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บทคัดยอ 
หนอนแดงพบแพรกระจายอยูในแหลงนํ้าทั่วไป และนิยมใชเปนตัวบงช้ีทางชีววิทยาของแหลงนํ้า แต

การศึกษาหนอนแดงที่สุมตัวอยางจากแหลงนํ้ามีอุปสรรค เน่ืองจากหนอนแดงบางสปชีสมีรูปรางภายนอก
คลายกันมาก และการจัดจําแนกแบบด้ังเดิมคือการดูจากรูปรางภายนอกบางครั้งทําไดยาก ในการศึกษานี้จึงใชการ
จัดจําแนกโดยเทคนิคชีวโมเลกุล ไดแก การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cytochrome c oxidase (COI) 
ควบคูกับการดูจากลักษณะภายนอก ตัวอยางหนอนแดงท่ีศึกษาซื้อมาจากตลาดจตุรจักร กรุงเทพมหานคร พบวา
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารจากตัวอยางการศึกษานี้มีประสิทธิภาพตํ่า มีคาเพียง 8.49% และดีเอ็นเอมี
คุณภาพดีเพียงพอที่จะนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดไดมีเพียง 11 ตัวอยาง การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
พบวามี 3 สปชีส ที่ไดผลสอดคลองกันทั้งสองฐานขอมูล โดยมีสองสปชีสที่แตละสปชีสไดมาจาก 3 ตัวอยาง และ
อีก 1 สปชีส มาจาก 1 ตัวอยาง คาความแตกตางทางพันธุกรรมและดัชนีความเหมือนของแตละตัวอยางภายใน   
สปชีสเดียวกันยังไดผลสอดคลองกันทั้ง 2 สปชีส สําหรับตัวอยางอื่นไมสามารถจําแนกได เน่ืองจากผลการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากสองฐานขอมูลขัดแยงกัน และขัดแยงกับการจําแนกจากรูปรางภายนอก 
 

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
แพรกระจายอยูในทุกแหลงนํ้าเกือบทุกชนิด และเปน
กลุมสัตวที่พบบอยที่สุดในการสํารวจสัตวไมมี
กระดูกสันหลังขนาดใหญในแหลง นํ้าตางๆ  [1] 
Hynes รายงานวาหนอนแดงและ Oligochaete เปน
สัตวไมมีกระดูกสันหลังที่พบจํานวนมากที่สุดในดิน
ตะกอนทองนํ้า (benthos) จึงนิยมใชเปนตัวประเมิน
คุณภาพของดินตะกอนทองนํ้า [2] หนอนแดงจัดเปน
ดัชนีทางชีวภาพที่นาเช่ือถือสําหรับการตรวจคุณภาพ
นํ้าและดินตะกอน แตการศึกษาความหลากหลายของ
หนอนแดงยังมีนอยเน่ืองจากความยากลําบากในการ
จําแนกถึงระดับสปชีส [3] การจําแนกโดยใชรูปราง
ภายนอกเปนกุญแจการจัดจําแนกน้ันมีขอจํากัด ไดแก 
ผลของการเปลี่ยนแปลงรูปรางภายนอกไปตาม
สิ่งแวดลอม (phenotypic plasticity) และความผันแปร
ทางพันธุกรรม (genetic variability) ของลักษณะที่ใช
ในกุญแจการจัดจําแนก ซึ่งอาจนําไปสูการจัดจําแนก
ผิดพลาด นอกจากน้ีหลายสปชีสที่มีรูปรางภายนอก
คลายคลึงกัน (cryptic species) มักถูกจัดอยูในสปชีส
เดียวกัน ยิ่งไปกวาน้ันกุญแจการจัดจําแนกโดยรูปราง
ภายนอกใชไดสําหรับระยะการเติบโตบางระยะหรือ

บางเพศเทาน้ัน ทําใหสิ่งมีชีวิตหลายตัวไมสามารถถูก
จําแนกได ประการสําคัญคือการจัดจําแนกโดยใช
รูปรางภายนอกตองการผูชํานาญและมีประสบการณ
ทางดานน้ีมาเปนเวลานาน [4] และถึงแมวาจะใชผู
ชํานาญในการจัดจําแนกสปชีส อัตราการจัดจําแนก
ผิดยังคงคอนขางสูง อยูระหวาง 7.5-9% [5,6] และการ
จัดจําแนกโดยใชลักษณะที่แตกตางกันเพียงเล็กนอย
เปนตัวแยกสปชีส มักทําใหอัตราการจัดจําแนกผิด 
พลาดเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ [7]  

