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บทคัดยอ 
หนอนแดงพบแพรกระจายอยูในแหลงนํ้าทั่วไป และนิยมใชเปนตัวบงช้ีทางชีววิทยาของแหลงนํ้า แต

การศึกษาหนอนแดงที่สุมตัวอยางจากแหลงนํ้ามีอุปสรรค เน่ืองจากหนอนแดงบางสปชีสมีรูปรางภายนอก
คลายกันมาก และการจัดจําแนกแบบด้ังเดิมคือการดูจากรูปรางภายนอกบางครั้งทําไดยาก ในการศึกษานี้จึงใชการ
จัดจําแนกโดยเทคนิคชีวโมเลกุล ไดแก การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cytochrome c oxidase (COI) 
ควบคูกับการดูจากลักษณะภายนอก ตัวอยางหนอนแดงท่ีศึกษาซื้อมาจากตลาดจตุรจักร กรุงเทพมหานคร พบวา
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารจากตัวอยางการศึกษานี้มีประสิทธิภาพตํ่า มีคาเพียง 8.49% และดีเอ็นเอมี
คุณภาพดีเพียงพอที่จะนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดไดมีเพียง 11 ตัวอยาง การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
พบวามี 3 สปชีส ที่ไดผลสอดคลองกันทั้งสองฐานขอมูล โดยมีสองสปชีสที่แตละสปชีสไดมาจาก 3 ตัวอยาง และ
อีก 1 สปชีส มาจาก 1 ตัวอยาง คาความแตกตางทางพันธุกรรมและดัชนีความเหมือนของแตละตัวอยางภายใน   
สปชีสเดียวกันยังไดผลสอดคลองกันทั้ง 2 สปชีส สําหรับตัวอยางอื่นไมสามารถจําแนกได เน่ืองจากผลการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากสองฐานขอมูลขัดแยงกัน และขัดแยงกับการจําแนกจากรูปรางภายนอก 
 

คําสําคัญ : หนอนแดง, ยีน cytochrome c oxidase, การจัดจําแนก, เทคนิคชีวโมเลกุล  
 
Abstract 

Chironomidae larvae are the widely distributed and frequently found invertebrate in inland water bodies. 
They are extensively used as bioindicators of freshwater ecosystem health. However, the uses of chironomids 
are limited due to their morphological similarity and difficulties in manual identifications. To overcome these 
problems, this study, therefore, used the sequence of mitochondrial COI gene, together with morphological 
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traits, to identify DNA profiles of chironomid samples bought from Jatujak Market, Bangkok. Overall, only 
8.49% amplification efficiency was received. Comparison of COI sequences with the two DNA databases 
resulted in the same closest species of the samples to three species, in which the two species was received from 
3 samples whilst the third one was received from only one sample. In addition, congruence of genetic distances 
and similarity indexes were also observed among samples within the same species of these two species. Other 
chironomid larvae samples could not be identified because neither sequence comparisons resulted from the two 
DNA databases nor morphological identifications was concordant. 
 

