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GENETIC DISTRIBUTION OF BLYTH'S GIANT FROG (Limnonectes blythii) 
IN SOME AREAS OF MAE HONG SON PROVINCE 

 

�� ���!" �����#$��%1/, ���� ��&'!(�1/, )% )" *"����+'1/, �� �� !�#,���%+-'2/ 

.����	' .��%/&%�%��&'
	�3/, ���#� ,���%+-'1/, �%�%��� )�.�)1/* 

Chatmongkon Suwannapoom1/, Weerah Wongkham1/, Chitchol Phalaraksh1/, 

Tatporn Kunpradid2/, Ekkapod Jalernsiriwongthna3/, Waranee Pradit1/, Siriwadee Chomdej1/* 

 

��!����� 

����������������� ��!" #�����$%� $%��&%'(�����������)���* ���+� ��,� 

(Limnonectes blythii) -����$���&�./.��� ���� ��!" #���(��&0�
�%�%����
1�
 (��-2�
�)�
��� ������ 2 ���&$�.� �� Rtemµ4 &%' RECALQ (����� ��
 1�����.�� ��,���  4 

���
�3 �� ���
�3�4�����'�����$���&�./.��� ���
�32��&�����-)�.� ���*5� &%'���
�3678�
��'
�!)�.������� �����$���&�./.��� 9% ��!" #�����$%� $%�����)���* ���+�
��'2� � ��,����� 4 ��'2� � )��.� �.�����$%� $%�����)���* ����,.-��'������ %�� 

�.�
�%����������%%�%�.���&$�.����.�
�.� �� 3.5  �.�
/�
�(��0( 0������  �����
 � (H0) ���.�
�'$�.�� 0.1739 - 0.4038 � �� ��� ���)��.� ��'2� � ��,�������&� �.���'$�.����'2� �
�.�� ���� (FST = 0.0606) &%'��  ��!" #� �.�����$.�����)���* ����'$�.����'2� � (��-2�
���� UPGMA )��.�  ��,�-����
�3�4�����'�� 
+�2��&�����-)�.� &%'���
�3678���'
�!
)�.������� �����$���&�./.��� �������%����%"� �����)���* �����  �.� ��,��� ���*5�
!(��(�!�/: ����$%� $%�����)���* ���, Limnonectes blythii, ��(��&0�
�%�%�� 
 

ABSTRACT 

Genetic diversity and structure of mountain frog (Limnonecte blythii) in Mae Hong Son district 
were studied by 2 loci of microsatellite DNA (Rtem:4 and RECALQ). Collected tissue samples of 
mountain frogs were collected from 4 areas in Mae Hong Son (Mae Hong Son inland fisheries station, 
This study showed that genetic diversity of these populations was moderate. A number of alleles 
1/;����2�2������� �3'�����!����� �$������%��
2���-$�. *e-mail address siriwadee@yahoo.com 
2/;����2�2������� �3'�����!�����&%'
��(�(%�� �$������%����2;�<
2���-$�. 
3/�4�����'������������$���&�./.��� ��
;
��� ���$���&�./.��� 



������������	�
������ ����� 16 ������� 1 ������� 2552

55 

per locus was 3.5 and the observed heterozygosity (H0) ranged between 0.1739 - 0.4038. We also 

found difference between subpopulation (FST = 0.0606). Genetic distance between 4 populations 

from UPGMA method showed that mountain frogs in Mae Hong Son inland fisheries station, 

Thai – Myanmar border and Myanmar area near by Mae Hong Son district were more similar 

than mountain frogs from Pang Aung. 

Key words: Genetic diversity, Limnonectes blythii, Microsatellite 

 

��	(� 

 ��,���2�������!������.� Limnonectes blythii 
�=� ������+���-$>. (Taylor, 1962) ��
 �� �'���)���*��,.���%��$��� %����� ����������$% ���
�3;,
+��,���'
�!������������.�)� ��,�
���& . ��(���
0�� %�� ��
%
0�� )�.� ?@%���@��� 
������� &%'��'
�!��� 0"��-���'
�!���&4�

�� 
+��'���!�� ���$��� ��   &�./.��� �'%� &%' �>���*�� -��7��*��� ��,��������2���
�������3%�%��.�����
�1�
������ ����2������ ��,��!���,.�������4, ���%�� &%'�����4"� ��
�����*#����������(;�
�=��$�� �"����-$�-��7��*��� ��,��"�4, ���-$�
�=�������	��*�������� 

