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เนื่องจากการระบาดของหอยเชอรี่ (Golden Apple Snail) ในพื้นทีเ่กษตรกรรมในเขต
ภาคกลาง ไดกอความเสยีหายในวงกวางทั้งทางดานการเกษตร ตลอดจนผลกระทบทางดาน
เศรษฐกิจ อันเนื่องมาจากการสูญเสียของผลผลิตทางการเกษตร การศึกษาครั้งนีจ้ึงเก็บรวบรวม
หอยเชอรี่ในเขตภาคกลางของประเทศไทย ไดแก จงัหวัดปทุมธานี พระนครศรีอยุธยา และ
กรุงเทพฯ ซึ่งสามารถแยกหอยเชอรี่ตามลักษณะทางกายภาพได 5 ลักษณะ คือ 1) ลักษณะตัวดํา-
เปลือกดํา มลีาย 2) ลักษณะเปลือกดาํ-ตัวดํา ไมมลีาย 3) ลักษณะเปลอืกเหลือง ตัวดํา 4) 
ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวเหลือง 5) ลักษณะเปลือกดํา ตัวเหลือง จากนัน้ทาํการสกัด DNA จากไข
ของหอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะโดยใชไนโตรเจนเหลว ทาํการเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธีปฏิกิริยาลกูโซ
พอลิเมอเรส (PCR) โดยใชไพรเมอรตําแหนงยนี 18S rRNA จากนั้นหาลาํดับเบสของหอยเชอรี่ทัง้ 
5 ลักษณะ และทํา sequence alignment ของ 18S rRNA เปรียบเทียบกนัดวยโปรแกรม Clustal 
W พบลําดับเบสบางสวนของหอยเชอรี่ทีเ่หมือนกนั ในสัดสวนที่ไมเทากันแลวสราง phylogenetic 
trees  พบวา หอยเชอรี่ทัง้ 5 ลักษณะ มคีวามเหมือนและแตกตางกนัของเบสหลายตําแหนง และ
พบวา หอยเชอรี่ลักษณะที ่2 และหอยเชอรี่ลักษณะที ่4 มีลําดับเบสที่คลายคลงึกนั (72%) 
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Golden apple snail are plant pest which spread in many regions of Thailand 
and spacious damage farming including effect to economic system because the 
products of farming are lose. This work is to collect Golden apple snail from the central 
region of Thailand including example Pratumtani, Ayutthaya and Bangkok. From 
phenotype selection can be divided into 5 types 1) black trunk-black shell and banded 
shell 2) black trunk-black shell no banded shell 3) black trunk and yellow shell 4) yellow 
trunk and black shell 5) yellow trunk and yellow shell. DNA from egg of Golden apple 
snail was extracted. Then DNA extraction was carried out prior to PCR amplification 
using primer for 18s ribosomal DNA .PCR products were  obtained and sequenced. The 
nucleotide sequences of 18s rRNA were aligned against Golden apple snail into 5 types 
using Clustal W program.Phylogenetic analyses were accomplished using PHYLIP 
version3.573c program . Result showed that DNA sequences of Golden apple snail are 
different and Golden apple snail type 2 and Golden apple snail type 4 show 72% 
homology 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
 

ภูมิหลัง 
 จากอดีตจนถงึปจจุบัน เปนทีท่ราบดีวาประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมและปลูกขาว
เลี้ยงคนทัง้ประเทศ และยังสงออกตางประเทศ เปนพืชเศรษฐกิจอีกดวย จะเห็นไดวาขาวเปนอาหาร
หลักของคนไทย มีการทํานาปลูกขาวกนัอยูทัว่ไป ปญหาที่สําคัญของการทาํนาปลูกขาวนั้นมอียูหลาย
อยาง เชน ลมฟาอากาศ แรธาตุในดิน และศัตรูพืช ศัตรูของขาวมีอยูหลายชนิด  เชน ปูนา หนู นก ที่กัด
กินขาว ทาํใหขาวไดรับความเสียหายมากมาย แตกย็งัไมเทากับศัตรูขาวที่สําคัญอีกอยางหนึ่ง ซึ่งมี
รายงานวาในป 2531 พบหอยชนิดหนึง่ (นันทิยา โพธิ์สวสัด์ิ.  2543 : 15)  เปนหอยที่กัดกนิตนขาว นั่นคือ หอย
เชอรี่ ทําใหชาวนาไทยประสบปญหายิ่งกวาเดิม 
 หอยเชอรี่ (Golden Apple Snail) มชีื่อเรียกอีกอยางวา หอยโขงอเมรกิาใต หรือเปาฮื้อน้ําจืด 
หอยเชอรี่ไมใชหอยประจาํถิ่นฐานของประเทศไทย แตมีถิ่นกําเนิดในทวีปอเมริกาใต เขามาในประเทศ
ไทยโดยมีผูนําเขามาจากประเทศญี่ปุน และฟลิปปนส โดยในป 2523 ประเทศญี่ปุนไดมีการเลี้ยงฟารม
หอยเชอรี่ทางตอนใตของประเทศ แตไมเปนทีน่ิยมจึงไมมีตลาดรองรบั อีกทัง้หอยเชอรี่ก็เจริญเติบโต 
และสืบพันธุไดเร็วมาก เพราะหอยเชอรี่สามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมไดดีมาก จึงมีการปลอย
หอยเชอรี่ทิง้ลงสูแหลงน้าํตาง ๆ นํามาซึง่ความเสียหายแกตนขาว และพืชน้าํตาง ๆ ในป 2526 
กระทรวงเกษตรของประเทศญี่ปุน จงึมีประกาศใหหอยเชอรี่เปนศัตรูพืชชนิดหนึง่ และหามนําเขามาใน
ประเทศ ตอมาในป 2529 พบวาหอยเชอรี่ไดแพรกระจายไปทัว่ประเทศ ในป 2523-2526 ประเทศ
ฟลิปปนสมีการนําเขาหอยเชอรี่จากประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศไตหวัน เพื่อมาเลี้ยงเปนอาหาร 
แตหอยเชอรี่ไดแพรกระจายอยางรวดเร็วลงสูแหลงน้าํ จนกระทั่งไดรับความเสยีหายแกตนขาว ในบาง
พื้นที่เสียหายสูงถึง 93% ในฮองกงมกีารนําหอยเชอรี่เขาประเทศในป 2528 และเวียดนามมีการนํา
หอยเชอรี่เขาประเทศในป 2531 ซึ่งปจจบัุนประเทศเหลานี้ไดรับความเสียหายอนัเนื่องมาจากหอยเชอรี่
กันอยางมาก เชนเดียวกบัประเทศไทยโดยพบวาในป 2525-2526 มีการนําหอยเชอรี่เขามาจาก
ประเทศญี่ปุนและประเทศฟลิปปนส เพื่อนํามาเลี้ยงสงขายญี่ปุน และเลี้ยงเปนหอยสวยงามตามตูปลา 
ในป 2530 พบวามีการแพรระบาดของหอยเชอรี่ที่แปลงทดลองของสถานทีดลองขาว บางเขน กรม
วิชาการเกษตร ในป 2531 มีการรายงานการระบาดของหอยเชอรี่คร้ังแรกในนาขาว ทองทีห่มู 7 ต.
ศรีษะจระเขนอย อ.บางพล ี จ.สมุทรปราการ (พูลสุข หฤทัยธนาสันติ.์  2542 : 150) ปจจุบันพบวาหอยเชอรี่
ระบาดและทําลายนาขาวไปเกือบทั่วประเทศแลว นอกจากนี้ หอยเชอรี่ยังเปนโฮสตตัวกลาง (intermediate host) 
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ของพยาธิใบไม Echinostoma ilocanum เชนเดียวกับหอยโขงบานเรา (Keawjam.  1986 : 63)และยัง
เปนโฮสตตัวกลางของพยาธตัิวกลม Angiostrngylus cantanensis  (ปทมา แซกิม.  2543 : 19)  ซึ่งจะเขาสู
รางกายของคนที่บริโภคเนื้อหอยดิบ ๆ ถาหอยมพียาธิอยู ตัวออนของพยาธิจะเขาสูรางกายคน หากไป
อยูที่สมองจะเกิดมีอาการเยือ่หุมสมองบวมอักเสบ มีอาการปวดศีรษะ ปวดทอง คลื่นไส อาเจียน คอ
แข็ง ถาพยาธิไชเขาลูกตาทําใหตาบอดได (ชมพนูุช จรรยาเพศ; ทักษิณ อาชวาคม; และ ทรงทพั 
แกวตา.  2534 : 98) 
 ในปจจุบันหนวยงานที่เกี่ยวของไดเขามาชวยเหลือเกษตรกร ในการหาทางกําจัดหอยเชอรี ่
โดยกองกีฏและสัตววทิยาไดใหคําแนะนําวธิีที่ไดผลมีประสิทธิภาพและปลอดภัยตอผูใชและ
ส่ิงแวดลอม คือ การปองกนัและกําจัดแบบวิธีผสมผสาน หลักการกคื็อใหใชวัสดุกัน้ทางที่ใหน้ําเขานา 
ทําลายไขและตัวหอย และควบคุมระดับน้ํารวมกับการใชสารฆาหอย เพื่อทําลายหอยที่จาํศีลอยูในนา 
คําแนะนําของกองกีฏและสตัววิทยาไดนาํไปเผยแพรใชในชวงการระบาดของหอยเชอรี่เมื่อป 2538 แต
ยังไมไดผลดีเทาที่ควร ทั้งนี้มีสาเหตหุลายประการ สาเหตหุนึง่ที่สําคัญคือความสามารถในการแพร
พันธุของหอยสูงมาก และความทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมของหอยเชอรี่เองและการจํา
ศีล จึงมีการศึกษาปองกันและกําจัดอื่น ๆ นอกเหนอืจากคําแนะนําของกีฏและสัตววทิยา เปนตนวา 
การนาํหอยมาใชประโยชน (สมศักดิ์ เพ็ชรปานกนั.  2542 : 9-3) การจัดการทางสรีรวิทยาและชวีวิธี 
การใชสารสกดัจากพืช (นิตยา เลาหะจินดา; และคนอื่นๆ.  2542 : 2-1) และการใชตัวห้ํา คือมวน
แมงดาสวน (สยาม อรุณศรีมรกต.  2542 : 10-1) ขณะเดียวกนัชาวนาพยายามคิดคนวิธีกาํจัดหอย
ดวยตนเอง และไดเลือกใช endosulfan ซึ่งเปนสารกาํจัดแมลงในการฆาหอย และไดมีการบอกตอ ๆ 
กัน จนมีการใชอยางแพรหลายจึงเปนการใชสารฆาแมลงผิดประเภทและไมใชสารตามคําแนะนาํของ
หนวยงานราชการ โดยไมคํานึงถึงอนัตรายทีเ่กิดจากการใชสารชนิดนี้ ที่มีพษิตอส่ิงมีชีวิตที่อยูในน้าํ
เพราะมีความเปนพษิตอปลาสูงมาก (Hartley; & Hamish. 1991 : unpaged) สําหรับการปองกัน
ส่ิงมีชีวิตในน้าํ ในประเทศไทย สาร endosulfan ไดข้ึนทะเบียนเปนสารกําจัดแมลงทีใ่ชกับพืชไรเทานัน้ 
แตในปจจุบัน หอยเชอรี่ยงัเปนปญหาสําคัญของเกษตรกร เนื่องจากยังขาดการปองกันกําจัดหอยเชอรี่
อยางจรงิจังและตอเนื่องของเกษตรกร แตอยางไรก็ตาม การพฒันาการกําจัดหอยเชอรี่ใหหมดไป โดย
ใชทางดาน DNA นาจะเปนทางเลือกที่ดีได 
 การระบุชนิดของสิ่งมีชวีิต สวนใหญนิยมศึกษาจากลักษณะสัณฐานวทิยา ซึง่วธิีการนี้ตองใช
เวลานานและผูเชี่ยวชาญสูง นอกจากนีก้ารศึกษาทางสัณฐานวิทยาเปนการศึกษาลักษณะภายนอก 
(phenotype) ที่ปรากฏ ซึ่งไดรับอิทธิพลที่มีความสามารถจากยีน หรือสารพันธกุรรมรวมกับ
ส่ิงแวดลอม แตลักษณะทีพ่บเหน็จากรปูลักษณะภายนอกนี้ไมใชตัวบงชีถ้ึงความแตกตางระหวางชนิด 
และรูปลักษณะภายใน (genotype) ชนิดของสิ่งแวดลอมโดยตรง ปจจบัุนมีการนาํเทคนิคตาง ๆ หลาย
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วิธีมาใชเพื่อการบงชี ้ และจาํแนกชนิดของสิ่งมีชวีิตในระดับโมเลกุล หรือระดับยีน เนื่องจากเปนวิธทีี่มี
ความละเอยีดและถูกตองสงู ซึ่งขอมูลในระดับโมเลกุลนี้ เปนตัวควบคุมการแสดงออกของลักษณะ
ภายนอก โดยอาศัยหลกัการจัดเรียงตัวของลําดับเบสใน rRNA ส่ิงมีชีวิตแตละสายพันธุ (species) มี
ลักษณะทีเ่ฉพาะในสายพันธุนั้น ๆ rRNA จัดเปน species specific marker คือจะมีลําดับการเรยีงตวั
ของเบสเหมือนกนัในสายพนัธุเดียวกนั และแตกตางกนัในตางสายพนัธุ จงึสามารถนํามาใชในการ
จําแนกชนิดของสิ่งมีชวีิตได (ปทมาภรณ ศิริมา; และ สุนันทา พรายแกว .  2541 : 4) 
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ความมุงหมายของการวิจัย 
 1. ศึกษาและรวบรวมสายพนัธุของหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 2. เพื่อศึกษาความหลากหลายของหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 3. เพื่อจาํแนกชนิดของหอยเชอรี่โดยใชเทคนิค PCR 
ความสําคัญของการวิจัย 
 1. เปนแนวทางในการบงชี้ชนิดของหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลาง 
 2. ทราบถึงความหลากหลายในระดับโมเลกุลของหอยเชอรี่ 
 3. เปนขอมูลพื้นฐานเพื่อพฒันาวิธีการควบคุมปริมาณหอยเชอรี่ตอไป 
ขอบเขตของการวิจัย 
 1. จําแนกหอยเชอรี่ตามลักษณะภายนอกที่เห็น  
 2. ทาํการเพิ่มปริมาณของ DNA โดยเทคนิคของ PCRในชวงของยนีทีส่นใจ 
  3. เปรียบเทียบผลิตภัณฑของการทํา PCR ระหวางหอยเชอรี่แตละลักษณะวามีความเหมือน 
     หรือตางกนัอยางไรดวยการหาลาํดับเบส        
 4. จําแนกสายพันธุของหอยเชอรี่ 
นิยามศัพทเฉพาะ 

 BSU = Bioservice unit เปนหนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโลยีชวีภาพ 
              แหงชาติ สํานักงานพัฒนาวทิยาสาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 

 หอยเชอรี่เปนหอยทากน้ําจดื (freshwater snail) ชื่อสามัญคือ Golden Apple Snail แบง
ตามหลกัอนุกรมวิธานดังนี ้
  Phylum   Mollusca 
  Class   Gastropoda 
  Subclass              Prosobranchia 
  Order   Mesogastropoda 
  Superfamily  Viviparoidea 
  Family   Ampullariidea 
  Genus   Pomacea 
 การแบง species ยังไมแนนอน ขณะนี้ในประเทศไทยมหีอยเชอรี่ระบาดอยูในนาขาว 3 ชนิด 
ไดแก Pomacea canaliculata, Pomacea lepordivillensis และ Pomacea sp. (ชมพนูุช จรรยาเพศ; 
ทักษิณ อาชวาคม; และ ทรงทพั แกวตา.  2534 : 94) 
ลักษณะทั่วไปของหอยเชอรี่ 
 หอยเชอรี่เปนหอยฝาเดียว รูปรางคอนขางกลม ใหญ เปลือกเรียบ การหมนุของเปลือกเปน
เกลียววนขวา แตละวงของเปลือกจะแยกกันเห็นไดชัดเจนตรงรอยตอ ที่มีลักษณะเปนรอยเวาลึกลงไป 
สวนที่มีขนาดเล็กที่สุด เรียกวา ยอดเปลือก (apex) เกลียววงลางสุดจะมีขนาดใหญที่สุด เรียกวา วง
ลําตัว ซึง่เปนที่อยูของอวัยวะภายในตาง ๆ ปลายดานหนึง่ของเปลือกจะมีชองเปดขนาดใหญ เรียกวา 
วงปาก ใหสวนเทาและสวนหัวยืน่ออกมาได บริเวณวงปากนัน้จะมีฝาปด (operculum) เปนแผนแข็งสี
น้ําตาลใส ขนาดเมื่อโตเต็มที่จะมีความสงูประมาณ 83 มิลลิเมตร หนกั 165 กรัม (ปทมา แซกิม.  2543 
: 10) หอยเชอรี่มีรูปรางและขนาดคลายกับหอยโขง ซึ่งเปนหอยประจําถิน่ของไทย แตมีขอแตกตาง
ระหวางหอยเชอรี่และหอยโขง ที่สามารถสังเกตไดจากลักษณะทัว่ไปภายนอก คือ เปลือกของหอยเชอรี่
จะบางกวา และความลกึของรองเปลือกของหอยเชอรีจ่ะลึกมากกวา ทาํใหกนหอยของหอยเชอรี่นูนสูง
กวา ฝาปดของหอยโขงแข็งและหนากวา และมีมุกเคลือบทําใหเหน็เปนสีขาว และสวนวงปากของหอย
เชอรี่จะกลมกวางกวาหอยโขง 
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ภาพประกอบ 1 แสดงลกัษณะของหอยเชอรี่ 
  
 
 อวัยวะภายนอกของหอยเชอรี่ 
  สวนหัว อยูปลายสุดทางดานหนาของลําตัว ประกอบดวยชองปากอยูตรงกลางคอนมา
ทางดานทอง มีริมฝปากทีม่ีลักษณะเปนแผนยื่นออกมาทางดานขางทั้ง 2 ขาง ภายในปากมกีราม
ขนาดใหญ 1 คู ใชกัดกินอาหาร ถัดจากกรามเขาไปขางในเปน radula ซึ่งมีลักษณะเปนเสนบางคลาย
โซที่เต็มไปดวยฟนซี่เล็กแหลมคม สีแดง จํานวนหลายพันซี ่ เรียงเปนแถวขวาง 5 แถว ทาํหนาที่ในการ
บดอาหาร โดยจะขยับไปมาขูดบนอาหาร หอยเชอรี่มีหวัขนาดสัน้ประกอบดวยหนวด 2 คู คูที่ 2 อยูติด
กับตาและยาวกวาคูแรก หนวดมีรูปรางเพรียว สวนปลายเรียวเลก็ลง ทําหนาที่ในการรับความรูสึก 
หนวดสามารถหดสั้นและแบนลงได 
 
 
                                                                                                                                                       
                                                                                  

