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บทคัดยอ
วัตถุประสงคของงานวิจัยน้ี เพื่อจัดจําแนกไสเดือนดินวงศ Megascolecidae จากพื้นที่ 7 จังหวัด ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
ของประเทศไทย ไดแก จังหวัดกาฬสินธุ นครพนม บุรีรัมย รอยเอ็ด ศรีสะเกษ สกลนคร และหนองบัวลําภู นําตัวอยางทั้งหมด 

275 ตวั มาจดัจําแนกโดยใชลกัษณะสัณฐานวิทยาภายนอกและภายใน พบไสเดอืนดนิทัง้หมด 12 ชนดิ คอื 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 
และอีก1 ชนิดไมสามารถระบุชนิดได สวนการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไสเดือนดินโดยใชเทคนิค PCR-RFLP 
โดยสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อกลามเนื้อลําตัวของไสเดือนดินแลวนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารโดยใช ไพรเมอร 
COI ไดผลผลิตพีซีอารขนาดเทากับ 710 bp จากนั้นนําไปตัดดวยเอนไซมจําเพาะ 3 ชนิด คือ Dde I, Alu I และHinf I พบ 
Composite haplotypes ทั้งหมด  13 รูปแบบ คือ AAA, BBB, CCC, DDD, EEE, FJF, GFG, HGH, IHI, JII, KJI, LJI และ MJI 
แลวนํา Restriction pattern มาสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYSpc version 2.10p 
พบวา สามารถจัดจําแนกไสเดือนดินไดออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 ประกอบดวย Dichogaster bolaui กลุมที่ 2 ประกอบดวย 
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 และunknown ทั้ง 2 กลุมมีคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนเทากับ 0.66

คําสําคัญ: ไสเดือนดิน ความหลากหลายทางพันธุกรรม PCR-RFLP Megascolecidae

Abstract
The objectives of this study were to identify the taxonomic identifi cation of earthworm family Megascolecidae Samples 
were collected from 7 provinces (Kalasin, Nakhon Phanom, Buriram Roi Et, Sisaket, Sakon Nakhon and Nongbua 
Lamphu) in northeastern Thailand. The external and internal morphology of 275 specimens of family Megascolecidae 

were classifi ed as 12 species including 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 genetic diversity was 
determined using PCR-RFLP technique restriction analysis of Cytochrome oxidase. Total DNA was extracted from the 

muscular tissue of each individual earthworm, and then amplifi ed with COI primers as 710 bp PCR products. After 
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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
ไสเดือนดิน (earthworm) เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังที่อยูใน
ไฟลัมแอนนิลดิา (Phylum annelida) คลาสโอลิโกซตีา (Class 
Oligocheata) มลีกัษณะรปูรางเปนทรงกระบอก ดานทองแบน
เล็กนอย และมีสีซีดกวาดานหลัง ลําตัวมีปลองขนาดเทากัน 
อาศัยอยูในดินหรือมูลสัตว ปจจุบันไสเดือนดินมีการแพร
กระจายอยางกวางขวางท่ัวภูมิภาคเอเชีย โดยเฉพาะใน
ประเทศไทยซ่ึงมีสภาพภูมอิากาศท่ีเหมาะสมตอไสเดอืนดินจงึ
ทําใหมีการแพรกระจายอยางมาก นอกจากนี้ไสเดือนดินยังมี
บทบาททีส่าํคญัในระบบนเิวศอยางมากซึง่เปนสตัวทีส่ามารถ
ชวยยอยสลายขยะอินทรีย ซากพืช ซากสัตวในดิน และยังมี
ความสําคญัในการชวยผลิตปุยอินทรียทีม่คีณุคาตอพืช อกีทัง้
ยังสามารถใชเปนอาหารเลี้ยงสัตวอีกดวย1 ไสเดือนดินถูก
จัดจําแนกออกเปน 21 วงศ และมีมากกวา 8,000 สายพันธุ2 