).�.� ����&%'�*�����������	� ).!. 2535 
)��
�=�+��,%���$���-2���' �-� ���*�� #�
 ��,� �"����������
�=�-� ��!" #�
�������)���*��%���4"�(�����������)���* ��� 
�=����
�.���-��.�-�)������;��
$��(��
�)�'��
;
��� ���$���&�./.�������� �� �'������+�
 ��,� +3'�����'
�!�����.�������� ��!" #����)���* ���+� ��,� ��
)��� ��!" #�2�������
+� ��,� 
)��
�=�&�����-� ���*�� #� (9*���&%'�3', 2529) �������������� ��!" #� ��
&)�. �'���)���* ���+� ��,� -�
+���
;
��� ���$���&�./.��� 
)��
�=� ��������*�
+��,%���������������2�������-$����+��,%���4, ��� &%'2��
���� +"��� �� ������
�=���'(�2��
�. ����� �����)�� �+� ��,��.��-����� 

 

��,��#'�"��%
���� 

1. ���.�0� ������� 

 ������ ��,� L. blythii ��  4 &$%.� (;�)��� 1) -�&�.%'&$%.����& . &$%.���� 1 )������
�*�� #�
+���&%�$�� ��,� L. blythii  )������ 60 ��. �������*5� ����%$� ���&�A ��
;
��� 

���$���&�./.���  &$%.���� 2 ���
�3�4�����'��������� ��
;
��� ���$���&�./.���  &$%.���� 
3 ���
�32��&�����-)�.� ������ �����$���&�./.���  &$%.���� 4  ���
�3$����,-�678���'
�!)�.� 
�� ������� ��
 1��� #�
���
��� ��,�-��.��+�)��9���'$�.����� ��,����-� 95% &% /%� 
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 ������� 1. ���� ���������,��)��� )������,��)��� �(�	�	 ������� �1�	���.�0� ������������ 

L. blythii ����)2�	���&3�+� 
 

Sample 

code 

Locality Latitude, Longitude Sample 

size 

TMM Thai-Myanmar border 19° 22’ 67” N 97° 52’ 87” E 32 
PMM Mae Hong Son inland fisheries station 18° 44’ 13” N 97° 52’ 19” E 25 
MM Myanmar 19° 16’ 52” N 97° 38’ 10” E 32 
PAM Pang Aung 19° 29’ 87” N 97° 53’ 99” E 31 

 

 
$����� 1 �������.�0� ������������ L. blythii 

 

2. ���������.�0	.���� �������.	���.��������� (Limnonectes blythii) �2���%
� Pretenase K/Phenal-  

Chlloroform 4������,"�����%
��� Jiwyam �"�!#� (2005)  

�������.��
���
������
�3)��9���'$�.����� ��,� L. blythii ��'��3 30  ��%%� ��� -�.-�
$%� microcentrifuge +��� 1.5 ��%%�%��� �� ����
�����?
?�� TE buffer  500 :l �� ����
��� 10% 

SDS ������� 50 :l &%'
��� Proteinase K 5 :l  �.����*3$;,�� 60 �!�
0%
0����������+������ 

$%���� �����������.������.�&%����� ����
1�
(��+�����&� 
������%'%�� phenol : 

chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) ������� 500 :l -�&�.%'$%� &%'������78�
$��������
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����
�1��� 12,000 rpm ��� 10 ����  ���%'%�����&�  
�=���2������ ���,��.��-�2�����
��-�.-�$%� microcentrifuge $%�-$�. 
������%'%���%(�?��� ������� 500 :l &%'�����
�78�
$�������� ����
�1��� 12,000 rpm ��� 10 ���� �,��.��-�2������������ ��� �' ���
1�

(�� ��
������%'%�� 3M Sodium acetate (pH 6.0) ������� 50 :l �.�� �� 95% &% /%����
�1�
���������� 50 :l  �.����*3$;,�� -80 �!�
0%
0��� 1 2���(�� %����' ���
1�
���� 70% 

&% /%�  &%��������78�
$������������
�1��� 12,000 rpm ��� 15 ���� %'%������.����
1�
���
���-����%'%����?
?�� TE (Tris-EDTA) &%'
 1��� #�����.����
1�
������*3$;,�� -20 �!�

0%
0���  ��������������*���B+� DNA �����������%��� 260 nm &%' 280 nm  (A260 / A280) 

(Sambrook and Russel, 2001; Sambrook et al, 1989)  

3. ���&3�+� 5�4!��6�.�"5"�' 
  ��� genomic DNA ���������
+��+�� 100 ng  
�=���
1����&��-� ��
)��������3����
�<� �����%, (0.()%�
���
�� (Polymerase Chain Reaction : PCR) ���������� 15 :l 
+��
����� 