การใชลําดับนิวคลีโอไทดในการจัดจําแนก
เริ่มตนเมื่อ 30 ป กอน เมื่อ ribosomal RNA probe ได
พัฒนาขึ้นเพ่ือจําแนกและสรางสายวิวัฒนาการของ 
Eubacteria และ Archaebacteria [8] การใชเทคนิคทาง    
ชีวโมเลกุลไดถูกนํามาแยกสปชีสและใชในการ
จําแนกอยางแพรหลายในชวง  2 ป  ที่ผานมา  [9] 
วัตถุประสงคที่นําเสนอเร็วๆ น้ี คือการสรางลําดับ     
นิวคลีโอไทดซึ่งสามารถใชไดกับสิ่งมีชีวิตทั้งหมด
หรือเกือบทั้งหมดในโลกได [10] แมวาการใชเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลในการจัดจําแนกไดนํามาสูการปฏิบัติ
ในการจัดจําแนกอยางชัดเจน แตความแมนยําและ
หลักการหรือวิธีที่ใชในการจัดจําแนกยังคงเปนที่
ถกเถียงกันอยู [11] 
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ยีนที่ใช เปนเครื่องหมายในการสรางสาย
วิวัฒนาการของหนอนแดง ไดแก cytochrome b และ 
cytochrome c oxidase I (COI) ซึ่ง Boore and Brown 
รายงานวายีน COI เหมาะสมสําหรับการสรางสาย
วิวัฒนาการระหวางสิ่งมีชีวิตในวงศหรือสกุลที่มีความ 
สัมพันธใกลชิดกัน และระหวางสปชีสและสปชีสยอย
ของแมลงกลุมที่แตกตางกัน ยีนน้ีไดถูกศึกษาในริ้น
นํ้าจืด โดยศึกษาใน Chironomus 38 สปชีส Polypedi-
lum 2 สปชีส และ Camptochironomus, Einfeldia, 
Cryptochironomus, Baeotendipes สกุลละ 1 สปชีส 
[12] ขณะที่หนอนแดงในกลุม pulmosus มีการศึกษา
ยีน COI จาก 5 สปชีสไดแก C. balatonucus, C. entis, 
C. plumosus, C. muratensis และ C. agilis 2 [13]  

ในการวิจัยน้ีจึงใช เทคนิคทางชีวโมเลกุล
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cytochrome c 
oxidase subunit I (COI) จําแนกสปชีสของหนอนแดง 
และประเมินวาสามารถนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมา
ใชแยกสปชีสของหนอนแดงไดแมนยําหรือไม เพ่ือ
นํามาใชในการศึกษาหนอนแดงในแหลงนํ้าตอไป 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
ตัวอยางหนอนแดงซื้อมาจากตลาดนัดจตุจักร

ในวันที่ 10 ธันวาคม 2552 และวันที่ 15 มกราคม 
2553 ตัวอยางหนอนแดงที่จะนํามาสกัดดีเอ็นเอมาจาก
หนอนแดงจํานวนอยางนอย 20 ตัว (ในกรณีที่ตัวอยาง
น้ันมีมากกวา 20 ตัว) ซึ่งจะนํามาตัดหัวและทําสไลด 
เพ่ือดูภายใตกลองจุลทรรศนวาเปนสปชีสเดียวกัน
ทั้งหมดหรือไม สวนตัวที่ เหลือจะดองไวใน 95% 
แอลกอฮอล จากน้ันนํามาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ 
Taylor และคณะ [14] เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี    
พีซีอาร โดยบมดีเอ็นเอที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
3 นาที จํานวน 1 รอบ แลวตามดวย 94 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.30 
นาที และ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที 
จํานวนรอบ 30 รอบ และจบโดยใหอยูที่ 72 องศา
เซลเซียส อีก 5 นาที โดยใชไพรเมอร 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′) ซึ่งเปนคูไพรเมอรจําเพาะที่ใชเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในยีน COI  จากการศึกษาของ 
Markus และคณะ [15] ดีเอ็นเอท่ีไดจะนําไปวิเคราะห
หาลําดับนิวคลีโอไทดที่สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงชาติ 