ซึง่ในการจัดจาํแนกสามารถสังเกตไดจาก ขนาดและความยาว
ของลําตัว สีหรือสีแถบขางลําตัว และแหลงที่อยูอาศัย 
แตไสเดอืนดนินัน้สามารถมสี ีหรอืขนาดความยาวของลาํตวัที่
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมได ทั้งนี้ขึ้นอยูกับระดับความลึกของ

ชั้นดิน และสภาพแวดลอมของบริเวณที่ไสเดือนดินอาศัยอยู3 

ไสเดือนดินไดถูกนํามาใชประโยชนอยางมากโดยเฉพาะใน
การนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเปนผูยอยสลายขยะอินทรียตามบาน

เรอืน ขยะเทศบาล หรอืขยะโรงงานอตุสาหกรรมตางๆ และนาํ
มาเปนอาหารเลี้ยงสัตวจึงทําใหประชาชนทําการเพาะเลี้ยง
ไสเดือนดินมากขึ้น ยิ่งไปกวานั้นเม่ือเพาะเลี้ยงไสเดือนดินไป

นานๆ อาจทาํใหไสเดอืนดนิมีลกัษณะภายนอกทีเ่ปลีย่นแปลง
ไปจึงทําใหสับสนเกี่ยวกับสายพันธุของไสเดือนดิน4 งานวิจัยนี้

ไดเลือกศึกษาไสเดือนดินวงศMegascolecidae เนื่องจากพบ
การกระจายตัวมากท่ีสุด การคัดเลือกพอพันธุแมพันธุของ
ไสเดือนดินในปจจุบันนิยมใชลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก
ซึง่ลักษณะภายนอกสามารถเปลีย่นแปลงตามสภาพแวดลอม
จึงควรมีการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมเพ่ือใหสามารถจัด

จําแนกไดอยางถูกตองย่ิงขึ้น ในปจจุบันไดมีการใชเทคนิค
ตางๆ ในการหาความสัมพนัธและการจัดกลุมของส่ิงมีชวีติ โดย
อาศัยความแตกตางในระดับยีนหรือดีเอ็นเอไดแก Restriction 

Fragment Length-Polymorphism (RFLP) ลายพมิพดเีอ็นเอ 
(DNA fi ngerprinting) และ Random Amplifi ed Polymorphic 
DNA (RAPD) เทคนคิเหลานีท้าํใหเหน็ความแตกตางในระดบั
ดีเอ็นเอ ซึ่งชวยในการบงชี้และจัดจําแนกพันธุได ชิ้นดีเอ็นเอ
ถูกนํามาใชเปนตัวแทนหรือเครื่องหมายระดับโมเลกุล 
(Molecular marker) ของลักษณะใดลักษณะหน่ึงโดยใช
ดเีอน็เอทีเ่กดิขึน้5 การศกึษาเกีย่วกบัขอมลูทางพนัธกุรรมของ
ไสเดือนดินในประเทศไทยยังมกีารศึกษานอยมาก และยังไมมี
ขอมูลทางพันธุศาสตรประชากรของไสเดือนดินในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย
 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของไสเดือนดิน โดยใชเทคนิค PCR-RFLP เพื่อใช
เปนแนวทางในการสบืคนเครือ่งหมายทางพนัธุกรรมเพ่ือใชใน
การแยกไสเดอืนดิน เนือ่งจากสะดวก รวดเรว็ ไมยุงยาก ไมใช

สารกมัมนัตรงัส ีปรมิาณตวัอยางทีใ่ชสกดัดเีอน็เอเพยีงเลก็นอย

ก็เพียงพอที่จะศึกษาไดและขอมูลก็นาเชื่อถือมากกวาเทคนิค 
PCR-RAPD เพราะเทคนิค PCR-RAPDไมสามารถ
บอกความแตกตางระหวาง homozygotes และ heterozygoes 
และมีความไวตออุณหภูมิที่เปลี่ยนไป และเพื่อเปนประโยชน
แกเกษตรกรและประชาชนในการเพาะเลี้ยงไสเดือนดินใน
เชิงพาณิชยอยางมีประสิทธิภาพตอไป

วัตถุประสงค
 เพื่อตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ไสเดือนดินวงศ Megascolecidae ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
ของประเทศไทย โดยใชเทคนิค PCR-RFLP