Keywords: Chironomidae, mitochondrial COI gene, molecular-based identification 
 

1. บทนํา 

หนอนแดง (Chiromonidae larvae) พบ
แพรกระจายอยูในทุกแหลงนํ้าเกือบทุกชนิด และเปน
กลุมสัตวที่พบบอยที่สุดในการสํารวจสัตวไมมี
กระดูกสันหลังขนาดใหญในแหลง นํ้าตางๆ  [1] 
Hynes รายงานวาหนอนแดงและ Oligochaete เปน
สัตวไมมีกระดูกสันหลังที่พบจํานวนมากที่สุดในดิน
ตะกอนทองนํ้า (benthos) จึงนิยมใชเปนตัวประเมิน
คุณภาพของดินตะกอนทองนํ้า [2] หนอนแดงจัดเปน
ดัชนีทางชีวภาพที่นาเช่ือถือสําหรับการตรวจคุณภาพ
นํ้าและดินตะกอน แตการศึกษาความหลากหลายของ
หนอนแดงยังมีนอยเน่ืองจากความยากลําบากในการ
จําแนกถึงระดับสปชีส [3] การจําแนกโดยใชรูปราง
ภายนอกเปนกุญแจการจัดจําแนกน้ันมีขอจํากัด ไดแก 
ผลของการเปลี่ยนแปลงรูปรางภายนอกไปตาม
สิ่งแวดลอม (phenotypic plasticity) และความผันแปร
ทางพันธุกรรม (genetic variability) ของลักษณะที่ใช
ในกุญแจการจัดจําแนก ซึ่งอาจนําไปสูการจัดจําแนก
ผิดพลาด นอกจากน้ีหลายสปชีสที่มีรูปรางภายนอก
คลายคลึงกัน (cryptic species) มักถูกจัดอยูในสปชีส
เดียวกัน ยิ่งไปกวาน้ันกุญแจการจัดจําแนกโดยรูปราง
ภายนอกใชไดสําหรับระยะการเติบโตบางระยะหรือ

บางเพศเทาน้ัน ทําใหสิ่งมีชีวิตหลายตัวไมสามารถถูก
จําแนกได ประการสําคัญคือการจัดจําแนกโดยใช
รูปรางภายนอกตองการผูชํานาญและมีประสบการณ
ทางดานน้ีมาเปนเวลานาน [4] และถึงแมวาจะใชผู
ชํานาญในการจัดจําแนกสปชีส อัตราการจัดจําแนก
ผิดยังคงคอนขางสูง อยูระหวาง 7.5-9% [5,6] และการ
จัดจําแนกโดยใชลักษณะที่แตกตางกันเพียงเล็กนอย
เปนตัวแยกสปชีส มักทําใหอัตราการจัดจําแนกผิด 
พลาดเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ [7]  

การใชลําดับนิวคลีโอไทดในการจัดจําแนก
เริ่มตนเมื่อ 30 ป กอน เมื่อ ribosomal RNA probe ได
พัฒนาขึ้นเพ่ือจําแนกและสรางสายวิวัฒนาการของ 
Eubacteria และ Archaebacteria [8] การใชเทคนิคทาง    
ชีวโมเลกุลไดถูกนํามาแยกสปชีสและใชในการ
จําแนกอยางแพรหลายในชวง  2 ป  ที่ผานมา  [9] 
วัตถุประสงคที่นําเสนอเร็วๆ น้ี คือการสรางลําดับ     
นิวคลีโอไทดซึ่งสามารถใชไดกับสิ่งมีชีวิตทั้งหมด
หรือเกือบทั้งหมดในโลกได [10] แมวาการใชเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลในการจัดจําแนกไดนํามาสูการปฏิบัติ
ในการจัดจําแนกอยางชัดเจน แตความแมนยําและ
หลักการหรือวิธีที่ใชในการจัดจําแนกยังคงเปนที่
ถกเถียงกันอยู [11] 
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ยีนที่ใช เปนเครื่องหมายในการสรางสาย
วิวัฒนาการของหนอนแดง ไดแก cytochrome b และ 
cytochrome c oxidase I (COI) ซึ่ง Boore and Brown 
รายงานวายีน COI เหมาะสมสําหรับการสรางสาย
วิวัฒนาการระหวางสิ่งมีชีวิตในวงศหรือสกุลที่มีความ 
สัมพันธใกลชิดกัน และระหวางสปชีสและสปชีสยอย
ของแมลงกลุมที่แตกตางกัน ยีนน้ีไดถูกศึกษาในริ้น
นํ้าจืด โดยศึกษาใน Chironomus 38 สปชีส Polypedi-
lum 2 สปชีส และ Camptochironomus, Einfeldia, 
Cryptochironomus, Baeotendipes สกุลละ 1 สปชีส 
[12] ขณะที่หนอนแดงในกลุม pulmosus มีการศึกษา
ยีน COI จาก 5 สปชีสไดแก C. balatonucus, C. entis, 
C. plumosus, C. muratensis และ C. agilis 2 [13]  