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจะนํามาเปรียบเทียบ
ตอไป ดังน้ี 

2.1 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับฐาน 
ขอมูล Boldsytems (http://www.boldsystems.org) 
และ GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

2.2 หาความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic 
distance) เพ่ือสราง dendrogram โดยวิธี unweighted 
pair-group method with arithmetic means (UPGMA) 
[15] โดยใชโปรแกรม MEGA 4 (http://www. 
megasoftware. net) 

2.3. เปรียบเทียบคาดัชนีความเหมือน (simila-
rity index) โดยใชโปรแกรม Bioedit (http://www. 
mbio.ncsu.edu.bioedit) 
 

3. ผลและวิจารณ 
สกัดดีเอ็นเอจากหนอนแดงทั้งหมดจํานวน 

165 ตัวอยาง แตสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดย
เทคนิคพีซีอารไดเพียง 12 ตัวอยาง คิดเปน 8.48% เมื่อ
สงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวาตัวอยาง      
ดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดีเพียงพอที่สามารถนําไปวิเคราะห
หาลําดับนิวคลีโอไทดไดมีเพียง 11 ตัวอยาง ปจจัย
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หน่ึงอาจเกิดเน่ืองจากดีเอ็นเอท่ีไดจากการสกัดอาจมี
ปริมาณนอย เ กินไป  ทํ าให เ พ่ิมปริมาณได ย าก 
เ น่ืองจากผู วิจัยยังไม เ ช่ียวชาญในการดูลักษณะ
ภายนอกของหนอนแดง แมมีรูปรางแตกตางกันเพียง
เล็กนอย หรือไมแนใจวาเปนพวกเดียวกัน หรือไม ก็
จัดแยกออกมาเปนอีก 1 ตัวอยาง ทําใหตัวอยางที่มี
หนอนแดงเพียงตัวอยางละ 1 ตัว มีจํานวนถึง 142 
ตัวอยาง สําหรับตัวอยางที่สามารถเพ่ิมปริมาณได
จํานวน 11 ตัวอยางน้ัน ประกอบดวยตัวอยางที่มี
หนอนแดงเพียง 1 ตัว จํานวน 2 ตัวอยาง ตัวอยางที่
เหลือแตละตัวอยางมีหนอนแดงจํานวนมากกวา 20 
ตัว ซึ่ง Hajibabaei et al ทําการศึกษาดีเอ็นเอบารโคด
จากสิ่งมีชีวิตหลายชนิดและรายงานวา 80% ของ
ขอมูลของดีเอ็นเอบารโคดที่ไดมาจากช้ินสวนดีเอ็นเอ
อยางนอย 5-10 ตัวตอสปชีส [17] Hunter และคณะ ยัง
รายงานวาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากแมลง มีขนาดเล็ก ทํา
ใหตองใชทุกตัวเพ่ือสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือใหเพียงพอ
สําหรับการทําพีซีอาร โดยเฉพาะอยางยิ่งในระยะตัว
ออน [18] 

นอกจากนี้ตัวอยางทั้งหมดยังไมสามารถสกัด
ดีเอ็นเอไดงาย อาจเน่ืองจากมีตัวยับยั้ง เชน มีกาก
อาหารในทางเดินอาหารของแมลง หรือดีเอ็นเออาจ
ขาดออกจากกันเน่ืองจากขั้นตอนการสกัด เชน ใน
กรณีของ blackfly (S. posticatum: Simuliidae) ที่สกัด
ดีเอ็นเอโดยใชคล่ืนความถ่ี (sonicate) สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยพีซีอารได ในขณะที่วิธีการสกัด
ตามมาตรฐานที่ไมใชคล่ืนความถ่ี ไมสามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได อยางไรก็ตามการสกัดโดยวิธีน้ี
ประสบความสําเร็จเพียง 66% เทาน้ัน [18] นอกจากน้ี
ดีเอ็นเออาจเสื่อมสลาย เน่ืองจากเก็บเอาไวระยะหน่ึง 
กอนจะนํามาทําเทคนิคพีซีอาร สาเหตุดังกลาวเปนผล

ใหการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของหนอนแดงทําไดยาก
และประสบความสําเร็จตํ่า 

ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับ
ฐานขอมูล Boldsystems พบวาตัวอยางทั้งหมดมี
โอกาสเปน 6 สปชีส (ตารางที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับ 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) ซึ่งไดความสัมพันธ 6 กลุม 
ไดแก กลุมที่ 1 (ตัวอยางที่ 3) มีลักษณะคลายคลึงกับ
หนอนแดงใน subfamily Tanyponidae มากที่สุด กลุม
ที่ 2 (ตัวอยางที่ 1) นาจะเปน Kiefferulus tainanus 
กลุมที่ 3 (ตัวอยางที่ 6, 7 และ 8) นาจะเปน Benthalia 
dissidens กลุมที่ 4 (ตัวอยางที่ 9 และ 10) มีลักษณะ
คลายคลึงกับ Tanytarsus มากที่สุด กลุมที่ 5 (ตัวอยาง
ที่ 2, 4 และ 11) นาจะเปน Chironomus circumdatus 
และกลุมที่ 6 (ตัวอยางที่ 5) ลักษณะคลายคลึงกับ
หนอนแดงใน tribe Tanytarsini มากท่ีสุด นอกจากน้ี
ดัชนีความเหมือน (similarity index) (ตารางที่ 2) ยัง
สอดคลองกับผลการวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธุกรรม โดยดัชนีความเหมือนในกลุมที่ 3 มีคา
ระหวาง 0.91-0.94 กลุมที่ 4 มีคาเทากับ 0.90 ขณะที่
ดัชนีความเหมือนในกลุมที่ 5 มีคาระหวาง 0.71-0.80 
(รูปที่ 2) 

สําหรับตัวอยางที่ 3 ผลการเปรียบเทียบลําดับ       
นิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล Boldsystems มีความ
คลายคลึงกับ Labrundinia sp. ซึ่งอยูใน subfamily 
Tanyponidae มากที่สุด แตผลการเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล GenBank ไดเปน Anopheles rangeli 
(ยุงกนปลอง) การจําแนกจากรูปรางภายนอกไดเปน 
Tanypus sp. ซึ่งอยูใน subfamily Tanyponidae เชนกัน 
แตลักษณะเดนของหนอนแดงสกุล Labrundinia คือ
ฟนกลางของ ligula มีขนาดสูงสุด ฟนซี่ถัดมาสองขาง
มีขนาดสั้นกวาฟนดานนอกสุด ขณะท่ี Tanypus sp มี
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ฟนบน  ligula เทากันทุกซี่  (รูปที่  3) และพบ  anal 
tubules 6 อันที่หาง [19] ดังน้ันตัวอยางที่ 3 นาจะอยู

ใน subfamily Tanyponidae แตยังไมสามารถระบุ
สกุลที่ชัดเจนได 

 
ตารางที่ 1 ผลที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CO1 กับฐานขอมูล Boldsystems และ GenBank 
 

 

ตัวอยาง
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 (ยุงกนปลอง)  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 แผนภูมิความสัมพันธของหนอนแดงที่ไดจากการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน COI 
 

 
 

รูปท่ี 2 คาดัชนีความเหมือนของหนอนแดงท่ีไดจากการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน COI 
 

ตัวอยางที่ 9 และ 10 ผลการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล Boldsystems มีความ
คลายคลึงกับ Micropsectra มากที่สุด แตผลการ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank มีความคลายคลึง
กับ Tanytarsus bispinosus มากที่สุด การจําแนกจาก
รูปรางภายนอกไดเปน Tanytarsus เน่ืองจากหนอน
แดงสกุล Micropsectra และ Tanytarsus มีฟน
ลักษณะคลายคลึงกันมาก แต Tanytarsus มีหนาม
แหลม (spur) ที่หนวด ขณะที่ Micropsectra ไมมี [19] 
ดังน้ันเมื่อดูจากรูปรางภายนอกแลว ตัวอยางที่ 9 และ 
10 นาจะเปน Tanytarsus มากกวา แตเน่ืองจากคา
ความเหมือน (% similarity) มีคานอยกวา 90% จึงยัง
ไมสามารถสรุปไดวาเปนสปชีสใด  

ตัวอยางที่ 5 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลี-
โอไทดกับฐานขอมูล Boldsystems มีความคลายคลึง