วิธีการวิจัย
 การเก็บตัวอยางไสเดือนดิน 

 เกบ็ตัวอยางไสเดือนดนิโดยการขุด จากนาขาว สวน ปา 
และเขา ในพื้นที่ 7 จังหวัด ไดแกจังหวัดกาฬสินธุ นครพนม 
บุรีรัมย รอยเอ็ด ศรีสะเกษ สกลนคร และหนองบัวลําภู 
ของภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย
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 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก และ
ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใน
 นาํไสเดอืนดินท่ีเก็บไดมาลางทําความสะอาดแลวนาํ
ไปดองดวย ethanol 95% จากนั้นนํามาศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาภายนอก ไดแก ลักษณะสี ของลําตัว ขนาด
เสนผาศูนยกลางลําตัว และความยาวของลําตัว สวนลักษณะ
สัณฐานวิทยาภายใน ศึกษาโดยการผาตามยาวทางดานบน
ของลําตวัแลวดอูวยัวะภายในของไสเดอืนดิน ตามวิธกีารของ 
Gates6 และSims and Easton7 ไดแก ลักษณะของสีลําตัว 
ความยาว จํานวนปลอง ชองเปดเพศผู ชองเปดเพศเมีย 
ไคลเทลลัม ตอมลูกหมาก ซีกั้ม เปนตน
 การสกัดดีเอ็นเอ
 สกดัดเีอน็เอจากเนือ้เยือ่กลามเนือ้ของลาํตวัไสเดือน
ดินโดยวิธี CTAB Phenol chloroform Proteinase K ซึ่ง
ดัดแปลงจากวิธีของ Thaewnon-ngiw8 โดยตัดกลามเนื้อ
บริเวณผิวหนังปริมาตร 0.5 cm3  ใสใน Centrifuge tube นํา
ไปเตมิ CTAB buffer 500 μl (CTAB ตองนาํไปบมไวทีอ่ณุหภมู ิ
60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีกอนนํามาใช) เติม 

Proteinase K (20 mg/ml) 10-12 μl นาํไปบมที ่60 องศาเซลเซยีส 
3 ชั่วโมง จากนั้นนํามาเติม Phenol: Chloroform: Isoamyl 
alcohol (25: 24: 1) ปริมาตร 300 μl กลับหลอดไปมาใหเขา
กันเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาของเหลวที่แยกชั้นอยู
ดานบนใสหลอด Centrifuge tube หลอดใหม (โดยใช Tip 
ปลายตัด) จากนั้นก็เติม Chloroform: Isoamyl alcohol (24: 

1)  ปริมาตร 300 μl เขยาใหเขากันเปนเวลา 10 นาที จากนั้น
นาํไปปนเหว่ียงทีค่วามเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดดู
เอาของเหลวท่ีแยกชัน้อยูดานบนใสในหลอด Centrifuge tube 
หลอดใหม (โดยใช Tip ปลายตัด) ทําซ้ําอีก 1 รอบ เติม 
Absolute ethanol (ที่เย็นจัด) 2 เทาของปริมาตรรวม ผสมให
เขากันแลวตั้งท้ิงไว 1 คืน เพ่ือใหดีเอ็นเอตกตะกอน จากนั้น

นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูด
หรอืเทสวนบนท้ิงแลวลางตะกอนดีเอน็เอโดยเติมเอทานอล 70 
เปอรเซ็นต 500 μl แลวตั้งท้ิงไว 10 นาที จากน้ันนําไปปน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนบน
ทิง้ควํา่ลงบนกระดาษทชิชปูระมาณ 30 นาท ีแลวหงายหลอด
ขึ้นเพื่อใหเอทานอลระเหยออกใหหมด จากน้ันจึงละลาย

ดีเอ็นเอดวย TE buffer 100 μl (10 mM Tris-HCL, pH 7.4 
และ 1 mM EDTA) นํา DNA solution ไปบมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เพื่อนําไปตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอโดยวิธี 
electrophoresis