 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 แสดงลกัษณะสวนหวัของหอยเชอรี่ 
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  สวนเทา มีลักษณะเปนกลามเนื้อหนารูปสามเหลีย่ม ปลายแหลมชี้ไปขางหลงั ผิวหยาบ 
สามารถยืดยาวและกวางแบนไดทําหนาที่ในการคืบคลานเพื่อเคลื่อนทีม่ีชองเปดของตอมเหงือก 
(pedal gland) ทีท่ําหนาที่ผลิตเมือกเพื่อชวยหลอล่ืนขณะทีห่อยเคลื่อนที ่ นอกจากนี้สวนเทายงั
ประกอบดวย ระบบทางเดินอาหารสวนตน ระบบสืบพนัธุ และระบบประสาท  
  อวัยวะภายในของหอยเชอรี่ 
  ระบบยอยอาหาร ประกอบดวย ทอทางเดินอาหาร ตอมน้ําลาย และตอมสรางน้าํยอย 
  ระบบการหมนุเวียนโลหิต ประกอบดวย หวัใจ เสนเลือดแดง โพรงเลือด และเสน
เลือดดํา 
  ระบบหายใจ ประกอบดวย เหงือก (actinia) ปอด (lung) และทอหายใจ (respiratory 
siphon) มีลักษณะคลายหลอด สามารถโคงพับและยดืหดได สามารถยืดไดยาวถงึ 6-7 เซนติเมตร ทํา
หนาที่เปนทอยืดขึ้นไปเหนอืผิวน้าํเพื่อเอาออกซิเจนจากอากาศมาใชในการหายใจ ระบบหายใจของ
หอยเชอรี่ม ี2 ระบบ คือ การหายใจโดยใชเหงือก และการหายใจโดยใชปอด ซึ่งทําใหหอยเชอรี่สามารถ
อาศัยอยูไดทั้งในน้าํและบนบก เมื่อหอยอยูในน้ํา การหายใจจะเกิดขึ้นโดยน้าํจะเขาทางทอหายใจ
ดานซายและไหลผานไปยังเหงือก จะมกีารแลกเปลี่ยนกาซเกิดขึ้นทีเ่หงือก จากนัน้น้าํจะไหลผาน
ออกไปทางทอหายใจดานขวา เมื่อหอยลอยตัวขึ้นมาอยูผิวน้าํ การหายใจจะเกิดขึ้นโดย ทอหายใจ
ดานซายจะยืน่ยาวออกมาเหนือผิวน้าํ แลวอากาศจะผานเขาในทอไปที่ปอด จะมีการแลกเปลี่ยนกาซที่
ปอด ดังนั้นหอยเชอรี่จึงอาศัยอยูไดในน้ําที่ไมมีออกซิเจนละลายอยูเลย และถาหอยขึ้นมาอยูบนบก มัน
จะรับอากาศโดยตรงเขาไปที่ปอดทางชองแมนเดิล โดยไมใชทอหายใจ การเคลื่อนตัวเขาออกของหวั
และเทาจะเปนการชวยนําอากาศผานเขาไปในปอด การหายใจโดยใชปอดนีจ้ะเกี่ยวของกบัการหด 
และคลายตัวของกลามเนื้อบริเวณผนังปอด เมื่อกลามเนื้อหดตัวผิวของปอดจะโคงขึ้น ทาํใหชองวาง
ภายในปอดมพีื้นที่เพิม่ข้ึน อากาศจะผานเขาไปภายในปอด เลือดในเสนเลือดฝอยในปอดจะดึงเอา
ออกซิเจนจากอากาศ พรอมทั้งปลอยคารบอนไดออกไซดกลับออกมา และเมือ่กลามเนื้อคลายตัว
ชองวางภายในปอดจะลดลง และอากาศภายในจะถูกดันออกมา การหายใจโดยใชปอดนั้น สวนมาก
จะเกิดขึ้นในระหวางทีห่อยพักตัวในชวงฤดูแลง  
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ภาพประกอบ 3 ลักษณะภายใน และ ทอหายใจของหอยเชอรี ่
 
 
  ระบบขับถาย ประกอบดวยไต ทําหนาที่ในการกรองของเสียพวกไนโตรเจนออกจาก
เลือด โดยในขณะที่หอยอยูในน้าํ จะขับของเสียออกมาในรูปของสารประกอบแอมโมเนียและยูเรีย แต
ในชวงทีห่อยอยูบนบก จะขบัของเสียออกมาในรูปกรดยริูก 
  ระบบชองทอง (mantle cavity) แบงเปน 2 สวน (พูลสุข หฤทัยธนาสันติ์.  2542 : 151) 
ชองทางขวา เปนสวนของเหงือก ทําหนาทีใ่นการดึงออกซิเจนจากน้ํามาใชในการหายใจ ในขณะทีห่อย
เชอรี่อยูในน้าํ ชองทางซาย เปนสวนของปอด (lung) ทําหนาทีใ่นการหายใจโดยใชออกซิเจนจาก
อากาศ ซึ่งทําใหหอยเชอรี่สามารถอาศัยอยูบนบกไดบางเวลา 
 การเจริญเตบิโตของหอยเชอรี่ 
  ลูกหอยเชอรี่ทีฟ่กออกมาจากไขจะมีรูปรางเหมือนกบัตัวแมทุกประการ ตางกนัเพยีงลูก
หอยจะมีขนาดเล็กมาก การเจริญเติบโตของหอยเชอรีน่ั้นไมมทีัง้ระยะ metamorphosis และการลอก
คราบ มีเพียงการเพิม่ข้ึนของขนาดตัวโดยไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางแตอยางใด  การเพิม่ขนาดของ
หอยเชอรี่ทาํโดย การสรางเปลือกตอจากเดิมทางดานตรงขามกับยอดแหลม การสรางเปลือกเกิดจาก
การทาํงานของเนื้อเยื่อ mentle ซึ่งอยูติดกบัเปลือกรอบ ๆ mentle cavity  
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ภาพประกอบ 4 ลักษณะการเจริญเตบิโตของหอยเชอรี่ 

 
 
 การขยายพันธุ 
  หอยเชอรี่มีเพศแยกกัน (dioecious) การแยกเพศของหอยเชอรี่สามารถดูไดจากความ
นูนของแผนฝาปด โดยเพศผูจะมีความนนูของแผนฝาปดมาก และมีขนาดตัวเลก็กวาเพศเมยี อวัยวะ
ชวยในการผสมพันธุ (copulatory organ) ของเพศผูจะมีการพัฒนาดี แตในเพศเมียนัน้จะไมมีการ
พัฒนา อวยัวะสืบพันธุเพศผู ประกอบดวย อัณฑะ (testis) ทอนาํน้ําเชื้อ (vasa efferentia) พีนิส 
(penis) และตอมใตเหงือก (hypobranchial gland) อวัยวะสืบพนัธุเพศเมีย ประกอบดวย รังไข 
(ovary) ทอนาํไข (oviduct) มดลูก (uterus) หอยพรอมที่จะขยายพันธุในชวงอายุประมาณ 3 เดือน 
โดยหอยเพศผูจะมีอวัยวะสบืพันธุเดี่ยว มอัีณฑะลักษณะเปนทอยืดออกได เพื่อใชสอดสง sperm เขา
ไปผสมกับไขกอนที่ไขจะมกีารสรางเปลือก หลังจาก 1-2 วัน หอยเพศเมียจะวางไข โดยสวนมากหอย
ตัวเมยีจะวางไขในเวลากลางคืน โดยคลานขึ้นไปวางไขตามที่แหงเหนอืน้ํา เชน ตามกิ่งไมทีป่กอยูในน้าํ 
เวลาที่ใชในการวางไขต้ังแต 1-6 ชั่วโมง ไขจะเคลื่อนออกมาทีละใบบนกลามเนื้อเทาซึ่งขยับเปนระลอก
ดันสงไขใหข้ึนไปซอนเขาใตใบที่ออกมากอนเปนชั้นๆ ไขที่ออกมาใหมๆจากรางกายจะออนนิ่มและมี
เมือกติดทุกใบ แตละครั้งจะประกอบดวยไขจํานวน 388-3,000 ฟอง ไขจะมีสีชมพูสดและซีดจางลงจน
เกือบเปนสีขาวภายใน 7-14 วัน อัตราการฟกของไข 77-91% ที่อุณหภูมิ 34 C  จากนัน้เปลอืกไขจะ
แตกออก ลูกหอยที่ออกมาใหม ๆ จะมีขนาดประมาณหวัเข็มหมุดเล็ก ๆ มีลักษณะทุกประการ
เหมือนกับหอยที่โตเต็มที่แลว เพียงแตเปลือกของลูกหอยจะยงันิ่มอยู แตภายหลังออกจากไขประมาณ 
2 วัน เปลือกก็จะแข็ง สามารถกินอาหารไดทันที สวนแมหอยนั้นหลังจากที่วางไขแลว ทิ้งชวงหาง
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ประมาณ 4-10 วัน ก็จะสามารถวางไขไดอีก และสามารถวางไขไดตลอดทั้งป แมหอยสามารถวางไข
ไดจนถึงอายุ 2-3 ป 
 
 

 
 
  

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดงการขยายพันธุของหอยเชอรี่ 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 6 แสดงวงจรชีวิตของหอยเชอรี่ 
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 การกนิอาหาร 
  หอยเชอรี่กนิพชืน้ําไดเกือบทกุชนิดที่มีลักษณะใบออนนิ่ม เชน แหน จอก สาหราย ตน
ขาว ตนหญาริมน้ํา รวมทั้งซากพชืซากสตัวที่เนาเปอยในน้าํ หอยเชอรี่สามารถกนิไดรวดเร็วเฉลี่ยวันละ 
50% ของน้ําหนกัตัว และสามารถกินไดตลอดเวลา ในเวลากลางวันทีม่ีแดดจัดจะหลบอยูใตเงารมของ
พืชน้าํตาง ๆ แลวกินอาหารตลอดเวลา วธิีการกนิอาหารของหอยเชอรี่ จะใชสวนขากรรไกรกัดแลวสง
เขาในชองปาก กลามเนื้อรอบ ๆ จะทาํงานใหสวน radular ซึ่งเปนเสนบางคลายโซเต็มไปดวยฟน
แหลมขยับไปมาขูดไปบนอาหาร 
 
 
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 
 Polymerase Chain Reaction หรือ PCR เปนเทคนิคสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัย
หลักการ DNA Replication ซึ่งเปนการสังเคราะหสาย ดีเอ็นเอสายใหม จาก ดีเอน็เอตนแบบในหลอด
ทดลองภายในระยะเวลาอนัสั้นและไดดีเอ็นเอสายใหมเกิดขึ้นเปนลานเทา เทคนิคนีพ้ัฒนาขึน้เมื่อป 
พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis และคณะแหงบริษัท Cetus Corporation (สํานกังานสงเสริม
วิทยาศาสตร.  2543 : ออนไลน) ซึง่การเพิม่จํานวน DNA ที่สนใจนี ้จาํเปนตองทราบลําดับเบสของยีน 
ที่สนใจบางสวนดวยเพื่อทีจ่ะสามารถสรางไพรเมอร (primer) มาจับกบัยีนนั้น และเพิ่มจํานวนขึ้นมาได
ในหลอดทดลอง เทคนิค PCR มีหลัก และวิธีการทีง่าย และสามารถตรวจสอบไดทันทีโดยวิธีอิเล็กโตร
โฟรริซิส (electrophoresis) การเพิ่มจาํนวนยนีที่ตองการศึกษาโดยวิธี PCR นี้ จะกระทําในหลอด
ทดลองที่ประกอบดวย สวนประกอบที่สําคัญ 4 อยางไดแก 

1. DNA template ซึ่งเปน DNA สายคู ที่สกัดมาจากเซลลของสิ่งมีชวีิตที่สนใจศึกษา 
2. เอนไซม Taq DNA Polymerase ซึ่งเปนเอนไซมทีท่นทานตอการเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิ 

และทําหนาทีส่รางสาย DNA ที่อุณหภูมิสูง ๆ ไดดี (thermostable DNA polymerase) เอนไซมนี้แยก
มาจากแบคทีเรียชื่อ Thermus aquaticus 

3. Deoxynucleotide ทัง้ 4 ตัว ไดแก dATP, dCTP, dGTP และ dTTP 
4. Oligonucleotide primer ซึ่งเปน DNA สายสั้น ๆ ขนาดประมาณ 20-30 bases อาจเรียก

งาย ๆ วาเปน forward และ reverse primers สําหรบัจับ DNA template ทั้ง 2 สาย นอกจากนีย้ังมี
สารที่จําเปนตอการทาํ PCR อ่ืน ๆ เชน เกลือ MgCl2 ใน PCR buffer 

ปฏิกิริยาการสงัเคราะห DNA ดวยเทคนิค PCR เปนเทคนิคที่เกิดตอเนื่องซ้าํกนัหลาย รอบ 
แตละรอบประกอบดวย 3 ข้ันตอน คือ 
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  1. denaturation เปนขั้นตอนการแยกสายคูของ DNA template  ใหเปนสายเดีย่วโดยใช
อุณหภูมิประมาณ 90-95 C 
  2. annealing เปนขั้นตอนที ่ primer เขาไปจับกบั DNA บริเวณที่มีลําดับเบสคูสม 
(complementary base) จะเกิดที่อุณหภูมิที่เหมาะสมโดยขึ้นกับปริมาณของเบส GC ถาปริมาณ GC 
มาก จะทําให annealing temperature สูงตามไปดวย โดยทั่วไปอุณหภูมิที่ใชจะอยูระหวาง 40-60 C 
  3. extension เปนขั้นตอนการสราง DNA สายใหมตอจาก primer โดยอาศัยเอนไซม Taq 
DNA polymerase อุณหภูมใินขั้นตอนนี้จะอยูในชวง 70-75 C 
  วิธี PCR จะเริ่มดวยการแยก DNA เกลียวคูออกเปน DNA สายเดี่ยวดวยความรอน เมื่อ
อุณหภูมิลดลง primer ซึ่งถูกออกแบบใหมีลําดับเบสเปนคูสมกับ DNA template จะจับกับ DNA 
template ในตําแหนงที่กาํหนดไดจําเพาะ เพื่อการเพิ่มจํานวนชิน้ DNA นั้น ๆ ตอไป โดย 
deoxynucleotide ชวยเติมจํานวนเบสทีป่ลายขาง 3’-end ของ primer เกิด DNA เสนคูชุดใหมจํานวน 
2 ชุด และเมือ่ถูกความรอน DNA 2 ชุด ก็จะแยกออกจากกนั เปน DNA สายเดี่ยว 4 เสน ซึ่งจะเปน
แมแบบในการสราง DNA คูสายใหมในรอบถัดไป ทําใหได DNA เพิ่มข้ึนเปน 4 ชุด และเมื่อรอบถัดไปก็
จะไดจํานวน DNA เพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ ในลักษณะทวีคูณเปน 2n เมื่อ n เปนจํานวนรอบของปฏิกิริยา ดังนั้น
ถาปฏิกิริยาดาํเนนิไปได 20 รอบ จะได DNA 220 ชุด หรือ ประมาณ 1 ลานเทาของ DNA ต้ังตนนัน่เอง 
 
 
อิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) 
  Electrophoresis เปนวิธทีี่ใชกระแสไฟฟาชวยในการแยกสารประกอบตาง ๆ ออกจากกนั
โดยอาศัยคุณสมบัติที่แตกตางกนับางประการของโมเลกลุในการแยก เชน ขนาด รูปราง ประจ ุเปนตน 
(จริยา ชมวารนิทร.  2540 : 4-3) ในการเคลื่อนที่ของสารใหแยกออกจากกนัตองอาศัยความตางศักย
ของกระแสไฟฟาและตัวกลางชนิดตาง ๆ ที่เหมาะสม วิธีการนี้สามารถนําไปใชในการแยกวเิคราะห
และทําใหสารบริสุทธได เมือ่ทําการแยกแลว สามารถตรวจดูตําแหนงการเคลื่อนที่ของสารตาง ๆ ได
ดวยการยอมสี 

อัตราการเคลื่อนที่ในการทํา electrophoresis ข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยางดงัตอไปนี ้
1. คุณสมบัติของสารตัวอยาง 

   1.1 ชนิดและปริมาณของประจุ จะเปนตัวกาํหนดทศิทางการเคลือ่นที่ของโมเลกุลใน
สนามไฟฟา โดยโมเลกุลทีม่ีประจุบวกจะเคลื่อนที่ไปยงัขั้วลบและโมเลกุลที่มีประจมุาก เชน –3 จะ
เคลื่อนที่ไปยงัขั้วบวกไดเร็วกวาโมเลกุลทีม่ีประจุนอยกวา เชน –1 เปนตน 
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   1.2ขนาดของโมเลกุลอัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกลุขนาดใหญจะเคลือ่นที่ชากวา
โมเลกุลที่มีขนาดเล็ก 
   1.3 รูปรางของโมเลกลุ โมเลกุลที่มีรูปรางตางกนัการเคลื่อนที่จะมีอัตราเร็วที่ตางกนัดวย 
 2. สนามไฟฟา อัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกุลในสนามไฟฟาเปนสัดสวนโดยตรงกับ
กระแสไฟฟา  ระยะเวลาในการทาํ electrophoresis และความตางศกัยไฟฟา แตแปรผกผันกับความ
ตานทานไฟฟา การใชกําลงัไฟฟาที่สูงจะชวยใหการเคลือ่นที่ของโมเลกุลในสนามไฟฟาเร็วขึ้น แตถาใช
กําลังไฟฟาที่สูงเกนิไปจะทาํใหเกิดความรอนขึ้น อาจทําใหสารเสยีสภาพธรรมชาติได แตถาใช
กําลังไฟฟาทีตํ่่าเกินไปกจ็ะทําใหการใช เวลาในการทาํ  electrophoresis นานเกินไป
กระแสไฟฟาทีใ่ชทํา electeophoresis มกัจะใหในลักษณะที่กระแสไฟฟาคงที่ (current constant) 
หรือความตางศักยไฟฟาคงที่ (voltage constant) 
 3. บัฟเฟอร (buffer)  buffer มีหนาที่รักษาสภาวะความเปนกรด-เบสของตัวกลางค้ําจุน และ
มีความสาํคัญตอการเคลื่อนที่ของโมเลกุลในสนามไฟฟา โดยความเปนกรด-เบส มีผลตอการแตกตัว
ของหมูที่มีประจุของโมเลกลุ ดังนัน้ buffer ที่ใชจึงควรมี pH คงที่เพือ่จะทําใหการแยกนัน้เปนไปดวยดี
และสม่ําเสมอ  ในการทาํ electrophoresis ของ DNA นั้น DNA จะมปีระจุสุทธิเปนลบเสมอ เนื่องจาก
มีหมูฟอสเฟต (PO4

3-) จึงทาํ electrophoresis ใน buffer ที่มีสภาวะคอนขางเปนเบสเล็กนอย เพราะ 
DNA จะคงตัวไดดีกวา 
 4. ตัวกลางค้าํจุน  ตัวกลางค้ําจุนมีความสําคัญตอการแยกสารโดยวธิี electrophoresis เปน
อยางมาก ลักษณะที่ดีของตวักลางค้ําจนุคอื ยอมใหสารตัวอยางผานไดรวดเร็ว สามารถแยกสารเปน
สวน ๆ ไดงาย และชัดเจน ตัวกลางไมควรมีประจุเพราะจะมีผลตอการวิง่ของ DNA ในกระแสไฟฟา 
และไมไวในการทําปฏิกิริยา เปนตน การเลือกตัวกลางค้ําจนุที่เหมาะสมจะทําใหการแยกโดยวิธี 
electrophoresis ไดผลดี ตัวกลางทีน่ิยมใชในงานทั่วไปคือ agarose gel ซึ่งมกัใชในการแยก DNA 
และ RNA สวน polyacrylamide gel มักใชในการแยกสารประกอบโปรตีน เปนตน 

agarose เปนสารที่แยกไดจากผนงัเซลลสาหรายทะเล เปน polysaccharide ซึ่ง
ประกอบดวย galactose และอนุพนัธุ สาย agarose จะพันไขวกัน (crosslinked) ทําใหเจลมีลักษณะ
เปนรูพรุน 

agarose gel electrophoresis เปนวธิีมาตรฐานในการแยกวิเคราะห DNA และ RNA โดย
เมื่อปลอยกระแสไฟฟาผานตัวกลาง DNA หรือ RNA ที่มีประจุลบใน buffer ที่มี pH คอนขางเปนเบส
เล็กนอยจะเคลื่อนที่ไปยงัขั้วไฟฟาบวก DNA หรือ RNA ขนาดใหญจะเคลื่อนที่ไดชากวาขนาดเล็ก ทาํ
ใหสามารถแยกออกไดตามขนาด การตดิตามตําแหนงของแถบ DNA หรือ RNA หลังจากทาํ 
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electrophoresis ทําไดโดยการยอมดวย ethidium bromide แลวนําไปสองดูดวยแสง UV จะเหน็แถบ 
DNA มีแสงวาวสีสม วิธนีี้สามารถตรวจหา DNA ปริมาณต่ํา ๆ ได 
 การเคลื่อนที่ของ DNA ข้ึนกับปจจัยตาง ๆ หลายประการที่เกี่ยวของ คือ  
 1. ขนาดของ DNA  
     ถาเปรียบเทียบ DNA ปลายเปด (linear DNA) เมื่อเคลื่อนที่ผานเจลในสนามไฟฟาจะ
พบวาอัตราการเคลื่อนที่มีคาผกผันกับคา log ของขนาดหรือน้ําหนักโมเลกลุของ DNA คือถา DNA 
ขนาดใหญการเคลื่อนที่จะชากวา DNA ขนาดเล็ก 
 2. ความเขมขนของ agarose gel  

       linear DNA จะเคลื่อนที่ผานรพูรุนภายในเจลดวยอิทธิพลของสนามไฟฟา เมื่อความ
เขมขนของ agarose gel ตํ่า รูพรุนจะมขีนาดใหญ DNA จะเคลื่อนไดเร็ว ตรงกันขาม ถาใช agarose 
gel ความเขมขนสูง ๆ ขนาดของรูพรุนจะเล็กกวา การเคลื่อนที่ของ DNA จะชาลง ดังนั้น การแยก 
DNA ขนาดตาง ๆ ตองเลือกความเขมขนของ agarose ใหเหมาะสมดังตาราง 1 