PCR (��-2�*3$;,���.��C������ 
+�������� 1 Denaturation : 94  oC    
�%�  5 ����   ������ 1�� 

+�������� 2 Denaturation : 94 oC    
�%� 30 ������  
+�������� 3  Annealing    :   *3$;,���)�
���&�.%'�,. &����������� 1 
�%�  30 ������ 
+�������� 4   Extension   :  72 oC        
�%� 30 ������  
���0���+�������� 2  3 &%' 4 �.���.
���� ������ 35 ��  

+�������� 5  Final extension : 72 oC      
�%� 5 ����  ������ 1 �� 

������9%9%�� PCR ���������� 6 % polyacrylamide gel electrophoresis &%'�������
1�

�������� silver staining ��� ����
���'$�+��,%����(��& �� POPGENE version 1.31 (Yeh et  
al.,1999) 

 

 ������� 2 : 5�4!��6�.�"5"�'5��.���' (Solano and Garcia-Paris, 2005) � �"�!���"���#�$��%���
�)2,7%�%�%��"��46�4�"�.���'.��  

 

 

Primer’s 

name 

"(����.���� primer (5’� 3’) annealing 

(oC) 

Rtem�4 
 

F: TCATGCAGGCAAAGGTCAGG 
R: AGAACCGCTGGTGTCCCAAC 

62 

RECALQ  F: GGAGGGTGAAGTCAACACT 
R:ACATTTGAATATATAAACTAGTTAGATGC 

56 
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*"���&3�+� 

�*3;�)+���
1�
 &%'����
+��+��+���
1�
���� ������ 
���
��� ��,� L. blythii ��
�.�����
+��+���,.�'$�.�� 80 – 2455 ng  9%9%��%, (0.()%�
���
���� ��(��&0�
�%�%���)�

��� 2 �,. (�����������%%�%
�%����.���&$�.�
�.� �� 3.5   �.�����&� �.�����)���* ���;��-�
��'2� � (FIS) �.�����&� �.�����)���* ���+���'2� �����$�� (FIT) &%'�.�����&� �.��
���)���* ����'$�.����'2� � (FST) +� ��,� L. blythii  
�%����* ���&$�.����.�
�.� �� - 0.2760 

,- 0.1986  &%' 0.0606 ���%����� 
���)����3�����&� �.���'$�.����'2� � (FST) 0"�����.�
�.� �� 

0.0606 &���-$�
$1��.���'2� �&�.%'&$%.�������&� �.�����)���* ���-��'������ %��  ���
&���-��������� 3  

 

 ������� 3 : Population genetic parameters for L. blythii Using the two microsatellite loci 

 

 

�*	$��%!��������	
'�����	
�����: &9�;,���������)�������)���* ����������� UPGMA (;�)
��� 2) &���-$�
$1��.� ��'2� � ��,� &�.�
�=� 2   %*.��.��2��
�� (�� ��,����
 1�����.������  

�4�����'������������$���&�./.����'4, ���-$��,.-� %*.�
���� �� ����'2� � ��,����
 1���
�� 678�)�.�&%'  %*.���'2� ����
�32��&�����-)�.� -�+3'��� %*.���'2� ����
 1�����.����
�� ���*5�  %����%� #3'���)���* ������$.����  %*.���� (�������� 4) 

 

 

 

 

 

 

  Locus      

       Heterozygosity                                         F-statistics 

        Ho                  He                         FIS          FIT            FST          Nm*        

 

 

Rtem�4 
 

RECALQ 

 

Mean 

SD                 

       0.6148           0.5089                - 0.3055    - 0.2244     0.0621       3.7750 
         
      0.0738           0.0721                 - 0.0704    - 0.0167      0.0501      4.7356 
       
      0.3443           0.2905                - 0.2760    - 0.1986       0.0606     3.8736   
      0.3825           0.3089 
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$����� 2 : �*	*������!���!"2��!"3���	����	
������������,��)�������� L. blythii 4 

�"���,��)��� 4���%
� UPGMA

 

 ������� 4 : Genetic distance between population of L. blythii samples based on 
microsatellite analysis at the Rtem�4 and RECALQ locus 
==============================               
pop ID    PMM      TMM      MM      PAM
==============================      

PMM           -
TMM      0.0023        -
MM         0.0025    0.0045        -
PAM       0.0581    0.0593    0.0362        -
============================== 

����.� �: PMM= �4�����'������������$���&�./.���,  TMM= 2��&�����- )�.�,  MM= 678�
)�.� PAM= ���*5� 

 

