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Abstract 

In this study, 95 Semi-slug specimens, genus Parmarion, were collected from five regions of Thailand. 

Cytochrome C oxidase subunit I or COI gene, 600 base-pairs length, mitochondrial gene, of 20 snail specimens 

were amplified and analyzed. The DNA sequences were compared with COI gene of Parmarion martensi from 

GenBank (Specimen from Taiwan; Accession number: FJ481180). Results from comparison, pairwise distance, 

suggested that the distance values were ranged between 0.00000 to 0.04228 (Overall mean distance = 0.01874). 

Calculation from phylogenetic, maximum likelihood and Bayesian inference methods, showed that two clades 

of semi-slugs in Thailand occurred. Firstly, 14 DNA sequences were grouped together and become clade A. The 

remaining sequences, six semi-slugs, were combined with GenBank’s Parmarion martensi sequence. Moreover, 

at least two Parmarion martensi specimens from Loei (NNLO01) and Nakhon Nayok (KDNN01) provinces, were 

identified (sequences similarity = 100%) 
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บทคัดย่อ 

งานวิจัยชิ้นนี้ดําเนินการเก็บตัวอย่างทากเล็บมือนางสกุล Parmarion จาก 5 ภูมิภาคท่ัวประเทศไทยจํานวน 95 ตัวอย่าง 

ทําการเพ่ิมปริมาณยีนไซโตโครม ซี ออกซิเดส ซับยูนิตหนึ่ง หรือ COI ความยาว 600 คู่เบสสําเร็จจํานวน 20 ตัวอย่าง จากนั้น

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ยีนดังกล่าวกับทากเล็บมือนางมาร์เทนส์จากฐานข้อมูล GenBank (ตัวอย่างจากประเทศไต้หวัน; 

Accession number: FJ481180) โดยการหาค่า pairwise distance และการสร้างไฟโลเจเนติกทรีวิธีการ Maximum likelihood 

และ Bayesian inference ผลปรากฏว่าลําดับพันธุกรรมของทากเล็บมือนางทั้ง 20 ตัวอย่างมีค่า pairwise distance ต้ังแต่ 

0.00000 จนถึง 0.04228 และมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.01874. ผลการสร้างไฟโลเจเนติกทรีท้ังสองวิธีพบการจับกลุ่มของลําดับ
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พันธุกรรมทากเล็บมือนางแบ่งออกเป็นสองกลุ่มอย่างชัดเจน ได้แก่ เคลด A มีสมาชิกทากเล็บมือนางจํานวน 14 ตัวอย่างและ เคลด 

B ประกอบไปด้วยสมาชิกทากเล็บมือนางจํานวน 6 ตัวอย่าง ซ่ึงมีการจับกลุ่มรวมกันกับทากเล็บมือนางมาร์เทนส์จากฐานข้อมูล 

GenBank พบตัวอย่างทากเล็บมือนางอย่างน้อยสองตัวอย่างจากจังหวัดเลย (NNLO01) และนครนายก (KDNN01) ถูกระบุชนิดว่า

เป็นทากเล็บมือนางมาร์เทนส์เนื่องจากมีค่าความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตําแหน่งยีน COI เหมือนกับทากเล็บมือนางมาร์

เทนส์จาก GenBank 100% (Pairwise distance = 0.00000) 

คําสําคัญ: ทากเล็บมือนาง Parmarion, ลักษณะทางสัญฐานวิทยา, ลักษณะทางพันธุกรรม, ประเทศไทย 

คํานาํ 

ทากเล็บมือนาง Parmarion spp. (Gastropoda, Stylommatophora, Helicarionidae) จัดอยู่ในกลุ่มหอยฝาเดียว

อาศัยอยู่บนบกและหายใจด้วยปอด ส่วนเปลือกของทากจะมีการลดรูปกลายเป็นแผ่นเกล็ดเล็กสีเหลือง น้ําตาล จนถึงสีดําคล้ายเล็บ

มือติดอยู่ด้านบนของลําตัวทาก บริเวญเปลือกด้านบนยังหลงเหลือร่องรอยการขดวนเล็กน้อย และมีแผ่นหนังบาง ๆ ท่ีเรียกว่าแผ่น 

mantle lapp เลื่อนเปิดปิดคลุมส่วนเปลือก เนื้อเย่ือส่วนชั้นแมนเทิลมีขนาดใหญ่เม่ือเทียบกับลําตัว ลําตัวทากมีความหลากหลาย

ของสีสันต้ังแต่เทาดํา สีน้ําตาลเหลือง ไปจนถึงเหลืองนวล ส่วนด้านปลายของหางมีลักษณะเป็นสันต่ิงเนื้อสีจางกว่าลําตัวและมี

ลักษณะเป็นสันต้ังข้ึนมาจากลําตัวส่วนหาง (จิรศักด์ิและคณะ, 2561) ด้านข้างของลําตัวส่วนล่างมีร่องแบ่งระหว่างส่วนลําตัว

