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that the PCR products were digested with 3 restriction enzyme (Dde I, Alu I, Hinf I). The results of these samples 
showed 13 composite haplotypes as AAA, BBB, CCC, DDD, EEE, FJF, GFG, HGH, IHI, JII, KJI, LJI and MJI. The 
UPGMA dendrogram of restriction pattern was analyzed using NTSYSpc version 2.10p. The earthworms were divided 
into 2 groups as group 1 consisting of Dichogaster bolaui and group 2 consisted of Metaphire peguana, M. bahli, 
M. houlleti, M. bipora, M. anomala, M. planata, M. posthuma, M. sp. 1, M. sp. 2, M. sp. 3, Amynthas seiboldi and 
unknown species. The similarity coeffi cient between 2 groups was 0.66.
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บทนํา
ไสเดือนดิน (earthworm) เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังที่อยูใน
ไฟลัมแอนนิลดิา (Phylum annelida) คลาสโอลิโกซตีา (Class 
Oligocheata) มลีกัษณะรปูรางเปนทรงกระบอก ดานทองแบน
เล็กนอย และมีสีซีดกวาดานหลัง ลําตัวมีปลองขนาดเทากัน 
อาศัยอยูในดินหรือมูลสัตว ปจจุบันไสเดือนดินมีการแพร
กระจายอยางกวางขวางท่ัวภูมิภาคเอเชีย โดยเฉพาะใน
ประเทศไทยซ่ึงมีสภาพภูมอิากาศท่ีเหมาะสมตอไสเดอืนดินจงึ

ทําใหมีการแพรกระจายอยางมาก นอกจากนี้ไสเดือนดินยังมี
บทบาททีส่าํคญัในระบบนเิวศอยางมากซึง่เปนสตัวทีส่ามารถ

ชวยยอยสลายขยะอินทรีย ซากพืช ซากสัตวในดิน และยังมี
ความสําคญัในการชวยผลิตปุยอินทรียทีม่คีณุคาตอพืช อกีทัง้
ยังสามารถใชเปนอาหารเลี้ยงสัตวอีกดวย1 ไสเดือนดินถูก

จัดจําแนกออกเปน 21 วงศ และมีมากกวา 8,000 สายพันธุ2 

ซึง่ในการจัดจาํแนกสามารถสังเกตไดจาก ขนาดและความยาว
ของลําตัว สีหรือสีแถบขางลําตัว และแหลงที่อยูอาศัย 
แตไสเดอืนดนินัน้สามารถมสี ีหรอืขนาดความยาวของลาํตวัที่
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมได ทั้งนี้ขึ้นอยูกับระดับความลึกของ

ชั้นดิน และสภาพแวดลอมของบริเวณที่ไสเดือนดินอาศัยอยู3 

ไสเดือนดินไดถูกนํามาใชประโยชนอยางมากโดยเฉพาะใน

การนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเปนผูยอยสลายขยะอินทรียตามบาน

เรอืน ขยะเทศบาล หรอืขยะโรงงานอตุสาหกรรมตางๆ และนาํ
มาเปนอาหารเลี้ยงสัตวจึงทําใหประชาชนทําการเพาะเลี้ยง

ไสเดือนดินมากขึ้น ยิ่งไปกวานั้นเม่ือเพาะเลี้ยงไสเดือนดินไป

นานๆ อาจทาํใหไสเดอืนดนิมีลกัษณะภายนอกทีเ่ปลีย่นแปลง

ไปจึงทําใหสับสนเกี่ยวกับสายพันธุของไสเดือนดิน4 งานวิจัยนี้

ไดเลือกศึกษาไสเดือนดินวงศMegascolecidae เนื่องจากพบ
การกระจายตัวมากท่ีสุด การคัดเลือกพอพันธุแมพันธุของ
ไสเดือนดินในปจจุบันนิยมใชลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก

ซึง่ลักษณะภายนอกสามารถเปลีย่นแปลงตามสภาพแวดลอม

จึงควรมีการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมเพ่ือใหสามารถจัด

จําแนกไดอยางถูกตองย่ิงขึ้น ในปจจุบันไดมีการใชเทคนิค
ตางๆ ในการหาความสัมพนัธและการจัดกลุมของส่ิงมีชวีติ โดย
อาศัยความแตกตางในระดับยีนหรือดีเอ็นเอไดแก Restriction 

Fragment Length-Polymorphism (RFLP) ลายพมิพดเีอ็นเอ 
(DNA fi ngerprinting) และ Random Amplifi ed Polymorphic 
DNA (RAPD) เทคนคิเหลานีท้าํใหเหน็ความแตกตางในระดบั
ดีเอ็นเอ ซึ่งชวยในการบงชี้และจัดจําแนกพันธุได ชิ้นดีเอ็นเอ
ถูกนํามาใชเปนตัวแทนหรือเครื่องหมายระดับโมเลกุล 
(Molecular marker) ของลักษณะใดลักษณะหน่ึงโดยใช

ดเีอน็เอทีเ่กดิขึน้5 การศกึษาเกีย่วกบัขอมลูทางพนัธกุรรมของ

ไสเดือนดินในประเทศไทยยังมกีารศึกษานอยมาก และยังไมมี
ขอมูลทางพันธุศาสตรประชากรของไสเดือนดินในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย

 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของไสเดือนดิน โดยใชเทคนิค PCR-RFLP เพื่อใช
เปนแนวทางในการสบืคนเครือ่งหมายทางพนัธุกรรมเพ่ือใชใน

การแยกไสเดอืนดิน เนือ่งจากสะดวก รวดเรว็ ไมยุงยาก ไมใช

สารกมัมนัตรงัส ีปรมิาณตวัอยางทีใ่ชสกดัดเีอน็เอเพยีงเลก็นอย

ก็เพียงพอที่จะศึกษาไดและขอมูลก็นาเชื่อถือมากกวาเทคนิค 
PCR-RAPD เพราะเทคนิค PCR-RAPDไมสามารถ

บอกความแตกตางระหวาง homozygotes และ heterozygoes 
และมีความไวตออุณหภูมิที่เปลี่ยนไป และเพื่อเปนประโยชน
แกเกษตรกรและประชาชนในการเพาะเลี้ยงไสเดือนดินใน

เชิงพาณิชยอยางมีประสิทธิภาพตอไป

วัตถุประสงค
 เพื่อตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ไสเดือนดินวงศ Megascolecidae ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
ของประเทศไทย โดยใชเทคนิค PCR-RFLP

วิธีการวิจัย
 การเก็บตัวอยางไสเดือนดิน 

 เกบ็ตัวอยางไสเดือนดนิโดยการขุด จากนาขาว สวน ปา 
และเขา ในพื้นที่ 7 จังหวัด ไดแกจังหวัดกาฬสินธุ นครพนม 
บุรีรัมย รอยเอ็ด ศรีสะเกษ สกลนคร และหนองบัวลําภู 
ของภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย
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 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก และ
ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใน
 นาํไสเดอืนดินท่ีเก็บไดมาลางทําความสะอาดแลวนาํ

ไปดองดวย ethanol 95% จากนั้นนํามาศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาภายนอก ไดแก ลักษณะสี ของลําตัว ขนาด
เสนผาศูนยกลางลําตัว และความยาวของลําตัว สวนลักษณะ

สัณฐานวิทยาภายใน ศึกษาโดยการผาตามยาวทางดานบน
ของลําตวัแลวดอูวยัวะภายในของไสเดอืนดิน ตามวิธกีารของ 
Gates6 และSims and Easton7 ไดแก ลักษณะของสีลําตัว 
ความยาว จํานวนปลอง ชองเปดเพศผู ชองเปดเพศเมีย 
ไคลเทลลัม ตอมลูกหมาก ซีกั้ม เปนตน
 การสกัดดีเอ็นเอ
 สกดัดเีอน็เอจากเนือ้เยือ่กลามเนือ้ของลาํตวัไสเดือน

