
การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของหอยเชอรี่ที่แพรระบาดในเขตภาคกลางของ 
ประเทศไทยในระดับโมเลกลุโดยวิธีปฏิกริิยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทคัดยอ 
ของ 

สมณรัตน จันทรขาว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอตอบัณฑิตวทิยาลยั มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เพ่ือเป นส วนหนึ่งของการศึกษา 
ตามหลักสูตรปริญญาการศึกษามหาบณัฑติ สาขาวิชาเคม ี

2547 
 
 



สมณรัตน  จนัทรขาว.  (2547).  การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของหอยเชอรี่ที่แพร
ระบาดในเขตภาคกลางของประเทศไทยในระดับโมเลกลุโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรส.  ปริญญานิพนธ กศ.ม  (เคมี).  กรุงเทพฯ : บัณฑิตวทิยาลยั  

 มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ.  คณะกรรมการควบคมุ: รองศาสตราจารย ดร.ธารารัตน 
ศุภศิริ, รองศาสตราจารย ดร.ยุวด ีวัฒนโภคาสิน, รองศาสตรจารย ดร.สมศักดิ์ สร่ังบนิ. 

เนื่องจากการระบาดของหอยเชอรี่ (Golden Apple Snail) ในพื้นทีเ่กษตรกรรมในเขต
ภาคกลาง ไดกอความเสยีหายในวงกวางทั้งทางดานการเกษตร ตลอดจนผลกระทบทางดาน
เศรษฐกิจ อันเนื่องมาจากการสูญเสียของผลผลิตทางการเกษตร การศึกษาครั้งนีจ้ึงเก็บรวบรวม
หอยเชอรี่ในเขตภาคกลางของประเทศไทย ไดแก จงัหวัดปทุมธานี พระนครศรีอยุธยา และ
กรุงเทพฯ ซึ่งสามารถแยกหอยเชอรี่ตามลักษณะทางกายภาพได 5 ลักษณะ คือ 1) ลักษณะตัวดํา-
เปลือกดํา มลีาย 2) ลักษณะเปลือกดาํ-ตัวดํา ไมมลีาย 3) ลักษณะเปลอืกเหลือง ตัวดํา 4) 
ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวเหลือง 5) ลักษณะเปลือกดํา ตัวเหลือง จากนัน้ทาํการสกัด DNA จากไข
ของหอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะโดยใชไนโตรเจนเหลว ทาํการเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธีปฏิกิริยาลกูโซ
พอลิเมอเรส (PCR) โดยใชไพรเมอรตําแหนงยนี 18S rRNA จากนั้นหาลาํดับเบสของหอยเชอรี่ทัง้ 
5 ลักษณะ และทํา sequence alignment ของ 18S rRNA เปรียบเทียบกนัดวยโปรแกรม Clustal 
W พบลําดับเบสบางสวนของหอยเชอรี่ทีเ่หมือนกนั ในสัดสวนที่ไมเทากันแลวสราง phylogenetic 
trees  พบวา หอยเชอรี่ทัง้ 5 ลักษณะ มคีวามเหมือนและแตกตางกนัของเบสหลายตําแหนง และ
พบวา หอยเชอรี่ลักษณะที ่2 และหอยเชอรี่ลักษณะที ่4 มีลําดับเบสที่คลายคลงึกนั (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 
 จากอดีตจนถงึปจจุบัน เปนทีท่ราบดีวาประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมและปลูกขาว
เลี้ยงคนทัง้ประเทศ และยังสงออกตางประเทศ เปนพืชเศรษฐกิจอีกดวย จะเห็นไดวาขาวเปนอาหาร
หลักของคนไทย มีการทํานาปลูกขาวกนัอยูทัว่ไป ปญหาที่สําคัญของการทาํนาปลูกขาวนั้นมอียูหลาย
อยาง เชน ลมฟาอากาศ แรธาตุในดิน และศัตรูพืช ศัตรูของขาวมีอยูหลายชนิด  เชน ปูนา หนู นก ที่กัด
กินขาว ทาํใหขาวไดรับความเสียหายมากมาย แตกย็งัไมเทากับศัตรูขาวที่สําคัญอีกอยางหนึ่ง ซึ่งมี
รายงานวาในป 2531 พบหอยชนิดหนึง่ (นันทิยา โพธิ์สวสัด์ิ.  2543 : 15)  เปนหอยที่กัดกนิตนขาว นั่นคือ หอย
เชอรี่ ทําใหชาวนาไทยประสบปญหายิ่งกวาเดิม 
 หอยเชอรี่ (Golden Apple Snail) มชีื่อเรียกอีกอยางวา หอยโขงอเมรกิาใต หรือเปาฮื้อน้ําจืด 
หอยเชอรี่ไมใชหอยประจาํถิ่นฐานของประเทศไทย แตมีถิ่นกําเนิดในทวีปอเมริกาใต เขามาในประเทศ
ไทยโดยมีผูนําเขามาจากประเทศญี่ปุน และฟลิปปนส โดยในป 2523 ประเทศญี่ปุนไดมีการเลี้ยงฟารม
หอยเชอรี่ทางตอนใตของประเทศ แตไมเปนทีน่ิยมจึงไมมีตลาดรองรบั อีกทัง้หอยเชอรี่ก็เจริญเติบโต 
และสืบพันธุไดเร็วมาก เพราะหอยเชอรี่สามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมไดดีมาก จึงมีการปลอย
หอยเชอรี่ทิง้ลงสูแหลงน้าํตาง ๆ นํามาซึง่ความเสียหายแกตนขาว และพืชน้าํตาง ๆ ในป 2526 
กระทรวงเกษตรของประเทศญี่ปุน จงึมีประกาศใหหอยเชอรี่เปนศัตรูพืชชนิดหนึง่ และหามนําเขามาใน
ประเทศ ตอมาในป 2529 พบวาหอยเชอรี่ไดแพรกระจายไปทัว่ประเทศ ในป 2523-2526 ประเทศ
ฟลิปปนสมีการนําเขาหอยเชอรี่จากประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศไตหวัน เพื่อมาเลี้ยงเปนอาหาร 
แตหอยเชอรี่ไดแพรกระจายอยางรวดเร็วลงสูแหลงน้าํ จนกระทั่งไดรับความเสยีหายแกตนขาว ในบาง
พื้นที่เสียหายสูงถึง 93% ในฮองกงมกีารนําหอยเชอรี่เขาประเทศในป 2528 และเวียดนามมีการนํา
หอยเชอรี่เขาประเทศในป 2531 ซึ่งปจจบัุนประเทศเหลานี้ไดรับความเสียหายอนัเนื่องมาจากหอยเชอรี่
กันอยางมาก เชนเดียวกบัประเทศไทยโดยพบวาในป 2525-2526 มีการนําหอยเชอรี่เขามาจาก
ประเทศญี่ปุนและประเทศฟลิปปนส เพื่อนํามาเลี้ยงสงขายญี่ปุน และเลี้ยงเปนหอยสวยงามตามตูปลา 
ในป 2530 พบวามีการแพรระบาดของหอยเชอรี่ที่แปลงทดลองของสถานทีดลองขาว บางเขน กรม
วิชาการเกษตร ในป 2531 มีการรายงานการระบาดของหอยเชอรี่คร้ังแรกในนาขาว ทองทีห่มู 7 ต.
ศรีษะจระเขนอย อ.บางพล ี จ.สมุทรปราการ (พูลสุข หฤทัยธนาสันติ.์  2542 : 150) ปจจุบันพบวาหอยเชอรี่
ระบาดและทําลายนาขาวไปเกือบทั่วประเทศแลว นอกจากนี้ หอยเชอรี่ยังเปนโฮสตตัวกลาง (intermediate host) 
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ของพยาธิใบไม Echinostoma ilocanum เชนเดียวกับหอยโขงบานเรา (Keawjam.  1986 : 63)และยัง
เปนโฮสตตัวกลางของพยาธตัิวกลม Angiostrngylus cantanensis  (ปทมา แซกิม.  2543 : 19)  ซึ่งจะเขาสู
รางกายของคนที่บริโภคเนื้อหอยดิบ ๆ ถาหอยมพียาธิอยู ตัวออนของพยาธิจะเขาสูรางกายคน หากไป
อยูที่สมองจะเกิดมีอาการเยือ่หุมสมองบวมอักเสบ มีอาการปวดศีรษะ ปวดทอง คลื่นไส อาเจียน คอ
แข็ง ถาพยาธิไชเขาลูกตาทําใหตาบอดได (ชมพนูุช จรรยาเพศ; ทักษิณ อาชวาคม; และ ทรงทพั 
แกวตา.  2534 : 98) 
 ในปจจุบันหนวยงานที่เกี่ยวของไดเขามาชวยเหลือเกษตรกร ในการหาทางกําจัดหอยเชอรี ่
โดยกองกีฏและสัตววทิยาไดใหคําแนะนําวธิีที่ไดผลมีประสิทธิภาพและปลอดภัยตอผูใชและ
ส่ิงแวดลอม คือ การปองกนัและกําจัดแบบวิธีผสมผสาน หลักการกคื็อใหใชวัสดุกัน้ทางที่ใหน้ําเขานา 
ทําลายไขและตัวหอย และควบคุมระดับน้ํารวมกับการใชสารฆาหอย เพื่อทําลายหอยที่จาํศีลอยูในนา 
คําแนะนําของกองกีฏและสตัววิทยาไดนาํไปเผยแพรใชในชวงการระบาดของหอยเชอรี่เมื่อป 2538 แต
ยังไมไดผลดีเทาที่ควร ทั้งนี้มีสาเหตหุลายประการ สาเหตหุนึง่ที่สําคัญคือความสามารถในการแพร
พันธุของหอยสูงมาก และความทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมของหอยเชอรี่เองและการจํา
ศีล จึงมีการศึกษาปองกันและกําจัดอื่น ๆ นอกเหนอืจากคําแนะนําของกีฏและสัตววทิยา เปนตนวา 
การนาํหอยมาใชประโยชน (สมศักดิ์ เพ็ชรปานกนั.  2542 : 9-3) การจัดการทางสรีรวิทยาและชวีวิธี 
การใชสารสกดัจากพืช (นิตยา เลาหะจินดา; และคนอื่นๆ.  2542 : 2-1) และการใชตัวห้ํา คือมวน
แมงดาสวน (สยาม อรุณศรีมรกต.  2542 : 10-1) ขณะเดียวกนัชาวนาพยายามคิดคนวิธีกาํจัดหอย
ดวยตนเอง และไดเลือกใช endosulfan ซึ่งเปนสารกาํจัดแมลงในการฆาหอย และไดมีการบอกตอ ๆ 
กัน จนมีการใชอยางแพรหลายจึงเปนการใชสารฆาแมลงผิดประเภทและไมใชสารตามคําแนะนาํของ
หนวยงานราชการ โดยไมคํานึงถึงอนัตรายทีเ่กิดจากการใชสารชนิดนี้ ที่มีพษิตอส่ิงมีชีวิตที่อยูในน้าํ
เพราะมีความเปนพษิตอปลาสูงมาก (Hartley; & Hamish. 1991 : unpaged) สําหรับการปองกัน
ส่ิงมีชีวิตในน้าํ ในประเทศไทย สาร endosulfan ไดข้ึนทะเบียนเปนสารกําจัดแมลงทีใ่ชกับพืชไรเทานัน้ 
แตในปจจุบัน หอยเชอรี่ยงัเปนปญหาสําคัญของเกษตรกร เนื่องจากยังขาดการปองกันกําจัดหอยเชอรี่
อยางจรงิจังและตอเนื่องของเกษตรกร แตอยางไรก็ตาม การพฒันาการกําจัดหอยเชอรี่ใหหมดไป โดย
ใชทางดาน DNA นาจะเปนทางเลือกที่ดีได 
 การระบุชนิดของสิ่งมีชวีิต สวนใหญนิยมศึกษาจากลักษณะสัณฐานวทิยา ซึง่วธิีการนี้ตองใช
เวลานานและผูเชี่ยวชาญสูง นอกจากนีก้ารศึกษาทางสัณฐานวิทยาเปนการศึกษาลักษณะภายนอก 
(phenotype) ที่ปรากฏ ซึ่งไดรับอิทธิพลที่มีความสามารถจากยีน หรือสารพันธกุรรมรวมกับ
ส่ิงแวดลอม แตลักษณะทีพ่บเหน็จากรปูลักษณะภายนอกนี้ไมใชตัวบงชีถ้ึงความแตกตางระหวางชนิด 
และรูปลักษณะภายใน (genotype) ชนิดของสิ่งแวดลอมโดยตรง ปจจบัุนมีการนาํเทคนิคตาง ๆ หลาย
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วิธีมาใชเพื่อการบงชี ้ และจาํแนกชนิดของสิ่งมีชวีิตในระดับโมเลกุล หรือระดับยีน เนื่องจากเปนวิธทีี่มี
ความละเอยีดและถูกตองสงู ซึ่งขอมูลในระดับโมเลกุลนี้ เปนตัวควบคุมการแสดงออกของลักษณะ
ภายนอก โดยอาศัยหลกัการจัดเรียงตัวของลําดับเบสใน rRNA ส่ิงมีชีวิตแตละสายพันธุ (species) มี
ลักษณะทีเ่ฉพาะในสายพันธุนั้น ๆ rRNA จัดเปน species specific marker คือจะมีลําดับการเรยีงตวั
ของเบสเหมือนกนัในสายพนัธุเดียวกนั และแตกตางกนัในตางสายพนัธุ จงึสามารถนํามาใชในการ
จําแนกชนิดของสิ่งมีชวีิตได (ปทมาภรณ ศิริมา; และ สุนันทา พรายแกว .  2541 : 4) 
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ความมุงหมายของการวิจัย 
 1. ศึกษาและรวบรวมสายพนัธุของหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 2. เพื่อศึกษาความหลากหลายของหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 3. เพื่อจาํแนกชนิดของหอยเชอรี่โดยใชเทคนิค PCR 
ความสําคัญของการวิจัย 
 1. เปนแนวทางในการบงชี้ชนิดของหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลาง 
 2. ทราบถึงความหลากหลายในระดับโมเลกุลของหอยเชอรี่ 
 3. เปนขอมูลพื้นฐานเพื่อพฒันาวิธีการควบคุมปริมาณหอยเชอรี่ตอไป 
ขอบเขตของการวิจัย 
 1. จําแนกหอยเชอรี่ตามลักษณะภายนอกที่เห็น  
 2. ทาํการเพิ่มปริมาณของ DNA โดยเทคนิคของ PCRในชวงของยนีทีส่นใจ 
  3. เปรียบเทียบผลิตภัณฑของการทํา PCR ระหวางหอยเชอรี่แตละลักษณะวามีความเหมือน 
     หรือตางกนัอยางไรดวยการหาลาํดับเบส        
 4. จําแนกสายพันธุของหอยเชอรี่ 
นิยามศัพทเฉพาะ 