ส่วนบนกับส่วนเท้าออกจากกันชัดเจน ทากเล็บมือนางพบอาศัยอยู่ตามป่าท่ีมีความชื้นสูง ภูเขา ไปจนถึงพ้ืนท่ีเกษตรกรรม 

โดยเฉพาะเรือนเพาะชํา ทากสกุลดังกล่าวมีถ่ินกําเนิดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ แต่ปัจจุบันกลายเป็นชนิดพันธ์ุต่างถ่ินรุกรานใน

บางประเทศ เช่น รัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา และฟิจิ (Brodie & Barker, 2012) โดยเป็นศัตรูพืชท่ีสําคัญของพืชตระกูลกระห

ล่ําและมะละกอ นอกจากนี้ยังเป็นพาหะของพยาธิ Angiostrongylus cantonensis หรือพยาธิปอดหนูซ่ึงสามารถก่อโรคเย่ือหุ้ม

สมองอักเสบชนิดอิโอสิโนฟิลิกในมนุษย์ จากการรายงานของ Cowie (2018) พบว่าทาก P. martensi เป็นหนึ่งในสัตว์อาศัย

ตัวกลางท่ีสําคัญของพยาธิตัวกลม Angiostrongylus ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคพยาธิหอยโข่งท่ีพบได้บ่อยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ของประเทศไทย ซ่ึงมีสัตว์อาศัยตัวกลาง ได้แก่ หอยโข่ง หอยเชอร่ี กุ้งน้ําจืด ปูน้ําจืด หอยทากบก และมีสัตว์อาศัยสุดท้ายคือหนู 

แต่มนุษย์สามารถเป็นสัตว์อาศัยโดยบังเอิญ (accidental host) ในกรณีท่ีรับประทานสัตว์อาศัยตัวกลางในลักษณะก่ึงสุกกึ่งดิบ 

ความสําคัญของทากเล็บมือนางด้านการเกษตรของไทย ในปี 2554 มีการรายงานว่าทากสกุลนี้สามารถกัดกินและทําลาย

พืชผลทางการเกษตรโดยพบการเข้าทําลายในโรงเรือนปลูกพืชหลายชนิด ได้แก่ โรงเรือนกล้วยไม้ หน้าวัว เบญจมาศ ส้มปลอดโรค 

และโรงเรือนปลูกผักชีฝร่ัง ในพ้ืนท่ีภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก และภาคใต้ของประเทศ 

(ปราสาททองและคณะ, 2554) ในปี 2555 มีการรายงานว่ามีการเข้าทําลายพืชผลทางการเกษตรของทากเล็บมือนางในพ้ืนท่ีสวน

กล้วยไม้ แปลงผัก สวนผลไม้ต่าง ๆ ในภาคกลางและภาคตะวันตก (ปิยาณีและคณะ, 2555) สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชระบุ

ว่ามีทากเล็บมือนางในสกุล Parmarion จํานวนสองชนิดเป็นศัตรูพืชท่ีสําคัญของกล้วย ได้แก่ P. setchaunensis และ P. 

siamensis โดยมีการเข้าทําลายในส่วนของใบและหน่อเป็นหลัก (Plant Protection Research and Development Office, 

2559) เนื่องจากมีขนาดตัวท่ีเล็กและแบนทําให้สามารถในการหลบซ่อนตัวตามไปตามสินค้าและยานพาหนะขนส่งสินค้าเกษตร

ส่งออก ในกรณีท่ีประเทศปลายทางมีความเข้มงวดเกี่ยวกับการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันทางการเกษตร เช่น ญี่ปุ่น หรือสหภาพ
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ยุโรป หากมีการตรวจพบทากดังกล่าวในสินค้าอาจถูกส่งกลับหรือถูกเผาทําลายท้ังหมด ส่งผลกระทบต่อภาพลักษณ์ของประเทศ

ไทยทางด้านการเป็นผู้ส่งออกสินค้าทางการเกษตรท่ีสําคัญ 

ถึงแม้ว่าทากเล็บมือนางสกุลนี้จะมีความสําคัญต่อคนไทยในเชิงเกษตรกรรมและสาธารณสุข อย่างไรก็ตามข้อมูลเชิง

อนุกรมวิธานการและการจําแนกชนิดทากกลุ่มดังกล่าวในประเทศไทยที่ยังไม่มีการศึกษาท่ีชัดเจน ประกอบกับฐานของมูล 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) หรือ Gen Bank ท่ี มี ข้อมูลทางอณูชีววิทยาทากดังกล่าวเพียง

เล็กน้อย ดังนั้นการศึกษาลักษณะทางสัณฐานประกอบกับข้อมูลทางพันธุกรรมเพื่อนําเอามาใช้เป็นเคร่ืองมือแก้ปัญหาความสับสน

ในการระบุชนิดของทากเล็บมือนางในประเทศไทยจึงเป็นสิ่งจําเป็น เพ่ือท่ีจะทราบชนิดของทากเล็บมือนาง Pamarion spp. ท่ีมี

เขตการกระจายพันธุในประเทศไทยโดยใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลทางอณูชีววิทยาในการจําแนก 