กับ Tanytarsus guerlus ซึ่งอยูใน subfamily Chirono-
minae tribe Tanytarsini มากที่สุด แตผลการเปรียบ 
เทียบกับฐานขอมูล GenBank มีความคลายคลึงกับ
Chironomidae sp. ซึ่งอยูใน subfamily Chironominae 
tribe Chironomini มากที่สุด ขณะที่การจําแนกจาก
รูปร างภายนอกโดยดูจากลักษณะของฟนและ 
paralabial plate หนอนแดงใน tribe Tanytarsini จะมี 
paralabial plate ยาวมาชิดกัน ขณะที่หนอนแดงใน 
tribe Chironomini มี paralabial plate คลายพัดและอยู
หางกัน [20] ดังน้ันตัวอยางที่ 5 นาจะอยูใน subfamily 
Chironominae tribe Tanytarsini มากกวา แตยังไม
สามารถระบุสกุลที่ชัดเจนได 

นอกจากน้ีเมื่อดูจากรูปรางภายนอกไดแก 
ฟนและ paralabial plate หนอนแดงทุกตัวอยางอยูใน 
subfamily Chironominae (มี paralabial plate) ยกเวน



ปท่ี 20 ฉบับท่ี 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2555                                                                                          วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  

 275 

ตัวอยางที่ 3 เทาน้ันที่อยูใน subfamily Tanyponidae  
(ไมมี paralabial plate) แตเมื่อพิจารณาจากสาย
สัมพันธทางพันธุกรรม ตัวอยางที่ 3 กลับมีความ 
สัมพันธใกล ชิดกับกับตัวอย างที่ เหลือทั้ งหมด 
มากกวาตัวอยางที่ 5 ซึ่งอยูใน subfamily เดียวกัน ผล
ดังกลาวอาจเกิดเน่ืองจากขอจํากัดของการหาลําดับ
เบส ซึ่งอานไดประมาณ 350-450 คูเบสเทาน้ัน สวน
ที่ยาวเกินกวาน้ีไมสามารถอานไดสมบูรณ ทําใหไม
สามารถเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลี-  
โอไทดในฐานขอมูลไดอยางสมบูรณ ดูไดจากคา
ความเหมือน ซึ่งมีคานอยกวา 90%  Ekram และคณะ 
วิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน COI จากหนอนแดง 
97 ตัวอยาง จํานวน 47 สปชสใน 7 สกุล และรายงาน
วาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI มีเพียงพอที่จะ
แยกความผันแปร (variation) ระหวางสปชีสของ
ตัวอยางหนอนแดงที่ศึกษาได และไมมีสปชีสใดที่มี
ลําดับนิวคลีโอไทดซ้ํากัน ดังน้ันจึงสามารถนํามาใช
จําแนกไดอยางมีประสิทธิภาพ แตลําดับนิวคลี-     
โอไทดของยีน COI จะมีประสิทธิภาพสูงเมื่อมีความ
เหมือนกันไดอยางสมบูรณกับลําดับนิวคลีโอไทดใน
ฐานขอมูล หากไมมีความเหมือนกันอยางสมบูรณ 
โอกาสท่ีจะจําแนกสปชีสที่ไมรูจักหรือจําแนกใหอยู
ในสกุลที่ถูกตอง โดยเฉพาะสกุล subtribe Tanytar-
sina ยังทําไดไมดี [21] ดังน้ันหากการเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนนอย จึงยังไมควร
สรุปวาเปนสปชีสใด อาจตองเปรียบเทียบกับลําดับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ที่ยาวขึ้นหรือเปรียบ 
เทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนอื่น เชน ND4 หรือ
ยีนในนิวเคลียส เชน internal transcribed spacer 
(ITS) รวมดวย  