ดินโดยวิธี CTAB Phenol chloroform Proteinase K ซึ่ง
ดัดแปลงจากวิธีของ Thaewnon-ngiw8 โดยตัดกลามเนื้อ
บริเวณผิวหนังปริมาตร 0.5 cm3  ใสใน Centrifuge tube นํา
ไปเตมิ CTAB buffer 500 μl (CTAB ตองนาํไปบมไวทีอ่ณุหภมู ิ
60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีกอนนํามาใช) เติม 

Proteinase K (20 mg/ml) 10-12 μl นาํไปบมที ่60 องศาเซลเซยีส 
3 ชั่วโมง จากนั้นนํามาเติม Phenol: Chloroform: Isoamyl 
alcohol (25: 24: 1) ปริมาตร 300 μl กลับหลอดไปมาใหเขา
กันเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาของเหลวที่แยกชั้นอยู
ดานบนใสหลอด Centrifuge tube หลอดใหม (โดยใช Tip 
ปลายตัด) จากนั้นก็เติม Chloroform: Isoamyl alcohol (24: 

1)  ปริมาตร 300 μl เขยาใหเขากันเปนเวลา 10 นาที จากนั้น
นาํไปปนเหว่ียงทีค่วามเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดดู
เอาของเหลวท่ีแยกชัน้อยูดานบนใสในหลอด Centrifuge tube 
หลอดใหม (โดยใช Tip ปลายตัด) ทําซ้ําอีก 1 รอบ เติม 
Absolute ethanol (ที่เย็นจัด) 2 เทาของปริมาตรรวม ผสมให
เขากันแลวตั้งท้ิงไว 1 คืน เพ่ือใหดีเอ็นเอตกตะกอน จากนั้น

นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูด
หรอืเทสวนบนท้ิงแลวลางตะกอนดีเอน็เอโดยเติมเอทานอล 70 
เปอรเซ็นต 500 μl แลวตั้งท้ิงไว 10 นาที จากน้ันนําไปปน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนบน
ทิง้ควํา่ลงบนกระดาษทชิชปูระมาณ 30 นาท ีแลวหงายหลอด
ขึ้นเพื่อใหเอทานอลระเหยออกใหหมด จากน้ันจึงละลาย

ดีเอ็นเอดวย TE buffer 100 μl (10 mM Tris-HCL, pH 7.4 
และ 1 mM EDTA) นํา DNA solution ไปบมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เพื่อนําไปตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอโดยวิธี 
electrophoresis

 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตําแหนงยีน COI โดย
เทคนิค PCR-RFLP
 ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไสเดือนดินดวย

กระบวนการ Polymerase Chain Reaction โดยใชไพรเมอร 
COI (F) 5’ TCA-ACC-AAC-CAC-AAA-GAC-ATT-GGC-AC 
3’ และ COI (R) 5’ TAG-ACT-TCT-GGG-TGG-CCA-AAG-
AAT-CA 3’ Ward et al.9 โดยทาํปฏิกริยิาในปรมิาตร 25 μl ซึง่
ประกอบดวย dH

2
O, 10X buffer (1X), 50mM MgCL

2 
 (2mM), 

10mM dNTP (0.1mM), Taq DNA polymererase, COI [F] 
และ COI [R] และ DNA sample (5 mg/μl) ทาํการเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอโดยใชอณุหภูม ิPredenaturation ที ่94 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที Denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 40 
วินาที 45 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที และ 72 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 10 วินาที  Annealing ที่ 54 

