbergii) ได้อย่าง
ชัดเจน กลุ่มท่ี 2 กุ้งก้ามกราม (M. rosenbergii; MrB, 
MrG และMrJ)สามารถแยกออกได้สองกลุ่มย่อย กลุ่ม
ย่อยท่ี 1 ประกอบด้วย MrJ เพียงลักษณะเดียวเท่านั้น 
กลุ่มย่อยท่ี 2 เป็น MrB และ MrG ซ่ึงท้ังสองกลุ่มใหญ่
และสองกลุ่มย่อยของกลุ่มท่ี 2 มีค่าสัมประสิทธ์ิความ
เ ห มื อน เ ท่ า กั บ  52.00 แล ะ  67.50 เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์ 
ตามลําดับ (รูปท่ี 5) ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาความผัน
แปรทางพันธุกรรมของกุ้งก้ามกรามในประเทศไทยและ
พม่า สามารถแบ่งประชากรจากบ่อเลี้ยงออกได้ 2 กลุ่ม
ใหญ่ โดยมีค่าดัชนีความคล้ายคลึงระหว่างกลุ่มเท่ากับ 
0.65 คือ จากบ่อเลี้ยงจังหวัดสุราษฎร์ธานี และ

ประชากรจากบ่อเลี้ยงจังหวัดสุพรรณบุรี ระนอง และ
กาฬสินธ์ุ (จอมสุดา, 2546) และจากการศึกษาลักษณะ
ทางพันธุกรรมของกุ้งก้ามกรามในประเทศมาเลเชียโดย
เทคนิค RAPD พบว่ากุ้งก้ามกรามในแต่ละพ้ืนท่ี
แตกต่างกันสามารถแยกได้ 3 กลุ่มใหญ่ เม่ือศึกษา
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมกุ้งก้ามกรามโดยการ
วิเคราะห์ข้อมูลจาก polymorphic banding pattern 
เบื้องต้นชี้ให้เห็นว่ากุ้งก้ามกรามทางทิศตะวันตกและทิศ
ตะวันออกของประเทศมาเลเชียมีความแตกต่างกัน
บางส่วนระหว่างพ้ืนท่ี (Bhassu et al., 2005: See et 
al., 2008) และเม่ือนํามาเปรียบเทียบกับการศึกษาของ 
Islam et al. (2014) ท่ีทําการศึกษาความแปรผันของ
กุ้งก้ามกรามโดยนําอัตราส่วนของพ่อแม่พันธ์ุในบ่อเลี้ยง 
1 เพศผู้ : 1 เพศเมีย  1 เพศผู้ : 2 เพศเมีย  และ 2 
เพศผู้ : 1 เพศเมีย ผลจาก dendrogram ท่ีได้ พบว่า
สามารถแบ่งความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้ 2 กลุ่มคือ 
1 เพศผู้ : 1 เพศเมีย และตัวอย่างควบคุม และตัวอย่าง
กลุ่มท่ีเหลือจัดอยู่ในกลุ่มสอง จากผลแสดงให้เห็นว่า
อัตราส่วน 1 เพศผู้ : 1 เพศเมีย เหมาะสมท่ีจะนําไปใช้
เป็นพ่อแม่พันธ์ุต่อไป จากผลดังกล่าวจะเห็นว่ากุ้ง
ก้ามกรามในแต่พ้ืนท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีแตกต่าง
กันการเลือกพ่อแม่พันธ์ุ จึงควรมีการศึกษาลักษณะเด่น
ทางพันธุกรรมก่อนเพื่อป้องกันการผสมเลือดชิด 
นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม
ของกุ้งก้ามกรามด้วยเทคนิคอณูพันธุศาสตร์อ่ืนๆ อาทิ 
เช่น การศึกษาด้วยเทคนิคไมโครแซทเทลไลท์ ซ่ึงใน
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ประเทศไทยพบว่ากลุ่มกุ้งก้ามกรามจากจังหวัดสุราษฎร์
ธานีมีพันธุกรรมแตกต่างจากกลุ่มกุ้งก้ามกรามจาก
จังหวัดขอนแก่น และกลุ่มท่ีมีพันธุกรรมใกล้ชิดกันมาก
ท่ีสุดคือกลุ่มกุ้งก้ามกรามจากจังหวัดอ่างทองกับจังหวัด
สมุทรสงคราม (Charoenwattanasak et al., 2015) 
และยังมีการศึกษาในกลุ่มประชากรกุ้งก้ามกรามใน
ประ เทศปากี สถาน  พบว่ากุ้ งก้ ามกราม มีความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมปานกลาง (Khan et al. 

2014) และมีการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดของกุ้ง
ก้ามกรามในต่างประเทศที่พบว่าสามารถแยกลักษณะ
ของกุ้งก้ามกรามได้ตามลักษณะทางภูมิประเทศและยัง
มีการศึกษาเพ่ิมเติมในกุ้งอีกหลายๆ ชนิด เช่น M. 
malcolmsonii, M. lamarrei, M. lamarrei 
lamarroids, Caridina gracilipes และ Penaeus 
monodon (Bruyn et al., 2004; Wilon and Sing, 
2013; Udayasuriyan et al., 2015) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5 UPGMA dendrogram แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของของกุ้งก้ามกราม โดยเทคนิค RAPD-PCR 
ด้วยไพรเมอร์ OPA03 และ OPA07A ด้วยโปรแกรม NTSYSpc version 2.11x 
MrBF = กุ้งก้ามกรามก้ามฟ้า (เพศเมีย), MrBM = กุ้งก้ามกรามก้ามฟ้า (เพศผู้), MrGF = กุ้งก้ามกรามก้ามทอง (เพศเมีย), 
MrGM = กุ้งก้ามกรามก้ามทอง (เพศผู้), MrJF = กุ้งก้ามกรามจ๊ิกโก๋ (เพศเมีย), MrJM = กุ้งก้ามกรามจ๊ิกโก๋ (เพศผู้), 
MlF = กุ้งฝอย (เพศเมีย), MlM = กุ้งฝอย (เพศผู้) 
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สรุป 

จากผลการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกุ้งก้ามกรามในบ่อเลี้ยงของเกษตรกรใน
จังหวัดกาฬสินธ์ุโดยใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นด้วยเทคนิค 
RAPD-PCR จํานวน 8 ไพรเมอร์ พบว่ามีไพรเมอร์ 2 
ชนิดท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้คือ OPA03 และ 
OPA 07A พบแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 41 แถบ อยู่ในช่วง 
250-2000 bp แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนเป็น 
polymorphic band จํานวน 29 แถบ คิดเป็น 70.73 
เปอร์เซ็นต์ จากความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอสามารถ
ใช้แยกกุ้งก้ามกรามแต่ละลักษณะออกจากกันได้ และ
เม่ือนํามาสร้าง UPGMA dendrogram สามารถแบ่ง
ความแตกต่างได้อย่างชัดเจนมากข้ึน แสดงให้เห็นว่ากุ้ง
ก้ามกรามในบ่อเลี้ยงของเกษตรกรจังหวัดกาฬสินธ์ุท่ี
นํามาศึกษาในคร้ังนี้มีความแตกต่างทางด้านพันธุกรรม 
ซ่ึงจากข้อมูลท่ีได้นี้จะเป็นแนวทางนําไปสู่การคัดเลือก 
การปรับปรุงสายพันธ์ุการอนุรักษ์และการจัดการพ่อแม่
พันธ์ุของกุ้งก้ามกรามท่ีจะใช้ในการเพาะเลี้ยงในพ้ืนท่ี
จังหวัดกาฬสินธ์ุเพ่ือการค้าในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
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