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Abstract 

Biology, geographical distribution and genetic diversity of aquatic pest snail 
Radix were elucidated from October 2016 to September 2017.  Totally 80 specimens 
of Radix were collected from 8 provinces (Tak, Yasothon, Ubon Ratchathani, Sisaket, 
Nakhon Ratchasima, Suphanburi, Nakhon Pathom, and Kanchanaburi). 71 samples were 
morphologically identified as Radix rubiginosa while 9 samples were R.  swinhoei. 
Molecular investigation using coxI also confirmed the morphological identification of 
Radix samples.  There are two major clades of Radix found with more than 50% 
bootstrapping support (NJ and ML)  and more than 0. 5 of posterior probability value 
(BI) .  Further population genetic research for Radix is needed to get ecological insights 
which is crucial for management and control for this species. 
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บทคัดย่อ 

ด ำเนินกำรศึกษำชีววิทยำ กำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ และควำมหลำกหลำยทำง
พันธุกรรมของหอยน  ำศัตรูพืชสกุล Radix ตั งแต่เดือนตุลำคม 2559 ถึงเดือนกันยำยน 2561 ได้
ตัวอย่ำงหอย Radix ทั งหมด 80 ตัวอย่ำงจำก 8 จังหวัด (ตำก ยโสธร อุบลรำชธำนี ศรีสะเกษ 
นครรำชสีมำ สุพรรณบุรี นครปฐม และกำญจนบุรี) พบว่ำ 71 ตัวอย่ำงคือ R. rubiginosa และอีก  
9 ตัวอย่ำงคือ R. swinhoei ผลจำกกำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมสอดคล้องกับกำรระบุ
ชนิดหอย Radix ด้วยลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ พบว่ำแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่จำกกำรวิเครำะห์ด้วย
วิธี NJ ML และ BI อย่ำงไรก็ตำมมีควำมจ ำเป็นต้องศึกษำพันธุศำสตร์ประชำกรของหอยชนิดนี เพ่ือให้
เข้ำใจถึงพฤติกรรมเชิงนิเวศวิทยำซึ่งมีควำมจ ำเป็นต่อกำรวำงแผนจัดกำรและกำรก ำจัด 

ค้าหลัก ชีววิทยำ ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม กำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ หอยน  ำ Radix 
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ค้าน้า 

ประเทศไทยมีควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพสูง เป็นแหล่งที่อยู่ของพันธุ์พืชน  ำหลำยชนิดที่มี
ควำมสวยงำม สำมำรถน ำมำใช้ประดับตกแต่งตู้ปลำ และจัดสวน พรรณไม้น  ำเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส ำคัญ
ของประเทศไทย ต่ำงประเทศต้องกำรและให้รำคำสูง ไม้น  ำประดับสร้ำงรำยได้ให้กับประเทศนับร้อย
ล้ำนบำทและมีแนวโน้มที่จะเติบโตต่อไปในอนำคต อย่ำงไรก็ตำมอุปสรรคส ำคัญของกำรผลิตไม้น  ำและ
กำรส่งออกคือปัญหำกำรเข้ำท ำลำยจำกหอยน  ำศัตรูพืชซึ่งสร้ำงควำมเสียหำยแก่พรรณไม้น  ำ 
นอกจำกนี ตัวและไข่หอยยังติดไปกับต้นไม้ ท ำให้เสียเวลำในกำรล้ำงท ำควำมสะอำดก่อนน ำส่งออก ถ้ำ
หำกมีกำรพบเห็นตัวและไข่หอยติดไปกับพรรณไม้น  ำส่งออกจะถูกเผำท ำลำย ท ำให้ภำพพจน์กำร
ส่งออกไม้น  ำของประเทศไทยเสื่อมเสียอีกด้วย 