 BSU = Bioservice unit เปนหนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโลยีชวีภาพ 
              แหงชาติ สํานักงานพัฒนาวทิยาสาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 

 หอยเชอรี่เปนหอยทากน้ําจดื (freshwater snail) ชื่อสามัญคือ Golden Apple Snail แบง
ตามหลกัอนุกรมวิธานดังนี ้
  Phylum   Mollusca 
  Class   Gastropoda 
  Subclass              Prosobranchia 
  Order   Mesogastropoda 
  Superfamily  Viviparoidea 
  Family   Ampullariidea 
  Genus   Pomacea 
 การแบง species ยังไมแนนอน ขณะนี้ในประเทศไทยมหีอยเชอรี่ระบาดอยูในนาขาว 3 ชนิด 
ไดแก Pomacea canaliculata, Pomacea lepordivillensis และ Pomacea sp. (ชมพนูุช จรรยาเพศ; 
ทักษิณ อาชวาคม; และ ทรงทพั แกวตา.  2534 : 94) 
ลักษณะทั่วไปของหอยเชอรี่ 
 หอยเชอรี่เปนหอยฝาเดียว รูปรางคอนขางกลม ใหญ เปลือกเรียบ การหมนุของเปลือกเปน
เกลียววนขวา แตละวงของเปลือกจะแยกกันเห็นไดชัดเจนตรงรอยตอ ที่มีลักษณะเปนรอยเวาลึกลงไป 
สวนที่มีขนาดเล็กที่สุด เรียกวา ยอดเปลือก (apex) เกลียววงลางสุดจะมีขนาดใหญที่สุด เรียกวา วง
ลําตัว ซึง่เปนที่อยูของอวัยวะภายในตาง ๆ ปลายดานหนึง่ของเปลือกจะมีชองเปดขนาดใหญ เรียกวา 
วงปาก ใหสวนเทาและสวนหัวยืน่ออกมาได บริเวณวงปากนัน้จะมีฝาปด (operculum) เปนแผนแข็งสี
น้ําตาลใส ขนาดเมื่อโตเต็มที่จะมีความสงูประมาณ 83 มิลลิเมตร หนกั 165 กรัม (ปทมา แซกิม.  2543 
: 10) หอยเชอรี่มีรูปรางและขนาดคลายกับหอยโขง ซึ่งเปนหอยประจําถิน่ของไทย แตมีขอแตกตาง
ระหวางหอยเชอรี่และหอยโขง ที่สามารถสังเกตไดจากลักษณะทัว่ไปภายนอก คือ เปลือกของหอยเชอรี่
จะบางกวา และความลกึของรองเปลือกของหอยเชอรีจ่ะลึกมากกวา ทาํใหกนหอยของหอยเชอรี่นูนสูง
กวา ฝาปดของหอยโขงแข็งและหนากวา และมีมุกเคลือบทําใหเหน็เปนสีขาว และสวนวงปากของหอย
เชอรี่จะกลมกวางกวาหอยโขง 
 
 



 6

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 1 แสดงลกัษณะของหอยเชอรี่ 
  
 
 อวัยวะภายนอกของหอยเชอรี่ 
  สวนหัว อยูปลายสุดทางดานหนาของลําตัว ประกอบดวยชองปากอยูตรงกลางคอนมา
ทางดานทอง มีริมฝปากทีม่ีลักษณะเปนแผนยื่นออกมาทางดานขางทั้ง 2 ขาง ภายในปากมกีราม
ขนาดใหญ 1 คู ใชกัดกินอาหาร ถัดจากกรามเขาไปขางในเปน radula ซึ่งมีลักษณะเปนเสนบางคลาย
โซที่เต็มไปดวยฟนซี่เล็กแหลมคม สีแดง จํานวนหลายพันซี ่ เรียงเปนแถวขวาง 5 แถว ทาํหนาที่ในการ
บดอาหาร โดยจะขยับไปมาขูดบนอาหาร หอยเชอรี่มีหวัขนาดสัน้ประกอบดวยหนวด 2 คู คูที่ 2 อยูติด
กับตาและยาวกวาคูแรก หนวดมีรูปรางเพรียว สวนปลายเรียวเลก็ลง ทําหนาที่ในการรับความรูสึก 
หนวดสามารถหดสั้นและแบนลงได 
 
 
                                                                                                                                                       
                                                                                  

 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 แสดงลกัษณะสวนหวัของหอยเชอรี่ 
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  สวนเทา มีลักษณะเปนกลามเนื้อหนารูปสามเหลีย่ม ปลายแหลมชี้ไปขางหลงั ผิวหยาบ 
สามารถยืดยาวและกวางแบนไดทําหนาที่ในการคืบคลานเพื่อเคลื่อนทีม่ีชองเปดของตอมเหงือก 
(pedal gland) ทีท่ําหนาที่ผลิตเมือกเพื่อชวยหลอล่ืนขณะทีห่อยเคลื่อนที ่ นอกจากนี้สวนเทายงั
ประกอบดวย ระบบทางเดินอาหารสวนตน ระบบสืบพนัธุ และระบบประสาท  
  อวัยวะภายในของหอยเชอรี่ 
  ระบบยอยอาหาร ประกอบดวย ทอทางเดินอาหาร ตอมน้ําลาย และตอมสรางน้าํยอย 
  ระบบการหมนุเวียนโลหิต ประกอบดวย หวัใจ เสนเลือดแดง โพรงเลือด และเสน
เลือดดํา 
  ระบบหายใจ ประกอบดวย เหงือก (actinia) ปอด (lung) และทอหายใจ (respiratory 
siphon) มีลักษณะคลายหลอด สามารถโคงพับและยดืหดได สามารถยืดไดยาวถงึ 6-7 เซนติเมตร ทํา
หนาที่เปนทอยืดขึ้นไปเหนอืผิวน้าํเพื่อเอาออกซิเจนจากอากาศมาใชในการหายใจ ระบบหายใจของ
หอยเชอรี่ม ี2 ระบบ คือ การหายใจโดยใชเหงือก และการหายใจโดยใชปอด ซึ่งทําใหหอยเชอรี่สามารถ
อาศัยอยูไดทั้งในน้าํและบนบก เมื่อหอยอยูในน้ํา การหายใจจะเกิดขึ้นโดยน้าํจะเขาทางทอหายใจ
ดานซายและไหลผานไปยังเหงือก จะมกีารแลกเปลี่ยนกาซเกิดขึ้นทีเ่หงือก จากนัน้น้าํจะไหลผาน
ออกไปทางทอหายใจดานขวา เมื่อหอยลอยตัวขึ้นมาอยูผิวน้าํ การหายใจจะเกิดขึ้นโดย ทอหายใจ
ดานซายจะยืน่ยาวออกมาเหนือผิวน้าํ แลวอากาศจะผานเขาในทอไปที่ปอด จะมีการแลกเปลี่ยนกาซที่
ปอด ดังนั้นหอยเชอรี่จึงอาศัยอยูไดในน้ําที่ไมมีออกซิเจนละลายอยูเลย และถาหอยขึ้นมาอยูบนบก มัน
จะรับอากาศโดยตรงเขาไปที่ปอดทางชองแมนเดิล โดยไมใชทอหายใจ การเคลื่อนตัวเขาออกของหวั
และเทาจะเปนการชวยนําอากาศผานเขาไปในปอด การหายใจโดยใชปอดนีจ้ะเกี่ยวของกบัการหด 
และคลายตัวของกลามเนื้อบริเวณผนังปอด เมื่อกลามเนื้อหดตัวผิวของปอดจะโคงขึ้น ทาํใหชองวาง
ภายในปอดมพีื้นที่เพิม่ข้ึน อากาศจะผานเขาไปภายในปอด เลือดในเสนเลือดฝอยในปอดจะดึงเอา
ออกซิเจนจากอากาศ พรอมทั้งปลอยคารบอนไดออกไซดกลับออกมา และเมือ่กลามเนื้อคลายตัว
ชองวางภายในปอดจะลดลง และอากาศภายในจะถูกดันออกมา การหายใจโดยใชปอดนั้น สวนมาก
จะเกิดขึ้นในระหวางทีห่อยพักตัวในชวงฤดูแลง  
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ภาพประกอบ 3 ลักษณะภายใน และ ทอหายใจของหอยเชอรี ่
 
 
  ระบบขับถาย ประกอบดวยไต ทําหนาที่ในการกรองของเสียพวกไนโตรเจนออกจาก
เลือด โดยในขณะที่หอยอยูในน้าํ จะขับของเสียออกมาในรูปของสารประกอบแอมโมเนียและยูเรีย แต
ในชวงทีห่อยอยูบนบก จะขบัของเสียออกมาในรูปกรดยริูก 
  ระบบชองทอง (mantle cavity) แบงเปน 2 สวน (พูลสุข หฤทัยธนาสันติ์.  2542 : 151) 
ชองทางขวา เปนสวนของเหงือก ทําหนาทีใ่นการดึงออกซิเจนจากน้ํามาใชในการหายใจ ในขณะทีห่อย
เชอรี่อยูในน้าํ ชองทางซาย เปนสวนของปอด (lung) ทําหนาทีใ่นการหายใจโดยใชออกซิเจนจาก
อากาศ ซึ่งทําใหหอยเชอรี่สามารถอาศัยอยูบนบกไดบางเวลา 
 การเจริญเตบิโตของหอยเชอรี่ 
  ลูกหอยเชอรี่ทีฟ่กออกมาจากไขจะมีรูปรางเหมือนกบัตัวแมทุกประการ ตางกนัเพยีงลูก
หอยจะมีขนาดเล็กมาก การเจริญเติบโตของหอยเชอรีน่ั้นไมมทีัง้ระยะ metamorphosis และการลอก
คราบ มีเพียงการเพิม่ข้ึนของขนาดตัวโดยไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางแตอยางใด  การเพิม่ขนาดของ
หอยเชอรี่ทาํโดย การสรางเปลือกตอจากเดิมทางดานตรงขามกับยอดแหลม การสรางเปลือกเกิดจาก
การทาํงานของเนื้อเยื่อ mentle ซึ่งอยูติดกบัเปลือกรอบ ๆ mentle cavity  
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ภาพประกอบ 4 ลักษณะการเจริญเตบิโตของหอยเชอรี่ 

 
 