องศาเซลเซยีส นาน 40 วนิาท ีและ 72 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี
10 วินาที  Extention ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และ
เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากน้ันนําผลผลิต
ของปฏิกิริยา PCR มาทําการตรวจสอบขนาดโดยเทคนิค 
Agrarose gel Electrophoresis โดยใช Agrarose gel ทีม่คีวาม
เขมขน 1.5% ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 40 นาที 
แลวยอมดวย ethidium bromide  และนําเจลไปตรวจสอบภาย

ใตแสง UV เพือ่ตรวจสอบผลผลติทีไ่ด จากนัน้นาํผลผลติพซีอีาร
มาตัดคัดเลือกหาเอนไซมตัดจําเพาะทั้งหมด 10 เอนไซม 
โดยมีสวนผสมในการทําปฏิกริยิาดังนี ้dH

2
O, 10X buffer, 10X 

BSA, 40 mM Spermidine และrestriction enzyme เขยาให
เขากัน เติม PCR จากน้ันนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนําไปวิเคราะหผลการ
ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะดวยเทคนิค agrarose gel 

electrophoresis ใช agrarose gel ที่มีความเขมขน 2% และ
กระแสไฟฟา 80 โวลล เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวนําไปยอมดวย 

ethidium bromide (10 μl/ml) นาน 10 นาที ลางสีสวนที่เกิน
ออกดวยน้ํากล่ัน 5 นาที แลวนําไปตรวจดูใตแสง UV และ
บันทึกภาพ

การวิเคราะหขอมูล
 นํารูปแบบของโมเลกุลดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ 3 เอนไซม มาวิเคราะหหา ความสัมพันธ
ทางพนัธศุาสตรโดยโปรแกรม NTSYSpc version 2.10p เพือ่
สรางเปน dendrogram โดยใชไสเดอืนดินวงศ Octochaetidae 

(Dichogaster bolaui) เปน outgroup
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ผลการวิจัย
 ผลการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายนอก 
และภายในของไสเดือนดิน
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอก 
และสัณฐานวิทยาภายใน เพื่อจัดจําแนกชนิดของไสเดือนดิน
จากพื้นที่ 7 จังหวัดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย พบวาสามารถจัดจําแนกไดทั้งหมด 2 สกุล คือ 
Metaphire และAmynthas ซึ่งมี 8 ชนิดที่แตกตางกันอยาง
ชัดเจน คือ Metaphire peguana, M. bahli, M. houlleti, 
M. bipora, M. anomala, M. planata, M. posthuma และ
A. seiboldi สวนอีก 3 ชนดิ จดัจาํแนกไดในระดบัสกลุแตในระดับ
ชนิดยังไมสามารถระบุไดจึงจําแนกเปน M. sp.1, M. sp.2, 
M. sp.3 และอีก 1 ชนิด มีลักษณะที่แตกตางจากระดับสกุล 
Metaphire และ Amynthas โดยใหเปน unknown (Table 1)

 ผลการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรม
ของไสเดือนดินโดยใชเทคนิค PCR-RFLP
 จากการนําโมเลกุลดีเอ็นเอของไสเดือนดินทั้งหมด 
12 ชนดิ ทีไ่ดการเพิม่ปรมิาณดวยเทคนคิ Polymerase Chain 
Reaction โดยใชไพรเมอร COI (F) และCOI (R) ซึ่งพบวา 
PCR product ของไสเดือนดินทั้งหมดมีขนาดเทากับ 710 bp 
เม่ือนาํ PCR product มาคดัเลอืกหาเอนไซมตดัจาํเพาะพบวา
มี 3 เอนไซม คือ Dde I, Alu I และHinf I เปนเอนไซมตัด
จําเพาะท่ีมีความเหมาะสมสามารถใหผลผลิตพีซีอารขนาด 
710 bp ของไสเดือนดิน 12 ชนิด และไสเดือนดินตัวเปรียบ
เทียบไดโดยพบวา Dde I สามารถตัดโมเลกุลดีเอ็นเอ ซึ่งได 
single haplotype 13 รูปแบบ (Figure 1 และ Table 2) Alu I 
สามารถตัดโมเลกุลดีเอ็นเอ ซึ่งได single haplotype 10 
รปูแบบ (Figure 2 และ Table 2) และHinf I สามารถตัดโมเลกุล
ดีเอ็นเอ และผลของลักษณะ composite haplotype พบได
ทั้งหมด 13 รูปแบบ ไดแก AAA, BBB, CCC, DDD, EEE, 
FJF, GFG, HGH, IHI, JII, KJI, LJI และMJI
 ขนาด 710 bp ซึ่ง พบวาได single haplotype 8 
รูปแบบ (Figure3 และTable 2) 