 
 

ตาราง 1 ความเขมขนของ agarose ที่ใชในการวิเคราะห DNA ขนาดตาง ๆ กัน 
   

 
           ความเขมขนของ agarose                                         ขนาดของชิ้น DNA 
                         (%)                                                                  (กิโลเบส , kb) 

 
0.3    5.0   -   60 
0.6    1.0   -   20 
0.7    0.8   -   10 
0.9                   0.5   -    7 
1.2                   0.4   -    6 
1.5                   0.2   -    3 
2.0                   0.1   -    2 
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แมวา agarose gel สามารถใชแยกวิเคราะหชิน้ DNA สายคูที่มีขนาด 70 basepairs (0.07kb) ดวย
ความเขมขน 3% agarose ถึงขนาด 80,000 bp (80 kb) ดวยความเขมขน 0.1% agarose แตไมคอย
นิยมใช เพราะความเขมขนของ agarose ที่มากกวา 1.5% gel คอนขางแข็งเกินไป และความเขมขนที่
ตํ่ากวา 0.5% agarose จะมคีวามเปราะบางมาก โดยทัว่ไปมักใชความเขมขนระหวาง 0.7 – 1.2% 
 3.  รูปรางของ DNA (conformation of DNA) 

 การเคลื่อนทีข่อง DNA ในสนามไฟฟาขึ้นอยูกับขนาดของโมเลกุลโดยตรง DNA ขนาด
ใหญจะเคลื่อนที่ชากวา DNA ขนาดเล็ก แตทั้งนี้หมายถึงการเปรียบเทียบ DNA ในรูปรางแบบเดียวกนั 
DNA ที่มีขนาดโมเลกุลเทากันแตรูปรางตางกนัจะเคลื่อนที่ตางกนั เชน รูปของ supercoil จะเคลื่อนที่
ไดเร็วกวารูป linear และรูป relaxed  ตามลําดับ 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 Supercoil                         Relaxed                         Linear                   
                   

                          ภาพประกอบ 7  แสดงโครงรูปของ DNA  
 
 

 4. ความตางศกัยไฟฟา  
      อัตราเรว็ของการเคลื่อนที่ของ linear DNA จะเปนสดัสวนโดยตรงกับความตางศักย ณ ที่
ความตางศักยไฟฟาต่ํา ๆ ก็คือ DNA เคลื่อนทีเ่ร็วขึ้นเมื่อความตางศักยไฟฟามากขึ้น (ประมาณ 1 
โวลล ตอเซนติเมตร) แตถาใชความตางศกัยสูงขึน้ การเคลื่อนที่ของ linear DNA โมเลกุลใหญ ๆ จะ
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เพิ่มมากกวาพวกทีม่ีขนาดโมเลกุลเล็กและเมื่อเพิม่ความตางศักยมากขึ้น ประสิทธิภาพในการแยก 
DNA ใน agarose gel จะลดลง ในกรณีที่ขนาด DNA ใหญกวา 2 กิโลเบสและตองการจะใหไดการ
แยกที่ชัดเจนที่สุด  ควรใชความตางศักยตํ่า ๆ  คือไมเกิน 5 โวลลตอเซนติเมตร ทีน่ิยมจะใชประมาณ 1 
โวลลตอเซนตเิมตร ซึ่งปกติ agarose gel electrophoresis จะใชความตางศักยในชวง 0.5-5 โวลลตอ
เซนติเมตรอยูแลว ซ่ึงก็ข้ึนอยูกับขนาดของเจล แตถา DNA เล็กกวา 2 กิโลเบสควรใชความตาง
ศักยไฟฟามากกวา 1  โวลลตอเซนติเมตร เพื่อลดการแพรของแถบ DNA เพราะเวลาที่ใชจะนอยลง 
 5. สวนประกอบของเบสและอุณหภูมิ (base composition and temperature)  
     สวนประกอบของเบสและอุณหภูมิไมมีผลอยางมีนยัสาํคัญตอการเคลื่อนที่ของ DNA ใน 
agarose gel ณ ชวงอุณหภมูิ 4 - 30  C ดังนัน้ การทาํ electrophoresis จึงมักทําที่อุณหภูมิหอง  
 6. บัฟเฟอร (buffer) 
     การเคลื่อนที่ของ DNA ในสนามไฟฟาขึ้นอยูกบัความเปนกรด – เบส สวนประกอบของ 
buffer ถามกีารเตรียมความเขมขนของ buffer ผิด เชน เจือจางมาก ตัวนํากระแสไฟฟาจะนาํกระแส
ไฟฟาไดไมดีและ DNA จะเคลื่อนที่ชามาก และในกรณทีี่เตรียมความเขมขนของ buffer สูงเกนิไป (เชน
ใช 10 เทาของปกติ เนื่องจากเตรียมผิดพลาด) จะทําใหการนาํกระแสไฟฟามปีระสิทธิภาพดี  แตความ
รอนจะเพิม่มากจนเจลละลายและ DNA สูญเสียสภาพธรรมชาติ (denaturation) buffer ที่ใชตองปรับ 
pH ใหสองข้ัวเทากันเพราะเมื่อทํา electrophoresis ไประยะหนึ่ง ข้ัวบวกมักจะมี pH สูงขึ้นและขั้วลบ
จะม ี pH ตํ่าลง ดังนัน้จงึนยิมใช buffer ที่มีความจ ุ (capacity) สูง buffer ที่ใชมหีลายชนิด และมัก
เตรียมในรูปสารละลายที่มคีวามเขมขนสงูกวาความเขมขนที่ใชจริง 10 เทา (10X) หรือ 50 เทา (50X) 
เมื่อตองการใชจึงนาํมาทาํใหเจือจางลงใหไดความเขมขนปกติ  ตัวอยาง buffer ที่นิยมใช 
  6.1 Tris-acetate (TAE) เปน buffer ที่มีความจุตํ่า ดังนัน้ ระหวางการ electrophoresis 
ตองคอยผสม buffer ระหวางขั้วทัง้สองใหเขากัน (โดยใชเครื่องมือชวยในการถายเทหมุนเวียน) การจะ
เก็บ buffer นี้ใหไดนานตองนําไปนึง่ฆาเชือ้ (autoclave) กอน และเกบ็ในอุณหภูม ิ4 C  เพราะมฉิะนั้น
จุลินทรียจะเจริญเติบโตได 
  6.2 Tris-borate (TBE) เปน bufferที่มีความจุสูง แถบ DNA ที่แยกไดจะชัดคมและเล็ก 
เมื่อเตรียมที่ความเขมขน 10 เทา สามารถเกบ็ไดที่อุณหภูมิหองเปนเวลานานโดยไมมจีลิุนทรีย
เจริญเติบโต เนื่องจากม ีboric acid เปนตัวยับยัง้การเจริญของเชื้อ 

  6.3 Tris-phosphate (TPE) เปน buffer ที่มีความจุสูง แถบ DNA ชัดเจนเชนเดียวกับ 
TBE แตสารละลาย 10 เทา จุลินทรียยังสามารถเจริญไดและไมคอยนยิมในงานทัว่ไป 
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ตาราง 2  Buffer สําหรับ electrophoresis 
 
 
                 Buffer                                  เตรียมสําหรับ 1 ลิตร (10X stock) 
 
                  TAE                                  48.4 g Tris-base , 11.4 ml glacial acid  
                                                           20.0 ml 0.5 M EDTA ( pH 8.0 )   
                                                           Final pH 7.6 
                  TBE                                  108.0 g Tris-base , 55.0 g boric acid  
                                                           9.3 g EDTA  Final pH 8.3-8.4 
                  TPE                                  108.0 g Tris-base , 15.5 ml  
                                                           85% phosphoric acid  
                                                           40.0 ml 0.5 M EDTA ( pH 8.0 )   
                                                           Final pH 8.0 
 
 
 
การหาลําดับเบส 
 การหาลําดับเบสใน DNA เปนสิ่งสาํคัญที่จะทําใหทราบโครงสรางยนี และขอมูลทาง
พันธกุรรมของสายพนัธุ หรือยีนที่สนใจ ในป ค.ศ. 1977 (สุรินทร ปยะโชคณากุล.  2543 : 68) ไดมี
ผูพัฒนาเทคนคิการหาลาํดบัเบสขึ้นมา 2 วิธ ี คือ วิธทีางเอนไซม โดย เฟรเดอริก แซงเกอร เรียกวา วธิี
แซงเกอร และวิธีทางเคมี โดยอลัน แมกแซม และวอลเทอร กิลเบิรต เรียกวา วิธีแมกแซม-กิลเบิรต ซึ่ง
วิธีทางเคมีนยิมใชนอยกวาวธิีทางเอนไซม เนื่องจากสารเคมีที่ใชคอนขางมพีิษ และวธิีปฏิบัติจะยุงยาก
กวา 
 อยางไรก็ตามวิธีทัง้สองมีหลกัการคลายคลึงกัน คือ ใหมีการสราง DNA สายใหมข้ึนจากสาย 
DNA ที่ตองการหาลาํดับ จากนัน้ทําใหการสราง DNA นี้หยุดลงที่เบส A, T, C หรือ G แลวแตตัวยับยัง้ 
(วิธีแซงเกอร) หรือสารเคม ี (วิธีแมกแซม-กิลเบิรต) ที่เติมลงไป ผลิตภัณฑสุดทายจะไดชุดของชิ้นสวน 
DNA 4 ชุด แตละชุดประกอบดวยชิน้สวนของ DNA ขนาดไมเทากัน แตทกุชิ้นสวนมีเบสลงทายเปน
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ชนิดเดียวกันทั้งหมด คือเปนชุดที่ลงทายดวยเบส A ชุดหนึง่ เบส G ชุดหนึง่ เบส C ชุดหนึง่ และเบส T 
ชุดหนึง่ เมื่อรวมชิ้นสวนของ DNA ทั้งหมด 4 ชุดเขาดวยกัน จะพบวา DNA แตละชิ้นมีขนาดแตกตาง
กันเพียง 1 นิวคลีโอไทด  ข้ันตอไปนําชิน้สวนของ DNA ทั้งหมดไปแยกออกตามขนาดโดย agarose 
gel electrophoresis จากนั้นอานผลของแถบที่แยกไดจากที่มีขนาดเล็กที่สุด (ซึ่งวิง่ไปไดไกลที่สุด) ไป
จนทีม่ีขนาดใหญที่สุด (ซึ่งวิ่งไดใกลจุดเริม่ตนที่สุด) เมื่อทราบลําดับเบสใน DNA สายหนึง่ก็จะทราบ
ลําดับเบสใน DNA สายคูสม 
 ในปจจุบันไดมีการพฒันาการหาลาํดับเบสโดยใชคอมพวิเตอรเขามาชวย ซึง่โดยหลักการ
พื้นฐานแลว เครื่อง Automated DNA Sequencer ใชหลักการวธิีแซงเกอร  
 ข้ันที่ 1 สราง DNA สายใหมข้ึนจากสาย DNA ที่ตองการหาลาํดับ 
       เร่ิมจากการแยก DNA สายคูเปนสายเดี่ยว แลวนาํสายเดี่ยวนี้มาสายหนึง่ซึ่งเปนสาย
ที่ตองการหาลาํดับ มาเชื่อมตอกับ DNA template ซึ่งเปนสายสั้น ๆ ที่ทราบลําดับเบสแลว  
(โดยตอ DNA template เขาทางปลาย 3’-ของ DNAที่ตองการหาลาํดับเบส)  DNA template นี้จะจับ
กับ DNA สายสั้น ๆ ทีเ่ปนสายคูสม ซึ่งทาํหนาที่ เปน DNA ต้ังตน หรือ  primer  ของการสราง DNA 
สายใหมจากปลาย 5’        3’ โดยเอนไซม Taq DNA polymerase การสรางสาย DNA ตองการ 
deoxynucleotide ทั้ง 4 ชนิด (dNTP) เปนวัตถุดิบ คือ dATP, dGTP, dCTP และ dTTP และเพื่อ
สามารถติดตามชิ้นสวนของ DNA ที่ถูกสรางขึ้นจึงติดฉลาก dNTP ดวยสารกัมมนัตรังสี 
 ข้ันที่ 2 ยับยัง้การสราง DNA สายใหม  
            จากขัน้ทีห่นึง่จะทําใหมีการสราง DNA สายใหมข้ึนจากสายที่ตองการหาลาํดับ ใน
ข้ันที่สองจะทาํใหหยุดการสราง DNA โดยเติมตัวยับยั้งแบบแขงขัน ซึ่งมีโครงสรางคลายนวิคลีโอไทด
ตัวใดตัวหนึง่ลงไป คือ 2’,3’–ไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซด ไทรฟอสเฟต (2’,3’– dideoxyribonucleoside 
triphosphate, ddNTP) ตัวยับยัง้นี้จะไปแยงทีก่ับนวิคลีโอไทดตัวถดัไป เขามาเชื่อมตอไมไดจึงหยุด
การสราง DNA ณ จุดนั้น เชน ตัวยับยั้ง 2’,3’ – ไดดีออกซีแอดีโนซีนไทรฟอสเฟต (2’,3’ – 
dideoxyadenosine triphosphate, ddATP) มีโครงสรางคลายกับ dATP จึงไปแยงที่กับ dATP ทาํให
สามารถแทนที่ตรงเบส A ได ถาใช ddATP จํานวนเลก็นอยก็จะยับยั้งปฏิกิริยาไมหมด การสรางสาย 
DNA บางสายจึงไมหยุดที่เบส A แตสามารถเลยไปหยุดที่เบส A ในลําดับอ่ืน ๆ ที่อยูถัดไป ทาํใหได
สาย DNA เปนชิ้นสวนสัน้ ๆ หลายชิ้น ขนาดแตกตางกนัที่เบสตวัสุดทาย (ปลาย 3’) เปน ddA  (แทนที่
เบส A)  ตอมาทาํปฏิกิริยาซ้ําเชนนี้อีก 3 รอบ แตละรอบใชตัวยับยัง้ตางกนัคือ ddCTP, ddGTP และ 
ddTTP ซึ่งมโีครงสรางคลาย dCTP, dGTP และ  dTTP ตามลําดับ ก็ไดผลิตผลเปนชิ้นสวนสัน้ ๆ ของ 
DNA อีก 3 ชุด แตละชุดประกอบดวยชิน้สวนที่มีเบสลงทายเปน ddC (แทนที่เบส C)  ddG (แทนที่เบส 
G) และ ddT (แทนที่เบส T) ตามลําดับ 
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 ข้ันที่ 3 แยกชิน้สวน DNA สรางใหมดวยวธิีอิเล็กโตรโฟรซิีสแบบเจลอะกาโรส 
           นําผลติผลของ DNA ทั้งหมดจากขั้นทีส่องไปแยกดวย agarose gel 

electrophoresis ซึ่งจะแยก DNA ตามขนาด DNA มีประจุลบเนื่องจากหมูฟอสเฟตจะเคลื่อนที่ไปยัง
ข้ัวบวก ยิ่ง DNA มีขนาดใหญข้ึนประจุลบก็จะมากขึ้น ดังนัน้เมื่อคิดอัตราสวนของประจุตอมวล DNA 
จึงคงที่ นั่นคอื DNA ทุกตัวจะเคลื่อนทีไ่ปในสนามไฟฟาดวยแรงเคลื่อนเดียวกัน เปนผลใหการแยก 
DNA ข้ึนกับขนาดของโมเลกุล นอกจากนีว้ิธีนีย้ังสามารถแยก DNA ที่มีขนาดเทากนัแตมีรูปรางตางกัน
ได คือ DNA ที่เปน supercoil จะเคลื่อนที่ไดเร็วกวาพวก linear สวนพวก relaxed จะเคลื่อนทีไ่ดชาสุด 
  ภายหลงัการแยกยงัไมเหน็ตาํแหนงของชิน้ DNA สามารถหาตําแหนงโดยวิธีออโตเร
ดิโอกราฟ  (autoradiography) คือใชฟลมเอ็กซ เรย  มาแนบแผนเจล  จะปรากฎเปนสีดําบน
แผนฟลม  เนื่องจากสารกัมมนัตรังสีใน DNA แถบทั้งหมดบนแผนฟลมจะเรียก ออโตเรดิโอแกรม 
(autoradiogram) 
 ข้ันที่ 4 อานลาํดับเบสจากออโตเรดิโอแกรม 
            แถบทีป่รากฏใน autoradiogram จะเปนแถบของ DNA 4 ชุด ชุดละ 1 แถว ในแตละ
แถวจะมหีลายแถบ แตละแถบจะเปนชิน้ของ DNA ที่ลงทายดวยเบสนั้น ๆ การอานลําดับเบสจาก 
DNA ที่สรางใหม  ทําโดยเริ่มจากชิน้ DNA ที่เล็กที่สุดไปหาชิน้ที่ใหญที่สุดตามตําแหนงที่ปรากฏ ซึ่งชิ้น
ที่อยูถัดไปจะตางกนัอยู 1 นิวคลีโอไทด ชิ้นใดอยูในแถวใดก็จะเปนเบสนั้น ดวยวธิีนี้จะทาํใหทราบ
ลําดับเบสใน DNA สายที่สรางใหมจากปลาย 5’         3’ ซึ่งเปนสายคูสมกับสายทีถู่กใชหาลาํดับ 
ตอไปก็สามารถหาลาํดับเบสของสาย DNA ที่ถูกใชหาลาํดับได โดยอาศัยหลกัการของเบสคูสม 
 ปจจุบันสามารถหาลาํดับเบสของ DNA แบบอัตโนมัติ โดยพัฒนามาจากวธิีของแซงเกอร คือ 
ติดฉลาก DNA ดวยสารเรืองสีตาง ๆ แทนสารกัมมันตรังสีเดิม และมีวิธีการอานผลและบันทกึผลแบบ
อัตโนมัติ วิธนีี้สามารถอานลําดับเบสของ DNA เปนจาํนวนนับพนันวิคลีโอไทดภายในเวลาเพียงไมกี่
ชั่วโมง 
 