 การขยายพันธุ 
  หอยเชอรี่มีเพศแยกกัน (dioecious) การแยกเพศของหอยเชอรี่สามารถดูไดจากความ
นูนของแผนฝาปด โดยเพศผูจะมีความนนูของแผนฝาปดมาก และมีขนาดตัวเลก็กวาเพศเมยี อวัยวะ
ชวยในการผสมพันธุ (copulatory organ) ของเพศผูจะมีการพัฒนาดี แตในเพศเมียนัน้จะไมมีการ
พัฒนา อวยัวะสืบพันธุเพศผู ประกอบดวย อัณฑะ (testis) ทอนาํน้ําเชื้อ (vasa efferentia) พีนิส 
(penis) และตอมใตเหงือก (hypobranchial gland) อวัยวะสืบพนัธุเพศเมีย ประกอบดวย รังไข 
(ovary) ทอนาํไข (oviduct) มดลูก (uterus) หอยพรอมที่จะขยายพันธุในชวงอายุประมาณ 3 เดือน 
โดยหอยเพศผูจะมีอวัยวะสบืพันธุเดี่ยว มอัีณฑะลักษณะเปนทอยืดออกได เพื่อใชสอดสง sperm เขา
ไปผสมกับไขกอนที่ไขจะมกีารสรางเปลือก หลังจาก 1-2 วัน หอยเพศเมียจะวางไข โดยสวนมากหอย
ตัวเมยีจะวางไขในเวลากลางคืน โดยคลานขึ้นไปวางไขตามที่แหงเหนอืน้ํา เชน ตามกิ่งไมทีป่กอยูในน้าํ 
เวลาที่ใชในการวางไขต้ังแต 1-6 ชั่วโมง ไขจะเคลื่อนออกมาทีละใบบนกลามเนื้อเทาซึ่งขยับเปนระลอก
ดันสงไขใหข้ึนไปซอนเขาใตใบที่ออกมากอนเปนชั้นๆ ไขที่ออกมาใหมๆจากรางกายจะออนนิ่มและมี
เมือกติดทุกใบ แตละครั้งจะประกอบดวยไขจํานวน 388-3,000 ฟอง ไขจะมีสีชมพูสดและซีดจางลงจน
เกือบเปนสีขาวภายใน 7-14 วัน อัตราการฟกของไข 77-91% ที่อุณหภูมิ 34 C  จากนัน้เปลอืกไขจะ
แตกออก ลูกหอยที่ออกมาใหม ๆ จะมีขนาดประมาณหวัเข็มหมุดเล็ก ๆ มีลักษณะทุกประการ
เหมือนกับหอยที่โตเต็มที่แลว เพียงแตเปลือกของลูกหอยจะยงันิ่มอยู แตภายหลังออกจากไขประมาณ 
2 วัน เปลือกก็จะแข็ง สามารถกินอาหารไดทันที สวนแมหอยนั้นหลังจากที่วางไขแลว ทิ้งชวงหาง
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ประมาณ 4-10 วัน ก็จะสามารถวางไขไดอีก และสามารถวางไขไดตลอดทั้งป แมหอยสามารถวางไข
ไดจนถึงอายุ 2-3 ป 
 
 

 
 
  

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดงการขยายพันธุของหอยเชอรี่ 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 6 แสดงวงจรชีวิตของหอยเชอรี่ 
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 การกนิอาหาร 
  หอยเชอรี่กนิพชืน้ําไดเกือบทกุชนิดที่มีลักษณะใบออนนิ่ม เชน แหน จอก สาหราย ตน
ขาว ตนหญาริมน้ํา รวมทั้งซากพชืซากสตัวที่เนาเปอยในน้าํ หอยเชอรี่สามารถกนิไดรวดเร็วเฉลี่ยวันละ 
50% ของน้ําหนกัตัว และสามารถกินไดตลอดเวลา ในเวลากลางวันทีม่ีแดดจัดจะหลบอยูใตเงารมของ
พืชน้าํตาง ๆ แลวกินอาหารตลอดเวลา วธิีการกนิอาหารของหอยเชอรี่ จะใชสวนขากรรไกรกัดแลวสง
เขาในชองปาก กลามเนื้อรอบ ๆ จะทาํงานใหสวน radular ซึ่งเปนเสนบางคลายโซเต็มไปดวยฟน
แหลมขยับไปมาขูดไปบนอาหาร 
 
 
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 
 Polymerase Chain Reaction หรือ PCR เปนเทคนิคสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัย
หลักการ DNA Replication ซึ่งเปนการสังเคราะหสาย ดีเอ็นเอสายใหม จาก ดีเอน็เอตนแบบในหลอด
ทดลองภายในระยะเวลาอนัสั้นและไดดีเอ็นเอสายใหมเกิดขึ้นเปนลานเทา เทคนิคนีพ้ัฒนาขึน้เมื่อป 
พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis และคณะแหงบริษัท Cetus Corporation (สํานกังานสงเสริม
วิทยาศาสตร.  2543 : ออนไลน) ซึง่การเพิม่จํานวน DNA ที่สนใจนี ้จาํเปนตองทราบลําดับเบสของยีน 
ที่สนใจบางสวนดวยเพื่อทีจ่ะสามารถสรางไพรเมอร (primer) มาจับกบัยีนนั้น และเพิ่มจํานวนขึ้นมาได
ในหลอดทดลอง เทคนิค PCR มีหลัก และวิธีการทีง่าย และสามารถตรวจสอบไดทันทีโดยวิธีอิเล็กโตร
โฟรริซิส (electrophoresis) การเพิ่มจาํนวนยนีที่ตองการศึกษาโดยวิธี PCR นี้ จะกระทําในหลอด
ทดลองที่ประกอบดวย สวนประกอบที่สําคัญ 4 อยางไดแก 

1. DNA template ซึ่งเปน DNA สายคู ที่สกัดมาจากเซลลของสิ่งมีชวีิตที่สนใจศึกษา 
2. เอนไซม Taq DNA Polymerase ซึ่งเปนเอนไซมทีท่นทานตอการเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิ 

และทําหนาทีส่รางสาย DNA ที่อุณหภูมิสูง ๆ ไดดี (thermostable DNA polymerase) เอนไซมนี้แยก
มาจากแบคทีเรียชื่อ Thermus aquaticus 

3. Deoxynucleotide ทัง้ 4 ตัว ไดแก dATP, dCTP, dGTP และ dTTP 
4. Oligonucleotide primer ซึ่งเปน DNA สายสั้น ๆ ขนาดประมาณ 20-30 bases อาจเรียก

งาย ๆ วาเปน forward และ reverse primers สําหรบัจับ DNA template ทั้ง 2 สาย นอกจากนีย้ังมี
สารที่จําเปนตอการทาํ PCR อ่ืน ๆ เชน เกลือ MgCl2 ใน PCR buffer 

ปฏิกิริยาการสงัเคราะห DNA ดวยเทคนิค PCR เปนเทคนิคที่เกิดตอเนื่องซ้าํกนัหลาย รอบ 
แตละรอบประกอบดวย 3 ข้ันตอน คือ 
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  1. denaturation เปนขั้นตอนการแยกสายคูของ DNA template  ใหเปนสายเดีย่วโดยใช
อุณหภูมิประมาณ 90-95 C 
  2. annealing เปนขั้นตอนที ่ primer เขาไปจับกบั DNA บริเวณที่มีลําดับเบสคูสม 
(complementary base) จะเกิดที่อุณหภูมิที่เหมาะสมโดยขึ้นกับปริมาณของเบส GC ถาปริมาณ GC 
มาก จะทําให annealing temperature สูงตามไปดวย โดยทั่วไปอุณหภูมิที่ใชจะอยูระหวาง 40-60 C 
  3. extension เปนขั้นตอนการสราง DNA สายใหมตอจาก primer โดยอาศัยเอนไซม Taq 
DNA polymerase อุณหภูมใินขั้นตอนนี้จะอยูในชวง 70-75 C 
  วิธี PCR จะเริ่มดวยการแยก DNA เกลียวคูออกเปน DNA สายเดี่ยวดวยความรอน เมื่อ
อุณหภูมิลดลง primer ซึ่งถูกออกแบบใหมีลําดับเบสเปนคูสมกับ DNA template จะจับกับ DNA 
template ในตําแหนงที่กาํหนดไดจําเพาะ เพื่อการเพิ่มจํานวนชิน้ DNA นั้น ๆ ตอไป โดย 
deoxynucleotide ชวยเติมจํานวนเบสทีป่ลายขาง 3’-end ของ primer เกิด DNA เสนคูชุดใหมจํานวน 
2 ชุด และเมือ่ถูกความรอน DNA 2 ชุด ก็จะแยกออกจากกนั เปน DNA สายเดี่ยว 4 เสน ซึ่งจะเปน
แมแบบในการสราง DNA คูสายใหมในรอบถัดไป ทําใหได DNA เพิ่มข้ึนเปน 4 ชุด และเมื่อรอบถัดไปก็
จะไดจํานวน DNA เพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ ในลักษณะทวีคูณเปน 2n เมื่อ n เปนจํานวนรอบของปฏิกิริยา ดังนั้น
ถาปฏิกิริยาดาํเนนิไปได 20 รอบ จะได DNA 220 ชุด หรือ ประมาณ 1 ลานเทาของ DNA ต้ังตนนัน่เอง 
 
 
อิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) 
  Electrophoresis เปนวิธทีี่ใชกระแสไฟฟาชวยในการแยกสารประกอบตาง ๆ ออกจากกนั
โดยอาศัยคุณสมบัติที่แตกตางกนับางประการของโมเลกลุในการแยก เชน ขนาด รูปราง ประจ ุเปนตน 
(จริยา ชมวารนิทร.  2540 : 4-3) ในการเคลื่อนที่ของสารใหแยกออกจากกนัตองอาศัยความตางศักย
ของกระแสไฟฟาและตัวกลางชนิดตาง ๆ ที่เหมาะสม วิธีการนี้สามารถนําไปใชในการแยกวเิคราะห
และทําใหสารบริสุทธได เมือ่ทําการแยกแลว สามารถตรวจดูตําแหนงการเคลื่อนที่ของสารตาง ๆ ได
ดวยการยอมสี 

อัตราการเคลื่อนที่ในการทํา electrophoresis ข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยางดงัตอไปนี ้
1. คุณสมบัติของสารตัวอยาง 

   1.1 ชนิดและปริมาณของประจุ จะเปนตัวกาํหนดทศิทางการเคลือ่นที่ของโมเลกุลใน
สนามไฟฟา โดยโมเลกุลทีม่ีประจุบวกจะเคลื่อนที่ไปยงัขั้วลบและโมเลกุลที่มีประจมุาก เชน –3 จะ
เคลื่อนที่ไปยงัขั้วบวกไดเร็วกวาโมเลกุลทีม่ีประจุนอยกวา เชน –1 เปนตน 
 



 13

   1.2ขนาดของโมเลกุลอัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกลุขนาดใหญจะเคลือ่นที่ชากวา
โมเลกุลที่มีขนาดเล็ก 
   1.3 รูปรางของโมเลกลุ โมเลกุลที่มีรูปรางตางกนัการเคลื่อนที่จะมีอัตราเร็วที่ตางกนัดวย 
 2. สนามไฟฟา อัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกุลในสนามไฟฟาเปนสัดสวนโดยตรงกับ
กระแสไฟฟา  ระยะเวลาในการทาํ electrophoresis และความตางศกัยไฟฟา แตแปรผกผันกับความ
ตานทานไฟฟา การใชกําลงัไฟฟาที่สูงจะชวยใหการเคลือ่นที่ของโมเลกุลในสนามไฟฟาเร็วขึ้น แตถาใช
กําลังไฟฟาที่สูงเกนิไปจะทาํใหเกิดความรอนขึ้น อาจทําใหสารเสยีสภาพธรรมชาติได แตถาใช
กําลังไฟฟาทีตํ่่าเกินไปกจ็ะทําใหการใช เวลาในการทาํ  electrophoresis นานเกินไป
กระแสไฟฟาทีใ่ชทํา electeophoresis มกัจะใหในลักษณะที่กระแสไฟฟาคงที่ (current constant) 
หรือความตางศักยไฟฟาคงที่ (voltage constant) 
 3. บัฟเฟอร (buffer)  buffer มีหนาที่รักษาสภาวะความเปนกรด-เบสของตัวกลางค้ําจุน และ
มีความสาํคัญตอการเคลื่อนที่ของโมเลกุลในสนามไฟฟา โดยความเปนกรด-เบส มีผลตอการแตกตัว
ของหมูที่มีประจุของโมเลกลุ ดังนัน้ buffer ที่ใชจึงควรมี pH คงที่เพือ่จะทําใหการแยกนัน้เปนไปดวยดี
และสม่ําเสมอ  ในการทาํ electrophoresis ของ DNA นั้น DNA จะมปีระจุสุทธิเปนลบเสมอ เนื่องจาก
มีหมูฟอสเฟต (PO4