Table 1 Morphological characteristics comparison of family Megascolecidae in northeastern Thailand

    Characters
Species

Bl Ns Sc pore Sc Gm Cs Fp Mp Pg Sv

M. peguana 115 107-116 5/6/7/8 3 pair 6/7-8/9 17/18-18/19 14-16 14 18 17-20 11-12

M.bahli 104 103-110 5/6/7/8 3 pair 6/7-8/9 17/18-18/19 14-16 14 18 17-20 11-12

M. houlleti 125 101-108 5/6/7/8 3 pair 6/7-8/9 absent 14-16 14 18 17-20 11-12

M. bipora 135 155-158 5/6/7/8/9 4 pair 5/6-8/9 18/19-19/20 14-16 14 18 17-21 11-12

M. anomala 140 135-141 5/6/7/8 3 pair 6/7-8/9 absent 14-16 14 18 absent 11-12

M. planata 155 163-170 6/7/8 2 pair 7/8-8/9 absent 14-16 14 18 17-22 11-12

M. posthuma 110 116-120 5/6/7/8/9 4 pair 5/6-8/9 absent 14-16 14 18 18-20 11-12

M. sp 1 240 165-173 5/6/7/8 3 pair 6/7-8/9 18-20 14-16 14 18 15-21 11-12

M. sp 2 125 113-116 5/6/7/8 3 pair 6/7-8/9 17-20 14-16 14 18 17-20 11-12

M. sp 3 230 156-163 5/6/7/8 3 pair 6/7-8/9 18-20 14-16 14 18 16-22 11-12

A. seiboldi 160 116-120 6/7/8 2 pair 7/8-8/9 absent 14-16 14 18 17-22 11-12

unknown 180 122-135 absent 3 pair 6/7-8/9 absent 14-16 14 18 18-22 11-12

*  Bl = Body length (mm), Ns = Number of segment, Sc pore = Spermathecal pore, Sc = Spermathecae, GM = Genital marking,

Cs = Clitellum segment, Fp = Female pore, Mp = Male pore, Pg = Prostate gland, Sv = Seminal vesicle
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Figure 1 RFLP patterns by digestion of Dde I restriction enzyme.

 A.  Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut ( M. bahli ), Lane 2 = outgroup,
       Lane 3-8 = Metaphire peguana, Lane 9 = M. bahli, Lane 10-11 = M. anomala
 B. Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (PCR product), Lane 2-5 = M. planata,

  Lane 6-7 = Amynthas seiboldi, Lane 8-9 = M. posthuma, Lane 10-11 = unknown
 C. Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (PCR product), Lane 2-4 = M. houlleti,
      Lane 5-6 = M. sp1, Lane 7-9 = M. sp2, Lane 10 = M. sp3, Lane 11 = M. bipora
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Figure 2    RFLP patterns by digestion of Alu I restriction enzyme.