ในการวิจัยน้ีจึงใช เทคนิคทางชีวโมเลกุล
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cytochrome c 
oxidase subunit I (COI) จําแนกสปชีสของหนอนแดง 
และประเมินวาสามารถนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมา
ใชแยกสปชีสของหนอนแดงไดแมนยําหรือไม เพ่ือ
นํามาใชในการศึกษาหนอนแดงในแหลงนํ้าตอไป 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
ตัวอยางหนอนแดงซื้อมาจากตลาดนัดจตุจักร

ในวันที่ 10 ธันวาคม 2552 และวันที่ 15 มกราคม 
2553 ตัวอยางหนอนแดงที่จะนํามาสกัดดีเอ็นเอมาจาก
หนอนแดงจํานวนอยางนอย 20 ตัว (ในกรณีที่ตัวอยาง
น้ันมีมากกวา 20 ตัว) ซึ่งจะนํามาตัดหัวและทําสไลด 
เพ่ือดูภายใตกลองจุลทรรศนวาเปนสปชีสเดียวกัน
ทั้งหมดหรือไม สวนตัวที่ เหลือจะดองไวใน 95% 
แอลกอฮอล จากน้ันนํามาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ 
Taylor และคณะ [14] เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี    
พีซีอาร โดยบมดีเอ็นเอที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
3 นาที จํานวน 1 รอบ แลวตามดวย 94 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.30 
นาที และ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที 
จํานวนรอบ 30 รอบ และจบโดยใหอยูที่ 72 องศา
เซลเซียส อีก 5 นาที โดยใชไพรเมอร 911 (5′-TTT 
CTA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3′) และ 
912 (5′-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA 
AAT CA-3′) ซึ่งเปนคูไพรเมอรจําเพาะที่ใชเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในยีน COI  จากการศึกษาของ 
Markus และคณะ [15] ดีเอ็นเอท่ีไดจะนําไปวิเคราะห
หาลําดับนิวคลีโอไทดที่สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงชาติ 

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจะนํามาเปรียบเทียบ
ตอไป ดังน้ี 

2.1 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับฐาน 
ขอมูล Boldsytems (http://www.boldsystems.org) 
และ GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

2.2 หาความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic 
distance) เพ่ือสราง dendrogram โดยวิธี unweighted 
pair-group method with arithmetic means (UPGMA) 
[15] โดยใชโปรแกรม MEGA 4 (http://www. 
megasoftware. net) 

2.3. เปรียบเทียบคาดัชนีความเหมือน (simila-
rity index) โดยใชโปรแกรม Bioedit (http://www. 
mbio.ncsu.edu.bioedit) 
 

3. ผลและวิจารณ 
สกัดดีเอ็นเอจากหนอนแดงทั้งหมดจํานวน 

165 ตัวอยาง แตสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดย
เทคนิคพีซีอารไดเพียง 12 ตัวอยาง คิดเปน 8.48% เมื่อ
สงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวาตัวอยาง      
ดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดีเพียงพอที่สามารถนําไปวิเคราะห
หาลําดับนิวคลีโอไทดไดมีเพียง 11 ตัวอยาง ปจจัย



วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี                                                                                          ปท่ี 20 ฉบับท่ี 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2555 