กรมวิชำกำรเกษตรก ำลังท ำกำรวิจัยหอยศัตรูพรรณไม้น  ำ พบว่ำหอยน  ำศัตรูพืชสกุล Radix 
(วงศ์ Lymnaeidae) เป็นหนึ่งในชนิดที่มีควำมส ำคัญเนื่องจำกสำมำรถท ำควำมเสียหำยแก่พรรณไม้น  ำ
ประดับเป็นอย่ำงมำก มักพบหอยสกุลนี ติดไปกับไม้น  ำ และเข้ำท ำลำยโดยกำรกัดกินใบจนเสียหำย เช่น 
บัว เป็นต้น และมีถ่ินอำศัยอยู่ในประเทศไทย มักพบตำมแหล่งน  ำจืด เช่น หนอง คลอง บึง แม่น  ำ เป็น
ต้น อีกทั งมีรำยงำนว่ำเป็นศัตรูเข้ำท ำลำยข้ำวในประเทศอินเดีย  

หอยสกุล Radix จัดอยู่ในวงศ์ Lymnaeidae เป็นหอยน  ำจืดไม่มีฝำปิด สำมำรถพบได้ทั่วโลก 
(Hunova et al., 2012; Correa et al., 2010) ในประเทศไทยพบรำยงำน 3 ชนิด ได้แก่ Radix rubiginosa, 
R. swinhoei และ R. luteola ทุกชนิดสำมำรถเป็นตัวกลำงของพยำธิที่ก่อให้เกิดโรคในคน ดังเช่น  
R. swinhoei เป็นตัวกลำงของพยำธิใบไม้ในตับ ทั ง I. exustus และ Radix รวมเรียกว่ำ หอยคัน 
เนื่องมำจำกหอยเหล่ำนี เป็นโฮสต์ตัวกลำงของพยำธิใบไม้ในเลือดของสัตว์ ซึ่งตัวอ่อนระยะเซอร์คำเรีย
ของพยำธิเหล่ำนี สำมำรถชอนไชผ่ำนผิวหนังเข้ำสู่ร่ำงกำย แต่ไม่สำมำรถเจริญเติบโตต่อไปได้ ท ำให้มี
ผิวหนังอักเสบและมีอำกำรคัน (วิวิชชุตำ, 2549) มีรำยงำนว่ำ R. swinhoei เข้ำกัดกินและก่อให้เกิด
ควำมเสียหำยแก่บัวหลวง (Tian, 2008) ทำงกรมวิชำกำรเกษตรก ำลังด ำเนินกำรศึกษำหอยศัตรูพรรณ
ไม้น  ำและพบว่ำหอยสกุล Radix นี เป็นหอยศัตรูพรรณไม้น  ำประดับ (อภินันท์และคณะ, 2557) 

มีรำยงำนกำรศึกษำกำรกินพืชน  ำในหอยเชอรี่ Pomacea canaliculata โดยศึกษำกับพืชน  ำ 
21 ชนิดพบว่ำอัตรำกำรกินมีค่ำตั งแต่ 1.1 ถึง 22% ของน  ำหนักตัวและมีควำมแตกต่ำงกันในพืชน  ำแต่
ละชนิด หอยจะชอบกินพืชที่มีไนโตรเจนสูง และหลีกเลี่ยงพืชที่มี ส่วนประกอบแห้ง (dry matter 
content) สูง และพืชบำงชนิดที่มีสำรเคมีที่หอยไม่ชอบเช่น สำรประกอบฟีนอลิก ซึ่งสอดคล้ องกับ
กำรศึกษำในหอยชนิดอ่ืน เช่น P. insularum และ Lymnaea stagnalis (Wong et al., 2010; Elger 
and Barrat-Segretain, 2002)  

มีกำรศึกษำกำรกินพืชน  ำในหอย Radix swinhoei พบว่ำ หอยชนิดนี สำมำรถกินพรรณไม้น  ำ
สกุ ล  Myriophyllum Monochoria Eichhornia Brasenia Cabomba Alternanthera Hydrilla 
Elodea Ottelia Vallisneria Hydrocharis Potamogeton Egeria Monochoria Utricularia และ
สำมำรถกิน Pomatogeton malaianus ได้มำกที่สุด (Li et al., 2009; Xiong et al., 2008) 