 
ปจจัยที่มีผลตอการหาลําดับเบสจาก PCR product 
 1. primer เปนสิ่งที่สําคัญมากทัง้ในปฏิกิริยา PCR และ sequencing ควรเลือก sequence 
ของ primer จาก unique sequence DNA เพื่อลด non-specific product sequence ของ primer 
และไมสามารถเกิด primer-dimer ได primer ควรมีขนาดประมาณ 20-24 เบส เพื่อใหมี specific 
annealing และทําใหมี Tm ที่สูงพอเหมาะ ถาเปนไปไดควรจะใช primer สําหรับหาลําดับเบสคนละตัว
กับที่ใชทํา PCR  
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 2. เนื่องจาก PCR product เปน DNA เสนคูที่มี complementary strand การเตรียม 
asymmetric PCR แมวา DNA สวนใหญจะเปน DNA เสนเดี่ยว แตกอ็าจมี DNA เสนคูที่ไดในรอบแรก
ของ PCR ปนอยูและเกิด reassociation ข้ึน นอกจากนัน้ก็อาจม ี primer เหลืออยูภายหลงัการทาํ 
PCR primer เหลานี้อาจจะแยงจับ กับ DNA template ที่ตองการหาลําดับเบส ปจจัยเหลานี้จะทาํใหมี 
DNA template มากเกนิไป จะสงผลใหเกดิเปน background อยูในทกุชองของปฏกิิริยา ทาํใหอานผล
ยาก หรืออานไมไดเลย 
 3. ถา PCR product ประกอบดวย DNA มากกวา 1 ชนิด (non-specific product) และใช 
primer สําหรบัตรวจหาลาํดบัเบสตัวเดียวกับ PCR primer จะทําให primer นี้ไปจบักับ non-specific 
DNA ทําใหอานลาํดับเบสไมถูกตองหรืออานไมได นอกจากนั้นยังทําให intensity ของ band ที่
ตองการอานลาํดับเบสลดลงดวย 
 4. primer และ free dNTPs ที่เหลือจากปฏิกิริยา PCR มีผลตอการตรวจหาลาํดับเบส จึง
ควรเตรียม DNA template สําหรับหาลําดับเบสใหบริสุทธิ์เสียกอน ซึง่อาจทําโดยการทํา spin dialysis 
ดวย microconcentrater  การตกตะกอน DNA ดวย ammonium acetate/2-propanol หรือ การทาํ 
electrophoresis เพื่อแยกชิน้ของ DNA ทีต่องการหาลําดับเบสออกมา (ปราณี ฟูเจริญ.  2539 : 5-4)  
 
 
การใชคอมพิวเตอรวิเคราะหขอมูลและสราง Phylogenetic  tree 

Phylogenetic analysis หรืออาจเรียกอีกอยางหนึง่วาการวิเคราะหสายสมัพันธทาง
วิวัฒนาการ เปนเครื่องมือที่ใชในการศึกษาดานววิฒันาการ ไมวาจะในระดับส่ิงมีชีวิตหรือระดับ
โมเลกุล ซึง่ผลการศึกษาในกรณีหลังมกัจะมีชื่อเรียกวา molecular phylogeny หรือ molecular 
phylogetics ดวยเหตทุี่วาเทคโนโลยีไดรับการพัฒนาและถูกนาํมาใชมากขึน้สงผลใหแหลงพนัธุกรรม
ของสิ่งมีชวีิตในโลกจาํนวนมากกาํลังสญูหายไป องคกรตาง ๆ ในหลายประเทศเริ่มต่ืนตัวในการ
อนุรักษ และศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพอยางจริงจัง เพื่อคงไวซึ่งพันธุกรรมของสิ่งมีชวีิต ไดมี
การกอต้ังสมาคม หรือองคกรรับผิดชอบโดยตรง  การประชุมกลุม และการจัดเก็บรวบรวมขอมูลที่
เกี่ยวของมาทาํเปนระบบฐานขอมูล ซึ่งสามารถติดตอส่ือสาร คนหา แลกเปลี่ยนขอมูลหรือถายโอน
ขอมูลไดอยางสะดวกรวดเรว็ผานระบบเครือขายอินเตอรเนต นอกจากนีย้ังมีการเขียนโปรแกรม
คอมพิวเตอรเพื่อชวยเก็บรวบรวมขอมูล รักษาขอมูล วิเคราะหขอมูลและแสดงผลการวเิคราะห
หลากหลายรปูแบบ เพื่อชวยนักวิจัย หรือผูที่สนใจมีความเขาใจลึกซึง้มากขึ้น 

สําหรับรายละเอียดเกี่ยวกับสมาคม หรือองคกรที่รับผิดชอบเกี่ยวกับความหลากหลายทาง
ชีวภาพ อาทิเชน Society for Molecular Biology and Evolution, International Society for 
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Evolution Protistology หรือ Biodiversity Information Network สามารถคนหาไดจากระบบเครือขาย
อินเตอรเน็ต http://www.ucmp.berkeley.edu/subway/phylo/phyloorg.html ที่ website นี้ยงั
รวบรวมชื่อฐานขอมูลที่สําคัญและเกี่ยวของกับงานวิจัยดานนี้ไว  ทัง้ฐานขอมูลทั่วไปประเภท 
Genbank, Ribosomal Database Project, SEQNET หรือ ฐานขอมูลที่เจาะจงถึงการจําแนกสาย
พันธุส่ิงมีชวีิต ตัวอยางเชน PLANT Projects  Database, International Code of Zoological 
Nomenclature, Hierarchical Classification System, Index Virum เปนตน 
 
 
งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 บริกิทตาและคณะ (Birgitta; et al.  1993) ไดทําการสกัด DNA จากสัตวไฟลมั Mollusca 
เปนการสกัดทีม่ีความยากลาํบากโดยปรับปรุงวิธีการสกดั DNA มาจากการสกัด DNA จากพืช สัตวที่
ใชในการสกัด DNA นี้เปนสัตวที่อยูในไฟลัม Mollusca ซึ่งมีทัง้หมด 6 classes คือBivalvia, 
Gastropoda, Scaphopoda, Cephalopoda, Polyplacophora และ Solenogastres โดยแบงสวน
ตาง ๆ เพื่อใชในการสกัด เชน สวนกลามเนื้อที่ใชเคลือ่นไหว สวนของตอมเพศ เนื้อเยื่อสวนกระเพาะ 
สวนของไข วธิีการสกัด คือ นาํเนื้อเยื่อสวนที่จะสกัดมาบดในครกดวย liquid nitrogen จากนัน้เติม 
CTAB buffer บมที่อุณหภมูิ 60 C เปนเวลา 30 นาท ี เติม chloroform : isoamylalcohol 1 เทาตัว 
centrifuge 10 นาที นําตะกอนที่ไดเติม isopropanol กลับหลอดไปมาอยางเบา ๆ ทิง้ไว 1 คืนที่
อุณหภูมิหอง จากนั้น นํามาcentrifuge 10 นาท ีจะได DNA เกิดขึ้น ลาง DNA ดวย 76% ethanol 
และ 10 mM ammonium acetate 30 นาที centrifuge เพื่อนาํตะกอนมาเติม 0.1 mM EDTA จะเห็น
สาย DNA เกิดขึ้น นาํ DNA ที่สกัดไดไปตรวจสอบโดยใชวิธี electrophoresis พบวา สวนของไขจะให
คุณภาพของ DNA ไดดีที่สุด 

แอนเดอสันและแอลลาด (Anderson; & Adlard.  1994) ไดทําการสกัด DNA จากหอย
นางรม 2 ชนิด คือ Saccostrea comnercialis เปนหอยที่พบตามฝงทะเลของประเทศออสเตรเลีย และ 
S. glomerata ซึ่งเปนหอยนางรมที่พบที่ประเทศนิวซแีลนด จากนัน้ทาํการเพิ่มปริมาณ DNA ดวย
เทคนิค PCR โดยใช primer ชวง 18S rRNA  ตอมาหาลําดับเบสโดยใช adsDNA cycle sequencing 
kit  ลําดับเบสที่ไดของหอยนางรมทั้ง 2 ชนิด ไปทํา phylogeny พบวา หอยนางรมทัง้ 2 มี
ความสัมพันธกัน 94%  

   โคจิมะและคณะ (Kojima; et al.  2001) ไดหาความหลากหลายของหอยประจําถิน่ของ
ประเทศญี่ปุน ซึ่งเปนหอยที่อยูใน genus Batillaria มีอยูทัง้หมด 4 species ที่มีลักษณะเปลือก
ภายนอกที่คลายกนั นั่นคือ   
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B. multiformi, B. cumingi, B. zonalis และ B. flectosiphonata ข้ันแรกทําการสกัด DNA โดยใช 
sodium dodecyl sulfate และ phenol-chloroform ทําการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใชวิธ ีpolymerase 
chain reaction (PCR) ดวย primer ที่เปนสวนของยีน mitochondrial cytochrome oxidase I (COI) 
พบวา B .multiformis มีความคลายคลงึกับ B. flectosiphonata มากที่สุดถงึ 86%    
   ริช (Rice.  1990) ทําการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทด ตําแหนง 18s rRNA จากหอยส
แกลลอป โดยการสกัด DNA จากหอยสแกลลอป จากสวนเทาของหอย จากนัน้ทาํการเพิ่มจาํนวน 
DNA ดวยวิธ ีPCR โดยใช primer ชวง 18S rRNA หลังจากนั้นทําการ clone ใน pUC18 แลวหาลาํดับ
เบส โดยใชวิธทีางเอนไซม จากนัน้ทําการเปรียบเทียบลาํดับเบส กับหอยตาง ๆ ที่มีคนทาํอยูแลว พบวา 
ลําดับเบสของหอยสแกลลอปมีสวนเหมือนกับหอยทะเลตัวยาว Cryptochiton stelleri  89.6 % มีสวน
เหมือนกับหอย Spisula solidissima  88.6 % มีสวนเหมือนกับหอย Mya arenaria 87.2 % และมี
สวนเหมือนกบัหอย Anisodoris nobilis  85.9 % และเมื่อเปรียบเทียบกับชนิดของหอยกาบ พบวา
หอยสแกลลอปมีความเหมอืนกับหอยกาบถึง 93.3 % 
 ทิพวรรณ สิงหไตรภพ (2542) ทาํการศึกษาความหลากหลายของหนอนเยื่อไผ (Omphisa 
sp.) โดยการสกัด DNA จากหนอนเยื่อไผจากตนไผทั้ง 5 ชนิด จากนัน้ เพิ่มปริมาณ DNA ดวยวิธี PCR 
โดยใช primer ชวง 18S rRNA จากนัน้นาํไปแยกโดยอเิล็กโตรโฟริซีส โดยใช 2% agarose gel จากนัน้
นําไป clone ใน pUC 19 vector แลวนาํ ไปหาลาํดับเบสโดยใชเครื่อง DNA Sequencer จากนั้นทํา
การวิเคราะหทางววิัฒนาการ (Phylogenetic analysis) โดยใชโปรแกรม DNASIS จาก GEN Bank 
Database โดยใชวิธ ี neighbor-joining พบวา การศึกษาลําดับ nucleotide โดยใชวิธี PCR แสดงให
เห็นวา หนอนเยื่อไผที่อาศัยอยูในตนไผที่แตกตางกนัทั้ง 5 ชนิด อยูใน spicies เดียวกัน คือ  
O. fuscidentaliis และจากการศึกษา phylogenetic tree แสดงใหเห็นวา O. fuscidentalis อยูใน
กลุมเดียวกับ Spodoptera sp. , Manduca sp. , Antheraea sp. มีความคลายคลึงกัน 76 %  

ชูตา บุญภักดี (2543) ไดทําการศกึษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมาน้ําที่พบใน
ประเทศไทย ทําการศึกษาในมาน้ํา 3 ชนดิ คือ Hippocampus spinosissimus, H. kuda และ  
H. trimaculatus โดยเตรียมดีเอ็นเอทัง้หมดของเซลลจากเลือดของมาน้ําดวยวิธเีก็บตัวอยางเลือดไวใน
บัฟเฟอร TNES-Urea เมื่อวเิคราะหรูปแบบดีเอ็นเอที่จาํเพาะตอชนิดของมาน้ําในบรเิวณยีน18S rRNA
พบวาH. spinosissimus มแีถบดีเอ็นเอเขม 2 แถบ ขนาดประมาณ 900 และ 650 คูเบส H. kuda มี
แถบดีเอ็นเอเขม 1 แถบ ขนาดประมาณ 900 คูเบส และ H. trimaculatus มีแถบดีเอ็นเอเขม 1 แถบ
และจาง 3 แถบ ขนาดประมาณ 900 คูเบส และต่ํากวา 500 คูเบส ตามลําดบั การศึกษาความ
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หลากหลายทางพันธกุรรมภายในชนิดของมาน้าํ H. spinosissimus ทําโดยวิเคราะหชิ้นสวนไมโตคอน
เดรียลดีเอ็นเอ ทีเ่พิ่มจาํนวนดวยเทคนิค PCR ต้ังแตบริเวณยีน cytochrome b จนถึง 12S rRNA ของ
มาน้าํจาก จ.ชลบุรี , จ.ระยอง และ จ.ตราด โดยยอยชิ้นสวนดีเอน็เอดังกลาวดวยเรสทริกชนัเอนไซม 
EcoRI, HindIII, KpnI, HaeIII, HhaI, MspI และ TaqI เมื่อใช TaqI พบความแตกตางทางพนัธุกรรมใน
มาน้าํจาก จ.ระยอง ซึง่เกดิขึ้นภายในแหลงเดียวกนัและตางจากแหลงอื่นดวย สวนการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธกุรรมของมาน้ํา H. kuda ทาํการศึกษามาน้าํจาก จ.ชลบุรี และ จ.ตราด โดย
วิเคราะหในบริเวณยีน ATPase ของไมโตคอนเดรยีลดีเอ็นเอและทดสอบเชนเดียวกับมาน้าํ H. 
spinosissimus แตไมพบความแตกตางทางพนัธุกรรมภายในชนิดของมาน้าํ H. kuda 

ปทมาภรณ ศิริมา; และ สุนนัทา พรายแกว (2541) ทําการศึกษาหาลาํดับเบสของ 
Ribosomal DNA ที่ตําแหนง ITS2 ของยุง Anopheles maculatus กลุม B และ E ในประเทศไทย โดย
การเพิม่ปริมาณ genomic DNA โดยใชปฏิกิริยาลูกโซ PCR ได DNA ขนาดประมาณ 450 bp จากนัน้
นําชิน้ DNA ที่ไดเชื่อมตอกบัชิ้น DNA พาหะ pCR 2 เมื่อได clone ที่มีชิน้ DNA ที่ตองการแลวจึงทาํ
การหาลําดับเบส โดยวิธ ี  enzymatic DNA Sequencing เมื่อเปรียบเทียบลําดบัของเบสที่ตําแหนง 
ITS 2 ระหวางยุงกลุม B และ E แสดงใหเหน็วามีความแตกตางกนัของเบสหลายตําแหนง อยางไรก็
ตามลําดับเบสที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้มคีวามแตกตางกับลําดับเบสของยุงชนิดเดยีวกนัซึ่งไดมี
การศึกษาไว 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการศึกษาคนควา 

 
 

การดําเนินการศึกษาคนควาแบงไดเปน 6 ข้ันตอน ดังนี ้
 1. รวบรวมสายพันธุหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 2. การสกัด DNA ของหอยเชอรี่ 
 3. การเพิ่มจาํนวน DNA ที่ตองการ โดยใชเทคนิค PCR 
 4. การตรวจตาํแหนงของ PCR product โดยใชวิธี Electrophoresis 
 5. หาลําดับเบสของ PCR product โดยใชเครื่อง DNA Sequencer 
 6. ทาํ Phylogenetic tree เพื่อจําแนกชนดิของหอยเชอรี่ 
อุปกรณและสารเคมี 
 1. สัตวทีใ่ชในการศึกษา 
                    หอยเชอรี่ทีเ่กบ็ในเขตภาคกลางของประเทศไทย ไดแก จ.ปทมุธานี จ.พระนครศรีอยุธยา 
และ กรุงเทพฯ 
 2. เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
   2.1 เครื่องเพิ่มปริมาณสารทางพันธกุรรม 
     2.2 เครื่องฉายรังสีอุลตราไวโอเลต 
      2.3 เครื่องหมนุเหวี่ยงขนาดเล็ก 
      2.4 ไมโครเวฟ 
      2.5 เครื่องเขยา 
      2.6 เครื่องนึง่ฆาเชื้อ 
      2.7 เครื่องชั่งวางน้ําหนกัดานบน 
      2.8 เครื่องอิเลก็โตรโฟริซิส 
      2.9 เครื่องดูดจายสารปริมาณต่ํา 
      2.10 กระติกน้าํแข็ง 
      2.11 อางเลี้ยงหอยเชอรี ่
 3. สารเคมี 
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     3.1 ไนโตรเจนเหลว 
   3.2 Tris-HCl 
  3.3 EDTA 
   3.4 NaCl 
   3.5 N-Laurylsarcosine sodium salt 
   3.6 Phenol-Chloroform 
   3.7 Protinase K 
   3.8 Cetyltrimethylammonium bromide  (CTAB) 
   3.9 2-propanol 
   3.10 Agarose 
   3.11 Deionized water 
   3.12 Ethidium bromide 
   3.13 PCR kit 
   3.14 High Pure PCR Template Preparation kit  

 4. วัสดุภัณฑ 
 4.1 Microtube ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร 
 4.2 Motar and pestle 
 4.3 Erlenmeyer flask 
 4.4 Cylinder 
 4.5 Pipette tip 
 4.6 Beaker ขนาดตาง ๆ 

 5. ไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
     ตําแหนงยนี 18S rRNA (หนวยบริการพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ) 
      A1-AACCTGGTGATCCTGCCAGT 
      B1-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 
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วิธีดําเนินการ 
 ดําเนนิการโดยภาพรวม 
 
ในภาคสนาม                                        เก็บหอยเชอรี่ในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
                                                                                 
ในหองปฏิบัติการ                              เลีย้งหอยเชอรี่ในอางโดยแยกตามลักษณะภายนอก 
                                                                               
                                                                                          ไขหอยเชอรี่ 
 
                                                                                       DNA extraction 
                                                        
                                                                                                 PCR 
 
                                                     Electrophoresis 
 
                                                                             
                                                                                         Sequencing 
 
                                                                
                                                                                   Sequence alignment 
                                                                                  
 
                                                                          Phylogenetic tree reconstruction 
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 1. การเลี้ยงหอยเชอรี ่
  1.เก็บตัวอยางหอยเชอรี่ทีม่ีรูปรางลักษณะตางๆมาเลีย้งไวในอางโดยแยกลักษณะตาง ๆ 
ในแตละอาง 

2.เลี้ยงหอยจนแนใจวาหอยที่เลี้ยงไวมีรูปรางลักษณะเชนดังเดิมทุกรุนที่หอยออกลูก 
โดยเริ่มใชหอยในรุนที่ 3 

 2. การสกัด DNA 
 

นําไขของหอยเชอรี่บดในโกรงพรอมกับไนโตรเจนเหลว 
 

เติม Extraction buffer 8 mL 
 

ผสมโดยกลับหลอดไปมา ที ่37 C จนเปนเนื้อเดียวกัน 
 

Incubate ที่ 4 C นาน 30 นาท ี
 

เติม Phenol : Chloroform 5 mL 
 

                                             เขยาเบา ๆ นาน 30 นาท ี
 

ปน 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 30 นาท ี
 

 เติม Protinase K 40 L ในตะกอนที่ได 
 

Incubate ที่ 65 C นาน 15 นาท ี
 

เติม 5M NaCl และ CTAB อยางละ 500 L 
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Incubate ที่ 65 C นาน 15 นาท ี
        

เติม Chloroform ปริมาณ 1 เทาตัว เขยาเล็กนอย 
ปน 12,000 rpm 4 C นาน 30 นาท ี

 
ดูดสวนใสที่อยูชั้นบนออกมาใสหลอดทดลองหลอดใหม 

 
เติม 2-propanol ปริมาตร 1 เทาตวั กลบัหลอดไปมาจนเหน็สาย DNA 

 
Incubate ที่ -20 C overnight 

 
ปน 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 30 นาท ี

 
นําตะกอนที่ได มาเติม TE buffer 1 mL 

 
นํา DNA มาผาน High Pure DNA template 

 
 High Pure DNA Template Preparation kit  ประกอบดวย 

1.1  Binding buffer  
1.2  Washing buffer   
1.3  Elution buffer  
1.4  Filter tubes 
1.5  Collection tube 

นํา DNA มาเติม  Binding buffer 200 l ผสมใหเขากนั 
 

 
ใสสารละลายที่ไดใน filter tube ที่วางไวบน collection tube ที่เรียบรอยแลว 

 
ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี
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เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง 
 