3-) จึงทาํ electrophoresis ใน buffer ที่มีสภาวะคอนขางเปนเบสเล็กนอย เพราะ 
DNA จะคงตัวไดดีกวา 
 4. ตัวกลางค้าํจุน  ตัวกลางค้ําจุนมีความสําคัญตอการแยกสารโดยวธิี electrophoresis เปน
อยางมาก ลักษณะที่ดีของตวักลางค้ําจนุคอื ยอมใหสารตัวอยางผานไดรวดเร็ว สามารถแยกสารเปน
สวน ๆ ไดงาย และชัดเจน ตัวกลางไมควรมีประจุเพราะจะมีผลตอการวิง่ของ DNA ในกระแสไฟฟา 
และไมไวในการทําปฏิกิริยา เปนตน การเลือกตัวกลางค้ําจนุที่เหมาะสมจะทําใหการแยกโดยวิธี 
electrophoresis ไดผลดี ตัวกลางทีน่ิยมใชในงานทั่วไปคือ agarose gel ซึ่งมกัใชในการแยก DNA 
และ RNA สวน polyacrylamide gel มักใชในการแยกสารประกอบโปรตีน เปนตน 

agarose เปนสารที่แยกไดจากผนงัเซลลสาหรายทะเล เปน polysaccharide ซึ่ง
ประกอบดวย galactose และอนุพนัธุ สาย agarose จะพันไขวกัน (crosslinked) ทําใหเจลมีลักษณะ
เปนรูพรุน 

agarose gel electrophoresis เปนวธิีมาตรฐานในการแยกวิเคราะห DNA และ RNA โดย
เมื่อปลอยกระแสไฟฟาผานตัวกลาง DNA หรือ RNA ที่มีประจุลบใน buffer ที่มี pH คอนขางเปนเบส
เล็กนอยจะเคลื่อนที่ไปยงัขั้วไฟฟาบวก DNA หรือ RNA ขนาดใหญจะเคลื่อนที่ไดชากวาขนาดเล็ก ทาํ
ใหสามารถแยกออกไดตามขนาด การตดิตามตําแหนงของแถบ DNA หรือ RNA หลังจากทาํ 



 14

electrophoresis ทําไดโดยการยอมดวย ethidium bromide แลวนําไปสองดูดวยแสง UV จะเหน็แถบ 
DNA มีแสงวาวสีสม วิธนีี้สามารถตรวจหา DNA ปริมาณต่ํา ๆ ได 
 การเคลื่อนที่ของ DNA ข้ึนกับปจจัยตาง ๆ หลายประการที่เกี่ยวของ คือ  
 1. ขนาดของ DNA  
     ถาเปรียบเทียบ DNA ปลายเปด (linear DNA) เมื่อเคลื่อนที่ผานเจลในสนามไฟฟาจะ
พบวาอัตราการเคลื่อนที่มีคาผกผันกับคา log ของขนาดหรือน้ําหนักโมเลกลุของ DNA คือถา DNA 
ขนาดใหญการเคลื่อนที่จะชากวา DNA ขนาดเล็ก 
 2. ความเขมขนของ agarose gel  

       linear DNA จะเคลื่อนที่ผานรพูรุนภายในเจลดวยอิทธิพลของสนามไฟฟา เมื่อความ
เขมขนของ agarose gel ตํ่า รูพรุนจะมขีนาดใหญ DNA จะเคลื่อนไดเร็ว ตรงกันขาม ถาใช agarose 
gel ความเขมขนสูง ๆ ขนาดของรูพรุนจะเล็กกวา การเคลื่อนที่ของ DNA จะชาลง ดังนั้น การแยก 
DNA ขนาดตาง ๆ ตองเลือกความเขมขนของ agarose ใหเหมาะสมดังตาราง 1 

 
 

ตาราง 1 ความเขมขนของ agarose ที่ใชในการวิเคราะห DNA ขนาดตาง ๆ กัน 
   

 
           ความเขมขนของ 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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แมวา agarose gel สามารถใชแยกวิเคราะหชิน้ DNA สายคูที่มีขนาด 70 basepairs (0.07kb) ดวย
ความเขมขน 3% agarose ถึงขนาด 80,000 bp (80 kb) ดวยความเขมขน 0.1% agarose แตไมคอย
นิยมใช เพราะความเขมขนของ agarose ที่มากกวา 1.5% gel คอนขางแข็งเกินไป และความเขมขนที่
ตํ่ากวา 0.5% agarose จะมคีวามเปราะบางมาก โดยทัว่ไปมักใชความเขมขนระหวาง 0.7 – 1.2% 
 3.  รูปรางของ DNA (conformation of DNA) 

 การเคลื่อนทีข่อง DNA ในสนามไฟฟาขึ้นอยูกับขนาดของโมเลกุลโดยตรง DNA ขนาด
ใหญจะเคลื่อนที่ชากวา DNA ขนาดเล็ก แตทั้งนี้หมายถึงการเปรียบเทียบ DNA ในรูปรางแบบเดียวกนั 
DNA ที่มีขนาดโมเลกุลเทากันแตรูปรางตางกนัจะเคลื่อนที่ตางกนั เชน รูปของ supercoil จะเคลื่อนที่
ไดเร็วกวารูป linear และรูป relaxed  ตามลําดับ 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 Supercoil                         Relaxed                         Linear                   
                   

                          ภาพประกอบ 7  แสดงโครงรูปของ DNA  
 
 

 4. ความตางศกัยไฟฟา  
      อัตราเรว็ของการเคลื่อนที่ของ linear DNA จะเปนสดัสวนโดยตรงกับความตางศักย ณ ที่
ความตางศักยไฟฟาต่ํา ๆ ก็คือ DNA เคลื่อนทีเ่ร็วขึ้นเมื่อความตางศักยไฟฟามากขึ้น (ประมาณ 1 
โวลล ตอเซนติเมตร) แตถาใชความตางศกัยสูงขึน้ การเคลื่อนที่ของ linear DNA โมเลกุลใหญ ๆ จะ
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เพิ่มมากกวาพวกทีม่ีขนาดโมเลกุลเล็กและเมื่อเพิม่ความตางศักยมากขึ้น ประสิทธิภาพในการแยก 
DNA ใน agarose gel จะลดลง ในกรณีที่ขนาด DNA ใหญกวา 2 กิโลเบสและตองการจะใหไดการ
แยกที่ชัดเจนที่สุด  ควรใชความตางศักยตํ่า ๆ  คือไมเกิน 5 โวลลตอเซนติเมตร ทีน่ิยมจะใชประมาณ 1 
โวลลตอเซนตเิมตร ซึ่งปกติ agarose gel electrophoresis จะใชความตางศักยในชวง 0.5-5 โวลลตอ
เซนติเมตรอยูแลว ซ่ึงก็ข้ึนอยูกับขนาดของเจล แตถา DNA เล็กกวา 2 กิโลเบสควรใชความตาง
ศักยไฟฟามากกวา 1  โวลลตอเซนติเมตร เพื่อลดการแพรของแถบ DNA เพราะเวลาที่ใชจะนอยลง 
 5. สวนประกอบของเบสและอุณหภูมิ (base composition and temperature)  
     สวนประกอบของเบสและอุณหภูมิไมมีผลอยางมีนยัสาํคัญตอการเคลื่อนที่ของ DNA ใน 
agarose gel ณ ชวงอุณหภมูิ 4 - 30  C ดังนัน้ การทาํ electrophoresis จึงมักทําที่อุณหภูมิหอง  
 6. บัฟเฟอร (buffer) 
     การเคลื่อนที่ของ DNA ในสนามไฟฟาขึ้นอยูกบัความเปนกรด – เบส สวนประกอบของ 
buffer ถามกีารเตรียมความเขมขนของ buffer ผิด เชน เจือจางมาก ตัวนํากระแสไฟฟาจะนาํกระแส
ไฟฟาไดไมดีและ DNA จะเคลื่อนที่ชามาก และในกรณทีี่เตรียมความเขมขนของ buffer สูงเกนิไป (เชน
ใช 10 เทาของปกติ เนื่องจากเตรียมผิดพลาด) จะทําใหการนาํกระแสไฟฟามปีระสิทธิภาพดี  แตความ
รอนจะเพิม่มากจนเจลละลายและ DNA สูญเสียสภาพธรรมชาติ (denaturation) buffer ที่ใชตองปรับ 
pH ใหสองข้ัวเทากันเพราะเมื่อทํา electrophoresis ไประยะหนึ่ง ข้ัวบวกมักจะมี pH สูงขึ้นและขั้วลบ
จะม ี pH ตํ่าลง ดังนัน้จงึนยิมใช buffer ที่มีความจ ุ (capacity) สูง buffer ที่ใชมหีลายชนิด และมัก
เตรียมในรูปสารละลายที่มคีวามเขมขนสงูกวาความเขมขนที่ใชจริง 10 เทา (10X) หรือ 50 เทา (50X) 
เมื่อตองการใชจึงนาํมาทาํใหเจือจางลงใหไดความเขมขนปกติ  ตัวอยาง buffer ที่นิยมใช 
  6.1 Tris-acetate (TAE) เปน buffer ที่มีความจุตํ่า ดังนัน้ ระหวางการ electrophoresis 
ตองคอยผสม buffer ระหวางขั้วทัง้สองใหเขากัน (โดยใชเครื่องมือชวยในการถายเทหมุนเวียน) การจะ
เก็บ buffer นี้ใหไดนานตองนําไปนึง่ฆาเชือ้ (autoclave) กอน และเกบ็ในอุณหภูม ิ4 C  เพราะมฉิะนั้น
จุลินทรียจะเจริญเติบโตได 
  6.2 Tris-borate (TBE) เปน bufferที่มีความจุสูง แถบ DNA ที่แยกไดจะชัดคมและเล็ก 
เมื่อเตรียมที่ความเขมขน 10 เทา สามารถเกบ็ไดที่อุณหภูมิหองเปนเวลานานโดยไมมจีลิุนทรีย
เจริญเติบโต เนื่องจากม ีboric acid เปนตัวยับยัง้การเจริญของเชื้อ 