มีรำยงำนกำรศึกษำเกี่ยวกับชีววิทยำของหอยน  ำสกุล Radix ดังนี  Gaten (1986) รำยงำนว่ำ 
Radix peregra มีอัตรำกำรเจริญของควำมยำวเปลือกอยู่ระหว่ำง 2.41 ถึง 2.86 มิลลิเมตร ต่อ
ระยะเวลำ 4 สัปดำห์ วำงไข่ตั งแต่ 11 ถึง 99 ฟองต่อกลุ่ม สืบพันธุ์เพียง 1 รอบต่อปี ต่อมำ Bryne et al. (1989) 
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ได้รำยงำนว่ำ R. peregra มีช่วงชีวิตตั งแต่ 140 ถึง 728 วัน วำงไข่ในช่วงฤดูไม้ใบไม้ผลิและต้นฤดูร้อน 
หลังจำกฟักออกมำจำกไข่มีควำมยำวเปลือก 0.9 ถึง 1.1 มิลลิเมตร ในประเทศไทย กัญญำ (2520) 
ศึกษำชีววิทยำบำงประกำรของ Radix rubiginosa พบว่ำหอยชนิดนี กินแพลงก์ตอนพืช แพลงก์ตอน
สัตว์ ไดอะตอม พืชดังเช่น สำหร่ำยพุงชะโด ผักตบชวำ บัวประดับ ผักบุ้ง จอก แหน เป็นต้น มีเปอร์เซ็นต์
กำรอยู่รอดเป็นตัวเต็มวัยประมำณ 50 เปอร์เซ็นต์ มีจ ำนวนไข่เฉลี่ย 11 ถึง 28 ฟอง 

ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของศัตรูพืชท ำให้เข้ำใจชีววิทยำ นิเวศวิทยำ และกระบวนกำร
วิวัฒนำกำร (evolution) ในกำรระบำดบุกรุก (invasion) ของศัตรูพืช กำรแพร่กระจำย (dispersal) 
กำรเปลี่ยนแปลงประชำกร (demography) และกำรปรับตัว (adaptation) ของศัตรูพืชให้เข้ำกับ
สิ่งแวดล้อมท่ีเปลี่ยนแปลงไป ข้อมูลเหล่ำนี มีควำมจ ำเป็นอย่ำงยิ่งต่อกำรจัดกำรศัตรูพืช (applied pest 
management) ข้อมูลเชิงพันธุกรรมสำมำรถใช้เพ่ือกำรระบุชนิดศัตรูพืช (identification of pest 
species) ใช้ประเมินประสิทธิผล (efficacy) ของกำรจัดกำรศัตรูพืชที่เป็นเป้ำหมำย (target invasive 
pest) ดังเช่นกำรเกิดปรำกฏกำรณ์คอขวด (bottleneck effect) หลังจำกกำรใช้สำรเคมีป้องกันก ำจัด
ศัตรูพืช ท ำให้สัดส่วนของศัตรูพืชที่ต้ำนทำนมีมำกขึ น เป็นต้น ใช้ในกำรอธิบำยเหตุกำรณ์ที่เกิดขึ นกับ
ประชำกรศัตรูพืช (pest demographic history) และคำดคะเนเส้นทำงกำรบุกรุก (reconstruction 
of pest invasion route) (Kirk et al., 2013) 

มีรำยงำนกำรศึกษำเกี่ยวกับควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมและอณูชีววิทยำของหอยน  ำจืด
ดังนี  กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลเพ่ือระบุชนิดของหอยในวงศ์ Lymnaeidae ในประเทศไทย (Kaset et al., 2010) 
หอยในวงศ์ Lymnaeidae จำกหลำยทวีป (Correa et al., 2010) และในประเทศเวียดนำม (Dung et al., 2013) 
หอยในวงศ์ Bithyniidae (Kulsantiwong et al., 2013) มีกำรใช้เทคนิค real-time PCR ในกำรแยก
ชนิดหอยในวงศ์ Lymnaeidae ในประเทศอำร์เจนตินำ (Duffy et al., 2009) นอกจำกนี มีกำรศึกษำ
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของหอยน  ำ Physella acuta เพ่ือตอบค ำถำมว่ำมีพำหะใดบ้ำงที่
น ำพำหอยชนิดนี ไปแพร่กระจำยไปยังสถำนที่อ่ืน (Van Leeuwen et al., 2013) จำกกำรศึกษำหอย 
Radix balthica พบว่ำหลำยปัจจัยเช่นกำรเกิด local drift และภูมิอำกำศมีผลต่อควำมหลำกหลำย
ทำงพันธุกรรม (Pfenninger et al., 2011) ต่อมำ Haun et al. (2012) ได้ศึกษำควำมหลำกหลำย
ทำงพันธุกรรมของ R. bathica และพบว่ำกำรเข้ำไปตั งถิ่นฐำน (colonization) และควำมแปรปรวน
ของประชำกรย่อย (metapopulation dynamics) มีผลต่อควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม 