 A.  Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (M. bahli), Lane 2 = outgroup,
       Lane 3-8 = Metaphire peguana, Lane 9 = M. bahli, Lane 10-11 = M. anomala
 B.  Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (PCR product), Lane 2-5 = M. planata,

  Lane 6-7 = Amynthas seiboldi, Lane 8-9 = M. posthuma, Lane 10-11 = unknown
 C. Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (PCR product), Lane 2-4 = M. houlleti,
  Lane 5-6 = M. sp1, Lane 7-9 = M. sp2, Lane 10 = M. sp3, Lane 11 = M. bipora
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Figure 3 RFLP patterns by digestion of Hinf I restriction enzyme.

 A.  Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (M. bahli), Lane 2 = outgroup,
  Lane 3-8 = Metaphire peguana, Lane 9 = M. bahli, Lane 10-11 = M. anomala
 B.  Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (PCR product), Lane 2-5 = M. planata,
      Lane 6-7 = Amynthas seiboldi, Lane 8-9 = M. posthuma, Lane 10-11 = unknown
 C. Lane M = 100bp Ladder marker, Lane 1 = uncut (PCR product), Lane 2-4 = M. houlleti,

       Lane 5-6 = M. sp1, Lane 7-9 = M. sp2, Lane 10 = M. sp3, Lane 11 = M. bipora
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Table 2 Restriction fragment patterns resulted from digestion of COI 

Enzyme Pattern observed (bp) Species

Dde I A: 300 Dichogaster bolaui (outgroup)

B: 490, 310 Metaphire peguana

C: 480, 300 M. bahli

D: 410, 300 M. anomala

E: 350, 350 M. planata

F: 400, 300 Amynthas seiboldi

G: 460, 250 M. posthuma

H: 590 unknown

I: 370, 260, 240, 210 M. houlleti

J: 350, 280, 250 M. sp1

K: 500, 320, 200, 110 M. sp2

L: 340, 250, 200, 150, 100 M. sp3

M: 600 M. bipora

Alu I A: 550 Dichogaster bolaui (outgroup)

B: 440, 390, 300 M. peguana

C: 380, 300 M. bahli

D: 410, 370, 250 M. anomala

E: 250, 200, 140, 110 M. planata

F: 230, 180 M. posthuma

G: 400, 220 unknown

H: 220, 190, 160, 120 M. houlleti

I: 230, 210, 180, 150 M. sp1

J: 710 M. sp2, M. sp3, M. bipora, 
Amynthas seiboldi

Hinf  I A: 460, 180 Dichogaster bolaui (outgroup)

B: 650 M. peguana

C: 630, 220 M. bahli

D: 340, 220 M. anomala

E: 430, 230 M. planata

F: 450 Amynthas seiboldi

G: 680 M. posthuma

H: 400, 190
I: 710

unknown
M. houlleti, M. sp1, M. sp2, 

M. sp3, M. bipora
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 ผลการวิเคราะหรปูแบบโมเลกุลดีเอน็เอภายหลัง

จากการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะดวย NTSYSpc version 
2.10p
 เมือ่นาํเอารูปแบบจากการตดัดวยเอนไซมตดัจาํเพาะ 
Dde I, Alu I และHinf I มาวิเคราะหความแปรผันทาง
พนัธุกรรม พบวาสามารถแบงความสมัพนัธทางพนัธกุรรมของ
ไสเดือนดินท้ัง 12 ชนิด ออกเปน 2  จากทุกพื้นที่มีความ
เหมือนทางพันธุกรรม และมีคาสัมประสิทธิ์ความเหมือน
เทากบั 1 และยังพบวา unknown ทีแ่ยกออกจากชนดิอ่ืนอยาง

ชัดเจนแตมีความคลายคลึงทางพันธุกรรมเหมือน M. bipora
และ A. seiboldi โดยมคีาสมัประสทิธ์ิความเหมอืนเทากบั 0.89 
สวน M. sp1, M. sp2, M. sp3 แยกออกจากกันอยางชัดเจน
แต M. sp2 มีความสัมพันธทางกลุมใหญ โดยไสเดือนดินวงศ 
Octochaetidae (Dichogaster bolaui) ถูกแยกออกจาก
ไสเดือนดินวงศ Megascolecidae อยางชัดเจนและพบวา 
M. peguana พันธุกรรมกับ M. planata โดยมีคาสัมประสิทธิ์
ความเหมือนเทากับ 0.84 (Figure 4)