  6.3 Tris-phosphate (TPE) เปน buffer ที่มีความจุสูง แถบ DNA ชัดเจนเชนเดียวกับ 
TBE แตสารละลาย 10 เทา จุลินทรียยังสามารถเจริญไดและไมคอยนยิมในงานทัว่ไป 
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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 เปนสิ่งสาํคัญที่จะทําใหทราบโครงสรางยนี และขอมูลทาง
พันธกุรรมของสายพนัธุ หรือยีนที่สนใจ ในป ค.ศ. 1977 (สุรินทร ปยะโชคณากุล.  2543 : 68) ไดมี
ผูพัฒนาเทคนคิการหาลาํดบัเบสขึ้นมา 2 วิธ ี คือ วิธทีางเอนไซม โดย เฟรเดอริก แซงเกอร เรียกวา วธิี
แซงเกอร และวิธีทางเคมี โดยอลัน แมกแซม และวอลเทอร กิลเบิรต เรียกวา วิธีแมกแซม-กิลเบิรต ซึ่ง
วิธีทางเคมีนยิมใชนอยกวาวธิีทางเอนไซม เนื่องจากสารเคมีที่ใชคอนขางมพีิษ และวธิีปฏิบัติจะยุงยาก
กวา 
 อยางไรก็ตามวิธีทัง้สองมีหลกัการคลายคลึงกัน คือ ใหมีการสราง DNA สายใหมข้ึนจากสาย 
DNA ที่ตองการหาลาํดับ จากนัน้ทําใหการสราง DNA นี้หยุดลงที่เบส A, T, C หรือ G แลวแตตัวยับยัง้ 
(วิธีแซงเกอร) หรือสารเคม ี (วิธีแมกแซม-กิลเบิรต) ที่เติมลงไป ผลิตภัณฑสุดทายจะไดชุดของชิ้นสวน 
DNA 4 ชุด แตละชุดประกอบดวยชิน้สวนของ DNA ขนาดไมเทากัน แตทกุชิ้นสวนมีเบสลงทายเปน
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ชนิดเดียวกันทั้งหมด คือเปนชุดที่ลงทายดวยเบส A ชุดหนึง่ เบส G ชุดหนึง่ เบส C ชุดหนึง่ และเบส T 
ชุดหนึง่ เมื่อรวมชิ้นสวนของ DNA ทั้งหมด 4 ชุดเขาดวยกัน จะพบวา DNA แตละชิ้นมีขนาดแตกตาง
กันเพียง 1 นิวคลีโอไทด  ข้ันตอไปนําชิน้สวนของ DNA ทั้งหมดไปแยกออกตามขนาดโดย agarose 
gel electrophoresis จากนั้นอานผลของแถบที่แยกไดจากที่มีขนาดเล็กที่สุด (ซึ่งวิง่ไปไดไกลที่สุด) ไป
จนทีม่ีขนาดใหญที่สุด (ซึ่งวิ่งไดใกลจุดเริม่ตนที่สุด) เมื่อทราบลําดับเบสใน DNA สายหนึง่ก็จะทราบ
ลําดับเบสใน DNA สายคูสม 
 ในปจจุบันไดมีการพฒันาการหาลาํดับเบสโดยใชคอมพวิเตอรเขามาชวย ซึง่โดยหลักการ
พื้นฐานแลว เครื่อง Automated DNA Sequencer ใชหลักการวธิีแซงเกอร  
 ข้ันที่ 1 สราง DNA สายใหมข้ึนจากสาย DNA ที่ตองการหาลาํดับ 
       เร่ิมจากการแยก DNA สายคูเปนสายเดี่ยว แลวนาํสายเดี่ยวนี้มาสายหนึง่ซึ่งเปนสาย
ที่ตองการหาลาํดับ มาเชื่อมตอกับ DNA template ซึ่งเปนสายสั้น ๆ ที่ทราบลําดับเบสแลว  
(โดยตอ DNA template เขาทางปลาย 3’-ของ DNAที่ตองการหาลาํดับเบส)  DNA template นี้จะจับ
กับ DNA สายสั้น ๆ ทีเ่ปนสายคูสม ซึ่งทาํหนาที่ เปน DNA ต้ังตน หรือ  primer  ของการสราง DNA 
สายใหมจากปลาย 5’        3’ โดยเอนไซม Taq DNA polymerase การสรางสาย DNA ตองการ 
deoxynucleotide ทั้ง 4 ชนิด (dNTP) เปนวัตถุดิบ คือ dATP, dGTP, dCTP และ dTTP และเพื่อ
สามารถติดตามชิ้นสวนของ DNA ที่ถูกสรางขึ้นจึงติดฉลาก dNTP ดวยสารกัมมนัตรังสี 
 ข้ันที่ 2 ยับยัง้การสราง DNA สายใหม  
            จากขัน้ทีห่นึง่จะทําใหมีการสราง DNA สายใหมข้ึนจากสายที่ตองการหาลาํดับ ใน
ข้ันที่สองจะทาํใหหยุดการสราง DNA โดยเติมตัวยับยั้งแบบแขงขัน ซึ่งมีโครงสรางคลายนวิคลีโอไทด
ตัวใดตัวหนึง่ลงไป คือ 2’,3’–ไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซด ไทรฟอสเฟต (2’,3’– dideoxyribonucleoside 
triphosphate, ddNTP) ตัวยับยัง้นี้จะไปแยงทีก่ับนวิคลีโอไทดตัวถดัไป เขามาเชื่อมตอไมไดจึงหยุด
การสราง DNA ณ จุดนั้น เชน ตัวยับยั้ง 2’,3’ – ไดดีออกซีแอดีโนซีนไทรฟอสเฟต (2’,3’ – 
dideoxyadenosine triphosphate, ddATP) มีโครงสรางคลายกับ dATP จึงไปแยงที่กับ dATP ทาํให
สามารถแทนที่ตรงเบส A ได ถาใช ddATP จํานวนเลก็นอยก็จะยับยั้งปฏิกิริยาไมหมด การสรางสาย 
DNA บางสายจึงไมหยุดที่เบส A แตสามารถเลยไปหยุดที่เบส A ในลําดับอ่ืน ๆ ที่อยูถัดไป ทาํใหได
สาย DNA เปนชิ้นสวนสัน้ ๆ หลายชิ้น ขนาดแตกตางกนัที่เบสตวัสุดทาย (ปลาย 3’) เปน ddA  (แทนที่
เบส A)  ตอมาทาํปฏิกิริยาซ้ําเชนนี้อีก 3 รอบ แตละรอบใชตัวยับยัง้ตางกนัคือ ddCTP, ddGTP และ 
ddTTP ซึ่งมโีครงสรางคลาย dCTP, dGTP และ  dTTP ตามลําดับ ก็ไดผลิตผลเปนชิ้นสวนสัน้ ๆ ของ 
DNA อีก 3 ชุด แตละชุดประกอบดวยชิน้สวนที่มีเบสลงทายเปน ddC (แทนที่เบส C)  ddG (แทนที่เบส 
G) และ ddT (แทนที่เบส T) ตามลําดับ 
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 ข้ันที่ 3 แยกชิน้สวน DNA สรางใหมดวยวธิีอิเล็กโตรโฟรซิีสแบบเจลอะกาโรส 
           นําผลติผลของ DNA ทั้งหมดจากขั้นทีส่องไปแยกดวย agarose gel 

electrophoresis ซึ่งจะแยก DNA ตามขนาด DNA มีประจุลบเนื่องจากหมูฟอสเฟตจะเคลื่อนที่ไปยัง
ข้ัวบวก ยิ่ง DNA มีขนาดใหญข้ึนประจุลบก็จะมากขึ้น ดังนัน้เมื่อคิดอัตราสวนของประจุตอมวล DNA 
จึงคงที่ นั่นคอื DNA ทุกตัวจะเคลื่อนทีไ่ปในสนามไฟฟาดวยแรงเคลื่อนเดียวกัน เปนผลใหการแยก 
DNA ข้ึนกับขนาดของโมเลกุล นอกจากนีว้ิธีนีย้ังสามารถแยก DNA ที่มีขนาดเทากนัแตมีรูปรางตางกัน
ได คือ DNA ที่เปน supercoil จะเคลื่อนที่ไดเร็วกวาพวก linear สวนพวก relaxed จะเคลื่อนทีไ่ดชาสุด 
  ภายหลงัการแยกยงัไมเหน็ตาํแหนงของชิน้ DNA สามารถหาตําแหนงโดยวิธีออโตเร
ดิโอกราฟ  (autoradiography) คือใชฟลมเอ็กซ เรย  มาแนบแผนเจล  จะปรากฎเปนสีดําบน
แผนฟลม  เนื่องจากสารกัมมนัตรังสีใน DNA แถบทั้งหมดบนแผนฟลมจะเรียก ออโตเรดิโอแกรม 
(autoradiogram) 
 ข้ันที่ 4 อานลาํดับเบสจากออโตเรดิโอแกรม 
            แถบทีป่รากฏใน autoradiogram จะเปนแถบของ DNA 4 ชุด ชุดละ 1 แถว ในแตละ
แถวจะมหีลายแถบ แตละแถบจะเปนชิน้ของ DNA ที่ลงทายดวยเบสนั้น ๆ การอานลําดับเบสจาก 
DNA ที่สรางใหม  ทําโดยเริ่มจากชิน้ DNA ที่เล็กที่สุดไปหาชิน้ที่ใหญที่สุดตามตําแหนงที่ปรากฏ ซึ่งชิ้น
ที่อยูถัดไปจะตางกนัอยู 1 นิวคลีโอไทด ชิ้นใดอยูในแถวใดก็จะเปนเบสนั้น ดวยวธิีนี้จะทาํใหทราบ
ลําดับเบสใน DNA สายที่สรางใหมจากปลาย 5’         3’ ซึ่งเปนสายคูสมกับสายทีถู่กใชหาลาํดับ 
ตอไปก็สามารถหาลาํดับเบสของสาย DNA ที่ถูกใชหาลาํดับได โดยอาศัยหลกัการของเบสคูสม 
 ปจจุบันสามารถหาลาํดับเบสของ DNA แบบอัตโนมัติ โดยพัฒนามาจากวธิีของแซงเกอร คือ 
ติดฉลาก DNA ดวยสารเรืองสีตาง ๆ แทนสารกัมมันตรังสีเดิม และมีวิธีการอานผลและบันทกึผลแบบ
อัตโนมัติ วิธนีี้สามารถอานลําดับเบสของ DNA เปนจาํนวนนับพนันวิคลีโอไทดภายในเวลาเพียงไมกี่
ชั่วโมง 
 
 
ปจจัยที่มีผลตอการหาลําดับเบสจาก PCR product 
 1. primer เปนสิ่งที่สําคัญมากทัง้ในปฏิกิริยา PCR และ sequencing ควรเลือก sequence 
ของ primer จาก unique sequence DNA เพื่อลด non-specific product sequence ของ primer 
และไมสามารถเกิด primer-dimer ได primer ควรมีขนาดประมาณ 20-24 เบส เพื่อใหมี specific 
annealing และทําใหมี Tm ที่สูงพอเหมาะ ถาเปนไปไดควรจะใช primer สําหรับหาลําดับเบสคนละตัว
กับที่ใชทํา PCR  
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 2. เนื่องจาก PCR product เปน DNA เสนคูที่มี complementary strand การเตรียม 
asymmetric PCR แมวา DNA สวนใหญจะเปน DNA เสนเดี่ยว แตกอ็าจมี DNA เสนคูที่ไดในรอบแรก
ของ PCR ปนอยูและเกิด reassociation ข้ึน นอกจากนัน้ก็อาจม ี primer เหลืออยูภายหลงัการทาํ 
PCR primer เหลานี้อาจจะแยงจับ กับ DNA template ที่ตองการหาลําดับเบส ปจจัยเหลานี้จะทาํใหมี 
DNA template มากเกนิไป จะสงผลใหเกดิเปน background อยูในทกุชองของปฏกิิริยา ทาํใหอานผล
ยาก หรืออานไมไดเลย 
 3. ถา PCR product ประกอบดวย DNA มากกวา 1 ชนิด (non-specific product) และใช 
primer สําหรบัตรวจหาลาํดบัเบสตัวเดียวกับ PCR primer จะทําให primer นี้ไปจบักับ non-specific 
DNA ทําใหอานลาํดับเบสไมถูกตองหรืออานไมได นอกจากนั้นยังทําให intensity ของ band ที่
ตองการอานลาํดับเบสลดลงดวย 
 4. primer และ free dNTPs ที่เหลือจากปฏิกิริยา PCR มีผลตอการตรวจหาลาํดับเบส จึง
ควรเตรียม DNA template สําหรับหาลําดับเบสใหบริสุทธิ์เสียกอน ซึง่อาจทําโดยการทํา spin dialysis 
ดวย microconcentrater  การตกตะกอน DNA ดวย ammonium acetate/2-propanol หรือ การทาํ 
electrophoresis เพื่อแยกชิน้ของ DNA ทีต่องการหาลําดับเบสออกมา (ปราณี ฟูเจริญ.  2539 : 5-4)  
 
 
การใชคอมพิวเตอรวิเคราะหขอมูลและสราง Phylogenetic  tree 

Phylogenetic analysis หรืออาจเรียกอีกอยางหนึง่วาการวิเคราะหสายสมัพันธทาง
วิวัฒนาการ เปนเครื่องมือที่ใชในการศึกษาดานววิฒันาการ ไมวาจะในระดับส่ิงมีชีวิตหรือระดับ
โมเลกุล ซึง่ผลการศึกษาในกรณีหลังมกัจะมีชื่อเรียกวา molecular phylogeny หรือ molecular 
phylogetics ดวยเหตทุี่วาเทคโนโลยีไดรับการพัฒนาและถูกนาํมาใชมากขึน้สงผลใหแหลงพนัธุกรรม
ของสิ่งมีชวีิตในโลกจาํนวนมากกาํลังสญูหายไป องคกรตาง ๆ ในหลายประเทศเริ่มต่ืนตัวในการ
อนุรักษ และศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพอยางจริงจัง เพื่อคงไวซึ่งพันธุกรรมของสิ่งมีชวีิต ไดมี
การกอต้ังสมาคม หรือองคกรรับผิดชอบโดยตรง  การประชุมกลุม และการจัดเก็บรวบรวมขอมูลที่
เกี่ยวของมาทาํเปนระบบฐานขอมูล ซึ่งสามารถติดตอส่ือสาร คนหา แลกเปลี่ยนขอมูลหรือถายโอน
ขอมูลไดอยางสะดวกรวดเรว็ผานระบบเครือขายอินเตอรเนต นอกจากนีย้ังมีการเขียนโปรแกรม
คอมพิวเตอรเพื่อชวยเก็บรวบรวมขอมูล รักษาขอมูล วิเคราะหขอมูลและแสดงผลการวเิคราะห
หลากหลายรปูแบบ เพื่อชวยนักวิจัย หรือผูที่สนใจมีความเขาใจลึกซึง้มากขึ้น 

สําหรับรายละเอียดเกี่ยวกับสมาคม หรือองคกรที่รับผิดชอบเกี่ยวกับความหลากหลายทาง
ชีวภาพ อาทิเชน Society for Molecular Biology and Evolution, International Society for 
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Evolution Protistology หรือ Biodiversity Information Network สามารถคนหาไดจากระบบเครือขาย
อินเตอรเน็ต http://www.ucmp.berkeley.edu/subway/phylo/phyloorg.html ที่ website นี้ยงั
รวบรวมชื่อฐานขอมูลที่สําคัญและเกี่ยวของกับงานวิจัยดานนี้ไว  ทัง้ฐานขอมูลทั่วไปประเภท 
Genbank, Ribosomal Database Project, SEQNET หรือ ฐานขอมูลที่เจาะจงถึงการจําแนกสาย
พันธุส่ิงมีชวีิต ตัวอยางเชน PLANT Projects  Database, International Code of Zoological 
Nomenclature, Hierarchical Classification System, Index Virum เปนตน 
 