นอกจำกหอย Radix จัดเป็นศัตรูพรรณไม้น  ำที่ส ำคัญแล้ว มีรำยงำนกำรศึกษำเกี่ยวกับหอย
สกุลนี ในแง่ของควำมส ำคัญด้ำนกำรแพทย์ เนื่องจำกหอยชนิดนี เป็นพำหะของพยำธิหลำยชนิด อย่ำงไร
ก็ตำม ยังขำดข้อมูลพื นฐำนในด้ำนของชีววิทยำดังเช่น อนุกรมวิธำน วงจรชีวิต กำรสืบพันธุ์ แหล่งที่อยู่
อำศัย และอำหำร เป็นต้น กำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ และควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม ทั งนี 
ข้อมูลทำงด้ำน ชีววิทยำ กำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ และควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของหอย
จะท ำให้เข้ำใจถึงธรรมชำติและพฤติกรรมของหอยน  ำศัตรูพืชชนิดนี ได้ดียิ่งขึ น และสำมำรถใช้เป็น
ข้อมูลพื นฐำนในกำรอ้ำงอิงเชิงวิชำกำร เพ่ือกำรป้องกันก ำจัดและมีควำมจ ำเป็นต่อกำรวำงแผนเพ่ือกำร
จัดกำรหอยน  ำศัตรูพืชอย่ำงมีประสิทธิภำพ (pest management) ต่อไปได ้
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วิธีด้าเนินการ 

อุปกรณ์ 
- กล่องพลำสติกขนำดต่ำง ๆ กระดำษอเนกประสงค์ 
- เวอร์เนีย (เครื่องมือวัดขนำดเปลือกหอย) 
- อำหำรปลำชนิดเม็ด 
- กล้องถ่ำยรูปดิจิตอล 
- สำหร่ำย และไม้น  ำ 
- ผักสด 
- เครื่อง UV transilluminator 
- เครื่อง autoclave 
- เครื่อง PCR 
- เครื่องอบควำมร้อน 

วิธีการ 
1) เก็บตัวอย่ำง เลี ยงหอยและศึกษำกำรแพร่กระจำย 

สุ่มเก็บตัวอย่ำงหอยน  ำศัตรูพืชสกุล Radix จำกแปลงปลูกและแหล่งน  ำธรรมชำติ บันทึก
ลักษณะของระบบนิเวศที่เป็นที่อยู่อำศัยของหอย พืชอำหำร วัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง ปริมำณ
ออกซิเจน ค่ำกำรน ำไฟฟ้ำของน  ำ บันทึกข้อมูลกำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ โดยกำรจดบันทึกพิกัด
ภูมิศำสตร์ อ ำเภอ จังหวัด สถำนที่ สิ่งแวดล้อมและลักษณะถิ่นที่อยู่ของหอย ท ำกำรบันทึกข้อมูลด้วย
โปรแกรม Google Earth 

2) ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำและน  ำหนัก 
 น ำหอยที่เก็บตัวอย่ำงมำได้มำวัดควำมสูงของเปลือก (จำก apex จนถึงด้ำนล่ำงสุดของ 
aperture) ควำมยำวของเปลือก ควำมกว้ำงของรูเปิด (aperture) จ ำนวนวง (whorl) ลักษณะของ
เปลือก ชั่งน  ำหนักหอย น ำมำสร้ำงกรำฟหำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมยำว ควำมสูงของเปลือกและ
น  ำหนัก ด้วยวิธี correlation analysis 

3) ศึกษำวงจรชีวิต 
3.1 น ำหอยที่ได้จำกในข้อ 13.1 น ำหอยมำเลี ยงเพ่ือศึกษำวงจรชีวิตในกล่องพลำสติกขนำด 