วิธีดําเนนิการ 

อุปกรณ ์

1. ภาชนะเลี้ยงหอยทากเล็บมือนาง ขนาดกว้าง x ยาว x สูง : 30 x 15 x 20 ซม พร้อมฝาปิด 

2. วัสดุรองนอนได้แก่ กระดาษทิชชูชุ่มน้ํา และใบกล้วย 

3. อาหารท่ีใช้เลี้ยงหอยได้แก่ ผักต่าง ๆ หรือผลไม้ 

4. ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป และสารเคมีท่ีใช้ในการทําพีซีอาร์ 

5. กล้องสเตอริโอไมโครสโคป และอุปกรณ์ผ่าตัด 

วิธีการ 

1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของทาก 

 เก็บตัวอย่างทากเล็บมือนางจากแหล่งธรรมชาติหรือแปลงเกษตรท่ีเป็นพืชอาหาร ลงในแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 95% 
ดําเนินการผ่าตัดทากเล็บมือนางภายใต้กล้องสเตอริโอไมโครสโคป สังเกตุลักษณะสัญฐานของอวัยวะสืบพันธ์ุพร้อมบันทึกภาพ 
เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังกล่าวกับเอกสารทางวิชาการท้ังภายในและต่างประเทศ 

2 การศึกษาขอ้มูลทางอณูชีววิทยาของทากเล็บมือนาง (ยีน Cytochrome C oxidase subunit I หรือ COI) 

การเพ่ิมปริมาณยีนด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างทากเล็บมือนางโดยชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับสกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเย่ือของสัตว์ เก็บรักษาดี
เอ็นเอของทากไว้ท่ีตู้แช่งแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ทําการเพิ่มปริมาณยีน COI ด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ตามวิธีการ
ของ Folmer et al., (1994) โดยแต่ละไพร์เมอร์มีลําดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ 

ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์  COI-1490 (5’--- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G ---3’)  
รีเวิร์สไพรเมอร์  COI-2198 (5’--- TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA ---3’) 

การทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตร 25 microlites ใช้สารเคมีต่อไปน้ี 

PCR Master Mix 2X (DreamTaq PCR Master Mix, Thermo Scientific) 12.5 μl 
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10 μM COI-1490 forward primer     2.5 μl 
10 μM COI-2198 reverse primer     2.5 μl 
template DNA (ดีเอ็นเอทากเล็บมือนาง)    3 μl 
MgCl2 ความเข้มข้น 52 millimolar (Optional)    0 - 1 μl 
น้ํากลั่น (Water nuclease free)     4.5 – 5.5 μl 

นําสารท้ังหมดใส่ในหลอดพีซีอาร์และผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นนําไปใส่ในเคร่ือง thermocycler ภายใต้อุณหภูมิดังนี้ 

1) Initial Denaturation    95°C  เป็นเวลา 3 นาที 
2) Denaturation    95°C  เป็นเวลา 30 วินาที 
3) Annealing     50°C  เป็นเวลา 1 นาที 
4) Extension     72°C  เป็นเวลา 1 นาที 
5) Final Extension    72°C  เป็นเวลา 1 นาที 

  ทําข้ันตอนท่ี 2 – 4 ซํ้า จํานวน 40 รอบ 

 ทําการตรวจสอบว่ามียีนท่ีเราต้องการเพ่ิมข้ึนมาในผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เกิดข้ึนจากข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอหรือไม่ 
โดยใช้อะกาโรสเจล (ไม่ต้องผสมสีย้อมหรือ Loading dye เนื่องจาก DreamTaq PCR Master Mix ผสมสีย้อมเรียบร้อยแล้ว) 
ความเข้มข้นของเน้ือเจลท่ี 1.5% ต่อความเข้มข้นทีบีอีบัฟเฟอร์ 1X จ่ายกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศักด์ิ 100 โวลต์ผ่านอะกาโรสเจล
เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นนําไปส่องดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงยูวีเพ่ือเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาร์กเกอร์ด้วยเคร่ือง เคร่ืองถ่ายและ
วิเคราะห์ภาพเจล Gel Documentation ในกรณีท่ีมียีน COI ท่ีเราต้องการเพิ่มข้ึนจะปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีความยาวประมาณ 650 
คู่เบส เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสรอการอ่านลาํดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป 

การอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์ 

 นําผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ไปอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเคร่ือง automated sequencer ท่ีมีให้บริการโดยบริษัทเอกชนท่ี
รับจ้างอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์ ลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จะนําไปวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ยีน COI ใน
ฐานข้อมูล Genbank และเปรียบเทียบข้อมูลทางพันธุกรรม โดยใช้โปรแกรม Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) 

การวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ 

 นําไฟล์ท่ีได้จากการอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเคร่ือง automated sequencer มาวิเคราะห์ และตัดบริเวณสัญญาณ
รบกวนออก นําลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาจัดเรียงด้วยโปรแกรม ClustalX2 (Larkin et al., 2007) ดําเนินการหาค่า Pairwise 
distances เพ่ือคํานวนความแตกต่างทางพันธุกรรมของทากเล็บมือนางแต่ละตัวอย่างเปรียบเทียบตัวอย่างลําดับนิวคลีโอไทด์ของ
ทากเล็บมือนางมาร์เทนส์ Parmarion martensi ยีน COI จากฐานข้อมูล National Center for Biotechnology Information 
หรือ GenBank (Accession number: FJ481180) ซ่ึงเป็นตัวอย่างจากประเทศไต้หวันจํานวน 1 ลําดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้
โปรแกรม MEGA version 11 (Tamura, Stecher, and Kumar 2021) จากนั้นคํานวน Nucleotide substitution model ท่ี
เหมาะสมกับชุดข้อมูลพันธุกรรมดังกล่าว ทําการสร้างไฟโลเจนเนติกทรีด้วยวิธีการ Maximum likelihood (Goldman, 1990) 
เพ่ือวิเคราะห์หาความใกล้ชิดทางพันธุกรรมโดยใช้โปรแกรม MEGA version 11 และสร้างไฟโลเจนเนติกทรีด้วยวิธีการ Bayesian 
(Huelsenbeck and Ronquist, 2001) โดยใช้โปรแกรม MrBayes 3.1.2 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ดําเนินการเก็บตัวอย่างทากเล็บมือนางสกุล Parmarion ภูมิภาคต่าง ๆ ต้ังแต่ระหว่างเดือนตุลาคม พ.ศ. 2564 จนถึง

สิงหาคม 2565 (Figure 1) จากภาคเหนือท่ีตําบลบ้านกลาง อําเภอสอง จังหวัดแพร่ (BSPR) จํานวน 22 ตัวอย่าง ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ ตําบลนาดอกคํา อําเภอนาด้วง จังหวัดเลย (NNLO) จํานวน 12 ตัวอย่าง ตําบลดงพญาเย็น อําเภอปาก

ช่อง จังหวัดนครราชสีมา (DPNS) จํานวน 1 ตัวอย่าง และสถานีวิจัยลําตะคอง ตําบลหนองสาหร่าย อําเภอปากช่อง จังหวัด

นครราชสีมา (PCNS) จํานวน 15 ตัวอย่าง ภาคตะวันออกท่ีตําบลด่านชุมพล อําเภอบ่อไร่ จังหวัดตราด (DBTR) จํานวน 14 

ตัวอย่าง ภาคตะวันตกท่ีตําบลลิ่นถ่ิน อําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี (LTKC) จํานวน 6 ตัวอย่าง และภาคกลางได้แก่ ตําบลนา

เกาะ อําเภอหล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์ (LKPB) จํานวน 15 ตัวอย่าง เข่ือนขุนด่าน อําเภอเมือง จังหวัดนครนายก (KDNN) จํานวน 

1 ตัวอย่าง และศูนย์วิจัยเกษตรท่ีสูงเพชรบูรณ์ อําเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์ (KKPB) จํานวน 9 ตัวอย่าง รวมท้ังหมด 95 

ตัวอย่าง (Table 1) 

จากการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของอวัยวะสืบพันธ์ุทากเล็บมือนางสกุล Parmarion spp. ในประเทศไทยพบว่า

เป็นแบบรวมเพศหรือมีสองเพศในตัวเดียวกัน (hermaphrodite) แต่ไม่สามารถผสมพันธ์ุกับตัวเองได้ อวัยวะสืบพันธ์ุสามารถแบ่ง

ออกได้เป็น 3 ส่วนได้แก่ 1) ส่วนของเพศผู้ ประกอบไปด้วย penis, epiphallus และ flagellum 2) ส่วนของเพศเมียประกอบไป

ด้วย Vagina, Gametolytic sac และ Oviduct 3) ส่วนของ Dart apparatus ประกอบไปด้วย Dart Sac และ Dart apparatus 

ซ่ึงภายในบรรจุศรรักหรือ Dart Love มีลักษณะคล้ายลูกศรสีขาว มีความแข็ง ประกอบไปด้วยแคลเซียมคาร์บอเนตเป็นหลัก ซ่ึง

ส่วนของ Dart love พบความแปรผันเกิดข้ึนระหว่างชนิด (Figure 2) อวัยวะสืบพันธ์ุท้ังสามส่วนนี้จะมีช่องเปิดร่วมกันท่ีเรียกว่า 

Atrium โดยช่องดังกล่าวจะเปิดท่ีบริเวญส่วนหน้าของลําตัวบริเวญด้านขวาใกล้ปากของทากเล็บมือนาง 

การสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาญสารพันธุกรรมท่ีตําแหน่งยีน Cytochrome oxidase subunit I หรือยีน COI ความยาว

ประมาณ 650 คู่เบส ได้ทําการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์แล้วเสร็จท้ังสิ้นจํานวน 20 ตัวอย่างลําดับนิวคลีโอไทด์ ได้แก่ ตัวอย่าง

จากตําบลบ้านกลาง อําเภอสอง จังหวัดแพร่ จํานวน 5 ลําดับ ตําบลนาดอกคํา อําเภอนาด้วง จังหวัดเลย จํานวน 8 ลําดับ ตําบล