 272

หน่ึงอาจเกิดเน่ืองจากดีเอ็นเอท่ีไดจากการสกัดอาจมี
ปริมาณนอย เ กินไป  ทํ าให เ พ่ิมปริมาณได ย าก 
เ น่ืองจากผู วิจัยยังไม เ ช่ียวชาญในการดูลักษณะ
ภายนอกของหนอนแดง แมมีรูปรางแตกตางกันเพียง
เล็กนอย หรือไมแนใจวาเปนพวกเดียวกัน หรือไม ก็
จัดแยกออกมาเปนอีก 1 ตัวอยาง ทําใหตัวอยางที่มี
หนอนแดงเพียงตัวอยางละ 1 ตัว มีจํานวนถึง 142 
ตัวอยาง สําหรับตัวอยางที่สามารถเพ่ิมปริมาณได
จํานวน 11 ตัวอยางน้ัน ประกอบดวยตัวอยางที่มี
หนอนแดงเพียง 1 ตัว จํานวน 2 ตัวอยาง ตัวอยางที่
เหลือแตละตัวอยางมีหนอนแดงจํานวนมากกวา 20 
ตัว ซึ่ง Hajibabaei et al ทําการศึกษาดีเอ็นเอบารโคด
จากสิ่งมีชีวิตหลายชนิดและรายงานวา 80% ของ
ขอมูลของดีเอ็นเอบารโคดที่ไดมาจากช้ินสวนดีเอ็นเอ
อยางนอย 5-10 ตัวตอสปชีส [17] Hunter และคณะ ยัง
รายงานวาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากแมลง มีขนาดเล็ก ทํา
ใหตองใชทุกตัวเพ่ือสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือใหเพียงพอ
สําหรับการทําพีซีอาร โดยเฉพาะอยางยิ่งในระยะตัว
ออน [18] 

นอกจากนี้ตัวอยางทั้งหมดยังไมสามารถสกัด
ดีเอ็นเอไดงาย อาจเน่ืองจากมีตัวยับยั้ง เชน มีกาก
อาหารในทางเดินอาหารของแมลง หรือดีเอ็นเออาจ
ขาดออกจากกันเน่ืองจากขั้นตอนการสกัด เชน ใน
กรณีของ blackfly (S. posticatum: Simuliidae) ที่สกัด
ดีเอ็นเอโดยใชคล่ืนความถ่ี (sonicate) สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยพีซีอารได ในขณะที่วิธีการสกัด
ตามมาตรฐานที่ไมใชคล่ืนความถ่ี ไมสามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได อยางไรก็ตามการสกัดโดยวิธีน้ี
ประสบความสําเร็จเพียง 66% เทาน้ัน [18] นอกจากน้ี
ดีเอ็นเออาจเสื่อมสลาย เน่ืองจากเก็บเอาไวระยะหน่ึง 
กอนจะนํามาทําเทคนิคพีซีอาร สาเหตุดังกลาวเปนผล

ใหการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของหนอนแดงทําไดยาก
และประสบความสําเร็จตํ่า 

ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับ
ฐานขอมูล Boldsystems พบวาตัวอยางทั้งหมดมี
โอกาสเปน 6 สปชีส (ตารางที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับ ผล
ก า ร วิ เ ค ร า ะห ค ว า มสั ม พั น ธ ท า งพั น ธุ ก ร ร ม 
(dendrogram) (รูปที่ 1) ซึ่งไดความสัมพันธ 6 กลุม 
ไดแก กลุมที่ 1 (ตัวอยางที่ 3) มีลักษณะคลายคลึงกับ
หนอนแดงใน subfamily Tanyponidae มากที่สุด กลุม
ที่ 2 (ตัวอยางที่ 1) นาจะเปน Kiefferulus tainanus 
กลุมที่ 3 (ตัวอยางที่ 6, 7 และ 8) นาจะเปน Benthalia 
dissidens กลุมที่ 4 (ตัวอยางที่ 9 และ 10) มีลักษณะ
คลายคลึงกับ Tanytarsus มากที่สุด กลุมที่ 5 (ตัวอยาง
ที่ 2, 4 และ 11) นาจะเปน Chironomus circumdatus 
และกลุมที่ 6 (ตัวอยางที่ 5) ลักษณะคลายคลึงกับ
หนอนแดงใน tribe Tanytarsini มากท่ีสุด นอกจากน้ี
ดัชนีความเหมือน (similarity index) (ตารางที่ 2) ยัง
สอดคลองกับผลการวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธุกรรม โดยดัชนีความเหมือนในกลุมที่ 3 มีคา
ระหวาง 0.91-0.94 กลุมที่ 4 มีคาเทากับ 0.90 ขณะที่
ดัชนีความเหมือนในกลุมที่ 5 มีคาระหวาง 0.71-0.80 
(รูปที่ 2) 