 
งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 บริกิทตาและคณะ (Birgitta; et al.  1993) ไดทําการสกัด DNA จากสัตวไฟลมั Mollusca 
เปนการสกัดทีม่ีความยากลาํบากโดยปรับปรุงวิธีการสกดั DNA มาจากการสกัด DNA จากพืช สัตวที่
ใชในการสกัด DNA นี้เปนสัตวที่อยูในไฟลัม Mollusca ซึ่งมีทัง้หมด 6 classes คือBivalvia, 
Gastropoda, Scaphopoda, Cephalopoda, Polyplacophora และ Solenogastres โดยแบงสวน
ตาง ๆ เพื่อใชในการสกัด เชน สวนกลามเนื้อที่ใชเคลือ่นไหว สวนของตอมเพศ เนื้อเยื่อสวนกระเพาะ 
สวนของไข วธิีการสกัด คือ นาํเนื้อเยื่อสวนที่จะสกัดมาบดในครกดวย liquid nitrogen จากนัน้เติม 
CTAB buffer บมที่อุณหภมูิ 60 C เปนเวลา 30 นาท ี เติม chloroform : isoamylalcohol 1 เทาตัว 
centrifuge 10 นาที นําตะกอนที่ไดเติม isopropanol กลับหลอดไปมาอยางเบา ๆ ทิง้ไว 1 คืนที่
อุณหภูมิหอง จากนั้น นํามาcentrifuge 10 นาท ีจะได DNA เกิดขึ้น ลาง DNA ดวย 76% ethanol 
และ 10 mM ammonium acetate 30 นาที centrifuge เพื่อนาํตะกอนมาเติม 0.1 mM EDTA จะเห็น
สาย DNA เกิดขึ้น นาํ DNA ที่สกัดไดไปตรวจสอบโดยใชวิธี electrophoresis พบวา สวนของไขจะให
คุณภาพของ DNA ไดดีที่สุด 

แอนเดอสันและแอลลาด (Anderson; & Adlard.  1994) ไดทําการสกัด DNA จากหอย
นางรม 2 ชนิด คือ Saccostrea comnercialis เปนหอยที่พบตามฝงทะเลของประเทศออสเตรเลีย และ 
S. glomerata ซึ่งเปนหอยนางรมที่พบที่ประเทศนิวซแีลนด จากนัน้ทาํการเพิ่มปริมาณ DNA ดวย
เทคนิค PCR โดยใช primer ชวง 18S rRNA  ตอมาหาลําดับเบสโดยใช adsDNA cycle sequencing 
kit  ลําดับเบสที่ไดของหอยนางรมทั้ง 2 ชนิด ไปทํา phylogeny พบวา หอยนางรมทัง้ 2 มี
ความสัมพันธกัน 94%  

   โคจิมะและคณะ (Kojima; et al.  2001) ไดหาความหลากหลายของหอยประจําถิน่ของ
ประเทศญี่ปุน ซึ่งเปนหอยที่อยูใน genus Batillaria มีอยูทัง้หมด 4 species ที่มีลักษณะเปลือก
ภายนอกที่คลายกนั 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 โดยใชวิธ ีpolymerase 
chain reaction (PCR) ดวย primer ที่เปนสวนของยีน mitochondrial cytochrome oxidase I (COI) 
พบวา B .multiformis มีความคลายคลงึกับ B. flectosiphonata มากที่สุดถงึ 86%    
   ริช (Rice.  1990) ทําการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทด ตําแหนง 18s rRNA จากหอยส
แกลลอป โดยการสกัด DNA จากหอยสแกลลอป จากสวนเทาของหอย จากนัน้ทาํการเพิ่มจาํนวน 
DNA ดวยวิธ ีPCR โดยใช primer ชวง 18S rRNA หลังจากนั้นทําการ clone ใน pUC18 แลวหาลาํดับ
เบส โดยใชวิธทีางเอนไซม จากนัน้ทําการเปรียบเทียบลาํดับเบส กับหอยตาง ๆ ที่มีคนทาํอยูแลว พบวา 
ลําดับเบสของหอยสแกลลอปมีสวนเหมือนกับหอยทะเลตัวยาว Cryptochiton stelleri  89.6 % มีสวน
เหมือนกับหอย Spisula solidissima  88.6 % มีสวนเหมือนกับหอย Mya arenaria 87.2 % และมี
สวนเหมือนกบัหอย Anisodoris nobilis  85.9 % และเมื่อเปรียบเทียบกับชนิดของหอยกาบ พบวา
หอยสแกลลอปมีความเหมอืนกับหอยกาบถึง 93.3 % 
 ทิพวรรณ สิงหไตรภพ (2542) ทาํการศึกษาความหลากหลายของหนอนเยื่อไผ (Omphisa 
sp.) โดยการสกัด DNA จากหนอนเยื่อไผจากตนไผทั้ง 5 ชนิด จากนัน้ เพิ่มปริมาณ DNA ดวยวิธี PCR 
โดยใช primer ชวง 18S rRNA จากนัน้นาํไปแยกโดยอเิล็กโตรโฟริซีส โดยใช 2% agarose gel จากนัน้
นําไป clone ใน pUC 19 vector แลวนาํ ไปหาลาํดับเบสโดยใชเครื่อง DNA Sequencer จากนั้นทํา
การวิเคราะหทางววิัฒนาการ (Phylogenetic analysis) โดยใชโปรแกรม DNASIS จาก GEN Bank 
Database โดยใชวิธ ี neighbor-joining พบวา การศึกษาลําดับ nucleotide โดยใชวิธี PCR แสดงให
เห็นวา หนอนเยื่อไผที่อาศัยอยูในตนไผที่แตกตางกนัทั้ง 5 ชนิด อยูใน spicies เดียวกัน คือ  
O. fuscidentaliis และจากการศึกษา phylogenetic tree แสดงใหเห็นวา O. fuscidentalis อยูใน
กลุมเดียวกับ Spodoptera sp. , Manduca sp. , Antheraea sp. มีความคลายคลึงกัน 76 %  

ชูตา บุญภักดี (2543) ไดทําการศกึษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมาน้ําที่พบใน
ประเทศไทย ทําการศึกษาในมาน้ํา 3 ชนดิ คือ Hippocampus spinosissimus, H. kuda และ  
H. trimaculatus โดยเตรียมดีเอ็นเอทัง้หมดของเซลลจากเลือดของมาน้ําดวยวิธเีก็บตัวอยางเลือดไวใน
บัฟเฟอร TNES-Urea เมื่อวเิคราะหรูปแบบดีเอ็นเอที่จาํเพาะตอชนิดของมาน้ําในบรเิวณยีน18S rRNA
พบวาH. spinosissimus มแีถบดีเอ็นเอเขม 2 แถบ ขนาดประมาณ 900 และ 650 คูเบส H. kuda มี
แถบดีเอ็นเอเขม 1 แถบ ขนาดประมาณ 900 คูเบส และ H. trimaculatus มีแถบดีเอ็นเอเขม 1 แถบ
และจาง 3 แถบ ขนาดประมาณ 900 คูเบส และต่ํากวา 500 คูเบส ตามลําดบั การศึกษาความ
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หลากหลายทางพันธกุรรมภายในชนิดของมาน้าํ H. spinosissimus ทําโดยวิเคราะหชิ้นสวนไมโตคอน
เดรียลดีเอ็นเอ ทีเ่พิ่มจาํนวนดวยเทคนิค PCR ต้ังแตบริเวณยีน cytochrome b จนถึง 12S rRNA ของ
มาน้าํจาก จ.ชลบุรี , จ.ระยอง และ จ.ตราด โดยยอยชิ้นสวนดีเอน็เอดังกลาวดวยเรสทริกชนัเอนไซม 
EcoRI, HindIII, KpnI, HaeIII, HhaI, MspI และ TaqI เมื่อใช TaqI พบความแตกตางทางพนัธุกรรมใน
มาน้าํจาก จ.ระยอง ซึง่เกดิขึ้นภายในแหลงเดียวกนัและตางจากแหลงอื่นดวย สวนการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธกุรรมของมาน้ํา H. kuda ทาํการศึกษามาน้าํจาก จ.ชลบุรี และ จ.ตราด โดย
วิเคราะหในบริเวณยีน ATPase ของไมโตคอนเดรยีลดีเอ็นเอและทดสอบเชนเดียวกับมาน้าํ H. 
spinosissimus แตไมพบความแตกตางทางพนัธุกรรมภายในชนิดของมาน้าํ H. kuda 

ปทมาภรณ ศิริมา; และ สุนนัทา พรายแกว (2541) ทําการศึกษาหาลาํดับเบสของ 
Ribosomal DNA ที่ตําแหนง ITS2 ของยุง Anopheles maculatus กลุม B และ E ในประเทศไทย โดย
การเพิม่ปริมาณ genomic DNA โดยใชปฏิกิริยาลูกโซ PCR ได DNA ขนาดประมาณ 450 bp จากนัน้
นําชิน้ DNA ที่ไดเชื่อมตอกบัชิ้น DNA พาหะ pCR 2 เมื่อได clone ที่มีชิน้ DNA ที่ตองการแลวจึงทาํ
การหาลําดับเบส โดยวิธ ี  enzymatic DNA Sequencing เมื่อเปรียบเทียบลําดบัของเบสที่ตําแหนง 
ITS 2 ระหวางยุงกลุม B และ E แสดงใหเหน็วามีความแตกตางกนัของเบสหลายตําแหนง อยางไรก็
ตามลําดับเบสที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้มคีวามแตกตางกับลําดับเบสของยุงชนิดเดยีวกนัซึ่งไดมี
การศึกษาไว 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการศึกษาคนควา 

 
 

การดําเนินการศึกษาคนควาแบงไดเปน 6 ข้ันตอน ดังนี ้
 1. รวบรวมสายพันธุหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 2. การสกัด DNA ของหอยเชอรี่ 
 3. การเพิ่มจาํนวน DNA ที่ตองการ โดยใชเทคนิค PCR 
 4. การตรวจตาํแหนงของ PCR product โดยใชวิธี Electrophoresis 
 5. หาลําดับเบสของ PCR product โดยใชเครื่อง DNA Sequencer 
 6. ทาํ Phylogenetic tree เพื่อจําแนกชนดิของหอยเชอรี่ 
อุปกรณและสารเคมี 
 1. สัตวทีใ่ชในการศึกษา 
                    หอยเชอรี่ทีเ่กบ็ในเขตภาคกลางของประเทศไทย ไดแก จ.ปทมุธานี จ.พระนครศรีอยุธยา 
และ กรุงเทพฯ 
 2. เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
   2.1 เครื่องเพิ่มปริมาณสารทางพันธกุรรม 
     2.2 เครื่องฉายรังสีอุลตราไวโอเลต 
      2.3 เครื่องหมนุเหวี่ยงขนาดเล็ก 
      2.4 ไมโครเวฟ 
      2.5 เครื่องเขยา 
      2.6 เครื่องนึง่ฆาเชื้อ 
      2.7 เครื่องชั่งวางน้ําหนกัดานบน 
      2.8 เครื่องอิเลก็โตรโฟริซิส 
      2.9 เครื่องดูดจายสารปริมาณต่ํา 
      2.10 กระติกน้าํแข็ง 
      2.11 อางเลี้ยงหอยเชอรี ่
 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 ขนาดตาง ๆ 

 5. ไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
     ตําแหนงยนี 18S rRNA (หนวยบริการพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ) 
      A1-AACCTGGTGATCCTGCCAGT 
      B1-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 
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วิธีดําเนินการ 
 ดําเนนิการโดยภาพรวม 
 
ในภาคสนาม                                        เก็บหอยเชอรี่ในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
                                                                                 
ในหองปฏิบัติการ                              เลีย้งหอยเชอรี่ในอางโดยแยกตามลักษณะภายนอก 
                                                                               
                                                                                          ไขหอยเชอรี่ 
 
                                                                                       DNA extraction 
                                                        
                                                                                                 PCR 
 
                                                     Electrophoresis 
 
                                                                             
                                                                                         Sequencing 
 
                                                                
                                                                                   Sequence alignment 
                                                                                  
 
                                                                          Phylogenetic tree reconstruction 
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 1. การเลี้ยงหอยเชอรี ่
  1.เก็บตัวอยางหอยเชอรี่ทีม่ีรูปรางลักษณะตางๆมาเลีย้งไวในอางโดยแยกลักษณะตาง ๆ 
ในแตละอาง 