M. peguana 

M. bahli 

M. bipora 
M. posthuma 

 unknown 
A. seiboldi 

M. anomala 

M. houlleti 

M. sp 1 (NB, BR) 

M. sp 2 

M. planata 

Dichogaster bolaui 
 (outgroup) 

M. sp 3 

M. sp 1(RE) 

Figure 4  Dendrogram of Family Megascolecidae and outgroup constructed from restriction analysis of COI [F] and 
COI [R] primer 

 * RE = Roi Et, NB = Nongbua Lamphu, BR = Buri Ram
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วิจารณและสรุปผล
จากการศึกษาในครั้งนี้ไดทําการศึกษาไสเดือนดินวงศ 

Megascolecidae เนือ่งจากไสเดอืนดินวงศนีพ้บการกระจายตวั

มากท่ีสดุในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต จากการศึกษาลักษณะ

สณัฐานวิทยาภายนอกและภายใน จากพ้ืนที ่7 จงัหวัด ในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ รวมตัวอยางทั้งหมด 275 ตัวอยาง พบ
วาสามารถจัดจําแนกในระดับสกุลได 2 สกุล คือ Amynthas 
และMetaphire จากน้ันนํามาจัดจําแนกในระดับชนิดสามารถ
จัดจําแนกได 8 ชนิด ไดแก Metaphire peguana, M. bahli,  

M. houlleti, M. bipora, M. anomala, M. planata, M. posthuma 
และAmynthas seiboldi นอกจากน้ียังพบสกุล Metaphire 
อกี 3 ชนิดทีไ่มสามารถระบุชนดิได คอื M. sp 1, M. sp 2 และ 
M. sp 3 โดยทั้ง 3 ชนิดมีความแตกตางกันบริเวณชองเปดเพศผู 
นอกจากนีย้งัพบไสเดอืนดนิอกี 1 ชนดิ ทีไ่มสามารถจดัจาํแนก
ในระดับสกุล และชนิดได (unknown) ซึ่งเปนไสเดือนดินที่

แตกตางจากไสเดอืนดนิท้ัง 11 ชนดิ ตามทีก่ลาวมาซึง่ยังไมเคย
มีรายงานมากอน จากงานวิจัยในคร้ังนี้พบไสเดือนดินวงศ 
Megascolecidae ทั้งหมด 12 ชนิด ซึ่งนอยกวาการรายงาน
ของ blackmore10 ที่พบวาไสเดือนดินวงศ Megascolecidae 
ทีพ่บในประเทศไทยมทีัง้หมด 23 ชนดิ เนือ่งมาจากการกระจายตัว

ของไสเดอืนดนิขึน้อยูกบัความชืน้ อณุหภมู ิความเปนกรดเบส 
ผลของรปูแบบการปลกูพชื ผลของการใชปุย ประเภทของดนิ 
และแหลงอาหาร4

 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม

พบวาไพรเมอร COI สามารถเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอของ

ไสเดอืนดินวงศ Megascolecidae และไสเดอืนดินเปรียบเทียบได 
โดยมีขนาดเทากัน คือ 710 bp ซึ่งในงานวิจัยของ Loongyai 
et al.11 ไดจดัจาํแนกไสเดอืนดนิ 4 ชนิด ซึง่เปนชนดิ Pheretima 
peguana Eudrilus eugeniae Perionyx excavatus และ

P. excavates โดยใชไพรเมอร COI ซึง่พบวาขนาดของผลผลติ
พีซีอารมีขนาดเทากับ 657 bp ซึ่งตางจากในงานวิจัยน้ีที่มี
ขนาด 710 bp
 เมือ่นาํผลผลติพซีอีารของไสเดอืนดนิมาทาํการคดั