สําหรับตัวอยางที่ 3 ผลการเปรียบเทียบลําดับ       
นิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล Boldsystems มีความ
คลายคลึงกับ Labrundinia sp. ซึ่งอยูใน subfamily 
Tanyponidae มากที่สุด แตผลการเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล GenBank ไดเปน Anopheles rangeli 
(ยุงกนปลอง) การจําแนกจากรูปรางภายนอกไดเปน 
Tanypus sp. ซึ่งอยูใน subfamily Tanyponidae เชนกัน 
แตลักษณะเดนของหนอนแดงสกุล Labrundinia คือ
ฟนกลางของ ligula มีขนาดสูงสุด ฟนซี่ถัดมาสองขาง
มีขนาดสั้นกวาฟนดานนอกสุด ขณะท่ี Tanypus sp มี
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ฟนบน  ligula เทากันทุกซี่  (รูปที่  3) และพบ  anal 
tubules 6 อันที่หาง [19] ดังน้ันตัวอยางที่ 3 นาจะอยู

ใน subfamily Tanyponidae แตยังไมสามารถระบุ
สกุลที่ชัดเจนได 

 
ตารางที่ 1 ผลที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CO1 กับฐานขอมูล Boldsystems และ GenBank 
 

 

ตัวอยาง
ท่ี 

Boldsystems GenBank 
 

Closest species 
Similarity 

(%) 

 

Closest species 
Closest 
species 

Similarity 
(%) 

1 Kiefferulus tainanus 96.00 Kiefferulus tainanus 0.0 97 
2 Chironomus circumdatus  98.00 Chironomus circumdatus  0.0 98 
3 Labrundinia sp. 88.21 Anopheles rangeli (ยุงกนปลอง)  0.0 88 
4 Chironomus circumdatus 97.63 Chironomus circumdatus 0.0 98 
5 Tanytarsus guerlus 89.02 Chironomidae sp. 5e-120 87 
6 Benthalia dissidens 96.94 Benthalia dissidens 0.0 97 
7 Benthalia dissidens 96.79 Benthalia dissidens 0.0 97 
8 Benthalia dissidens 96.80 Benthalia dissidens 0.0 96 
9 Micropsectra sp.3 89.20 Tanytarsus bispinosus 0.0 88 
10 Micropsectra sp.3 89.04 Tanytarsus bispinosus 0.0 89 
11 Chironomus circumdatus 94.00 Chironomus circumdatus 0.0 95 

 

 
Similarity coefficient 
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รูปท่ี 1 แผนภูมิความสัมพันธของหนอนแดงที่ไดจากการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน COI 
 

 
 

รูปท่ี 2 คาดัชนีความเหมือนของหนอนแดงท่ีไดจากการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน COI 
 

ตัวอยางที่ 9 และ 10 ผลการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล Boldsystems มีความ
คลายคลึงกับ Micropsectra มากที่สุด แตผลการ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank มีความคลายคลึง
กับ Tanytarsus bispinosus มากที่สุด การจําแนกจาก
รูปรางภายนอกไดเปน Tanytarsus เน่ืองจากหนอน
แดงสกุล Micropsectra และ Tanytarsus มีฟน
ลักษณะคลายคลึงกันมาก แต Tanytarsus มีหนาม
แหลม (spur) ที่หนวด ขณะที่ Micropsectra ไมมี [19] 
ดังน้ันเมื่อดูจากรูปรางภายนอกแลว ตัวอยางที่ 9 และ 
10 นาจะเปน Tanytarsus มากกวา แตเน่ืองจากคา
ความเหมือน (% similarity) มีคานอยกวา 90% จึงยัง
ไมสามารถสรุปไดวาเปนสปชีสใด  

ตัวอยางที่ 5 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลี-
โอไทดกับฐานขอมูล Boldsystems มีความคลายคลึง