เติม  Washing buffer 500 l ลงใน filter tube ที่วางบน collection tube อันเดิม 
 

 ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี
 

เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง 
 

เติม  Washing buffer 500 L ซ้ําอีกครั้งและปนซ้าํอีกครั้ง 
 

นํา filter tube ทีว่างบน collection tube อันเดิมไปปนที่ high speed นาน 10 วนิาทีอีกครั้ง เพือ่เอา 
Washing buffer ออกใหหมด 

 
นํา filter tube ไปใสในหลอดทดลอง 1.5 mL ที่สะอาดอนัใหม 

 
เติม Elution buffer 100 L ลงใน  filter tube 

 
ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี

 
เก็บสารละลายในหลอดทดลอง 1.5 mL นี้ไวที ่4 C เพือ่ทําปฏิกิริยา PCR 

  
 3. การเพิ่มขยายปรมิาณ DNA บริเวณ 18S rRNA โดยใชเทคนิค PCR 
      ในการทํา PCR มีสวนประกอบที่สําคัญ 4 สวน คือ  
  - DNA template คือ DNA สายคูที่ไดจากการสกัด DNA จากหอยเชอรี่ 
  - เอ็นไซม Taq DNA polymerase 
  - deoxynucleotide triphosphates ทั้ง 4 ตัว ไดแก dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
  - oligonucleotide primer ซึ่งเปน DNA สายสั้น ๆ  
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ตาราง 3 แสดงสวนผสมของ PCR reaction  
 
 
 สาร          ปริมาตรที่ใช ( L)  ความเขมขนสดุทาย 
 
         DNA          1.0    
      10X Buffer PCR         2.5  
     Primer A1                       1.0                       50.0   mM 
     Primer B1                     1.0             50.0   mM 
     MgCl2                      1.5                         1.5   mM 
     Taq  Polymerase          0.2                            5.0   U 
     dNTPs             2.0                          2.5   mM 
     Sterile distilled water      15.8  
 
        รวม         25.0    
 
   
 
 นํา microtube ที่มีสวนผสมดังขางตนไปปนในเครื่อง microcentrifuge ประมาณ 30 วินาท ี
นําสวนผสมทีไ่ดไปใสในเครื่อง PCR โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาดงันี ้
   Denaturation step              95 C                       เวลา 1 นาท ี

 Annealing step                   60 C                       เวลา 1 นาท ี 
 Extention step                    72 C                    เวลา 1 นาท ี 

 ทําซ้าํจํานวน 30 รอบ และเพิ่มการใชอุณหภูมิ  95  C นาน 5 นาท ีและ 72 C นาน 10 นาท ี
ในชวงเวลากอนและหลงัครบรอบตามลําดับ 

  - จากนัน้นาํ PCR product ที่ไดเก็บไวที ่4  C 
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  - นํา PCR product บางสวนมาตรวจดูโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดย
เทียบกบั DNA มาตรฐาน 

  - นํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับเบส ที ่BSU 
 
 4. การเตรยีม Agarose Gel electrophoresis และการทาํ electrophoresis 

  1. ชั่ง agarose ใสใน TBE bufferใหมีความเขมขน 1% agarose 
  2. ใหความรอนจนกระทัง่ agarose ละลายเปนเนื้อเดียวกันใน buffer 
  3. ต้ังทิ้งไวใหเย็นลงประมาณ 60 C นําไปเทใน gel chamber ที่มีชองสําหรับหยอด

สารละลายดีเอ็นเอตั้งอยูเรียบรอยแลว 
  4. ทิง้ไวจน agarose แข็งตัวจึงดึง comb ออก 
  5. เท TBE buffer จนทวมเจลประมาณ 1 mm 
  6. ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 2 L กับ loading dye 5 L แลวหยอดลงในชองของเจล 
  7. ตอข้ัวอิเลก็โทรดเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟ โดยใหกระแสไฟวิ่งจากขั้วลบไปขั้วบวก 

ภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 40 นาท ี
  8.หลังจากปดเครื่องจายกระแสไฟแลว นําเจลไปยอมดวยดวยสารละลาย ethidium 

bromide 0.5 g/mL ประมาณ 3 นาท ีที่อุณหภูมิหอง  
  9. ลางสีของ ethidium bromide โดยการแชในน้ํากลั่น ประมาณ 30 นาท ี
  10. นํา เจลไปสองดวย UV-source ในเครื่อง UV transilluminator เพือ่ดูขนาดของ 

DNA เทียบกบั DNA มาตรฐาน 
 5. หาลาํดับเบส 

     นาํลําดับเบสที่ไดจากหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ มาทํา Sequence alignment โดยใช
โปรแกรม Clustal W จาก website http://ebi.ac.uk/ ของ The European Molecular Biology 
Laboratory (EMBL, U.K.) จากนั้นจงึสราง phylogenetic tree  
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
 

1. การเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ 
 จากการเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ในเขตภาคกลาง สามารถจําแนกหอยเชอรี่ตามลักษณะภาย 

    นอกไดทั้งหมด 5 ลักษณะ ดังภาพประกอบ 8-12 
     
 

 
 
 

ภาพประกอบ 8 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา มีลาย 
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ภาพประกอบ 9 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา ไมมลีาย 
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ภาพประกอบ 10 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวดํา 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 11 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวเหลือง 
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ภาพประกอบ 12 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวเหลือง 
 
 
 

2. การสกัด DNA หอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
     ผลจากการสกดั DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ สามารถตรวจสอบคุณภาพของ DNA 
จากการทาํ   Agarose gel electrophoresis ไดขนาดของ DNA ประมาณ 20,000 bp ดัง
ภาพประกอบ 13 
 
                                                      M       1      2       3        4                 M       5 
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 M   = Lambda DNA-Hind III Marker 

 1    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 1 
 2    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 2 
 3    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 3 
 4    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 4 
 5    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 5 
 

ภาพประกอบ 13 แสดงคุณภาพของ DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 
 
 
3. ศึกษาการเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ 18S rRNA ดวยเทคนิค PCR และหาลําดับ
เบส ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 หลังจากสกัด DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะและทาํ PCR โดยใช primer บริเวณ  
18S rRNAไดผลการทดลอง ดังภาพประกอบ 14-18 โดยพบวา PCR product ของหอยเชอรี่ทัง้ 5 
ลักษณะมีขนาดใกลเคียงกนั คือ ประมาณ 2000 bp 

23,130 
 
6,557 

   Base pairs 
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                                                                    M                                 1      2 

                               
 
                                              M   = 100 bp DNA Ladder 

1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่1 
                                                         (เปลือกดํา ตัวดาํ มีลาย) 

2 =  Negative control 
 

ภาพประกอบ 14 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 1 
                                         (เปลือกดํา ตัวดํา มีลาย) 
 
 

นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่1 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
1          ACTCCTNAGACTTTTACTTCCTCTAAACGATCAAGTTNGAGCGTCTTCTC                       50  

51          GACCAGCGGCGCCGCCCCGTGNAAGGGCGGGCCGAGACCAATCCGAGGCC         100      

101        CTCACTAAACCGTTCAATCGGTAGTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGG               150 

   Base pairs 
 
 
   3,000 
   2,000 
 
 
 
     500 
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151        CAGGGACGTAATCAACGCGAGCTTATGACTCGCGCTTACTGGGAATTCCT                 200    

201        CGTTCATGGGGAAGAATTTCAAGCCCCAATCCCTATCACGAAGGAGATTC                 250   

251        AAGGGGTTTCCCACTCTTTTCAAAGCAGGGACACATCCACGTTGATTCCT                  300  

301        TCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCCGGACATCTAAGGGCATCACAGACCTG             350  

351        TTATTGCTCAATCTCGTGTGGCTAAACGCCACTTGTCCCTCTAAGAAGTT                    400  

401        AGCACCGACGCGTGAAGAATCGGTGAACTATTTAGCAGGCTAGAGTCTCG               450  

451        TTCGTTATCGGAATTAACCAGACAAATCGCTCCCCCAACTAAGAACGGCC                500  

501        ATGCACCACCACCCACCGAATCNAGAAAGAGCTATCAATCTGTCAATCCT                550  

551        TACAGAGTCCGGACCGGGTGAGTTTTCCCGTGTTGAGTCAATTAAGCCGC               600  

601        ANGCTCCACTCCTGGTGGTGGCCCTTTCTTCAATTCCCTTTAAGTTTCAG                   650  

651        CTTTGTCAACCATACTTTCCCCCGGGAAACCCNAAAAACTTTGGTTTTCC                  700  

701        CCTGAANCCTGCCCCGCAATAGTCCAATGNAACCNACCCCCCNGCGGAAT            750  

751        CCCTTATTTGGNCATCGTTTTATTGGGCCANAACCTACGNACNGGCAATT                 800  

801        TNGATCNNTCTTTCCAAAANCTCNTGNCCTTTCNGTTCTNTGANTNNANT                  850  

851        AAAAAANTNCCTTNGGANAATNCCNNTTNTCCACTTGTTCCCTTNTTGCG                 900    

901        NATGGATTCCANGAAATTTTNCCNNNTNATCACCGCCAATACNGNNTGCC               950  

951        CCCGGCATGGNCCCCTTAAATAATNCCCCCGNGTTCCCGAAAACCNGCCA          1000  

1001      AAATTANC                                                                                                                     1008 

 
 
                                                                     M             1      2 
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                                              M   = 100 bp DNA Ladder 

1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2 
                                                                (เปลือกดํา ตัวดาํ ไมมีลาย) 

2 =  Negative control 
 

ภาพประกอบ 15 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 
                                                        (เปลือกดํา ตัวดํา ไมมีลาย) 
 
 
 
 
 

 
 

นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
1        TNNTTNNNNNTTCCNNNNATCATANCTNCNACAAAGATTANGCCATGCAT                       50 

51         GTCTAAGTTCACACCCTCGTACGGTGAAACCGCGAATGGCTCATTAAATC                  100 

       Bases pairs 
 
 
 
     3,000 
     2,000 
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101       AGTCGAGGTTCCTTAGATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATT                     150 

151       CTAGAGCTAATACATGCAAACCAGCTCCGACCCGGTGTCAAAGCCGGGAA               200 

201       AGAGCGCTTTTATTAGTTCAAAACCAGTCGGGGTTTCGGCCCCGTCCCTT                  250 

251       TTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGATCGCATGGCCTCGAGCCGGCGA               300 

301       CGCATCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGG                     350 

351       CCTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGA               400 

401       GGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA           450 

451       CTTACCCACTCCCAGCTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACGGAA             500 

501       CTCTTTTGAGGCTCCGTAATTGGAATGAGTACACTTTAAACCCTTTAACN                     550 

551       AGGATCTATTGGANGGCAAGTCTGGTGNCCANCANCCNCNGNAATTCCNG               600 

601       CTCCNATANCGNATATTAAAGTTGTTGCNATTNANAAGCTCNNANTTGGA                   650 

651       TCTCNGGNATNNCCCNCGGTCCNNCCCNCNACGGTNACTGNNNNAACCTN             700 

701       GGNTNGNNCCGNTTCTTCCCCGNGNCNNCNCNGNTTTTNGGCCNNCCATCN          750 

751       CTCCNTTTATNTNCGGNNTTCTCCNNCCNTGNGCNTTTNCCTNAACNTTA                  800 

801       TTGGCCGGNCNGNACCNTTTACCTTTCAANAAATNANANNGNNNANNNNNN            850 

851       GNNTNTNCNNNCNNAATTATNGNNCCNNGNNANTCANGNNATANNNNCCCN          900 

901       NNNCNNNTTTTNNNNNNTNCTNNNANCNCNNGNNNTNNTTNNNANNNNNN             950 

951       NNNNNNNNNCNNCCCNNTNCNCCNNNTTNNNCNNNNNNTNNTTNNCNNNC         1000 

1001     TNNNNNNNNCANNNNNNNNNNANNNNTTNCNCANCCCC                                  1038 

 

 
 
                                                                                           M        1      2 
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                                              M   = 100 bp DNA Ladder 
1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่3 
           (เปลือกเหลือง ตัวดาํ) 
2 =  Negative control 

 
ภาพประกอบ 16 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 

                                       (เปลือกเหลือง ตัวดํา) 
 

 
 

 
 

นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่3 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
1               CGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCA            50 
51             CATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAACTTACCCACTCCCAGCTCGGGGA          100 

 
                Base  pairs 
                 3,000 
                 2,000 
 
 
 
                   500 
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101           GGTAGTGACNAAAAATAACAATACGGAACTCTTTTGAGGCTCCGTAATTG                150 
151           GAATGAGTACACTTTAAACCCTTTAACNAGGATCTATTGGAGGGCAAGTN                200  
201           TNTTGNTTGTCTNNAGATTAGNCATGCATGTCTAAGTTACACCCTNGTAC                  250 
251           GGTGAAACCGCGAATGGCTCATTAAATCAGTCGAGGTTCCTTAGATGATC               300 
301           CATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACATGCAAACC                  350 
351           AGCTCCGACCCGGTGTCAAAGCCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGTTCAAA              400 
401           TGCCGATCGCATGGCCTCGAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATGTCTGCCC            450  
451           ACCAGTCGGGGTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTG              500 
501           TATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGCCTACCATGTTGACTACGGGTAA               550 
551           TGGTGCCANCAACCCCCGGTAATTCCANCTCCAATAGCGTATAATTAAAG              600 
601           TTTGNTGCGATTTAAAAANCCCNTANTTGGATCTTCAGGCATGGGCGTGN               650 
651           CGGNCCCTNCTNGCCGACNGTCACTGTGCCNAAACCNGGGCCTNGCCGCC        700 
701           GGCCTCTTCTNGGGGGTCCNCNTTCNGGTTTTTTNGGGCGTTNCCNNTCC             750 
751           CTCCCCTTTTATCTTCCNGGGCCTTCTTCCNNTCCAATGGTGNCTTTTTC                  800 
801           NNTTNNACCCTTNTTGGGGCGGGCNGGGAANCTTTTACTTTTNTAANAAA               850 
850           ANTNANAANCNTTCNCAAAACNANGCTNCCTCAACCCCTNANTTAATGGN              900 
901           NCCCNTTGNNAATAAANGGGAATTTGGAACCCCCN                                                  935 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                    M              1       2 
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                                               M   = 100 bp DNA Ladder 

1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่4 
          (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
2 =  Negative control 

 
ภาพประกอบ 17 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 

                                         (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
 
 
 
 
 
 
 

นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่4 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
 

         Base pairs 
 
         3,000 
         2,000 
 
         1,200 
  
            500 
 
 
            100 
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1                ATCATANNCTTCTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTTCACACCC             50  
51              TCGTACGGTGGAAACCGCGAATGGCTCATTAAATCAGTCGAGGTTCCTTA        100  
101           GATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACAT             150  
151           GCAAACCAGCTCCGACCCGGTGTCAAAGCCGGGAAAGAGCGCTTTTATTA       200       
201           GTTCAAAACCAGTCGGGGTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGAT         250        
251           AACTTTGTGCCGATCGCATGGCCTCGAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATG        300  
301           TCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGCCTACCATGTTGACTA           350  
351           CGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACG     400  
401           GCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAACTTACCCACTCCCAGC      450  
451           TCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACGGAACTCTTTTGAGGCTCC         500  
501          GTAATTGGAATGAGTACACTTTAAACCCTTTAACGAGGATCTATTGGAGG             550  
551          GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTNCAATAGCGTATAT         600  
601          TAAAGTTGTTGCGNATTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTCANGCATGGGCG           650  
651          TGCNGTCCGTTCTCGCNACGGTCACTNCGCGAAANCCTGGGCTNGGCGCG      700  
701         GCTCNTTCTCGGGGTCNCNNTCNGTTTTTTGGCCTTCCCATCCTCCCCTT             750  
751         TATCTTCCGTCCTCTCCNNCCCCATNGTGCTCCTNCTCTTCACCGTTTTG              800  
801         GGCNGGNCGGAAACTNCTNCTTTGAAGAAAATTAAAANGGTTCNAANCNA          850  
851         GGCCNNTTCAGNCCTGNAATAATNGGGGCATNGGANNAANTGGAAATAAN        900  
901         GANCCTCCGNNTCTATTTNTGCTTGGTTTTNCGGANCCCNCAGNTAAATG            950  
951         NTTTATANAAGGACCTCAACNGCGGGNCACCCCTCNTTTNCGGGNGTTNN        1000  
1001       AAGNNNAAATTCCTCTNCCT                                                                                    1020 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

                                                                                      M     1     2 
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M   = 100 bp DNA Ladder 
1 =  Negative control 
2 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่5 

                                                         (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
 

 
ภาพประกอบ 18 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 5 

                                                        (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
 
 
 
 
 
 

นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่5 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
1               GNAGNNNNNNNTGGGGGGGGNNGGAGACCTGCGACGGATGCTCCAGGGTN          50 

        Base pairs 
 
 
         3,000 
         2,000 
 
            500 
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51             CTTGAAAAAGTAGAGGTAGTAGGTGAACCTGCAAGAAGGATCAACCACGG              100 

101           TNAATCAGTCGAGGTTCCTTAGATGATCCATTTCTACTTGGNTAACTGTG                   150 

151           GCAATTCTAGAGCTAATNCATGCAAACCAGCTCCGNCCCGGTGTCAAAGC              200 

201           CGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGNTCAAAACCAGNCGGGGTTTTGGCCCC                250 

251           GTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGAACGCATGGACTCGAGC             300 

301           CGGCGACGATCTTTCAAATGACTGCCCTATCAAATGTCGATGGTNCGTGA               350 

351           TAGGCCTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCG             400 

401           GAGAGGGAGCATGAGAAACGGCNNACCACANCCAAGGNAGGNAGCAGGCG       450 

451           CGNAACNTTANCCCACTCCAGCNTCGGGGAGGGNANGTGACNAANAAAAA          500 

501           NCNAATACCGGAACCTNTTTTNGNGGCTTCGTATTTNGGNANNNGGTACA              550 

551           CCTTTTAAACCCCTTTTAACCGAGGANTNTTATTTGGGGGGCAAGGNTTT                600 

601           GGGGGCCAGCAGCCCCCNTTAATTTCCAGCCTCCAATAGCCGTTTTTTTA              650 

651           AAAGGNTGNTGGNGATTTAAAAAAGGNTCGTNNGGTTGAGTCTTNAGCCNN          700 

701           TNGGNNGGGNCNGGNCCCGNTTTTGNGNCGGNTTNCCTGCCCCCNAGCCT        750 

751           TGGGCTTNGGCNNGGCTCTTTNNGCGGGGGTCCCCGGGTTGGNTTTTTTT            800 

801           GGGCCCGCCCCNTTCTTTTCGTATTTTTTTCCGGGTTTTTTCCGNGCCNN               850 

851           GGGGGGNTCTTNGGTTNGGGGGNNNNTGGGGGNGGGCCCGGAAACNNTTT      900 

901           NNTTTTGGANNAANTTTAGNNGGTNTTNANAANAGNNGGGTTTTAACCTT              950 

951           TAAAAAAGGGGNCNNNNGAAAANTTGAAANANGACCCCCGGCTTTTTTTN          1000 

1001         CCCNGGGTTTNGGGCCCCCGGGGGTTTTTTTTTAAGGNGGNCCCGCCGGGN   1050 

1051         CNCTTCCTTTTTTGG                                                                                                  1065 

 
4. การทํา sequence alignment ของ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะดวย
โปรแกรม Clustal   W  
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     ผลการทาํ sequence alignment ของ 18S rRNA ของหอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะ ดวย
โปรแกรม Clustal W พบลําดับเบสบางสวนของหอยเชอรี่ที่เหมือนกนั ในสัดสวนที่ไมเทากัน ดังขอมูล 
                                                   