เลือกหาเอนไซมตัดจําเพาะจากท้ังหมด 13 ชนิด พบวา

เอนไซมที่เหมาะสมในการตัดโมเลกุลดีเอ็นเอของไสเดือนดิน

วงศ Megascolecidae และไสเดือนดินเปรียบเทียบมี 3 ชนิด 

คือ Dde I, Alu I และHinf I พบวาเอนไซม 3 ชนิดนี้สามารถ
แบงแยกความแตกตางของแตละชนิดไดอยางชัดเจน และได
รปูแบบการตดัทีแ่ตกตางกันออกไป เมือ่นํามาสราง Composite 

haplotype พบทั้งหมด 13 รูปแบบ ไดแก AAA, BBB, CCC, 
DDD, EEE, FJF, GFG, HGH, IHI, JII, KJI, LJI และMJI ซึ่ง

พบวา Composite haplotype สามารถแยกชนิดท่ีมีลักษณะ

ทางพันธุกรรมแตกตางจากกลุมอื่นไดอยางชัดเจน เชน 
รูปแบบ AAA ไดแก Dichogaster bolaui (outgroup) รูปแบบ 
BBB ไดแก M. peguana รูปแบบ CCC ไดแก M. bahli 
รูปแบบ DDD ไดแก M. anomala รูปแบบ EEE ไดแก M. 
planata รูปแบบ FJF ไดแก A. seiboldi รูปแบบ GFG ไดแก 
M. posthuma รูปแบบ HGH ไดแก unknown รูปแบบ IHI 
ไดแก M. houlleti รปูแบบ JII ไดแก M. sp1 รปูแบบ KJI ไดแก 
M. sp2 รูปแบบ LJI ไดแก M. sp3 และรูปแบบ MJI ไดแก 
M. bipora เมือ่ทาํการวเิคราะหความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของ

ไสเดอืนดนิวงศ Megascolecidae และไสเดอืนดนิเปรยีบเทยีบ
ดวยเทคนิค PCR-RFLP ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYSpc 
version 2.1p โดยพบวาสามารถแบงกลุมออกไดเปน 2 กลุม
ใหญ คือ กลุมที่ 1 Dichogaster bolaui (outgroup) และกลุม
ที่ 2 สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมยอย คือกลุมยอยที่ 2.1 

ประกอบดวย M. peguana, M. bahli, M. houlleti, M. posthuma, 
M. bipora, M. anomala, A. seiboldi และunknown สวนกลุม
ยอยที่ 2.2 ประกอบดวย M. sp1, M. sp2, M. sp3 และ
M. Planata ซึ่งพบวาทั้ง 2 กลุมใหญนี้มีคาสัมประสิทธิ์ความ

เหมือนเทากบั 0.66 ซึง่สอดคลองกับงานวิจยัของ Sharma et al.12 
ไดหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของไสเดือนดิน Eisenia fetida

ทีม่าจากแตละพืน้ทีพ่บวามีคาสัมประสทิธิค์วามเหมอืนเทากบั 
0.6 ดังนั้นจะเห็นไดแมวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอก

จะคลายคลึงกันแตลักษณะทางพันธุกรรมอาจแตกตางกันซ่ึง

ขอมูลทางพันธุกรรมจึงมีความนาเชื่อถือมากกวาขอมูลทาง

สัณฐานวิทยา

 การทาํงานวจิยัในครัง้ตอไปอาจนําผลผลิตพซีอีาร 

ที่ไดนําไปหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ เพื่อตรวจสอบความ
แตกตางทางพนัธกุรรมของไสเดอืนดนิ และตวัอยางทีน่าํมาศกึษา
ควรเกบ็ใหมากกวานี ้และครอบคลมุในทุกพืน้ทีเ่พือ่ชวยในการ
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