13 x 13 เซนติเมตร  สูง 10 เซนติเมตร ที่ภำยในบรรจุน  ำประมำณ 3 ลิตร พร้อมสำหร่ำยหำงกระรอก 
น ำไปเลี ยงในบริเวณท่ีมีแสง อุณหภูมิ 25±2 องศำเซลเซียส ให้อำหำรปลำชนิดเม็ดและผักกำดหอมทุก 
3 วัน และท ำกำรเปลี่ยนถ่ำยน  ำและให้แคลเซียมผงทุก 7 วัน วัดควำมสูงควำมยำวของเปลือก น  ำหนัก 
วัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำงและอุณหภูมิ  

3.2 เมื่อหอยเกิดกำรผสมพันธุ์และวำงไข่ บันทึกจ ำนวนไข่ต่อกลุ่ม ให้น ำไข่มำเลี ยงในกล่อง
พลำสติกบรรจุน  ำและสำหร่ำยหำงกระรอกกล่องใหม่ เมื่อลูกหอยรุ่นที่ 1 ฟักออกมำจำกไข่แล้ว นับ
จ ำนวน ชั่งน  ำหนักและวัดขนำดลูกหอยที่เกิดขึ นใหม่ทุกสัปดำห์ 

3.3 เลี ยงลูกหอยรุ่นที่ 1 จนกระทั่งเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยและสำมำรถผสมพันธุ์ได้  ให้
ด ำเนินกำรตำมข้อที ่13.3.1 และ 13.3.2 จนกระท่ังเกิดลูกหอยรุ่นที่ 2  
  



399 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๑ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  
  

กรมวชิาการเกษตร 

4) ศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม 
4.1 กำรสกัดดีเอ็นเอ  
น ำเนื อเยื่อของหอยมำสกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัดดีเอ็นเอส ำเร็จรูป ตรวจวัดคุณภำพของดีเอ็นเอ

ด้วยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟริซิส โดยเตรียมอะกำโรสเจล ควำมเข้มข้น 1% และน ำไปใส่ในกล่องที่บรรจุทีบี
อีบัฟเฟอร์ ผสมดีเอ็นเอกับสีย้อมในอัตรำส่วน 1:5 และน ำไปหยอดลงในหลุมของอะกำโรสเจล เปิดให้
กระแสไฟฟ้ำวิ่งผ่ำนที่ควำมต่ำงศักย์ 80 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที น ำอะกำโรสเจลมำย้อมด้วยเอทิเดียม
โบรไมด์และน ำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอภำยใต้แสงยูวี เทียบขนำดกับดีเอ็นเอมำร์กเกอร์ หลังจำกนั นน ำดี
เอ็นเอท่ีสกัดได้ไปเก็บรักษำที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส  

4.2 กำรเพ่ิมปริมำณยีน coxI ด้วยพีซีอำร์ 
ท ำกำรเพ่ิมปริมำณยีน coxI ด้วยวิธีพีซีอำร์โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ของ Folmer et al. (1994) แต่

ละไพร์เมอร์มีล ำดับนิวคลีโอไทด์ดังนี  LCO1490 (5’-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3’) 
และ HCO2198 (5’-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’)  
ปฏิกิริยำพีซีอำร์ปริมำตร 50 µl ประกอบด้วยสำรเคมีต่อไปนี  
10x buffer      5  µl 
10 mM dNTP mix     1  µl 
10 µM LCO1490 primer   1.5 µl 
10 µM HCO2198 primer   1.5 µl 
2 U/µl Taq polymerase   0.5 µl 
template DNA (ดีเอ็นเอของหอย)  1 µl 
น  ำกลั่นปลอดประจุปลอดเชื อ   39.5 µl 
น ำสำรทั งหมดใส่ในหลอดพีซีอำร์และผสมให้เข้ำกัน หลังจำกนั นน ำไปใส่ในเครื่อง thermocycler 
ภำยใต้อุณหภูมิดังนี  
- ช่วงเริ่มต้น  
95°C เป็นเวลำ 5 นำท ี1 รอบ 
- ช่วงเพ่ิมปริมำณ 
a) 95°C เป็นเวลำ 1 นำที 
b) 50°C เป็นเวลำ 1 นำที 
c) 72°C เป็นเวลำ 1 นำที 
ท ำซ  ำเรียงตำมล ำดับจำก a) ถึง c) 35 รอบ 
- ช่วงสุดท้ำย 
72°C เป็นเวลำ 10 นำที 1 รอบ 