T4      ------------------ATCAT-ANNCTTCTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAG 41 
T2      ---TNNTTNNNNNTTCCNNNNATCATANCTNCNACAAAGATTANGCCATGCATGTCTAAG 57 
T5      GNAGNNNNNNNTGGGGGGGGNNGGAGACCTGCGACGGATGCTCCAGGGTNCTTGAAAAAG 60 
T3      -------CGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACAT 53 
T1      --------ACTCCTNAGACTTTTACTTCCTCTAAACGATCAAGTTNGAGCGTCTTCTCGA 52 
                                             *                       
T4     TTCACACCCTCGTACGGTGGAAACCGCGAATGGCTCAT--TAAATCAGTCGAGGTTCCTT  99 
T2     TTCACACCCTCGTACGGTG-AAACCGCGAATGGCTCAT--TAAATCAGTCGAGGTTCCTT 114 
T5     TAGAGGTAGTAGGTGAACCTGCAAGAAGGATCAACCACGGTNAATCAGTCGAGGTTCCTT 120 
T3     CCAAGGAAGGCAGCAGGCG-----CGCAACTTACCCACTCCCAGCTCGGGGAGGTAGT-- 106 
T1     CCAGCGGCGCCGCCCCGTG-----NAAGGGCGGGCCGAGACCAATCCGAGGCCCTCACTA 107 
                                          *      *    *  *   *      
T4     AGATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACATGCAAACCAG 159 
T2     AGATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACATGCAAACCAG 174 
T5     AGATGATCCATTTCTACTTGGNTAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATNCATGCAAACCAG 180 
T3     -GACNAAAAATAACAATACGGAACTCTTTTGAGGCTCCGTAATTGGAATGAGTACACT-- 163 
T1     AACCGTTCAATCGGTA-GTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTAATCAA- 165 
                **    *    *         *    *    *          * *  *    
 
T4     CTCCGACCCGGTGTCAAAG--CCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGTTCAAAACCAGTCGGG 217 
T2     CTCCGACCCGGTGTCAAAG--CCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGTTCAAAACCAGTCGGG 232 
T5     CTCCGNCCCGGTGTCAAAG--CCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGNTCAAAACCAGNCGGG 238 
T3     -TTAAACCCTTTAACNAGGATCTATTGGAGGGCAAGTNTNTTGNTT--------GTCTNN 214 
T1     -CGCGAGCTTATGACTCGCGCTTACTGGGAATT--CCTCGTTCATGGGGAAGAATTTCAA 222 
              *   *  *                         **                   
 
T4     GTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGATCGCATGGCC--TC 275 
T2     GTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGATCGCATGGCC--TC 290 
T5     GTTTTGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGAACGCATGGAC--TC 296 
T3     AGATTAGNCATGCATGTCTAAGTTACACCCTNGTACGGTGAAACCG-CGAATGGCTCATT 273 
T1     GCCCCAATCCCTATCACGAAGGAGATTCAAGGGGTTTCCCACTCTTTTCAAAGCAGGGAC 282 
               *            *  *  *               *      * *        
 
T4     GAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGC 335 
T2     GAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGC 350 
T5     GAGCCGGCGACG-ATCTTTCAAATGACTGCCCTATCAAATGTCGATGGTNCGTGATAGGC 355 
T3     AAATCAGTCGAG-GTTCCTTAGATGAT--CCATTTCTACT-TGGATAAC-TGTGGCAATT 328 
T1     ACATCCACGTTGATTCCTTCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCCGGACATCTAAGGGCATCA 342 
           *      *  *   * *        *     *       **        *  *    
 
T4     CTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAG 395 
T2     CTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAG 410 
T5     CTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAG 415 
T3     CTA--GAGCTAAT--------ACATGCAAACCAGCTCCGAC-CCGGTGTCAAAGC-CGGG 376 
T1     CAGACCTGTTATTGCTCAATCTCGTGTGGCTAAACGCCACTTGTCCCTCTAAGAAGTTAG 402 
       *      * *            *  *           *                     * 
 
 
 
 
T4     AAACGGCTA-CCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGC---AACTT--ACCCACTCCCAG 449 
T2     AAACGGCTA-CCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGC---AACTT--ACCCACTCCCAG 464 
T5     AAACGGCNNACCACANCCAAGGNAGGNAGCAGGCGCGN---AACNTTANCCCACTCCAGC 472 
T3     AAAGAGCG--CTTTTATTAGTTCAAATGCCGATCGCAT---GGCCTCGAGCCGGCGACGC 431 
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T1     CACCGACGCGTGAAGAATCGGTGAACTATTTAGCAGGCTAGAGTCTCGTTCGTTATCGGA 462 
        *    *                *         *           *    *          
 
T4     CTCGGGGAGGTA----GTGACGAAAAATAAC--AATAC-GGAAC--TCTTTTGAGGCTCC 500 
T2     CTCGGGGAGGTA----GTGACGAAAAATAAC--AATAC-GGAAC--TCTTTTGAGGCTCC 515 
T5     NTCGGGGAGGGNA--NGTGACNAANAAAAANCNAATACCGGAACCTNTTTTNGNGGCTTC 530 
T3     ATCTTTCAAATG---TCTGCCCACCAGTCGG--GGTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGAC 486 
T1     ATTAACCAGACAAATCGCTCCCCCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCACCGAATC 522 
        *     *            *    *              *  *           *   * 
 
T4     GTAATTGG--AATGAGTACAC---TTTAAACCC--TTTAACGAGGATCTATT----GG-- 547 
T2     GTAATTGG--AATGAGTACAC---TTTAAACCC--TTTAACNAGGATCTATT----GG-- 562 
T5     GTATTTNGGNANNNGGTACACCT-TTTAAACCCCTTTTAACCGAGGANTNTTATTTGG-- 587 
T3     TC--TGGATAACTTTGTATCAAA-TGTCGATGGTACGTGAT--AGGCCTACCATGTTG-- 539 
T1     NAGAAAGAGCTATCAATCTGTCAATCCTTACAGAGTCCGGACCGGGTGAGTTTTCCCGTG 582 
                       *       *    *              *            *   
 
T4     --AGGGCAAG--TCTGGTGCC-AGCAGCCGCGGTAA--TTCCAGC-TNCAATAGCGTATA 599 
T2     --ANGGCAAG--TCTGGTGNCCANCANCCNCNGNAA--TTCCNGC-TCCNATANCGNATA 615 
T5     --GGGGCAAGGNTTTGGGGGCCAGCAGCCCCCNTTAATTTCCAGCCTCCAATAGCCGTTT 645 
T3     --ACTACGGG-TAATGGTGCCANCAACCCCCGGTAA--TTCCANC-TCCAATAGCGTATA 593 
T1     TTGAGTCAATTAAGCCGCANGCTCCACTCCTGGTGGTGGCCCTTTCTTCAATTCCCTTTA 642 
             *         *        *  *           **    * * **  *   *  
 
T4     TT----AAAGTTGTTGCGNATTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCT-CANGCATGGGCGT-GC 653 
T2     TT----AAAGTTGTTGCNA-TTNANAAGCTCNNANTTGGATCT-CNGGNATNNCC-C-NC 667 
T5     TTTTAAAAGGNTGNTGGNGATTTAAAAAAGGNTCGTNNGGTTG-AGTCTTNAGCCNN-TN 703 
T3     ATT--AAAGTTTGNTGCGATTTAAAAANCCCNTANTTGGATCTTCAGGCATGGGCGTGNC 651 
T1     AGTTTCAGCTTTGT--CAACCATACTTTCCCCCGGGAAACCCNAAAAACTTTGGTTTTCC 700 
                  *    **          *                                     
 
T4     NGTCCGTTCTCGCN-ACGGTCACTNCGCGAAANCCTGGGCTNGGCGCGGCTCNTTCTCGG 712 
T2     GGTCCNN-CCCNCN-ACGGTNACTGNNNNAA--CCTNGGNTNGNNCCGNTTCTTCCCCGN 723 
T5     GGNNGGGNCNGGNC-CCGNTTTTGNGNCGGNTTNCCTGCCCC--CNAGCCTTGGGCTTNG 760 
T3     GGNCCCTNCTNGCCGACNGTCACTGTGCCNAAACCNGGGCCTNGCC-------------- 697 
T1     CCTGAANCCTGCCCCGCAATAGTCCAATGNAACCNACCCCCCNGCGGAATCCCTTATTTG 760 
               *       *  *                                         
 
T4     GGTCNCNNTCNGTTTTTTGGCCTTCCCATCCTCCCCTTTATCTTCCGTCCTCTCCNNCCC 772 
T2     G--NCNNCNCNGNTTTTNGGCCNNCC-ATCNCTCCNTTTATNTNCGGNNTTCTCCNNCCN 780 
T5     G-CNNGGCTCTTTNNGCGGGGGTCCC--CGGGTTGGNTTTTTTTGGGCCCGCCCCNTTCT 817 
T3     ---GCCGGCCTCTTCTNGGGGGTCCN--CNTTCNGGTTTTTTNGGGCGTTNCCNNTCCCT 752 
T1     ---GNCATCGTTTTATTGGGCCANAACCTACGNACNGGCAATTTNGATCNNTCTTTCCAA 817 

                                                            **                                         
T4     CATNGTGCTCCTNCTCTTCACCGTTTTGGGCNGGNCGGAAACTNCTNCTTTGAAGAAAAT 832 
T2     -----TGNGCNTTTNCCTNAACNTTATTGGCCGGNCNGNACCNTTTACCTTTCAANAAAT 835 
T5     TTTCGTATTTTTTTCCGGGTTTTTTCCGNGCCNNGGGGGGNTCTTNGGTTNGGGGGNNNN 877 
T3     CCCCTTTTATCTTCCNGGGCCTTCTTCCNNTCCAATGGTGNCTTTTTCNNTTNNACCCTT 812 
T1     AANCTCNTGNCCTTTCNG----TTCTNTGANTNNANTAAAAAANTNCCTTNGGANAATNC 873 
                                                                             
 

 
 
T4     TAAAANGGTTCNAANCNAGGCCNNTTCA----------GNCCTGNAATAATNGGGGCATN 882 
T2     NANANNGNNNANNNNNNGNNTNTNCNNNCNNAATTATNGNNCCNNGNNANTCANGNNATA 895 
T5     TGGGGGNGGGCCCGGAAACNNTTTNNTT-----------TTGGANNAANTTTAGNNGGTN 926 
T3     NTTGGGGCGGGCNGGGAANCTTTTACTT-----------TTNTAANAAAANTNANAANCN 861 
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T1     CNNTTNTCCACTTGTTCCCTTNTTGCGNATG------GATTCCANGAAATTTTNCCNNNT 927 
                                                                             
 
T4     GGANNAANTGGAAATAA--NGANCCTCCGNNTCTATTTNTG--CTTGGTTTTNCGGANCC 938 
T2     NNNNCCCNNNNCNNNTT--TTNNNNNNTNCTNNNANCNCNNGNNNTNNTTNNNANNNNNN 953 
T5     TTNANAANAGNNGGGTT--TTAACCTTTAAAAAAGGGGNCNNNNGAAAANTTGAAANANG 984 
T3     TTCNCAAAACNANGCTNCCTCAACCCCTNANTTAATGGNNCCCNTTGNNAATAAANGGGA 921 
T1     NATCACCGCCAATACNG--NNTGCCCCCGGCATGGNCCCCTTAAATAATNCCCCCGNGTT 985 

                                                                             
T4     CNCAGNTAAATGNTTTATANAAGGACCTCAACNGCGGGNCACCCCTCNTTTNCGGGNGTT 998 
T2     NNNNNNNNNCNNCCCNNTNCNCCNNNTTNNNCNNNNNNTNNTTNNCNNNCTNNNNNNNNC 1013 
T5     ACCCCCGGCTTTTTTTNCCCNGGGTTTNGGGCCCCCGGGGGTTTTTTTTTAAGGNGGNCC 1044 
T3     ATTTGGAACCCCCN---------------------------------------------- 935 
T1     CCCGAAAACCNGCCAAAATTANC------------------------------------- 1008 
                                                                             
 
T4     NNAAGNNNAAATTCCTCTNCCT------ 1020 
T2     ANNNNNNNNNNANNNNTTNCNCANCCCC 1041 
T5     CGCCGGGNCNCTTCCTTTTTTGG----- 1067 
T3     ---------------------------- 
T1     ---------------------------- 

 
 
                                         T1  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 1 (เปลือกดํา ตัวดาํ มลีาย) 
                                    T2  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 (เปลือกดํา ตัวดาํ ไมมีลาย) 
                                    T3  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 (เปลือกเหลือง ตัวดาํ) 
                                    T4  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
                                    T5  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5 (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
                                             
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทที่ 5 
สรุปผล อภิปราย และขอเสนอแนะ 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการศึกษาคนควา 

 
 

การดําเนินการศึกษาคนควาแบงไดเปน 6 ข้ันตอน ดังนี ้
 1. รวบรวมสายพันธุหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 2. การสกัด DNA ของหอยเชอรี่ 
 3. การเพิ่มจาํนวน DNA ที่ตองการ โดยใชเทคนิค PCR 
 4. การตรวจตาํแหนงของ PCR product โดยใชวิธี Electrophoresis 
 5. หาลําดับเบสของ PCR product โดยใชเครื่อง DNA Sequencer 
 6. ทาํ Phylogenetic tree เพื่อจําแนกชนดิของหอยเชอรี่ 
อุปกรณและสารเคมี 
 1. สัตวทีใ่ชในการศึกษา 
                    หอยเชอรี่ทีเ่กบ็ในเขตภาคกลางของประเทศไทย ไดแก จ.ปทมุธานี จ.พระนครศรีอยุธยา 
และ กรุงเทพฯ 
 2. เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
   2.1 เครื่องเพิ่มปริมาณสารทางพันธกุรรม 
     2.2 เครื่องฉายรังสีอุลตราไวโอเลต 
      2.3 เครื่องหมนุเหวี่ยงขนาดเล็ก 
      2.4 ไมโครเวฟ 
      2.5 เครื่องเขยา 
      2.6 เครื่องนึง่ฆาเชื้อ 
      2.7 เครื่องชั่งวางน้ําหนกัดานบน 
      2.8 เครื่องอิเลก็โตรโฟริซิส 
      2.9 เครื่องดูดจายสารปริมาณต่ํา 
      2.10 กระติกน้าํแข็ง 
      2.11 อางเลี้ยงหอยเชอรี ่
 3. สารเคมี 

     3.1 ไนโตรเจนเหลว 
   3.2 Tris-HCl 
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  3.3 EDTA 
   3.4 NaCl 
   3.5 N-Laurylsarcosine sodium salt 
   3.6 Phenol-Chloroform 
   3.7 Protinase K 
   3.8 Cetyltrimethylammonium bromide  (CTAB) 
   3.9 2-propanol 
   3.10 Agarose 
   3.11 Deionized water 
   3.12 Ethidium bromide 
   3.13 PCR kit 
   3.14 High Pure PCR Template Preparation kit  

 4. วสัดุภัณฑ 
 4.1 Microtube ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร 
 4.2 Motar and pestle 
 4.3 Erlenmeyer flask 
 4.4 Cylinder 
 4.5 Pipette tip 
 4.6 Beaker ขนาดตาง ๆ 

 5. ไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
     ตําแหนงยนี 18S rRNA (หนวยบริการพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ) 
      A1-AACCTGGTGATCCTGCCAGT 
      B1-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 
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วิธีดําเนินการ 
 ดําเนนิการโดยภาพรวม 
 
ในภาคสนาม                                        เก็บหอยเชอรี่ในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
                                                                                 
ในหองปฏิบัติการ                              เลีย้งหอยเชอรี่ในอางโดยแยกตามลักษณะภายนอก 
                                                                               
                                                                                          ไขหอยเชอรี่ 
 
                                                                                       DNA extraction 
                                                        
                                                                                                 PCR 
 
                                                     Electrophoresis 
 
                                                                             
                                                                                         Sequencing 
 
                                                                
                                                                                   Sequence alignment 
                                                                                  
 
                                                                          Phylogenetic tree reconstruction 
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1. การเลีย้งหอยเชอรี ่

  1.เก็บตัวอยางหอยเชอรี่ทีม่ีรูปรางลักษณะตางๆมาเลีย้งไวในอางโดยแยกลักษณะตาง ๆ 
ในแตละอาง 

2.เลี้ยงหอยจนแนใจวาหอยที่เลี้ยงไวมีรูปรางลักษณะเชนดังเดิมทุกรุนที่หอยออกลูก 

โดยเริ่มใชหอยในรุนที่ 3 

 2. การสกัด DNA 

 

นําไขของหอยเชอรี่บดในโกรงพรอมกับไนโตรเจนเหลว 

 
เติม Extraction buffer 8 mL 

 
ผสมโดยกลับหลอดไปมา ที ่37 C จนเปนเนื้อเดียวกัน 

 
Incubate ที่ 4 C นาน 30 นาท ี

 
เติม Phenol : Chloroform 5 mL 

 
                                             เขยาเบา ๆ นาน 30 นาท ี

 
ปน 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 30 นาท ี

 
 เติม Protinase K 40 L ในตะกอนที่ได 

 
Incubate ที่ 65 C นาน 15 นาท ี

 
เติม 5M NaCl และ CTAB อยางละ 500 L 
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Incubate ที่ 65 C นาน 15 นาท ี
        

เติม Chloroform ปริมาณ 1 เทาตัว เขยาเล็กนอย 
ปน 12,000 rpm 4 C นาน 30 นาท ี

 
ดูดสวนใสที่อยูชั้นบนออกมาใสหลอดทดลองหลอดใหม 

 
เติม 2-propanol ปริมาตร 1 เทาตวั กลบัหลอดไปมาจนเหน็สาย DNA 

 
Incubate ที่ -20 C overnight 

 
ปน 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 30 นาท ี

 
นําตะกอนที่ได มาเติม TE buffer 1 mL 

 
นํา DNA มาผาน High Pure DNA template 

 
 High Pure DNA Template Preparation kit  ประกอบดวย 

1.1  Binding buffer  
1.2  Washing buffer   
1.3  Elution buffer  
1.4  Filter tubes 
1.5  Collection tube 

นํา DNA มาเติม  Binding buffer 200 l ผสมใหเขากนั 
 

 
ใสสารละลายที่ไดใน filter tube ที่วางไวบน collection tube ที่เรียบรอยแลว 

 
ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี
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เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง 
 

เติม  Washing buffer 500 l ลงใน filter tube ที่วางบน collection tube อันเดิม 
 

 ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี
 

เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง 
 

เติม  Washing buffer 500 L ซ้ําอีกครั้งและปนซ้าํอีกครั้ง 
 

นํา filter tube ทีว่างบน collection tube อันเดิมไปปนที่ high speed นาน 10 วนิาทีอีกครั้ง เพือ่เอา 
Washing buffer ออกใหหมด 

 
นํา filter tube ไปใสในหลอดทดลอง 1.5 mL ที่สะอาดอนัใหม 

 
เติม Elution buffer 100 L ลงใน  filter tube 

 
ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี

 
เก็บสารละลายในหลอดทดลอง 1.5 mL นี้ไวที ่4 C เพือ่ทําปฏิกิริยา PCR 

  
 3. การเพิ่มขยายปรมิาณ DNA บริเวณ 18S rRNA โดยใชเทคนิค PCR 
      ในการทํา PCR มีสวนประกอบที่สําคัญ 4 สวน คือ  
  - DNA template คือ DNA สายคูที่ไดจากการสกัด DNA จากหอยเชอรี่ 
  - เอ็นไซม Taq DNA polymerase 
  - deoxynucleotide triphosphates ทั้ง 4 ตัว ไดแก dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
  - oligonucleotide primer ซึ่งเปน DNA สายสั้น ๆ  
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ตาราง 3 แสดงสวนผสมของ PCR reaction  
 