2.เลี้ยงหอยจนแนใจวาหอยที่เลี้ยงไวมีรูปรางลักษณะเชนดังเดิมทุกรุนที่หอยออกลูก 
โดยเริ่มใชหอยในรุนที่ 3 

 2. การสกัด DNA 
 

นําไขของหอยเชอรี่บดในโกรงพรอมกับไนโตรเจนเหลว 
 

เติม Extraction buffer 8 mL 
 

ผสมโดยกลับหลอดไปมา ที ่37 C จนเปนเนื้อเดียวกัน 
 

Incubate ที่ 4 C นาน 30 นาท ี
 

เติม Phenol : Chloroform 5 mL 
 

                                             เขยาเบา ๆ นาน 30 นาท ี
 

ปน 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 อยางละ 500 L 
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Incubate ที่ 65 C นาน 15 นาท ี
        

เติม Chloroform ปริมาณ 1 เทาตัว เขยาเล็กนอย 
ปน 12,000 rpm 4 C นาน 30 นาท ี

 
ดูดสวนใสที่อยูชั้นบนออกมาใสหลอดทดลองหลอดใหม 

 
เติม 2-propanol ปริมาตร 1 เทาตวั กลบัหลอดไปมาจนเหน็สาย DNA 

 
Incubate ที่ -20 C overnight 

 
ปน 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 30 นาท ี

 
นําตะกอนที่ได มาเติม TE buffer 1 mL 

 
นํา DNA มาผาน High Pure DNA template 

 
 High Pure DNA Template Preparation kit  ประกอบดวย 

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 ผสมใหเขากนั 
 

 
ใสสารละลายที่ไดใน filter tube ที่วางไวบน collection tube ที่เรียบรอยแลว 

 
ปน 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 
 

 ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี
 

เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง 
 

เติม  Washing buffer 500 L ซ้ําอีกครั้งและปนซ้าํอีกครั้ง 
 

นํา filter tube ทีว่างบน collection tube อันเดิมไปปนที่ high speed นาน 10 วนิาทีอีกครั้ง เพือ่เอา 
Washing buffer ออกใหหมด 

 
นํา filter tube ไปใสในหลอดทดลอง 1.5 mL ที่สะอาดอนัใหม 

 
เติม Elution buffer 100 L ลงใน  filter tube 

 
ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี

 
เก็บสารละลายในหลอดทดลอง 1.5 mL นี้ไวที ่4 C เพือ่ทําปฏิกิริยา PCR 

  
 3. การเพิ่มขยายปรมิาณ DNA บริเวณ 18S rRNA โดยใชเทคนิค PCR 
      ในการทํา PCR มีสวนประกอบที่สําคัญ 4 สวน คือ  
  - DNA template คือ DNA สายคูที่ไดจากการสกัด DNA จากหอยเชอรี่ 
  - เอ็นไซม Taq DNA polymerase 
  - deoxynucleotide triphosphates ทั้ง 4 ตัว ไดแก dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
  - oligonucleotide primer ซึ่งเปน DNA สายสั้น ๆ  
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ตาราง 3 แสดงสวนผสมของ PCR reaction  
 
 
 สาร          ปริมาตรที่ใช ( L)  ความเขมขนสดุทาย 
 
         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 ที่มีสวนผสมดังขางตนไปปนในเครื่อง microcentrifuge ประมาณ 30 วินาท ี
นําสวนผสมทีไ่ดไปใสในเครื่อง 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 และเพิ่มการใชอุณหภูมิ  95  C นาน 5 นาท ีและ 72 C นาน 10 นาท ี
ในชวงเวลากอนและหลงัครบรอบตามลําดับ 

  - จากนัน้นาํ PCR product ที่ไดเก็บไวที ่4  C 
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  - นํา PCR product บางสวนมาตรวจดูโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดย
เทียบกบั DNA มาตรฐาน 

  - นํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับเบส ที ่BSU 
 
 4. การเตรยีม Agarose Gel electrophoresis และการทาํ electrophoresis 

  1. ชั่ง agarose ใสใน TBE bufferใหมีความเขมขน 1% agarose 
  2. ใหความรอนจนกระทัง่ agarose ละลายเปนเนื้อเดียวกันใน buffer 
  3. ต้ังทิ้งไวใหเย็นลงประมาณ 60 C นําไปเทใน gel chamber ที่มีชองสําหรับหยอด

สารละลายดีเอ็นเอตั้งอยูเรียบรอยแลว 
  4. ทิง้ไวจน agarose แข็งตัวจึงดึง comb ออก 
  5. เท TBE buffer จนทวมเจลประมาณ 1 mm 
  6. ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 2 L กับ loading dye 5 L แลวหยอดลงในชองของเจล 
  7. ตอข้ัวอิเลก็โทรดเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟ โดยใหกระแสไฟวิ่งจากขั้วลบไปขั้วบวก 

ภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 40 นาท ี
  8.หลังจากปดเครื่องจายกระแสไฟแลว นําเจลไปยอมดวยดวยสารละลาย ethidium 

bromide 0.5 g/mL ประมาณ 3 นาท ีที่อุณหภูมิหอง  
  9. ลางสีของ ethidium bromide โดยการแชในน้ํากลั่น ประมาณ 30 นาท ี
  10. นํา เจลไปสองดวย UV-source ในเครื่อง UV transilluminator เพือ่ดูขนาดของ 

DNA เทียบกบั DNA มาตรฐาน 
 5. หาลาํดับเบส 

     นาํลําดับเบสที่ไดจากหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ มาทํา Sequence alignment โดยใช
โปรแกรม Clustal W จาก website http://ebi.ac.uk/ ของ The European Molecular Biology 
Laboratory (EMBL, U.K.) จากนั้นจงึสราง phylogenetic tree  
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
 

1. การเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ 
 จากการเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ในเขตภาคกลาง สามารถจําแนกหอยเชอรี่ตามลักษณะภาย 

    นอกไดทั้งหมด 5 ลักษณะ ดังภาพประกอบ 8-12 
     
 

 
 
 

ภาพประกอบ 8 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา มีลาย 
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ภาพประกอบ 9 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา ไมมลีาย 
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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 ไดขนาดของ 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 ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 1 
 2    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 2 
 3    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 3 
 4    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 4 
 5    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 5 
 

ภาพประกอบ 13 แสดงคุณภาพของ DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 
 
 
3. ศึกษาการเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ 18S rRNA ดวยเทคนิค PCR และหาลําดับ
เบส ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 หลังจากสกัด DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะและทาํ PCR โดยใช primer บริเวณ  
18S rRNAไดผลการทดลอง ดังภาพประกอบ 14-18 โดยพบวา PCR product ของหอยเชอรี่ทัง้ 5 
ลักษณะมีขนาดใกลเคียงกนั 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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
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 ไมมีลาย) 

2 =  Negative control 
 

ภาพประกอบ 15 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 
                                                        (เปลือกดํา ตัวดํา ไมมีลาย) 
 
 
 
 
 

 
 

นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
 

         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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
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 ลักษณะดวย
โปรแกรม Clustal   W  
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     ผลการทาํ sequence alignment ของ 18S rRNA ของหอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะ ดวย
โปรแกรม Clustal W พบลําดับเบสบางสวนของหอยเชอรี่ที่เหมือนกนั ในสัดสวนที่ไมเทากัน ดังขอมูล 
                                                   
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 ไมมีลาย) 
                                    T3  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 (เปลือกเหลือง ตัวดาํ) 
                                    T4  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
                                    T5  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5 (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
                                             
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทที่ 5 
สรุปผล อภิปราย และขอเสนอแนะ 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการศึกษาคนควา 

 
 

การดําเนินการศึกษาคนควาแบงไดเปน 6 ข้ันตอน ดังนี ้
 1. รวบรวมสายพันธุหอยเชอรี่ที่พบในภาคกลางของประเทศไทย 
 2. การสกัด DNA ของหอยเชอรี่ 
 3. การเพิ่มจาํนวน DNA ที่ตองการ โดยใชเทคนิค PCR 
 4. การตรวจตาํแหนงของ PCR product โดยใชวิธี Electrophoresis 
 5. หาลําดับเบสของ PCR product โดยใชเครื่อง DNA Sequencer 
 6. ทาํ Phylogenetic tree เพื่อจําแนกชนดิของหอยเชอรี่ 
อุปกรณและสารเคมี 
 1. สัตวทีใ่ชในการศึกษา 
                    หอยเชอรี่ทีเ่กบ็ในเขตภาคกลางของประเทศไทย ไดแก จ.ปทมุธานี จ.พระนครศรีอยุธยา 
และ กรุงเทพฯ 
 2. เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
   2.1 เครื่องเพิ่มปริมาณสารทางพันธกุรรม 
     2.2 เครื่องฉายรังสีอุลตราไวโอเลต 
      2.3 เครื่องหมนุเหวี่ยงขนาดเล็ก 
      2.4 ไมโครเวฟ 
      2.5 เครื่องเขยา 
      2.6 เครื่องนึง่ฆาเชื้อ 
      2.7 เครื่องชั่งวางน้ําหนกัดานบน 
      2.8 เครื่องอิเลก็โตรโฟริซิส 
      2.9 เครื่องดูดจายสารปริมาณต่ํา 
      2.10 กระติกน้าํแข็ง 
      2.11 อางเลี้ยงหอยเชอรี ่
 3. สารเคมี 

     3.1 ไนโตรเจนเหลว 
   3.2 Tris-HCl 



 2

  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 ขนาดตาง ๆ 

 5. ไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
     ตําแหนงยนี 18S rRNA (หนวยบริการพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ) 
      A1-AACCTGGTGATCCTGCCAGT 
      B1-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 
 
 
 
 
 
 
 



 3

วิธีดําเนินการ 
 ดําเนนิการโดยภาพรวม 
 
ในภาคสนาม                                        เก็บหอยเชอรี่ในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
                                                                                 
ในหองปฏิบัติการ                              เลีย้งหอยเชอรี่ในอางโดยแยกตามลักษณะภายนอก 
                                                                               
                                                                                          ไขหอยเชอรี่ 
 
                                                                                       DNA extraction 
                                                        
                                                                                                 PCR 
 
                                                     Electrophoresis 
 
                                                                             
                                                                                         Sequencing 
 
                                                                
                                                                                   Sequence alignment 
                                                                                  
 
                                                                          Phylogenetic tree reconstruction 
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1. การเลีย้งหอยเชอรี ่

  1.เก็บตัวอยางหอยเชอรี่ทีม่ีรูปรางลักษณะตางๆมาเลีย้งไวในอางโดยแยกลักษณะตาง ๆ 
ในแตละอาง 

2.เลี้ยงหอยจนแนใจวาหอยที่เลี้ยงไวมีรูปรางลักษณะเชนดังเดิมทุกรุนที่หอยออกลูก 

โดยเริ่มใชหอยในรุนที่ 3 

 2. การสกัด DNA 

 

นําไขของหอยเชอรี่บดในโกรงพรอมกับไนโตรเจนเหลว 

 
เติม Extraction buffer 8 mL 

 
ผสมโดยกลับหลอดไปมา ที ่37 C จนเปนเนื้อเดียวกัน 

 
Incubate ที่ 4 C นาน 30 นาท ี

 
เติม Phenol : Chloroform 5 mL 

 
                                             เขยาเบา ๆ นาน 30 นาท ี

 
ปน 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 อยางละ 500 L 
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Incubate ที่ 65 C นาน 15 นาท ี
        

เติม Chloroform ปริมาณ 1 เทาตัว เขยาเล็กนอย 
ปน 12,000 rpm 4 C นาน 30 นาท ี

 
ดูดสวนใสที่อยูชั้นบนออกมาใสหลอดทดลองหลอดใหม 

 
เติม 2-propanol ปริมาตร 1 เทาตวั กลบัหลอดไปมาจนเหน็สาย DNA 

 
Incubate ที่ -20 C overnight 

 
ปน 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 30 นาท ี

 
นําตะกอนที่ได มาเติม TE buffer 1 mL 

 
นํา DNA มาผาน High Pure DNA template 

 
 High Pure DNA Template Preparation kit  ประกอบดวย 

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 ผสมใหเขากนั 
 

 
ใสสารละลายที่ไดใน filter tube ที่วางไวบน collection tube ที่เรียบรอยแลว 

 
ปน 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 
 

 ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี
 

เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง 
 

เติม  Washing buffer 500 L ซ้ําอีกครั้งและปนซ้าํอีกครั้ง 
 

นํา filter tube ทีว่างบน collection tube อันเดิมไปปนที่ high speed นาน 10 วนิาทีอีกครั้ง เพือ่เอา 
Washing buffer ออกใหหมด 