หลังจำกนั นน ำสำรผสมดีเอ็นเอที่ผ่ำนกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ไปตรวจสอบว่ำมีผลิตภัณฑ์พีซี
อำร์ที่ต้องกำรเกิดขึ นหรือไม่ โดยเตรียมอะกำโรสเจล ควำมเข้มข้น 1.8% และน ำไปใส่ในกล่องที่บรรจุ
ทีบีอีบัฟเฟอร์ ผสมสำรผสมดีเอ็นเอกับสีย้อมในอัตรำส่วน 1:5 และน ำไปหยอดลงในหลุมของอะกำโรส
เจล เปิดให้กระแสไฟฟ้ำวิ่งผ่ำนที่ควำมต่ำงศักย์ 80 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที น ำอะกำโรสเจลมำย้อม
ด้วยเอทิเดียมโบรไมด์และน ำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอภำยใต้แสงยูวี เทียบขนำดกับดีเอ็นเอมำร์กเกอร์ ถ้ำ
มีผลิตภัณฑ์พีซีอำร์ที่ต้องกำรขนำดประมำณ 600 คู่เบสเกิดขึ นให้น ำไปเก็บรักษำที่อุณหภูมิ -20 องศำ
เซลเซียสรอกำรอ่ำนล ำดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป 
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4.3 กำรอ่ำนล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
น ำผลิตภัณฑ์พีซีอำร์ไปอ่ำนล ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated sequencer ที่มี

ให้บริกำรโดยบริษัทเอกชนที่รับจ้ำงอ่ำนล ำดับนิวคลีโอไทด์ ล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะน ำไปวิเครำะห์
และสร้ำงสร้ำงแผนภูมิต้นไม้ต่อไป 

4.4 กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์และสร้ำงแผนภูมิต้นไม้ 
น ำไฟล์ที่ได้จำกกำรอ่ำนล ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง automated sequencer มำวิเครำะห์ 

และตัดบริเวณสัญญำณรบกวนออก เพ่ือให้ได้ไฟล์ที่มีล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน coxI ทุกตัวอย่ำง 
หลังจำกนั นน ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มำจัดเรียงด้วยโปรแกรม MAFFT version 7 (Katoh and 
Standley, 2013) หลังจำกนั นน ำมำสร้ำงแผนภูมิต้นไม้แสดงควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรด้วยวิธีกำร 
3 วิธี ดังนี  
  4.4.1 วิธี neighbor-joining  
น ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้ำงแผนภูมิต้นไม้ด้วยวิธี neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) โดย
ใช้โปรแกรม MEGA version 5.1 (Tamura et al., 2011) โดยใช้โมเดล Kimura-2 parameter และ
ทดสอบควำมเชื่อม่ันของก่ิงด้วยวิธีบูทสแทร็ป 1,000 ซ  ำ 

  4.4.2 วิธี maximum likelihood  
น ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ไปทดสอบหำโมเดลที่เหมำะสมด้วยโปรแกรม jModeltest version 2 (Darriba 
et al., 2012) และน ำไปสร้ำงแผนภูมิต้นไม้ตำมโมเดลที่เหมำะสมด้วยโปรแกรม PhyML version 3 
(Guindon et al., 2010) และทดสอบควำมเชื่อมั่นของก่ิงด้วยวิธีบูทสแทร็ป 1,000 ซ  ำ 

  4.4.3 วิธี Bayesian inference 
น ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้ำงแผนภูมิต้นไม้ตำมโมเดลที่เหมำะสมด้วยโปรแกรม MrBayes version 
3.2.1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) โดยตั งค่ำ MCMC chain เท่ำกับ 10,000,000 รอบ 
และตัด burn-in ออก 25% ก่อนสร้ำงแผนภูมิ 
น ำแผนภูมิที่ได้จำกทั ง 3 วิธีมำรวมให้เป็นแผนภูมิเดียว เปรียบเทียบกับล ำดับนิวคลีโอไทด์ใน 
GenBank และใช้ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ Lymnaea sp. เป็นสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม 