�%���#'*"�����"�� 

 ��,�-���'
�!���������$%� $%�����)���* ����,.-��'������ %�� (Ho = 

0.344) (�����.��,� �.�
���
���� �� �;,
+� Rana iberica -���'
�!�
�� (Ho = 0.140) (Solano

and Garcia-Paris, 2005) &%'���.�����$%� $%�����)���* ������� �.� �  Rana arvalis -�
��'
�!
�
�&%��� (Ho = 0.377) (Vos et al., 2001) -� ��!" #�(����������'2� �(��-2��.�
�����'�����B
? Wright (1978) ���-$�����$���+��.� FST -�&�.%'2.����������� �.� FST 
�.� �� 0-

0.05 &����.�������&� �.�����)���* ������ �.� FST 
�.� �� 0.05-0.15 &����.�������&� �.��
���)���* ������ %�� �.� FST 
�.� �� 0.15-0.25 &����.�������&� �.�����)���* �����  &%'
�.� FST ��  �.� 0.25 +"���� &����.�������&� �.�����)���* ����� ����*� ��  ��!" #�

 PMM

 TMM

MM

 PAM 



������������	�
������ ����� 16 ������� 1 ������� 2552

60 

(�����������)���* ���+���'2� � ��,����� 4 ��'2� � )��.����.���� %�� �.�
�%��� FST 


�.� �� 0.0606  &����.���'2� � ��,� ��������!" #����������� ��&�.� 
�=���'2� ��.� 0"��
�'�������&� �.�����)���* ���+���'2� � ��,� ������.����� �.� �;,
+� Rana iberica -�
��'
�!�
�� FST 
�.� ��0.198 (Solano and Garcia-Paris, 2005) &%' � Rana arvalis -�
��'
�!
�
�&%���  FST 
�.� �� 0.065  (Vos et al., 2001) &%'
���
�����
���� ���.� FST +� ��� 
Hoplobatrachus rugulosus  )��.����.����� �.�
2.� ��0"�� FST 
�.� �� 0.065 (
�%��2��, 2539) -�
 ��!" #���������)��.��������)�������)���* ���+� ��,� L. blythii �� 678�)�.�������- %�
����
 �� �4�����'������������$���&�./.���&%' 2��&����� – )�.� ��
)��'����4�����'��
�
-�&�.%'�����-2�).&�.)���*�-� ��
)�'%,  ��,� L. blythii �������� -� ���%.��,.����2���
-�
2���*�� #�  �"����-$�%� #3'���)���* ���������- %�
���� �� -�+3'���2��&����� – )�.� 1

�=�� &$%.��������4�����'��������� ���$���&�./.��� ������ ���%.�%,  ��,�  L. blythii  �,.
�%��* ��0"����  ����4��+��,%
���$������+��4�����'�����-$�+��,%�.���� ���%.������
 �.�10 �� -�&�.%'�������� ���%.�%,  ��,���.��� �.�5,000 ��� &%'��������� ��,��� 2��&��
���-)�.���
�=�).&�.)���*� 0"����
�=�
$�*9%$�"��������-$�%� #3'���)���* ���+� ��,�����
��&$%.����������- %�
���� �� ������� ��!" #�����$%� $%�����)���* ���+� ��,�  L.

blythii  -���'
�!��������9,���� ��!" #���� �������
)��-$����+��,%������,�3� -� ��!" #���������
�'����� ��!" #�
)���
���(��-2����&$�.���(��&0�
�%�%���� +"��
)����'
�������$%� $%�� 

��������'���-2�!" #�����$%� $%��-��.��+���(���
������
1�
 
)���,����$%� $%��
;��-� %*.���'2� �� ����

 

�%  %����,����& 
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.������2���%� 


�%��2�� �*���3�� #�. 2539. (��������%'����9��&�����)���* ���+���'2� � ��� (Rana 
rugulosa) -� 7 ���$���+���'
�!����������� Starch Gel Electrophoresis Technique. 

�%���	%�	
',�%//�4�. �$������%��
 #��!�����.  �*�
�)D. 

9*��� ���������  ��)% �!��� ,� 3 �*��� ��
���� ������9.� ������3 �*���')���*� ���3� ��!�����  ���
& �� ��E��
���� �� ��3� 
�F��2�� ��(���� ��� G#�. 2529. ������ �������
����  ��!" #�
2�������+� �;,
+� (
+���&%�) 
)��
�=�&�����-� ���*�� #�)���*�. .�����4�.	��� 93 $���. 
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