นาเกาะ อําเภอหล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์ จํานวน 6 ลําดับ และเข่ือนขุนด่าน อําเภอเมือง จังหวัดนครนายก จํานวน 1 ลําดับ 

(Figure 3) 

ผลการคํานวนหาค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของตัวอย่างทากเม่ือเปรียบเทียบกันเป็นคู่ (Pairwise distances) ของ

ลําดับนิวคลีโอไทด์ท้ัง 20 ลําดับ เปรียบเทียบกับตัวอย่างลําดับนิวคลีโอไทด์ยีน COI ของทากเล็บมือนางมาร์เทนส์จากฐานข้อมูล 

GenBank (Accession number: FJ481180) พบว่ามีตัวอย่างลําดับนิวคลีโอไทด์ซ่ึงมีความใกล้เคยีงกับลําดับนิวคลีโอไทด์ทากมาร์

เทนส์มากท่ีสุดจํานวน 2 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างจากเข่ือนขุนด่าน อําเภอเมือง จังหวัดนครนายก (KDNN1) และตัวอย่างจากตําบล

นาดอกคํา อําเภอนาด้วง จังหวัดเลย (NNLO12) โดยมีค่าเท่ากับ 0.00000 ซ่ึงตัวอย่างดังกล่าวน่าจะเป็นทากเล็บมือนางมาร์เทนส์ 

ในส่วนของตัวอย่างลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีความแตกต่างทางพันธุกรรมกับลําดับนิวคลีโอไทด์ทากมาร์เทนส์มากท่ีสุด ได้แก่ตัวอย่าง

จากตําบลนาดอกคํา อําเภอนาด้วง จังหวัดเลย (NNLO4) มีค่า Pairwise distances เท่ากับ 0.04228 จากการคํานวนค่าเฉลี่ยของ
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ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอไทด์ท้ังหมด 21 ตัวอย่างลําดับ หรือค่า Overall mean distance มีค่าเท่ากับ 

0.01874 (Table 2) 

ผลการคํานวน Nucleotide substitution model หรือโมเดลการแทนท่ีลําดับนิวคลีโอไทด์พบว่าลําดับนิวคลีอไทด์ยีน 

COI ของทากเล็บมือนางจํานวน 21 ลําดับ พบว่าโมเดล GTR+G (General Time-Reversible model + Gamma distribution) 

เป็นโมเดลท่ีเหมาะสมมากท่ีสุดสําหรับการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือสร้างไฟโลเจเนติกทรี จากการสร้างไฟโลเจเนติกทรีด้วย

วิธีการ Maximum likelihood (Bootstrap = 500 replicates) และ Bayesian inference (จํานวนเจเนอเรชั่น = 1,000,000) 

พบการจับกลุ่มของลําดับทางพันธุกรรมทากเล็บมือนางออกเป็นสองกลุ่มหรือสองเคลดอย่างชัดเจน (Figure 4, Figure 5) ประกอบ

ไปด้วยเคลด A มีสมาชิกทากเล็บมือนางท้ังหมด 14 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างจากจังหวัดแพร่ 5 ตัวอย่าง (BSPR2 BSPR5 BSPR6 

BSPR8 และ BSPR10) ตัวอย่างจากจังหวัดเพชรบูรณ์ 6 ตัวอย่าง (LKPB1 LKPB2 LKPB3 LKPB4 LKPB5 และ LKPB6) และ

ตัวอย่างจากจังหวัดเลย 3 ตัวอย่าง (NNLO3 NNLO4 และ NNLO5) ซ่ึงกลุ่มดังกล่าวมีค่า Bootstrap support และค่า Bayesian 

posterior probability เท่ากับ 100 และ 0.97 ตามลําดับ สําหรับเคลด B มีสมาชิกทากเล็บมือนางท้ังหมด 6 ตัวอย่าง ประกอบ

ไปด้วยตัวอย่างจากจังหวัดนครนายก 1 ตัวอย่าง (KDNN01) และตัวอย่างจากจังหวัดเลย 5 ตัวอย่าง (NNLO1 NNLO8 NNLO10 

NNLO11 และ NNLO12) ซ่ึงเคลดดังกล่าวนี้มีการจับกลุ่มร่วมกันกับลําดับนิวคลีโอไทด์ยีน COI ของทากเล็บมือนางมาร์เทนส์ 

Parmarion martensi จากฐานข้อมูล  GenBank โดยมีค่า  Bootstrap support และค่า  Bayesian posterior probability 

เท่ากับ 99 และ 0.99 ตามลําดับ 

 นอกจากนี้ยังพบว่าลําดับนิวคลีโอไทด์ของทากเล็บมือนางท้ัง 21 ลําดับในไพโลเจเนติกทรีมีการจับกลุ่มรวมเป็นกลุ่มก้อน

เดียวกันหรือเป็นแบบ Monophyletic group (มีค่า Bootstrap support ท่ีกิ่งเท่ากับ 100) แสดงให้เห็นถึงการมีบรรพบุรุษ