 
นํา filter tube ไปใสในหลอดทดลอง 1.5 mL ที่สะอาดอนัใหม 

 
เติม Elution buffer 100 L ลงใน  filter tube 

 
ปน 8,000 rpm นาน 1 นาท ี

 
เก็บสารละลายในหลอดทดลอง 1.5 mL นี้ไวที ่4 C เพือ่ทําปฏิกิริยา PCR 

  
 3. การเพิ่มขยายปรมิาณ DNA บริเวณ 18S rRNA โดยใชเทคนิค PCR 
      ในการทํา PCR มีสวนประกอบที่สําคัญ 4 สวน คือ  
  - DNA template คือ DNA สายคูที่ไดจากการสกัด DNA จากหอยเชอรี่ 
  - เอ็นไซม Taq DNA polymerase 
  - deoxynucleotide triphosphates ทั้ง 4 ตัว ไดแก dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
  - oligonucleotide primer ซึ่งเปน DNA สายสั้น ๆ  
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ตาราง 3 แสดงสวนผสมของ PCR reaction  
 
 
 สาร          ปริมาตรที่ใช ( L)  ความเขมขนสดุทาย 
 
         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 ที่มีสวนผสมดังขางตนไปปนในเครื่อง microcentrifuge ประมาณ 30 วินาท ี
นําสวนผสมทีไ่ดไปใสในเครื่อง 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 และเพิ่มการใชอุณหภูมิ  95  C นาน 5 นาท ีและ 72 C นาน 10 นาที 
ในชวงเวลากอนและหลงัครบรอบตามลําดับ 

  - จากนัน้นาํ PCR product ที่ไดเก็บไวที ่4  C 

  - นํา PCR product บางสวนมาตรวจดูโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดย
เทียบกบั DNA มาตรฐาน 

  - นํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับเบส ที ่BSU 
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 4. การเตรียม Agarose Gel electrophoresis และการทาํ electrophoresis 
  1. ชั่ง agarose ใสใน TBE bufferใหมีความเขมขน 1% agarose 
  2. ใหความรอนจนกระทัง่ agarose ละลายเปนเนื้อเดียวกันใน buffer 
  3. ต้ังทิ้งไวใหเย็นลงประมาณ 60 C นําไปเทใน gel chamber ที่มีชองสําหรับหยอด

สารละลายดีเอ็นเอตั้งอยูเรียบรอยแลว 
  4. ทิง้ไวจน agarose แข็งตัวจึงดึง comb ออก 
  5. เท TBE buffer จนทวมเจลประมาณ 1 mm 
  6. ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 2 L กับ loading dye 5 L แลวหยอดลงในชองของเจล 
  7. ตอข้ัวอิเลก็โทรดเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟ โดยใหกระแสไฟวิ่งจากขั้วลบไปขั้วบวก 

ภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 40 นาท ี
  8.หลังจากปดเครื่องจายกระแสไฟแลว นําเจลไปยอมดวยดวยสารละลาย ethidium 

bromide 0.5 g/mL ประมาณ 3 นาท ีที่อุณหภูมิหอง  
  9. ลางสีของ ethidium bromide โดยการแชในน้ํากลั่น ประมาณ 30 นาท ี
  10. นํา เจลไปสองดวย UV-source ในเครื่อง UV transilluminator เพือ่ดูขนาดของ 

DNA เทียบกบั DNA มาตรฐาน 
 5. หาลําดับเบส 

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



บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
 

1. การเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ 
 จากการเก็บตัวอยางหอยเชอรี่ในเขตภาคกลาง สามารถจําแนกหอยเชอรี่ตามลักษณะภาย 

    นอกไดทั้งหมด 5 ลักษณะ ดังภาพประกอบ 8-12 
     
 

 
 
 

ภาพประกอบ 8 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา มีลาย 
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ภาพประกอบ 9 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา ไมมลีาย 
 

 
 

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 ไดขนาดของ DNA ประมาณ 20,000 bp ดัง
ภาพประกอบ 13 
 
                                                      M       1      2       3        4                 M       5 

                                              
 
 
 M   = Lambda DNA-Hind III Marker 

 1    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 1 
 2    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 2 
 3    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 3 
 4    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 4 
 5    = แสดงคุณภาพของ DNA ที่ไดจากหอยลักษณะที่ 5 
 

ภาพประกอบ 13 แสดงคุณภาพของ DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 
 

23,130 
 
6,557 

   Base pairs 
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3. ศึกษาการเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ 18S rRNA ดวยเทคนิค PCR และหาลําดับ
เบส ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ 
 หลังจากสกัด DNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะและทาํ PCR โดยใช primer บริเวณ  
18S rRNAไดผลการทดลอง ดังภาพประกอบ 14-18 โดยพบวา PCR product ของหอยเชอรี่ทัง้ 5 
ลักษณะมีขนาดใกลเคียงกนั 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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 

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 



 7

 
 
                                                                     M             1      2 

                             
 

 
                                              M   = 100 bp DNA Ladder 

1 =  PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2 
                                                                (เปลือกดํา ตัวดาํ ไมมีลาย) 

2 =  Negative control 
 

ภาพประกอบ 15 แสดงผล PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 
                                                        (เปลือกดํา ตัวดํา ไมมีลาย) 
 
 
 
 
 

 
 

       Bases pairs 
 
 
 
     3,000 
     2,000 
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นํา PCR product ของหอยเชอรี่ลักษณะที ่2 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
 

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 ที่ไดไปหาลาํดับเบส และไดผลดังนี้ 
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 ลักษณะดวย
โปรแกรม Clustal   W  

     ผลการทาํ sequence alignment ของ 18S rRNA ของหอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะ ดวย
โปรแกรม Clustal W พบลําดับเบสบางสวนของหอยเชอรี่ที่เหมือนกนั ในสัดสวนที่ไมเทากัน ดังขอมูล 
                                                   
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 
                                                                             
 

 



 17

 
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 ไมมีลาย) 
                                    T3  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 3 (เปลือกเหลือง ตัวดาํ) 
                                    T4  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 4 (เปลือกเหลือง ตัวเหลือง) 
                                    T5  หอยเชอรี่ลักษณะที่ 5 (เปลือกดํา ตัวเหลือง) 
                                             
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปผล อภิปราย และขอเสนอแนะ 

 
 
สรุปผล และอภิปรายผลการศึกษา 
 จากการรวบรวมหอยเชอรี่ในเขตภาคกลางในประเทศไทย พบวา มีหอยเชอรี่ที่สามารถแบง
ตามลักษณะทางกายภาพไดทั้งหมด 5 ลักษณะ คือ 
  ลักษณะที ่1 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา มีลาย 
  ลักษณะที ่2 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวดํา ไมมีลาย 
  ลักษณะที ่3 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวดาํ 
  ลักษณะที ่4 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกเหลือง ตัวเหลือง 
  ลักษณะที ่5 หอยเชอรี่ลักษณะเปลือกดํา ตัวเหลือง 
 เมื่อนําลาํดับเบสของหอยเชอรี่ ทั้ง 5 ลักษณะ มาหาปริมาณเบส G+C โดยใชโปรแกรม 
DNASIS (DNA and protein sequence analysis system) version 2.5 ไดผลดังตารางที่ 4 ซึ่งจะเหน็
ไดวา หอยเชอรี่ลักษณะที่ 1 (ตัวดํา เปลือกดํา ไมมีลาย) มีปริมาณเบส G+C มากทีสุ่ดในหอยเชอรี่ทั้ง 
5 ลักษณะ แสดงใหเห็นวา โอกาสในการเปลี่ยนแปลงสายพนัธุทางโมเลกุลของหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 1 
มีโอกาสที่จะเปลี่ยนแปลงนอยที่สุด (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 ลักษณะดวย
โปรแกรม Clustal W พบวา หอยเชอรีท่ั้ง 5 ลักษณะมีความแตกตางกนัของเบสที่ตําแหนง 18S rRNA 
จริง จากความแตกตางดังกลาวสามารถนําไปใชประโยชนในการจัดทําอนุกรมวิธานของหอยเชอรี่
ตอไปได (Hajime.  1977 : 1) 

 จากการทาํ sequence alignment บริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ เปรียบเทียบกันทั้ง 5 
ลักษณะ โดยใชโปรแกรม 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%  
 
 
 
 จะเหน็ไดวาเมือ่เปรียบเทียบ Homology ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ พบวา หอยเชอรี่
ลักษณะที ่ 2 มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันทางโมเลกลุกับหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 4 มากที่สุดถึง 72% 
แสดงวาหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 2 เปนหอยที่มีความสัมพนัธทางโมเลกลุกับหอยเชอรี่ลักษณะที ่ 4 มาก
ที่สุดในบรรดาหอยเชอรี่ทัง้ 5 ลักษณะ ซึง่อาจจะเปนหอยเชอรี่ที่มาจากสายพนัธุเดยีวกัน แตมีลักษณะ
ทางกายภาพที่ตางกัน อันเนื่องมาจาก ถิ่นที่อยู และการปรับตัวเขากับส่ิงแวดลอม เหมือนกบัหอย
นางรมของประเทศออสเตรเลีย ที่มีลักษณะของเปลือก ที่แตกตางไปจากหอยนางรมของประเทศนิวซี
แลนต  แตมีความเหมือนกนัทางโมเลกุลถึง 94% (Anderson; & Adlard.  1994 : 196)  และจากการ
นําลาํดับเบสของหอยเชอรี่เขาไป Blast ใน www.ncbi.nlm.nih.gov พบวา หอยเชอรี่ลักษณะที่ 2 มี
ความคลายกบั Pomacea bridgsi ซึ่งเปนหอยเชอรี่ทีพ่บการระบาดมากทางอเมริกาใต  
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(Cazzaniga.  2002 : 73) แตในประเทศไทยยงัไมเคยมรีายงานมากอนวาพบหอยเชอรี่สายพนัธ ุ นี้ สวน
หอยลักษณะที ่ 4 มีความคลายกับ Pomacea canaliculate ซึง่เปนหอยเชอรี่ที่มกีารรายงานวามีการ
ระบาดอยูในประเทศไทยในขณะนี้ (ปราสาททอง พรหมเกิด และ ชมพนูุช จรรยาเพศ.  2542) 

 เมื่อนํา sequence aliment บริเวณ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ทั้ง 5 ลักษณะ มาสราง 
phylogenetic tree ไดปรากฏดังภาพ 

 

 
 จากผลการศึกษาครั้งนี้เปนขอมูลสําคัญทางชีววิทยา ทําใหทราบแนชัดวา หอยเชอรี่ที่มี
ลักษณะทางกายภาพที่ตางกันทั้ง 5 ลักษณะ และมีการกระจายอยูในบริเวณเขตภาคกลางของ
ประเทศไทยนี ้เปนหอยเชอรีท่ี่มีความแตกตางกนัทัง้ลักษณะภายนอก และแตกตางกันในระดับโมเลกุล
ดวย ซึ่งถือวาเปนขอมูลทีสํ่าคัญและไมเคยมีรายงานมากอน นอกจากนั้นขอมูลนี้ยังเปนประโยชน
สําหรับผูวจิัยเกี่ยวกบัการกาํจัดหอยเชอรี่ตอไปได รวมทัง้ยังเปนประโยชนในการศึกษาทางวิวฒันาการ
ของหอยเชอรี ่ และยงัสามารถนําไปเปรียบเทียบสายวิวฒันาการกับหอยชนิดอืน่ ทําใหรูลําดับ
วิวัฒนาการของหอยเชอรี่อีกดวย 
 หอยเชอรี่แมจะเปนหอยที่มถีิ่นอาศยัเดิมในตางประเทศ แตเมื่อมาอยูในประเทศไทย ก็
สามารถดาํรงชีวิตไดอยางสะดวกสบายในภูมิอากาศและสภาพแวดลอมของเรา จึงมีแนวโนมวาจะ
กลายเปนหอยประจําถิน่ไดในอนาคต ทัง้นี้เพราะปจจยัตาง ๆ ในการดํารงชวีิตและสายพนัธุของมัน
เหมาะสม ดังนั้นจงึจาํเปนตองมีการศึกษาเรื่องการปองกนักําจัดควบคูไป ดวยเนื่องจากพบแนชัดแลว
วาหอยเชอรี่เปนศัตรูขาวที่รายกาจและสําคัญยิ่งชนิดหนึง่ 
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ขอเสนอแนะ 
 การศึกษาครั้งนี้ไดลําดับเบสของ 18S rRNA ของหอยเชอรี่ซึ่งยังไมมีรายงานการศึกษามา
กอน ดังนัน้ผูวจิัยจึงไดวางแผนวาจะ submit ขอมูลลําดบัเบสนี้เขาไวใน database (ฐานขอมูล) ของ 
GenBank ตอไป  
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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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