กับ Tanytarsus guerlus ซึ่งอยูใน subfamily Chirono-
minae tribe Tanytarsini มากที่สุด แตผลการเปรียบ 
เทียบกับฐานขอมูล GenBank มีความคลายคลึงกับ
Chironomidae sp. ซึ่งอยูใน subfamily Chironominae 
tribe Chironomini มากที่สุด ขณะที่การจําแนกจาก
รูปร างภายนอกโดยดูจากลักษณะของฟนและ 
paralabial plate หนอนแดงใน tribe Tanytarsini จะมี 
paralabial plate ยาวมาชิดกัน ขณะที่หนอนแดงใน 
tribe Chironomini มี paralabial plate คลายพัดและอยู
หางกัน [20] ดังน้ันตัวอยางที่ 5 นาจะอยูใน subfamily 
Chironominae tribe Tanytarsini มากกวา แตยังไม
สามารถระบุสกุลที่ชัดเจนได 

นอกจากน้ีเมื่อดูจากรูปรางภายนอกไดแก 
ฟนและ paralabial plate หนอนแดงทุกตัวอยางอยูใน 
subfamily Chironominae (มี paralabial plate) ยกเวน
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ตัวอยางที่ 3 เทาน้ันที่อยูใน subfamily Tanyponidae  
(ไมมี paralabial plate) แตเมื่อพิจารณาจากสาย
สัมพันธทางพันธุกรรม ตัวอยางที่ 3 กลับมีความ 
สัมพันธใกล ชิดกับกับตัวอย างที่ เหลือทั้ งหมด 
มากกวาตัวอยางที่ 5 ซึ่งอยูใน subfamily เดียวกัน ผล
ดังกลาวอาจเกิดเน่ืองจากขอจํากัดของการหาลําดับ
เบส ซึ่งอานไดประมาณ 350-450 คูเบสเทาน้ัน สวน
ที่ยาวเกินกวาน้ีไมสามารถอานไดสมบูรณ ทําใหไม
สามารถเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลี-  
โอไทดในฐานขอมูลไดอยางสมบูรณ ดูไดจากคา
ความเหมือน ซึ่งมีคานอยกวา 90%  Ekram และคณะ 
วิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน COI จากหนอนแดง 
97 ตัวอยาง จํานวน 47 สปชสใน 7 สกุล และรายงาน
วาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI มีเพียงพอที่จะ
แยกความผันแปร (variation) ระหวางสปชีสของ
ตัวอยางหนอนแดงที่ศึกษาได และไมมีสปชีสใดที่มี
ลําดับนิวคลีโอไทดซ้ํากัน ดังน้ันจึงสามารถนํามาใช
จําแนกไดอยางมีประสิทธิภาพ แตลําดับนิวคลี-     
โอไทดของยีน COI จะมีประสิทธิภาพสูงเมื่อมีความ
เหมือนกันไดอยางสมบูรณกับลําดับนิวคลีโอไทดใน
ฐานขอมูล หากไมมีความเหมือนกันอยางสมบูรณ 
โอกาสท่ีจะจําแนกสปชีสที่ไมรูจักหรือจําแนกใหอยู
ในสกุลที่ถูกตอง โดยเฉพาะสกุล subtribe Tanytar-
sina ยังทําไดไมดี [21] ดังน้ันหากการเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนนอย จึงยังไมควร
สรุปวาเปนสปชีสใด อาจตองเปรียบเทียบกับลําดับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ที่ยาวขึ้นหรือเปรียบ 
เทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนอื่น เชน ND4 หรือ
ยีนในนิวเคลียส เชน internal transcribed spacer 
(ITS) รวมดวย  