 
 สาร          ปริมาตรที่ใช ( L)  ความเขมขนสดุทาย 
 
         DNA          1.0    
      10X Buffer PCR         2.5  
     Primer A1                       1.0                       50.0   mM 
     Primer B1                     1.0             50.0   mM 
     MgCl2                      1.5                         1.5   mM 
     Taq  Polymerase          0.2                            5.0   U 
     dNTPs             2.0                          2.5   mM 
     Sterile distilled water      15.8  
 
        รวม         25.0    
 
  
 นํา microtube ที่มีสวนผสมดังขางตนไปปนในเครื่อง microcentrifuge ประมาณ 30 วินาท ี
นําสวนผสมทีไ่ดไปใสในเครื่อง PCR โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาดงันี ้
   Denaturation step              95 C                       เวลา 1 นาท ี

 Annealing step                   60 C                       เวลา 1 นาท ี 
 Extention step                    72 C                    เวลา 1 นาท ี 

 ทําซ้าํจํานวน 30 รอบ และเพิ่มการใชอุณหภูมิ  95  C นาน 5 นาท ีและ 72 C นาน 10 นาที 
ในชวงเวลากอนและหลงัครบรอบตามลําดับ 

  - จากนัน้นาํ PCR product ที่ไดเก็บไวที ่4  C 

  - นํา PCR product บางสวนมาตรวจดูโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดย
เทียบกบั DNA มาตรฐาน 

  - นํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับเบส ที ่BSU 
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 4. การเตรียม Agarose Gel electrophoresis และการทาํ electrophoresis 
  1. ชั่ง agarose ใสใน TBE bufferใหมีความเขมขน 1% agarose 
  2. ใหความรอนจนกระทัง่ agarose ละลายเปนเนื้อเดียวกันใน buffer 
  3. ต้ังทิ้งไวใหเย็นลงประมาณ 60 C นําไปเทใน gel chamber ที่มีชองสําหรับหยอด

สารละลายดีเอ็นเอตั้งอยูเรียบรอยแลว 
  4. ทิง้ไวจน agarose แข็งตัวจึงดึง comb ออก 
  5. เท TBE buffer จนทวมเจลประมาณ 1 mm 
  6. ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 2 L กับ loading dye 5 L แลวหยอดลงในชองของเจล 
  7. ตอข้ัวอิเลก็โทรดเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟ โดยใหกระแสไฟวิ่งจากขั้วลบไปขั้วบวก 

ภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 40 นาท ี
  8.หลังจากปดเครื่องจายกระแสไฟแลว นําเจลไปยอมดวยดวยสารละลาย ethidium 

bromide 0.5 g/mL ประมาณ 3 นาท ีที่อุณหภูมิหอง  
  9. ลางสีของ ethidium bromide โดยการแชในน้ํากลั่น ประมาณ 30 นาท ี
  10. นํา เจลไปสองดวย UV-source ในเครื่อง UV transilluminator เพือ่ดูขนาดของ 

DNA เทียบกบั DNA มาตรฐาน 
 5. หาลําดับเบส 

     นาํลําดับเบสที่ไดจากหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ มาทํา Sequence alignment โดยใช
โปรแกรม Clustal W จาก website http://ebi.ac.uk/ ของ The European Molecular Biology 
Laboratory (EMBL, U.K.) จากนั้นจงึสราง phylogenetic tree  
 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
 

1. การเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ 
 จากการเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ในเขตภาคกลาง สามารถจําแนกหอยเชอรี่ตามลักษณะภาย 

    นอกไดทั้งหมด 5 ลักษณะ ดังภาพประกอบ 8-12 
     
 

 
 
 

ภาพประกอบ 8 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา มีลาย 
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ภาพประกอบ 9 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา ไมมลีาย 
 

 
 

ภาพประกอบ 10 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวดํา 
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ภาพประกอบ 11 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวเหลือง 
 

 
 

ภาพประกอบ 12 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวเหลือง 
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2. การสกัด DNA หอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
     ผลจากการสกดั DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ สามารถตรวจสอบคุณภาพของ DNA 
จากการทาํ   Agarose gel electrophoresis ไดขนาดของ DNA ประมาณ 20,000 bp ดัง
ภาพประกอบ 13 
 
                                                      M       1      2       3        4                 M       5 

                                              
 
 
 M   = Lambda DNA-Hind III Marker 

 1    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 1 
 2    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 2 
 3    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 3 
 4    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 4 
 5    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 5 
 

ภาพประกอบ 13 แสดงคุณภาพของ DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 
 

23,130 
 
6,557 

   Base pairs 
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3. ศึกษาการเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ 18S rRNA ดวยเทคนิค PCR และหาลําดับ
เบส ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 หลังจากสกัด DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะและทาํ PCR โดยใช primer บริเวณ  
18S rRNAไดผลการทดลอง ดังภาพประกอบ 14-18 โดยพบวา PCR product ของหอยเชอรี่ทัง้ 5 
ลักษณะมีขนาดใกลเคียงกนั คือ ประมาณ 2000 bp 
 
 
                                                                    M                                 1      2 

                               
 
                                              M   = 100 bp DNA Ladder 

1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่1 
                                                         (เปลือกดํา ตัวดาํ มีลาย) 

2 =  Negative control 
 

ภาพประกอบ 14 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 1 
                                         (เปลือกดํา ตัวดํา มีลาย) 
 

   Base pairs 
 
 
   3,000 
   2,000 
 
 
 
     500 
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นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่1 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 

1          ACTCCTNAGACTTTTACTTCCTCTAAACGATCAAGTTNGAGCGTCTTCTC                       50  

51          GACCAGCGGCGCCGCCCCGTGNAAGGGCGGGCCGAGACCAATCCGAGGCC         100      

101        CTCACTAAACCGTTCAATCGGTAGTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGG               150 

151        CAGGGACGTAATCAACGCGAGCTTATGACTCGCGCTTACTGGGAATTCCT                 200    

201        CGTTCATGGGGAAGAATTTCAAGCCCCAATCCCTATCACGAAGGAGATTC                 250   

251        AAGGGGTTTCCCACTCTTTTCAAAGCAGGGACACATCCACGTTGATTCCT                  300  

301        TCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCCGGACATCTAAGGGCATCACAGACCTG             350  

351        TTATTGCTCAATCTCGTGTGGCTAAACGCCACTTGTCCCTCTAAGAAGTT                    400  

401        AGCACCGACGCGTGAAGAATCGGTGAACTATTTAGCAGGCTAGAGTCTCG               450  

451        TTCGTTATCGGAATTAACCAGACAAATCGCTCCCCCAACTAAGAACGGCC                500  

501        ATGCACCACCACCCACCGAATCNAGAAAGAGCTATCAATCTGTCAATCCT                550  

551        TACAGAGTCCGGACCGGGTGAGTTTTCCCGTGTTGAGTCAATTAAGCCGC               600  

601        ANGCTCCACTCCTGGTGGTGGCCCTTTCTTCAATTCCCTTTAAGTTTCAG                   650  

651        CTTTGTCAACCATACTTTCCCCCGGGAAACCCNAAAAACTTTGGTTTTCC                  700  

701        CCTGAANCCTGCCCCGCAATAGTCCAATGNAACCNACCCCCCNGCGGAAT            750  

751        CCCTTATTTGGNCATCGTTTTATTGGGCCANAACCTACGNACNGGCAATT                 800  

801        TNGATCNNTCTTTCCAAAANCTCNTGNCCTTTCNGTTCTNTGANTNNANT                  850  

851        AAAAAANTNCCTTNGGANAATNCCNNTTNTCCACTTGTTCCCTTNTTGCG                 900    

901        NATGGATTCCANGAAATTTTNCCNNNTNATCACCGCCAATACNGNNTGCC               950  

951        CCCGGCATGGNCCCCTTAAATAATNCCCCCGNGTTCCCGAAAACCNGCCA          1000  

1001      AAATTANC                                                                                                                     1008 
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                                                                     M             1      2 

                             
 

 
                                              M   = 100 bp DNA Ladder 

1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2 
                                                                (เปลือกดํา ตัวดาํ ไมมีลาย) 

2 =  Negative control 
 

ภาพประกอบ 15 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 
                                                        (เปลือกดํา ตัวดํา ไมมีลาย) 
 
 
 
 
 

 
 

       Bases pairs 
 
 
 
     3,000 
     2,000 
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นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
1        TNNTTNNNNNTTCCNNNNATCATANCTNCNACAAAGATTANGCCATGCAT                       50 

51         GTCTAAGTTCACACCCTCGTACGGTGAAACCGCGAATGGCTCATTAAATC                  100 

101       AGTCGAGGTTCCTTAGATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATT                     150 

151       CTAGAGCTAATACATGCAAACCAGCTCCGACCCGGTGTCAAAGCCGGGAA               200 

201       AGAGCGCTTTTATTAGTTCAAAACCAGTCGGGGTTTCGGCCCCGTCCCTT                  250 

251       TTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGATCGCATGGCCTCGAGCCGGCGA               300 

301       CGCATCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGG                     350 

351       CCTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGA               400 

401       GGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA           450 

451       CTTACCCACTCCCAGCTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACGGAA             500 

501       CTCTTTTGAGGCTCCGTAATTGGAATGAGTACACTTTAAACCCTTTAACN                     550 

551       AGGATCTATTGGANGGCAAGTCTGGTGNCCANCANCCNCNGNAATTCCNG               600 

601       CTCCNATANCGNATATTAAAGTTGTTGCNATTNANAAGCTCNNANTTGGA                   650 

651       TCTCNGGNATNNCCCNCGGTCCNNCCCNCNACGGTNACTGNNNNAACCTN             700 

701       GGNTNGNNCCGNTTCTTCCCCGNGNCNNCNCNGNTTTTNGGCCNNCCATCN          750 

751       CTCCNTTTATNTNCGGNNTTCTCCNNCCNTGNGCNTTTNCCTNAACNTTA                  800 

801       TTGGCCGGNCNGNACCNTTTACCTTTCAANAAATNANANNGNNNANNNNNN            850 

851       GNNTNTNCNNNCNNAATTATNGNNCCNNGNNANTCANGNNATANNNNCCCN          900 

901       NNNCNNNTTTTNNNNNNTNCTNNNANCNCNNGNNNTNNTTNNNANNNNNN             950 

951       NNNNNNNNNCNNCCCNNTNCNCCNNNTTNNNCNNNNNNTNNTTNNCNNNC         1000 

1001     TNNNNNNNNCANNNNNNNNNNANNNNTTNCNCANCCCC                                  1038 
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                                                                                           M        1      2 

                                                    
 
 

                                              M   = 100 bp DNA Ladder 
1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่3 
           (เปลือกเหลือง ตัวดาํ) 
2 =  Negative control 

 
ภาพประกอบ 16 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 

                                       (เปลือกเหลือง ตัวดํา) 
 

 
 

 
 

 
                Base  pairs 
                 3,000 
                 2,000 
 
 
 
                   500 
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นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่3 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
1               CGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCA            50 
51             CATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAACTTACCCACTCCCAGCTCGGGGA          100 
101           GGTAGTGACNAAAAATAACAATACGGAACTCTTTTGAGGCTCCGTAATTG                150 
151           GAATGAGTACACTTTAAACCCTTTAACNAGGATCTATTGGAGGGCAAGTN                200  
201           TNTTGNTTGTCTNNAGATTAGNCATGCATGTCTAAGTTACACCCTNGTAC                  250 
251           GGTGAAACCGCGAATGGCTCATTAAATCAGTCGAGGTTCCTTAGATGATC               300 
301           CATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACATGCAAACC                  350 
351           AGCTCCGACCCGGTGTCAAAGCCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGTTCAAA              400 
401           TGCCGATCGCATGGCCTCGAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATGTCTGCCC            450  
451           ACCAGTCGGGGTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTG              500 
501           TATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGCCTACCATGTTGACTACGGGTAA               550 
551           TGGTGCCANCAACCCCCGGTAATTCCANCTCCAATAGCGTATAATTAAAG              600 
601           TTTGNTGCGATTTAAAAANCCCNTANTTGGATCTTCAGGCATGGGCGTGN               650 
651           CGGNCCCTNCTNGCCGACNGTCACTGTGCCNAAACCNGGGCCTNGCCGCC        700 
701           GGCCTCTTCTNGGGGGTCCNCNTTCNGGTTTTTTNGGGCGTTNCCNNTCC             750 
751           CTCCCCTTTTATCTTCCNGGGCCTTCTTCCNNTCCAATGGTGNCTTTTTC                  800 
801           NNTTNNACCCTTNTTGGGGCGGGCNGGGAANCTTTTACTTTTNTAANAAA               850 
850           ANTNANAANCNTTCNCAAAACNANGCTNCCTCAACCCCTNANTTAATGGN              900 
901           NCCCNTTGNNAATAAANGGGAATTTGGAACCCCCN                                                  935 
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                                                                    M              1       2 

                             
 
 

 
                                               M   = 100 bp DNA Ladder 

1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่4 
          (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
2 =  Negative control 

 
ภาพประกอบ 17 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 

                                         (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
 
 
 
 
 
 
 

         Base pairs 
 
         3,000 
         2,000 
 
         1,200 
  
            500 
 
 
            100 
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นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่4 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
 

1                ATCATANNCTTCTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTTCACACCC             50  
51              TCGTACGGTGGAAACCGCGAATGGCTCATTAAATCAGTCGAGGTTCCTTA        100  
101           GATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACAT             150  
151           GCAAACCAGCTCCGACCCGGTGTCAAAGCCGGGAAAGAGCGCTTTTATTA       200       
201           GTTCAAAACCAGTCGGGGTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGAT         250        
251           AACTTTGTGCCGATCGCATGGCCTCGAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATG        300  
301           TCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGCCTACCATGTTGACTA           350  
351           CGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACG     400  
401           GCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAACTTACCCACTCCCAGC      450  
451           TCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACGGAACTCTTTTGAGGCTCC         500  
501          GTAATTGGAATGAGTACACTTTAAACCCTTTAACGAGGATCTATTGGAGG             550  
551          GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTNCAATAGCGTATAT         600  
601          TAAAGTTGTTGCGNATTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTCANGCATGGGCG           650  
651          TGCNGTCCGTTCTCGCNACGGTCACTNCGCGAAANCCTGGGCTNGGCGCG      700  
701         GCTCNTTCTCGGGGTCNCNNTCNGTTTTTTGGCCTTCCCATCCTCCCCTT             750  
751         TATCTTCCGTCCTCTCCNNCCCCATNGTGCTCCTNCTCTTCACCGTTTTG              800  
801         GGCNGGNCGGAAACTNCTNCTTTGAAGAAAATTAAAANGGTTCNAANCNA          850  
851         GGCCNNTTCAGNCCTGNAATAATNGGGGCATNGGANNAANTGGAAATAAN        900  
901         GANCCTCCGNNTCTATTTNTGCTTGGTTTTNCGGANCCCNCAGNTAAATG            950  
951         NTTTATANAAGGACCTCAACNGCGGGNCACCCCTCNTTTNCGGGNGTTNN        1000  
1001       AAGNNNAAATTCCTCTNCCT                                                                                    1020 
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                                                                                      M     1     2 

                                         
 

 
 
 

M   = 100 bp DNA Ladder 
1 =  Negative control 
2 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่5 

                                                         (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
 

 
ภาพประกอบ 18 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 5 

                                                        (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
 
 
 
 
 
 

        Base pairs 
 
 
         3,000 
         2,000 
 
            500 
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นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่5 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
1               GNAGNNNNNNNTGGGGGGGGNNGGAGACCTGCGACGGATGCTCCAGGGTN          50 

51             CTTGAAAAAGTAGAGGTAGTAGGTGAACCTGCAAGAAGGATCAACCACGG              100 

101           TNAATCAGTCGAGGTTCCTTAGATGATCCATTTCTACTTGGNTAACTGTG                   150 

151           GCAATTCTAGAGCTAATNCATGCAAACCAGCTCCGNCCCGGTGTCAAAGC              200 

201           CGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGNTCAAAACCAGNCGGGGTTTTGGCCCC                250 

251           GTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGAACGCATGGACTCGAGC             300 

301           CGGCGACGATCTTTCAAATGACTGCCCTATCAAATGTCGATGGTNCGTGA               350 

351           TAGGCCTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCG             400 

401           GAGAGGGAGCATGAGAAACGGCNNACCACANCCAAGGNAGGNAGCAGGCG       450 

451           CGNAACNTTANCCCACTCCAGCNTCGGGGAGGGNANGTGACNAANAAAAA          500 

501           NCNAATACCGGAACCTNTTTTNGNGGCTTCGTATTTNGGNANNNGGTACA              550 

551           CCTTTTAAACCCCTTTTAACCGAGGANTNTTATTTGGGGGGCAAGGNTTT                600 

601           GGGGGCCAGCAGCCCCCNTTAATTTCCAGCCTCCAATAGCCGTTTTTTTA              650 

651           AAAGGNTGNTGGNGATTTAAAAAAGGNTCGTNNGGTTGAGTCTTNAGCCNN          700 

701           TNGGNNGGGNCNGGNCCCGNTTTTGNGNCGGNTTNCCTGCCCCCNAGCCT        750 

751           TGGGCTTNGGCNNGGCTCTTTNNGCGGGGGTCCCCGGGTTGGNTTTTTTT            800 

801           GGGCCCGCCCCNTTCTTTTCGTATTTTTTTCCGGGTTTTTTCCGNGCCNN               850 

851           GGGGGGNTCTTNGGTTNGGGGGNNNNTGGGGGNGGGCCCGGAAACNNTTT      900 

901           NNTTTTGGANNAANTTTAGNNGGTNTTNANAANAGNNGGGTTTTAACCTT              950 

951           TAAAAAAGGGGNCNNNNGAAAANTTGAAANANGACCCCCGGCTTTTTTTN          1000 

1001         CCCNGGGTTTNGGGCCCCCGGGGGTTTTTTTTTAAGGNGGNCCCGCCGGGN   1050 

1051         CNCTTCCTTTTTTGG                                                                                                  1065 
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4. การทํา sequence alignment ของ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะดวย
โปรแกรม Clustal   W  

     ผลการทาํ sequence alignment ของ 18S rRNA ของหอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะ ดวย
โปรแกรม Clustal W พบลําดับเบสบางสวนของหอยเชอรี่ที่เหมือนกนั ในสัดสวนที่ไมเทากัน ดังขอมูล 
                                                   
T4      ------------------ATCAT-ANNCTTCTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAG 41 
T2      ---TNNTTNNNNNTTCCNNNNATCATANCTNCNACAAAGATTANGCCATGCATGTCTAAG 57 
T5      GNAGNNNNNNNTGGGGGGGGNNGGAGACCTGCGACGGATGCTCCAGGGTNCTTGAAAAAG 60 
T3      -------CGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACAT 53 
T1      --------ACTCCTNAGACTTTTACTTCCTCTAAACGATCAAGTTNGAGCGTCTTCTCGA 52 
                                             *                       
T4     TTCACACCCTCGTACGGTGGAAACCGCGAATGGCTCAT--TAAATCAGTCGAGGTTCCTT  99 
T2     TTCACACCCTCGTACGGTG-AAACCGCGAATGGCTCAT--TAAATCAGTCGAGGTTCCTT 114 
T5     TAGAGGTAGTAGGTGAACCTGCAAGAAGGATCAACCACGGTNAATCAGTCGAGGTTCCTT 120 
T3     CCAAGGAAGGCAGCAGGCG-----CGCAACTTACCCACTCCCAGCTCGGGGAGGTAGT-- 106 
T1     CCAGCGGCGCCGCCCCGTG-----NAAGGGCGGGCCGAGACCAATCCGAGGCCCTCACTA 107 
                                          *      *    *  *   *      
T4     AGATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACATGCAAACCAG 159 
T2     AGATGATCCATTTCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACATGCAAACCAG 174 
T5     AGATGATCCATTTCTACTTGGNTAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATNCATGCAAACCAG 180 
T3     -GACNAAAAATAACAATACGGAACTCTTTTGAGGCTCCGTAATTGGAATGAGTACACT-- 163 
T1     AACCGTTCAATCGGTA-GTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTAATCAA- 165 
                **    *    *         *    *    *          * *  *    
 