ร่วมกันของทากเล็บมือนางท้ังหมด และได้แบ่งแยกออกจากลําดับนิวคลีโอไทด์ยีน COI ของหอยทากชนิด Macrochlamys sp 

(Accession number: MT906154), ชนิด Hemiplecta thailandica (Accession number: MT654615), และชนิด Sarika 

pellosa (Accession number: MT894112) ซ่ึง เป็น Out group เ ม่ือพิจารณาความยาวกิ่งของไฟโลเจเนติกทรีวิ ธีการ 

Maximum likelihood ระหว่างเคลดท้ังสอง พบว่าเคลด A และเคลด B มีความยาวกิ่งเท่ากับ 0.015 และ 0.017 ตามลําดับเม่ือ

ทําการวัดจากจุดท่ีเป็นบรรพบุรุษร่วมกันของท้ังสองเคลด ดังนั้นสรุปได้ว่าระยะห่างทางพันธุกรรมยีน COI ของทากเล็บมือนางท้ัง

สองเคลดมีค่าเท่ากับ 0.032 หรือ 3.2% เม่ือดําเนินการเปรียบเทียบค่าดังกล่าวความแปรผันทางพันธุกรรมภายในชนิดเดียวกัน 

(Intraspecific genetic distance) ของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ในอาณาจักรย่อย Eumetazoan ส่วนของยีน COI ในไมโทคอนเดรีย ได้แก่ 

Dinogamasus saengdaoae (Insecta; Hymenoptera) มี ค่ า ร ะห ว่ า ง  0.2–0.9% (Attasopa et al., 2021), Rissoella sp. 

(Mollusca, Gastropod) มีค่ามากท่ีสุดเท่ากับ 2.32% (Buršic et al., 2021), Mytilus Galloprovincialis (Mollusca, Bivalve) 

มีค่ามากท่ีสุดเท่ากับ 2.72% (Buršic et al., 2021), Thenus uinmaculatus (Crustacean; Decapoda) มีค่ามากท่ีสุดเท่ากับ 

2.68% (Wongruengpibool, 2013), Thenus orientalis (Crustacean; Decapoda) มี ค่ า ม า ก ท่ี สุ ด เ ท่ า กั บ  1.8% 

(Iamsuwansuk, 2011), และ Melanoconion sp. (Insecta; Diptera) มีค่ามากท่ีสุดเท่ากับ 3% (เกศรินทร์และคณะ 2561), ใน

ส่วนของยีน Cytochrome B ในไมโทคอนเดรีย ได้แก่ Rattus argentiventer (Mammalia, Rodentia) มีค่าระหว่าง 0.001-

0.02% (วิชาญและคณะ, 2558) และในส่วนของยีน 12S rDNA ในไมโทคอนเดรีย ได้แก่ Thenus uinmaculatus (Crustacean; 

Decapoda) มีค่ามากท่ีสุดเท่ากับ 2.91% (Wongruengpibool, 2013) พบว่าทากเล็บมือนาง Parmarion spp. มีแนวโน้มท่ี
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ความแปรผันทางพันธุกรรมภายในชนิดเดียวกันของทากสูงกว่าความแปรผันทางพันธุกรรมภายในชนิดเดียวกันสูงสุดของสัตว์ชนิด

อ่ืนท่ีอยู่ในอาณาจักรย่อย Eumetazoa ดังข้อมูลท่ีแสดงในตารางที่ 3 นอกจากนี้งานวิจัยของ Buršic เม่ือปี 2021 รายงานว่าสัตว์

ในไฟลัม Molluska ในทะเลท่ีมีขอบเขตท่ีแบ่งระหว่างค่าความแปรผันทางพันธุกรรมภายในชนิดเดียวกัน (intraspecific genetic 

distance) และความแปรผันทางพันธุกรรมระหว่างชนิด (interspecific genetic distance) ของยีน COI ดังกล่าวไม่เกิน 3% 

(Buršic et al., 2021; Meyer and Paulay, 2005; Audzijonyte et al., 2012; Breure, 2016; Zhang, 2018) ดังนั้นจึงมีความ

เป็นไปได้ท่ีทากเล็บมือนางท่ีอยู่ในเคลด A อาจเป็นคนละชนิดกับทากเล็บมือนางมาร์เทนส์ ท้ังนี้เพ่ือตัดสินสมมุติฐานดังกล่าวจึง

จําเป็นต้องศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์และศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของอวัยวะสืบพันธ์ุจากทากเล็บมือนางตัวอย่างอ่ืนเพ่ิมเติม

ต่อไปในปี พ.ศ. 2566 

สรุปผลการทดลอง 

 ดําเนินการเก็บตัวอย่างทากเล็บมือนางจากจังหวัดต่าง ๆ ในภูมิภาคเหนือ ตะวันออกเฉียงเหนือ ตะวันออก ตะวันตก และ

ภาคกลาง ท้ังหมด 95 ตัวอย่าง ทําการสกัดดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาญสารพันธุกรรมท่ีตําแหน่งยีน Cytochrome oxidase subunit 