- กำรบันทึกข้อมูล 
ควำมสูงของเปลือก (จำก apex จนถึงด้ำนล่ำงสุดของ aperture) ควำมยำวของเปลือก ควำม

กว้ำงของรูเปิด (aperture) จ ำนวนวง (whorl) ลักษณะของเปลือก น  ำหนักหอย ลักษณะของระบบ
นิเวศที่เป็นที่อยู่อำศัยของหอย พืชอำหำร วัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง ปริมำณออกซิเจน ค่ำกำรน ำไฟฟ้ำ
ของน  ำ บันทึกข้อมูลกำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ โดยกำรจดบันทึกพิกัดภูมิศำสตร์ อ ำเภอ จังหวัด 
สถำนที ่สิ่งแวดล้อมและลักษณะถิ่นที่อยู่ของหอย 

เวลาและสถานที่ 
 ด ำเนินกำรทดลองตั งแต่เดือนตุลำคม 2559 – กันยำยน 2561 โดยเก็บตัวอย่ำงหอยสกุล 
Radix ตำมธรรมชำติและแปลงปลูกทั่วประเทศไทย น ำมำศึกษำชีววิทยำ สกัดดีเอ็นเอและท ำพีซีอำร์ 
ณ กลุ่มงำนวิจัยสัตววิทยำกำรเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ และกลุ่มงำนไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรค
พืช ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ได้ตัวอย่ำงหอยน  ำศัตรูพืช Radix ทั งหมด 80 ตัวอย่ำง จำกจังหวัดจังหวัดนครรำชสีมำได้  
9 ตัวอย่ำง จังหวัดตำก 10 ตัวอย่ำง จังหวัดอุบลรำชธำนี 10 ตัวอย่ำง จังหวัดกำญจนบุรี 25 ตัวอย่ำง 
จังหวัดยโสธร 5 ตัวอย่ำง จังหวัดสุพรรณบุรี 1 ตัวอย่ำง จังหวัดศรีสะเกษ 10 ตัวอย่ำง จังหวัดนครปฐม 
10 ตัวอย่ำง พบว่ำหอยที่เก็บได้จำกจังหวัดกำญจนบุรีและนครปฐมเป็นหอยชนิด Radix rubiginosa 
และ R. swinhoei จังหวัดอ่ืน ๆ เป็นหอยชนิด R. rubiginosa (Fig. 1) พบว่ำตัวอย่ำงส่วนใหญ่  
(71 จำก 80 ตัวอย่ำง คิดเป็น 88.8%) เป็นหอยชนิด R. rubiginosa มีเพียงส่วนน้อยเท่ำนั น (9 จำก 
80 ตัวอย่ำง คิดเป็น 11.2%) เป็นหอยชนิด R. swinhoei หอยชนิด R. rubiginosa พบในทุกพื นที่ที่
ท ำกำรศึกษำ ขณะที ่R. swinhoei พบเพียง 2 จังหวัดจำก 8 จังหวัดที่ท ำกำรศึกษำ (Table 1) 

จำกกำรศึกษำลักษณะกลุ่มไข่ของ R. rubiginosa พบว่ำ กลุ่มไข่ของ Radix มีเมือกหุ้มกลุ่มไข่ 
ไข่มีจ ำนวนตั งแต่ 10-40 ฟองต่อกลุ่ม ไข่จะฟักเป็นตัวภำยใน 3-6 วัน จำกนั น หอยจะเจริญเติบโตจน
สำมำรถวำงไข่ได้ใช้เวลำประมำณ 25-45 วัน เมื่อโตเต็มที่จะมีควำมยำวเปลือกประมำณ 9 ถึง 35 
มิลลิเมตร และมีควำมกว้ำงเปลือกประมำณ 6 ถึง 8 มิลลิเมตร 

ท ำกำรสกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงหอย 20 ตัวอย่ำง และตอนนี ก ำลังด ำเนินกำรหำสภำวะที่ดี
ที่สุดในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ของยีน coxI พบว่ำสภำวะที่ดีที่สุดในกำรท ำพีซีอำร์คือกำรใช้วงรอบพีซี
อำร์ตำมอุณหภูมิและช่วงเวลำต่อไปนี   