อยางไรก็ตาม ผลการทดลองน้ีชวยยืนยัน
ประสิทธิภาพของการใชลําดับนิวคลีโอไทดในการ

จําแนกหนอนแดงสปชีสที่ไดลําดับนิวคลีโอไทด
สมบูรณและมีขอมูลของสปชีสน้ันอยูในฐานขอมูล
แลว สอดคลองกับการศึกษาของ Carew และคณะ ที่
ใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI จําแนกหนอน
แดงสกุล Cladopelma และ Microchironomus ใน
ประเทศออสเตรเลีย หนอนแดงทั้งสองสกุลมีรูปราง
ภายนอกคลายคลึงกันมาก แตลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน COI สามารถใชแยกหนอนแดงทั้งสองสกุล
ออกจากกันไดอยางชัดเจน นอกจากน้ียังสามารถใช
แยกสปชีสของ Cladopelma ที่มีรูปรางคลายคลึงกัน
ออกจากกันได 4 สปชีส [22] ขณะที่ Sharkley และ
คณะ ใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI จําแนกสป
ชีสของหนอนแดงสกุล Chironomus ในประเทศ
ออสเตรเลีย และไดผลสอดคลองกับการจําแนกโดย
รูปรางภายนอกในระดับสกุล โดยสามารถจําแนก
หนอนแดง Chironomus แยกออกจากหนอนแดง
สกุลอื่นไดอยางแมนยํา 100% [23] Sharkley และ
คณะ เสนอวาประโยชนของการจําแนกสปชีสโดยใช
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI  เหนือวาการจําแนก
โดยวิธีอื่นคือสามารถจําแนกไดทุกระยะการเติบโต 
สําหรับผลจากการทดลองน้ี ตัวอยางท่ี 6, 7 และ 8  
เมื่อดูจากรูปรางภายนอกแลว มีความแตกตางกัน 
โดยเฉพาะตัวอยางที่ 7 มีรูปรางแตกตางจากตัวอยาง
ที่ 6 และ 8 อยางชัดเจน แตเมื่อพิจารณาจากสไลด
สวนประกอบของปากและสวนหัวของหนอนแดง
ทั้ง 3 ตัวอยางแลว พบวามีลักษณะคลายคลึงกันมาก 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน COI ชวย
ยืนยันวาทั้ง 3 ตัวอยางนาจะเปนสปชีสเดียวกันคือ 
Benthalia dissidens  ในลักษณะคลายคลึงกัน 
ตัวอยางที่ 2และ 4 ลําตัวมีลักษณะแตกตางกัน 
โดยเฉพาะตัวอย างที่  4  ซึ่ งมีสวนอกปองออก 
แตกตางจากตัวอยางที่ 2 อยางชัดเจน ขณะที่ลักษณะ
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ของฟนของทั้ง 2 ตัวอยาง มีลักษณะคลายคลึงกัน แต
การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน  COI 
พบวาเปนสปชสเดียวกันคือ Chironomus circum-
datus โดยมีคาความเหมือนสูงสุด 97-98%  ดังน้ัน
รูปรางภายนอกของตัวอยางหนอนแดงในแตละกลุม
อาจแตกตางกันได เน่ืองจากเปนตัวออนระยะแตก 
ตางกัน และฟนก็สามารถแตกตางกันไดเล็กนอย 
เน่ืองจากการผันแปรภายใสปชีสเดียวกัน หากไมใชผู
ชํานาญอาจไมสามารถแยกออกจากกันได แตการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดสามารถจําแนกออก
จากกันได โดยไมจําเปนตองใชผูเช่ียวชาญในการจัด
จําแนก 

โดยสรุปการจําแนกโดยใชลําดับนิวคลี-     
โอไทดของยีน COI มีประสิทธิภาพสูง เมื่อสามารถ
เปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดใน
ฐานขอมูลไดอยางสมบูรณ ดังน้ันจึงตองระวังในการ
จําแนกหนอนแดง หากลําดับนิวคลีโอไทดน้ันมี
ความสมบูรณไมเพียงพอ หรือเปนสปชีสที่ยังไมมี
ขอมูลอยูในฐานขอมูล อาจทําใหแปลผลผิดพลาด 
ควรนําลําดับดีเอ็นเอจากยีนอื่น เชน ยีนในนิวเคลียส 
เขามาเปรียบเทียบรวมกัน การไดผลที่สอดคลองกัน
ทั้งจากยีนในไมโตคอนเดรียและนิวเคลียส จะทําให
สามารถยืนยันสายความสัมพันธที่แยกออกจากกัน
เปนสปชีสใหมได [21] 
 

4. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยน้ีไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจาก 

กองทุนวิจัยมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร  ประจําป
งบประมาณ 2551 ขอขอบคุณ คุณวชิร สายสุข ที่
ชวยเหลือใหรายงานน้ีสําเร็จ และผูชวยศาสตราจารย 
ดร.ธีระชัย ธนานันต สําหรับคําปรึกษาและการตรวจ
แกไขบทความวิจัยน้ี 
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