I หรือ COI ได้สําเร็จท้ังสิ้น 20 ตัวอย่าง หาค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของลําดับนิวคลีโอไทด์ท้ัง 20 

ลําดับ เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของทากเล็บมือนางมาร์เทนส์จากฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 0.00000 

ถึง 0.04228 และมีค่าเฉลี่ยหรือค่า Overall mean distance เท่ากับ 0.01874 จากการสร้างไฟโลเจเนติกทรีด้วยวิธีการ 

Maximum likelihood และวิธีการ Bayesian inference พบว่าเกิดการจับกลุ่มของตัวอย่างทากเล็บมือนางออกเป็นสองกลุ่ม 

ประกอบไปด้วยเคลด A ซ่ึงมีสมาชิกท้ังหมด 14 ลําดับนิวคลีโอไทด์ และเคลด B ท้ังหมด 6 ลําดับนิวคลีโอไทด์ ซ่ึงตัวอย่างลําดับนิ

วคลีโอไทด์ของทากเล็บมือนางมาร์เทนส์จาก GenBank ได้ปรากฏข้ึนมาในเคลด B ทําให้มีสมาชิกภายในเคลตรวมเป็น 7 ลําดับนิ

วคลีโอไทด์ นอกจากนี้มีทากเล็บมือนางอย่างน้อย 2 ตัวอย่างท่ีน่าจะเป็นทากเล็บมือนางมาร์เทนส์ ได้แก่ ตัวอย่างจากจังหวัดเลย 

(NNLO12) และตัวอย่างจากนครนายก (KDNN01) เนื่องจากมีค่า Pairwise distance ของยีน COI เปรียบเทียบกับทากเล็บมือนาง

มาร์เทนส์ เท่ากับ 0.00000 เม่ือพิจารณาความยาวก่ิงของท้ังสองเคลดพบว่ามีค่าเท่ากับ 0.032 หรือมีความแตกต่างทางพันธุกรรม 

(Genetic divergent) หรือ 3.2% เป็นความเป็นไปได้ว่าทากเล็บมือนางจากท้ังสองเคลดอาจเป็นคนละชนิดกัน งานวิจัยนี้ยังไม่
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Figure 1 The figure show specimens of semi-slug in genus Parmarion collecting sites on nine locations. 
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ลําดับท่ี สถานท่ี พิกัด ภูมิภาค จํานวน ลักษณะสถานที่ 

1 ต.บ้านกลาง อ.สอง  
จ.แพร่ 

18°28'57.1"N 
100°10'27.2"E 

เหนือ 22 สวนกล้วยติดท่ีอยู่อาศัย 

2 ต.นาดอกคํา อ.นา
ด้วง จ.เลย 

17°32'26.2"N 
101°58'30.6"E 

ตะวันออกเฉียงเหนือ 12 โรงเรือนเพาะเห็ดขอน 

3 ต.นาเกาะ อ.หล่มเก่า  
จ.เพชรบูรณ์ 

16°52'57.5"N 
101°11'11.7"E 

กลาง 15 สวนป่าติดท่ีอยู่อาศัย 

4 ศูนย์วิจัยเกษตรท่ีสูง
เพชรบูรณ์ อ.เขาค้อ  

จ.เพชรบูรณ์ 

16°52'57.5"N 
101°11'11.7"E 

กลาง 9 
สวนป่าติดบ้านพัก

รับรอง 

5 ต.ดงพญาเย็น อ.ปาก
ช่อง จ.นครราชสมีา 

14°34'57.3"N 
101°15'11.8"E 

ตะวันออกเฉียงเหนือ 1 สวนกล้วย 

6 สถานีวิจัยลําตะคอง  
อ.ปากช่อง  

จ.นครราชสีมา 

14°46'24.7"N 
101°31'07.3"E 

ตะวันออกเฉียงเหนือ 15 
ต้นกล้วยบริเวณ
โรงเรือนเพาะชํา 

7 เข่ือนขุนด่าน อ.เมือง  
จ.นครนายก 

14°18'12.1"N 
101°18'40.5"E 

กลาง 1 สวนกล้วยติดท่ีอยู่อาศัย 

8 ต.ลิ่นถ่ิน อ.ทองผาภูมิ  
จ.กาญจนบุรี 

14°33'36.8"N 
98°45'20.7"E 

ตะวันตก 6 สวนกล้วย 

9 
ต.ด่านชุมพล อ.บ่อไร่  

จ.ตราด 
12°27'03.0"N 
102°38'27.5"E 

ตะวันออก 14 สวนป่าติดท่ีอยู่อาศัย 

   รวม 95  

 
Table 1 This table show data concerning ordinal location (form figure 1), GPS coordinates, locations, amount 
and area of each specimen collecting sites. 
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Figure 2 These pictures present semi-slug’s genitalia specimen from Ban Klang Subdistrict, Song District, Phrae 
Province (left) and Dart love specimen (Right) 
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Figure 3 This figure represent 650 base-pairs of Cytochrome C oxidase subunit I or COI gene alignment (21 
Parmarion sequences) showed on MEGA11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 11) software. 
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Location and Code Name Pairwise distances Percentage (%) 