T4     CTCCGACCCGGTGTCAAAG--CCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGTTCAAAACCAGTCGGG 217 
T2     CTCCGACCCGGTGTCAAAG--CCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGTTCAAAACCAGTCGGG 232 
T5     CTCCGNCCCGGTGTCAAAG--CCGGGAAAGAGCGCTTTTATTAGNTCAAAACCAGNCGGG 238 
T3     -TTAAACCCTTTAACNAGGATCTATTGGAGGGCAAGTNTNTTGNTT--------GTCTNN 214 
T1     -CGCGAGCTTATGACTCGCGCTTACTGGGAATT--CCTCGTTCATGGGGAAGAATTTCAA 222 
              *   *  *                         **                   
 
T4     GTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGATCGCATGGCC--TC 275 
T2     GTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGATCGCATGGCC--TC 290 
T5     GTTTTGGCCCCGTCCCTTTTGGTGACTCTGGATAACTTTGTGCCGAACGCATGGAC--TC 296 
T3     AGATTAGNCATGCATGTCTAAGTTACACCCTNGTACGGTGAAACCG-CGAATGGCTCATT 273 
T1     GCCCCAATCCCTATCACGAAGGAGATTCAAGGGGTTTCCCACTCTTTTCAAAGCAGGGAC 282 
               *            *  *  *               *      * *        
 
T4     GAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGC 335 
T2     GAGCCGGCGACGCATCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAAATGTCGATGGTACGTGATAGGC 350 
T5     GAGCCGGCGACG-ATCTTTCAAATGACTGCCCTATCAAATGTCGATGGTNCGTGATAGGC 355 
T3     AAATCAGTCGAG-GTTCCTTAGATGAT--CCATTTCTACT-TGGATAAC-TGTGGCAATT 328 
T1     ACATCCACGTTGATTCCTTCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCCGGACATCTAAGGGCATCA 342 
           *      *  *   * *        *     *       **        *  *    
 
T4     CTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAG 395 
T2     CTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAG 410 
T5     CTACCATGTTGACTACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAG 415 
T3     CTA--GAGCTAAT--------ACATGCAAACCAGCTCCGAC-CCGGTGTCAAAGC-CGGG 376 
T1     CAGACCTGTTATTGCTCAATCTCGTGTGGCTAAACGCCACTTGTCCCTCTAAGAAGTTAG 402 
       *      * *            *  *           *                     * 
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T4     AAACGGCTA-CCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGC---AACTT--ACCCACTCCCAG 449 
T2     AAACGGCTA-CCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGC---AACTT--ACCCACTCCCAG 464 
T5     AAACGGCNNACCACANCCAAGGNAGGNAGCAGGCGCGN---AACNTTANCCCACTCCAGC 472 
T3     AAAGAGCG--CTTTTATTAGTTCAAATGCCGATCGCAT---GGCCTCGAGCCGGCGACGC 431 
T1     CACCGACGCGTGAAGAATCGGTGAACTATTTAGCAGGCTAGAGTCTCGTTCGTTATCGGA 462 
        *    *                *         *           *    *          
 
T4     CTCGGGGAGGTA----GTGACGAAAAATAAC--AATAC-GGAAC--TCTTTTGAGGCTCC 500 
T2     CTCGGGGAGGTA----GTGACGAAAAATAAC--AATAC-GGAAC--TCTTTTGAGGCTCC 515 
T5     NTCGGGGAGGGNA--NGTGACNAANAAAAANCNAATACCGGAACCTNTTTTNGNGGCTTC 530 
T3     ATCTTTCAAATG---TCTGCCCACCAGTCGG--GGTTTCGGCCCCGTCCCTTTTGGTGAC 486 
T1     ATTAACCAGACAAATCGCTCCCCCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCACCGAATC 522 
        *     *            *    *              *  *           *   * 
 
T4     GTAATTGG--AATGAGTACAC---TTTAAACCC--TTTAACGAGGATCTATT----GG-- 547 
T2     GTAATTGG--AATGAGTACAC---TTTAAACCC--TTTAACNAGGATCTATT----GG-- 562 
T5     GTATTTNGGNANNNGGTACACCT-TTTAAACCCCTTTTAACCGAGGANTNTTATTTGG-- 587 
T3     TC--TGGATAACTTTGTATCAAA-TGTCGATGGTACGTGAT--AGGCCTACCATGTTG-- 539 
T1     NAGAAAGAGCTATCAATCTGTCAATCCTTACAGAGTCCGGACCGGGTGAGTTTTCCCGTG 582 
                       *       *    *              *            *   
 
T4     --AGGGCAAG--TCTGGTGCC-AGCAGCCGCGGTAA--TTCCAGC-TNCAATAGCGTATA 599 
T2     --ANGGCAAG--TCTGGTGNCCANCANCCNCNGNAA--TTCCNGC-TCCNATANCGNATA 615 
T5     --GGGGCAAGGNTTTGGGGGCCAGCAGCCCCCNTTAATTTCCAGCCTCCAATAGCCGTTT 645 
T3     --ACTACGGG-TAATGGTGCCANCAACCCCCGGTAA--TTCCANC-TCCAATAGCGTATA 593 
T1     TTGAGTCAATTAAGCCGCANGCTCCACTCCTGGTGGTGGCCCTTTCTTCAATTCCCTTTA 642 
             *         *        *  *           **    * * **  *   *  
 
T4     TT----AAAGTTGTTGCGNATTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCT-CANGCATGGGCGT-GC 653 
T2     TT----AAAGTTGTTGCNA-TTNANAAGCTCNNANTTGGATCT-CNGGNATNNCC-C-NC 667 
T5     TTTTAAAAGGNTGNTGGNGATTTAAAAAAGGNTCGTNNGGTTG-AGTCTTNAGCCNN-TN 703 
T3     ATT--AAAGTTTGNTGCGATTTAAAAANCCCNTANTTGGATCTTCAGGCATGGGCGTGNC 651 
T1     AGTTTCAGCTTTGT--CAACCATACTTTCCCCCGGGAAACCCNAAAAACTTTGGTTTTCC 700 
                  *    **          *                                     
 
T4     NGTCCGTTCTCGCN-ACGGTCACTNCGCGAAANCCTGGGCTNGGCGCGGCTCNTTCTCGG 712 
T2     GGTCCNN-CCCNCN-ACGGTNACTGNNNNAA--CCTNGGNTNGNNCCGNTTCTTCCCCGN 723 
T5     GGNNGGGNCNGGNC-CCGNTTTTGNGNCGGNTTNCCTGCCCC--CNAGCCTTGGGCTTNG 760 
T3     GGNCCCTNCTNGCCGACNGTCACTGTGCCNAAACCNGGGCCTNGCC-------------- 697 
T1     CCTGAANCCTGCCCCGCAATAGTCCAATGNAACCNACCCCCCNGCGGAATCCCTTATTTG 760 
               *       *  *                                         
 
T4     GGTCNCNNTCNGTTTTTTGGCCTTCCCATCCTCCCCTTTATCTTCCGTCCTCTCCNNCCC 772 
T2     G--NCNNCNCNGNTTTTNGGCCNNCC-ATCNCTCCNTTTATNTNCGGNNTTCTCCNNCCN 780 
T5     G-CNNGGCTCTTTNNGCGGGGGTCCC--CGGGTTGGNTTTTTTTGGGCCCGCCCCNTTCT 817 
T3     ---GCCGGCCTCTTCTNGGGGGTCCN--CNTTCNGGTTTTTTNGGGCGTTNCCNNTCCCT 752 
T1     ---GNCATCGTTTTATTGGGCCANAACCTACGNACNGGCAATTTNGATCNNTCTTTCCAA 817 

                                                            **                                         
T4     CATNGTGCTCCTNCTCTTCACCGTTTTGGGCNGGNCGGAAACTNCTNCTTTGAAGAAAAT 832 
T2     -----TGNGCNTTTNCCTNAACNTTATTGGCCGGNCNGNACCNTTTACCTTTCAANAAAT 835 
T5     TTTCGTATTTTTTTCCGGGTTTTTTCCGNGCCNNGGGGGGNTCTTNGGTTNGGGGGNNNN 877 
T3     CCCCTTTTATCTTCCNGGGCCTTCTTCCNNTCCAATGGTGNCTTTTTCNNTTNNACCCTT 812 
T1     AANCTCNTGNCCTTTCNG----TTCTNTGANTNNANTAAAAAANTNCCTTNGGANAATNC 873 
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T4     TAAAANGGTTCNAANCNAGGCCNNTTCA----------GNCCTGNAATAATNGGGGCATN 882 
T2     NANANNGNNNANNNNNNGNNTNTNCNNNCNNAATTATNGNNCCNNGNNANTCANGNNATA 895 
T5     TGGGGGNGGGCCCGGAAACNNTTTNNTT-----------TTGGANNAANTTTAGNNGGTN 926 
T3     NTTGGGGCGGGCNGGGAANCTTTTACTT-----------TTNTAANAAAANTNANAANCN 861 
T1     CNNTTNTCCACTTGTTCCCTTNTTGCGNATG------GATTCCANGAAATTTTNCCNNNT 927 
                                                                             
 
T4     GGANNAANTGGAAATAA--NGANCCTCCGNNTCTATTTNTG--CTTGGTTTTNCGGANCC 938 
T2     NNNNCCCNNNNCNNNTT--TTNNNNNNTNCTNNNANCNCNNGNNNTNNTTNNNANNNNNN 953 
T5     TTNANAANAGNNGGGTT--TTAACCTTTAAAAAAGGGGNCNNNNGAAAANTTGAAANANG 984 
T3     TTCNCAAAACNANGCTNCCTCAACCCCTNANTTAATGGNNCCCNTTGNNAATAAANGGGA 921 
T1     NATCACCGCCAATACNG--NNTGCCCCCGGCATGGNCCCCTTAAATAATNCCCCCGNGTT 985 

                                                                             
T4     CNCAGNTAAATGNTTTATANAAGGACCTCAACNGCGGGNCACCCCTCNTTTNCGGGNGTT 998 
T2     NNNNNNNNNCNNCCCNNTNCNCCNNNTTNNNCNNNNNNTNNTTNNCNNNCTNNNNNNNNC 1013 
T5     ACCCCCGGCTTTTTTTNCCCNGGGTTTNGGGCCCCCGGGGGTTTTTTTTTAAGGNGGNCC 1044 
T3     ATTTGGAACCCCCN---------------------------------------------- 935 
T1     CCCGAAAACCNGCCAAAATTANC------------------------------------- 1008 
                                                                             
 
T4     NNAAGNNNAAATTCCTCTNCCT------ 1020 
T2     ANNNNNNNNNNANNNNTTNCNCANCCCC 1041 
T5     CGCCGGGNCNCTTCCTTTTTTGG----- 1067 
T3     ---------------------------- 
T1     ---------------------------- 

 
 
                                         T1  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 1 (เปลือกดํา ตัวดาํ มลีาย) 
                                    T2  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 (เปลือกดํา ตัวดาํ ไมมีลาย) 
                                    T3  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 (เปลือกเหลือง ตัวดาํ) 
                                    T4  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
                                    T5  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5 (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
                                             
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปผล อภิปราย และขอเสนอแนะ 

 
 
สรุปผล และอภิปรายผลการศึกษา 
 จากการรวบรวมหอยเชอรี่ในเขตภาคกลางในประเทศไทย พบวา มีหอยเชอรี่ที่สามารถแบง
ตามลักษณะทางกายภาพไดทั้งหมด 5 ลักษณะ คือ 
  ลักษณะที ่1 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา มีลาย 
  ลักษณะที ่2 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา ไมมีลาย 
  ลักษณะที ่3 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวดาํ 
  ลักษณะที ่4 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวเหลือง 
  ลักษณะที ่5 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวเหลือง 
 เมื่อนําลาํดับเบสของหอยเชอรี่ ทั้ง 5 ลักษณะ มาหาปริมาณเบส G+C โดยใชโปรแกรม 
DNASIS (DNA and protein sequence analysis system) version 2.5 ไดผลดังตารางที่ 4 ซึ่งจะเหน็
ไดวา หอยเชอรี่ลักษณะที่ 1 (ตัวดํา เปลือกดํา ไมมีลาย) มีปริมาณเบส G+C มากทีสุ่ดในหอยเชอรี่ทั้ง 
5 ลักษณะ แสดงใหเห็นวา โอกาสในการเปลี่ยนแปลงสายพนัธุทางโมเลกุลของหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 1 
มีโอกาสที่จะเปลี่ยนแปลงนอยที่สุด (Sanson; et al.  2002 : 170) 
 
 
ตาราง 4 ปริมาณ G + C ของหอยเชอรี่ทัง้ 5 ลักษณะ 
 
  ชนิด         ปริมาณเบส G + C 
                                                                                                                        

หอยเชอรี่ลักษณะที่ 1                      48.11% 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 2                      39.37% 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3                      46.30% 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4                      47.15% 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5                      47.13%     
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 จากการทาํ sequence alignment ของ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะดวย
โปรแกรม Clustal W พบวา หอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะมีความแตกตางกนัของเบสที่ตําแหนง 18S rRNA 
จริง จากความแตกตางดังกลาวสามารถนําไปใชประโยชนในการจัดทําอนุกรมวิธานของหอยเชอรี่
ตอไปได (Hajime.  1977 : 1) 

 จากการทาํ sequence alignment บริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ เปรียบเทียบกันทั้ง 5 
ลักษณะ โดยใชโปรแกรม DNASIS version 2.5 พบ homology ของลําดับเบส ดังตาราง 5-8 
 
 
ตาราง 5 Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2, 3, 4, 5 เมื่อ

เปรียบเทียบกบัหอยเชอรี่ลักษณะที ่1 
 
 
                    ชนิด                  Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNA เมื่อเปรียบเทียบกับ 
                                                                           หอยเชอรี่ลักษณะที ่1 

 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 2                  43% 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3       49% 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4       48% 
หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5       43% 
 

  
ตาราง 6 Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่3, 4, 5 เมื่อเปรียบ 
      เทียบกับหอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 
 
                ชนดิ                       Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNA เมื่อเปรียบเทียบกบั 
                                                                               หอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 

 
 หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3     39% 
 หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4     72% 
 หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5     58%  
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ตาราง 7 Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่4, 5 เมื่อเปรียบ 
      เทียบกับหอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 
 

     ชนิด                           Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNAเมื่อเปรียบเทียบกับ 
                                                                               หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 
 
 หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4         46% 
 หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5         43%   
 
 
ตาราง 8 Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่5 เมื่อเปรียบ 
      เทียบกับหอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 
 

       ชนิด                       Homology ของลําดับเบสบริเวณ 18S rRNA เมื่อเปรียบเทยีบกับ 
                                                                              หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 
 
 หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5                     65%  
 
 
 
 จะเหน็ไดวาเมือ่เปรียบเทียบ Homology ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ พบวา หอยเชอรี่
ลักษณะที ่ 2 มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันทางโมเลกลุกับหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 4 มากที่สุดถึง 72% 
แสดงวาหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 2 เปนหอยที่มีความสัมพนัธทางโมเลกลุกับหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 4 มาก
ที่สุดในบรรดาหอยเชอรี่ทัง้ 5 ลักษณะ ซึง่อาจจะเปนหอยเชอรี่ที่มาจากสายพนัธุเดยีวกัน แตมีลักษณะ
ทางกายภาพที่ตางกัน อันเนื่องมาจาก ถิ่นที่อยู และการปรับตัวเขากับส่ิงแวดลอม เหมือนกบัหอย
นางรมของประเทศออสเตรเลีย ที่มีลักษณะของเปลือก ที่แตกตางไปจากหอยนางรมของประเทศนิวซี
แลนต  แตมีความเหมือนกนัทางโมเลกุลถึง 94% (Anderson; & Adlard.  1994 : 196)  และจากการ
นําลาํดับเบสของหอยเชอรี่เขาไป Blast ใน www.ncbi.nlm.nih.gov พบวา หอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 มี
ความคลายกบั Pomacea bridgsi ซึ่งเปนหอยเชอรี่ทีพ่บการระบาดมากทางอเมริกาใต  
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(Cazzaniga.  2002 : 73) แตในประเทศไทยยงัไมเคยมรีายงานมากอนวาพบหอยเชอรี่สายพนัธ ุ นี้ สวน
หอยลักษณะที ่ 4 มีความคลายกับ Pomacea canaliculate ซึง่เปนหอยเชอรี่ที่มกีารรายงานวามีการ
ระบาดอยูในประเทศไทยในขณะนี้ (ปราสาททอง พรหมเกิด และ ชมพนูุช จรรยาเพศ.  2542) 

 เมื่อนํา sequence aliment บริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ มาสราง 
phylogenetic tree ไดปรากฏดังภาพ 

 

 
 จากผลการศึกษาครั้งนี้เปนขอมูลสําคัญทางชีววิทยา ทําใหทราบแนชัดวา หอยเชอรี่ที่มี
ลักษณะทางกายภาพที่ตางกันทั้ง 5 ลักษณะ และมีการกระจายอยูในบริเวณเขตภาคกลางของ
ประเทศไทยนี ้เปนหอยเชอรีท่ี่มีความแตกตางกนัทัง้ลักษณะภายนอก และแตกตางกันในระดับโมเลกุล
ดวย ซึ่งถือวาเปนขอมูลทีสํ่าคัญและไมเคยมีรายงานมากอน นอกจากนั้นขอมูลนี้ยังเปนประโยชน
สําหรับผูวจิัยเกี่ยวกบัการกาํจัดหอยเชอรี่ตอไปได รวมทัง้ยังเปนประโยชนในการศึกษาทางวิวฒันาการ
ของหอยเชอรี ่ และยงัสามารถนําไปเปรียบเทียบสายวิวฒันาการกับหอยชนิดอืน่ ทําใหรูลําดับ
วิวัฒนาการของหอยเชอรี่อีกดวย 
 หอยเชอรี่แมจะเปนหอยที่มถีิ่นอาศยัเดิมในตางประเทศ แตเมื่อมาอยูในประเทศไทย ก็
สามารถดาํรงชีวิตไดอยางสะดวกสบายในภูมิอากาศและสภาพแวดลอมของเรา จึงมีแนวโนมวาจะ
กลายเปนหอยประจําถิน่ไดในอนาคต ทัง้นี้เพราะปจจยัตาง ๆ ในการดํารงชวีิตและสายพนัธุของมัน
เหมาะสม ดังนั้นจงึจาํเปนตองมีการศึกษาเรื่องการปองกนักําจัดควบคูไป ดวยเนื่องจากพบแนชัดแลว
วาหอยเชอรี่เปนศัตรูขาวที่รายกาจและสําคัญยิ่งชนิดหนึง่ 
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ขอเสนอแนะ 
 การศึกษาครั้งนี้ไดลําดับเบสของ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ซึ่งยังไมมีรายงานการศึกษามา
กอน ดังนัน้ผูวจิัยจึงไดวางแผนวาจะ submit ขอมูลลําดบัเบสนี้เขาไวใน database (ฐานขอมูล) ของ 
GenBank ตอไป  
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วิธีเตรียมสารเคมี 
 

                                       Extraction buffer   =  20 mM Tris-HCl 
                                                                         25 mM EDTA (pH 8.0) 
                                                                         250 mM NaCl 
                                                                         0.5 % Lauroylsarcosine sodium salt 
 
                                       Binding buffer      =   6 M guanidine-HCl 
                                                                         10 mM Urea 
                                                                         10 mM Tris-HCl 
                                                                         20% Triton X-100 (v/v) pH 4.4 (25 C) 
 
                                       Washing buffer     =   80% Ethanol 
                                                                          20 mM NaCl 
                                                                          2 mM Tris-HCl pH 7.5 (25 C) 
 
                                       Elution buffer        =   10 mM Tris pH 8.5 (25 C) 
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