1) 95 องศำเซลเซียส นำน 1 นำที  
2) 40 องศำเซลเซียส นำน 1 นำที  
3) 72 องศำเซลเซียส นำน 1 นำที 30 วินำที  

ท ำให้ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอำร์ (Figure. 2) แต่ยังมี non-specific product เกิดขึ นที่ขนำด
ประมำณ 500 คู่เบสในบำงตัวอย่ำง จึงต้องมีกำรปรับสภำวะพีซีอำร์ดังกล่ำว  ในขั นตอนที่ 2 
(annealing) เพ่ิมขึ นเป็น 45 องศำเซลเซียส นำน 1 นำที แถบดังกล่ำวจึงหำยไป 

จำกกำรสกัดดีเอ็นเอและท ำพีซีอำร์ของยีน coxI จำกตัวอย่ำงหอยจ ำนวน 30 ตัวอย่ำง ได้แก่ 
กำญจนบุรี 6 ตัวอย่ำง นครปฐม 6 ตัวอย่ำง นครรำชสีมำ 5 ตัวอย่ำง ตำก 5 ตัวอย่ำง อุบลรำชธำนี 5 
ตัวอย่ำง และศรีสะเกษ 5 ตัวอย่ำง พบว่ำโมเดลที่เหมำะสมที่สุดส ำหรับสร้ำงแผนภูมิต้นไม้แสดง
ควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรคือ HKY+G+I จำกกำรสร้ำงแผนภูมิต้นไม้แสดงให้เห็นว่ำพบ Radix 2 
ชนิด ได้แก่ Radix rubiginosa (กลุ่ม A) และ Radix swinhoei (กลุ่ม B) ซึ่งลักษณะโครงสร้ำงของ
แผนภูมิจำกกำรสร้ำงแผนภูมิด้วยวิธีกำร neighbor joining, maximum likelihood และ Bayesian 
inference พบว่ำมีควำมสอดคล้องกันกับลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ (Figure 3) 

 
สรุปผลการทดลองและค้าแนะน้า 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงหอยสกุล Radix ทั งหมด 80 ตัวอย่ำง จำก 8 จังหวัด พบว่ำเป็น 
Radix rubiginosa 71 ตัวอย่ำง และ Radix swinhoei 9 ตัวอย่ำง กำรจ ำแนกทำงสัณฐำนวิทยำ
สอดคล้องกับกำรใช้ยีน coxI ในกำรสร้ำงแผนภูมิต้นไม้ทำงวิวัฒนำกำรทั งสำมวิธี ทั งนี  ควร
ท ำกำรศึกษำในระดับพันธุศำสตร์ประชำกร เพ่ือที่จะเข้ำใจถึงนิเวศวิทยำเชิงโมเลกุล พฤติกรรม และ
กำรแพร่กระจำยได้ดียิ่งขึ น อันจะน ำไปสู่กำรวำงแผนกำรจัดกำรหอยน  ำศัตรูพืชต่อไป 
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Table 1 Number of Radix samples found in various locations throughout Thailand 

Province Radix species 
R. rubiginosa R. swinhoei 

Northern region   
Tak 10  
Northeastern region   
Yasothon 5  
Ubon Ratchathani 10  
Sisaket 10  
Nakhon Ratchasima 9  
Central region   
Suphanburi 1  
Nakhon Pathom 6 4 
Western region   
Kanchanaburi 20 5 
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Figure 1 Aquatic pest snail Radix rubiginosa 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 PCR products of coxI from 8 Radix samples (left to right): KAN1 to KAN5 and 
NKP1 to NKP3 
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Figure 3   Phylogenetic tree of Radix samples inferred from coxI sequences.  List of 
abbreviation as following:  KAN =  Kanchanaburi Province,  NKP =  Nakhon 
Pathom Province,  TAK = Tak Province,  NRS = Nakhon Ratchasima Province, 
UBO = Ubon Ratchathani Province and SSK = Si Saket Province. The first italic 
numbers above the branches referred to bootstrapping statistics by neighbor-
joining (NJ) method. While the second and third italic referred to bootstrapping 
statistics by maximum likelihood (ML) and posterior probablility with bayesian 
inference (BI). 
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