ต.บ้านกลาง อ.สอง จ.แพร่, BSPR2 0.03372 3.372 

ต.บ้านกลาง อ.สอง จ.แพร่, BSPR5 0.02859 2.859 

ต.บ้านกลาง อ.สอง จ.แพร่, BSPR6 0.02859 2.859 

ต.บ้านกลาง อ.สอง จ.แพร่, BSPR8 0.03032 3.032 

ต.บ้านกลาง อ.สอง จ.แพร่, BSPR10 0.02859 2.859 

เข่ือนขุนด่าน อ.เมือง จ.นครนายก, KDNN1 0.00000 0.000 

ต.นาเกาะ อ.หล่มเก่า จ.เพชรบูรณ์, LKPB1 0.02859 2.859 

ต.นาเกาะ อ.หล่มเก่า จ.เพชรบูรณ์, LKPB2 0.02859 2.859 

ต.นาเกาะ อ.หล่มเก่า จ.เพชรบูรณ์, LKPB3 0.03202 3.202 

ต.นาเกาะ อ.หล่มเก่า จ.เพชรบูรณ์, LKPB4 0.02859 2.859 

ต.นาเกาะ อ.หล่มเก่า จ.เพชรบูรณ์, LKPB5 0.03028 3.028 

ต.นาเกาะ อ.หล่มเก่า จ.เพชรบูรณ์, LKPB6 0.02859 2.859 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO1 0.00164 0.164 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO3 0.03032 3.032 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO4 0.04228 4.228 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO5 0.03032 3.032 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO8 0.00329 0.329 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO10 0.01831 1.831 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO11 0.00825 0.825 

ต.นาดอกคํา อ.นาด้วง จ.เลย, NNLO12 0.00000 0.000 

 
Table 2 This table show locations, code names, pairwise distances and percentage distance of each semi-slug 
genus Parmarion specimens compared with Parmarion martensi COI nucleotide sequence from GenBank. 
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Figure 4 Maximum likelihood tree of Cytochrome C oxidase subunit I sequence alignment of 20 Parmarion 
specimens from Thailand and 1 sequence of Parmarion martensi from Taiwan. The numbers above branches 
indicated the percentage of bootstrap values (with 500 replicates) 
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Figure 5 Bayesian tree inferred from 650 base-pairs COI data matrix of 20 Parmarion specimens from Thailand 
and 1 sequence of Parmarion martensi from Taiwan. The number along branches indicated the posterior 
probabilities of the nodes. 
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Animal (Classification) Mitochondrial 
Genes 

Primers Intraspecific 
Genetic distance 

References 

Thenus orientalis  
(Crustacean: Decapod) 

COI 
LCO1490, 
HCO2198 

Maximum = 1.8 % 
Average = 0.5 % 

Iamsuwansuk, 
2011 

Thenus uinmaculatus 
(Crustacean: Decapod) 

COI 
LCO1490, 
HCO2198 

Maximum = 2.68 % 
Average = 0.59 % 

Wongruengpibool, 
2013 

Thenus uinmaculatus 
(Crustacean: Decapod) 

12S rDNA 12SCRF, 12SCRR 
Maximum = 2.91 % 
Average = 0.66 % 

Wongruengpibool, 
2013 

Melanoconion sp.  
(Insecta: Diptera) 

COI 
LCO1490, 
HCO2198 

Maximum ≈ 3 % 
เกศรินทร์และคณะ, 

2561 
Anachauliodes sinensis 
(Insecta: Megaloptera) 

COI 
C1-J-21835,  
TL2-N-3014 

Range = 0.0 – 2.6 % Yue et al., 2015 

Dinogamasus 
saengdaoae (Insecta: 

Hymenoptera) 
COI 

LCO1490, 
HCO2198 

Range = 0.2 – 0.9 % 
Attasopa et al., 

2021 

Rissoella sp.  
(Mollusca: Gastropod) 

COI 
LCO1490, 
HCO2198 

Maximum = 2.32 % Buršic et al., 2021 

Cerithium traillii  
(Mollusca: Gastropod) 

COI 
LCO1490, 
HCO2198 

Maximum = 2.6 % 
Average = 0.5 % 

Ran et al., 2020 

Mytilus Galloprovincialis 
(Mollusca: Bivalve) 

COI 
LCO1490, 
HCO2198 

Maximum = 2.72 % Buršic et al., 2021 

Fish species in Taiwan 
Strait 

COI 
FishF1, FishF2,  
FishR1, FishR2 

Average = 0.21 % 
Bingpeng et al., 

2018 
Rattus argentiventer  
(Mammalia: Rodent) 

Cytochrome b 
R.a outer F new, 
R.a outer R new 

Range = 0.1 – 2 % 
วิชาญและคณะ, 

2558 

 
Table 3 This table show maximum, average, or range of intraspecific genetic distance values (3 mitochondrial 
genes) of animal in subkingdom Eumetazoa. 