อยางไรก็ตาม ผลการทดลองน้ีชวยยืนยัน
ประสิทธิภาพของการใชลําดับนิวคลีโอไทดในการ

จําแนกหนอนแดงสปชีสที่ไดลําดับนิวคลีโอไทด
สมบูรณและมีขอมูลของสปชีสน้ันอยูในฐานขอมูล
แลว สอดคลองกับการศึกษาของ Carew และคณะ ที่
ใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI จําแนกหนอน
แดงสกุล Cladopelma และ Microchironomus ใน
ประเทศออสเตรเลีย หนอนแดงทั้งสองสกุลมีรูปราง
ภายนอกคลายคลึงกันมาก แตลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน COI สามารถใชแยกหนอนแดงทั้งสองสกุล
ออกจากกันไดอยางชัดเจน นอกจากน้ียังสามารถใช
แยกสปชีสของ Cladopelma ที่มีรูปรางคลายคลึงกัน
ออกจากกันได 4 สปชีส [22] ขณะที่ Sharkley และ
คณะ ใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI จําแนกสป
ชีสของหนอนแดงสกุล Chironomus ในประเทศ
ออสเตรเลีย และไดผลสอดคลองกับการจําแนกโดย
รูปรางภายนอกในระดับสกุล โดยสามารถจําแนก
หนอนแดง Chironomus แยกออกจากหนอนแดง
สกุลอื่นไดอยางแมนยํา 100% [23] Sharkley และ
คณะ เสนอวาประโยชนของการจําแนกสปชีสโดยใช
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI  เหนือวาการจําแนก
โดยวิธีอื่นคือสามารถจําแนกไดทุกระยะการเติบโต 
สําหรับผลจากการทดลองน้ี ตัวอยางท่ี 6, 7 และ 8  
เมื่อดูจากรูปรางภายนอกแลว มีความแตกตางกัน 
โดยเฉพาะตัวอยางที่ 7 มีรูปรางแตกตางจากตัวอยาง
ที่ 6 และ 8 อยางชัดเจน แตเมื่อพิจารณาจากสไลด
สวนประกอบของปากและสวนหัวของหนอนแดง
ทั้ง 3 ตัวอยางแลว พบวามีลักษณะคลายคลึงกันมาก 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน COI ชวย
ยืนยันวาทั้ง 3 ตัวอยางนาจะเปนสปชีสเดียวกันคือ 
Benthalia dissidens  ในลักษณะคลายคลึงกัน 
ตัวอยางที่ 2และ 4 ลําตัวมีลักษณะแตกตางกัน 
โดยเฉพาะตัวอย างที่  4  ซึ่ งมีสวนอกปองออก 
แตกตางจากตัวอยางที่ 2 อยางชัดเจน ขณะที่ลักษณะ
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ของฟนของทั้ง 2 ตัวอยาง มีลักษณะคลายคลึงกัน แต
การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน  COI 
พบวาเปนสปชสเดียวกันคือ Chironomus circum-
datus โดยมีคาความเหมือนสูงสุด 97-98%  ดังน้ัน
รูปรางภายนอกของตัวอยางหนอนแดงในแตละกลุม
อาจแตกตางกันได เน่ืองจากเปนตัวออนระยะแตก 
ตางกัน และฟนก็สามารถแตกตางกันไดเล็กนอย 
เน่ืองจากการผันแปรภายใสปชีสเดียวกัน หากไมใชผู
ชํานาญอาจไมสามารถแยกออกจากกันได แตการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดสามารถจําแนกออก
จากกันได โดยไมจําเปนตองใชผูเช่ียวชาญในการจัด
จําแนก 

โดยสรุปการจําแนกโดยใชลําดับนิวคลี-     
โอไทดของยีน COI มีประสิทธิภาพสูง เมื่อสามารถ
เปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดใน
ฐานขอมูลไดอยางสมบูรณ ดังน้ันจึงตองระวังในการ
จําแนกหนอนแดง หากลําดับนิวคลีโอไทดน้ันมี
ความสมบูรณไมเพียงพอ หรือเปนสปชีสที่ยังไมมี
ขอมูลอยูในฐานขอมูล อาจทําใหแปลผลผิดพลาด 
ควรนําลําดับดีเอ็นเอจากยีนอื่น เชน ยีนในนิวเคลียส 
เขามาเปรียบเทียบรวมกัน การไดผลที่สอดคลองกัน
ทั้งจากยีนในไมโตคอนเดรียและนิวเคลียส จะทําให
สามารถยืนยันสายความสัมพันธที่แยกออกจากกัน
เปนสปชีสใหมได [21] 
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