 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตําแหนงยีน COI โดย
เทคนิค PCR-RFLP
 ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไสเดือนดินดวย
กระบวนการ Polymerase Chain Reaction โดยใชไพรเมอร 
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
ประกอบดวย 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
ดเีอน็เอโดยใชอณุหภูม ิ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
เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากน้ันนําผลผลิต
ของปฏิกิริยา PCR มาทําการตรวจสอบขนาดโดยเทคนิค 
Agrarose gel Electrophoresis โดยใช Agrarose gel ทีม่คีวาม
เขมขน 1.5% ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 40 นาที 
แลวยอมดวย ethidium bromide  และนําเจลไปตรวจสอบภาย

ใตแสง UV เพือ่ตรวจสอบผลผลติทีไ่ด จากนัน้นาํผลผลติพซีอีาร
มาตัดคัดเลือกหาเอนไซมตัดจําเพาะทั้งหมด 10 เอนไซม 
โดยมีสวนผสมในการทําปฏิกริยิาดังนี ้dH

2
O, 10X buffer, 10X 

BSA, 40 mM Spermidine และrestriction enzyme เขยาให
เขากัน เติม PCR จากน้ันนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนําไปวิเคราะหผลการ
ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะดวยเทคนิค agrarose gel 

electrophoresis ใช agrarose gel ที่มีความเขมขน 2% และ
กระแสไฟฟา 80 โวลล เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวนําไปยอมดวย 

ethidium bromide (10 μl/ml) นาน 10 นาที ลางสีสวนที่เกิน
ออกดวยน้ํากล่ัน 5 นาที แลวนําไปตรวจดูใตแสง UV และ
บันทึกภาพ

การวิเคราะหขอมูล
 นํารูปแบบของโมเลกุลดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ 3 เอนไซม มาวิเคราะหหา ความสัมพันธ
ทางพนัธศุาสตรโดยโปรแกรม NTSYSpc version 2.10p เพือ่
สรางเปน dendrogram โดยใชไสเดอืนดินวงศ Octochaetidae 

(Dichogaster bolaui) เปน outgroup
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ผลการวิจัย
 ผลการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายนอก 
และภายในของไสเดือนดิน
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอก 
และสัณฐานวิทยาภายใน เพื่อจัดจําแนกชนิดของไสเดือนดิน
จากพื้นที่ 7 จังหวัดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย พบวาสามารถจัดจําแนกไดทั้งหมด 2 สกุล คือ 
Metaphire และAmynthas ซึ่งมี 8 ชนิดที่แตกตางกันอยาง
ชัดเจน คือ Metaphire peguana, M. bahli, M. houlleti, 
M. bipora, M. anomala, M. planata, M. posthuma และ
A. seiboldi สวนอีก 3 ชนดิ จดัจาํแนกไดในระดบัสกลุแตในระดับ
ชนิดยังไมสามารถระบุไดจึงจําแนกเปน M. sp.1, M. sp.2, 
M. sp.3 และอีก 1 ชนิด มีลักษณะที่แตกตางจากระดับสกุล 
Metaphire และ Amynthas โดยใหเปน unknown (Table 1)

 ผลการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรม
ของไสเดือนดินโดยใชเทคนิค PCR-RFLP
 จากการนําโมเลกุลดีเอ็นเอของไสเดือนดินทั้งหมด 
12 ชนดิ ทีไ่ดการเพิม่ปรมิาณดวยเทคนคิ Polymerase Chain 
Reaction โดยใชไพรเมอร COI (F) และCOI (R) ซึ่งพบวา 
PCR product ของไสเดือนดินทั้งหมดมีขนาดเทากับ 710 bp 
เม่ือนาํ PCR product มาคดัเลอืกหาเอนไซมตดัจาํเพาะพบวา
มี 3 เอนไซม คือ Dde I, Alu I และHinf I เปนเอนไซมตัด
จําเพาะท่ีมีความเหมาะสมสามารถใหผลผลิตพีซีอารขนาด 
710 bp ของไสเดือนดิน 12 ชนิด และไสเดือนดินตัวเปรียบ
เทียบไดโดยพบวา 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 ไดแก AAA, BBB, CCC, DDD, EEE, 
FJF, GFG, HGH, IHI, JII, KJI, LJI และMJI
 ขนาด 710 bp ซึ่ง พบวาได 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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 ผลการวิเคราะหรปูแบบโมเลกุลดีเอน็เอภายหลัง

จากการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะดวย NTSYSpc version 
2.10p
 เมือ่นาํเอารูปแบบจากการตดัดวยเอนไซมตดัจาํเพาะ 
Dde I, Alu I และHinf I มาวิเคราะหความแปรผันทาง
พนัธุกรรม พบวาสามารถแบงความสมัพนัธทางพนัธกุรรมของ
ไสเดือนดินท้ัง 12 ชนิด ออกเปน 2  จากทุกพื้นที่มีความ
เหมือนทางพันธุกรรม และมีคาสัมประสิทธิ์ความเหมือน
เทากบั 1 และยังพบวา unknown ทีแ่ยกออกจากชนดิอ่ืนอยาง

ชัดเจนแตมีความคลายคลึงทางพันธุกรรมเหมือน M. bipora
และ A. seiboldi โดยมคีาสมัประสทิธ์ิความเหมอืนเทากบั 0.89 
สวน M. sp1, M. sp2, M. sp3 แยกออกจากกันอยางชัดเจน
แต M. sp2 มีความสัมพันธทางกลุมใหญ โดยไสเดือนดินวงศ 
Octochaetidae (Dichogaster bolaui) ถูกแยกออกจาก
ไสเดือนดินวงศ Megascolecidae อยางชัดเจนและพบวา 
M. peguana พันธุกรรมกับ M. planata โดยมีคาสัมประสิทธิ์
ความเหมือนเทากับ 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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วิจารณและสรุปผล
จากการศึกษาในครั้งนี้ไดทําการศึกษาไสเดือนดินวงศ 

Megascolecidae เนือ่งจากไสเดอืนดินวงศนีพ้บการกระจายตวั

มากท่ีสดุในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต จากการศึกษาลักษณะ
สณัฐานวิทยาภายนอกและภายใน จากพ้ืนที ่7 จงัหวัด ในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ รวมตัวอยางทั้งหมด 275 ตัวอยาง พบ
วาสามารถจัดจําแนกในระดับสกุลได 2 สกุล คือ Amynthas 
และMetaphire จากน้ันนํามาจัดจําแนกในระดับชนิดสามารถ
จัดจําแนกได 8 ชนิด ไดแก Metaphire peguana, M. bahli,  

M. houlleti, M. bipora, M. anomala, M. planata, M. posthuma 
และAmynthas seiboldi นอกจากน้ียังพบสกุล Metaphire 
อกี 3 ชนิดทีไ่มสามารถระบุชนดิได คอื M. sp 1, M. sp 2 และ 
M. sp 3 โดยทั้ง 3 ชนิดมีความแตกตางกันบริเวณชองเปดเพศผู 
นอกจากนีย้งัพบไสเดอืนดนิอกี 1 ชนดิ ทีไ่มสามารถจดัจาํแนก
ในระดับสกุล และชนิดได (unknown) ซึ่งเปนไสเดือนดินที่

แตกตางจากไสเดอืนดนิท้ัง 11 ชนดิ ตามทีก่ลาวมาซึง่ยังไมเคย
มีรายงานมากอน จากงานวิจัยในคร้ังนี้พบไสเดือนดินวงศ 
Megascolecidae ทั้งหมด 12 ชนิด ซึ่งนอยกวาการรายงาน
ของ blackmore10 ที่พบวาไสเดือนดินวงศ Megascolecidae 
ทีพ่บในประเทศไทยมทีัง้หมด 23 ชนดิ เนือ่งมาจากการกระจายตัว

ของไสเดอืนดนิขึน้อยูกบัความชืน้ อณุหภมู ิความเปนกรดเบส 
ผลของรปูแบบการปลกูพชื ผลของการใชปุย ประเภทของดนิ 
และแหลงอาหาร4

 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
พบวาไพรเมอร COI สามารถเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอของ

ไสเดอืนดินวงศ Megascolecidae และไสเดอืนดินเปรียบเทียบได 
โดยมีขนาดเทากัน คือ 710 bp ซึ่งในงานวิจัยของ Loongyai 
et al.11 ไดจดัจาํแนกไสเดอืนดนิ 4 ชนิด ซึง่เปนชนดิ Pheretima 
peguana Eudrilus eugeniae Perionyx excavatus และ

P. excavates โดยใชไพรเมอร COI ซึง่พบวาขนาดของผลผลติ
พีซีอารมีขนาดเทากับ 657 bp ซึ่งตางจากในงานวิจัยน้ีที่มี
ขนาด 710 bp
 เมือ่นาํผลผลติพซีอีารของไสเดอืนดนิมาทาํการคดั
เลือกหาเอนไซมตัดจําเพาะจากท้ังหมด 13 ชนิด พบวา

เอนไซมที่เหมาะสมในการตัดโมเลกุลดีเอ็นเอของไสเดือนดิน
วงศ Megascolecidae และไสเดือนดินเปรียบเทียบมี 3 ชนิด 

คือ Dde I, Alu I และHinf I พบวาเอนไซม 3 ชนิดนี้สามารถ
แบงแยกความแตกตางของแตละชนิดไดอยางชัดเจน และได
รปูแบบการตดัทีแ่ตกตางกันออกไป เมือ่นํามาสราง Composite 

haplotype พบทั้งหมด 13 รูปแบบ ไดแก AAA, BBB, CCC, 
DDD, EEE, FJF, GFG, HGH, IHI, JII, KJI, LJI และMJI ซึ่ง

พบวา Composite haplotype สามารถแยกชนิดท่ีมีลักษณะ

ทางพันธุกรรมแตกตางจากกลุมอื่นไดอยางชัดเจน เชน 
รูปแบบ AAA ไดแก Dichogaster bolaui (outgroup) รูปแบบ 
BBB ไดแก M. peguana รูปแบบ CCC ไดแก M. bahli 
รูปแบบ DDD ไดแก M. anomala รูปแบบ EEE ไดแก M. 
planata รูปแบบ FJF ไดแก A. seiboldi รูปแบบ GFG ไดแก 
M. posthuma รูปแบบ HGH ไดแก unknown รูปแบบ IHI 
ไดแก M. houlleti รปูแบบ JII ไดแก M. sp1 รปูแบบ KJI ไดแก 
M. sp2 รูปแบบ LJI ไดแก M. sp3 และรูปแบบ MJI ไดแก 
M. bipora เมือ่ทาํการวเิคราะหความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของ

ไสเดอืนดนิวงศ Megascolecidae และไสเดอืนดนิเปรยีบเทยีบ
ดวยเทคนิค PCR-RFLP ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYSpc 
version 2.1p โดยพบวาสามารถแบงกลุมออกไดเปน 2 กลุม
ใหญ คือ กลุมที่ 1 Dichogaster bolaui (outgroup) และกลุม
ที่ 2 สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมยอย คือกลุมยอยที่ 2.1 

ประกอบดวย M. peguana, M. bahli, M. houlleti, M. posthuma, 
M. bipora, M. anomala, A. seiboldi และunknown สวนกลุม
ยอยที่ 2.2 ประกอบดวย M. sp1, M. sp2, M. sp3 และ
M. Planata ซึ่งพบวาทั้ง 2 กลุมใหญนี้มีคาสัมประสิทธิ์ความ

เหมือนเทากบั 0.66 ซึง่สอดคลองกับงานวิจยัของ Sharma et al.12 
ไดหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของไสเดือนดิน Eisenia fetida

ทีม่าจากแตละพืน้ทีพ่บวามีคาสัมประสทิธิค์วามเหมอืนเทากบั 
0.6 ดังนั้นจะเห็นไดแมวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอก
จะคลายคลึงกันแตลักษณะทางพันธุกรรมอาจแตกตางกันซ่ึง
ขอมูลทางพันธุกรรมจึงมีความนาเชื่อถือมากกวาขอมูลทาง
สัณฐานวิทยา
 การทาํงานวจิยัในครัง้ตอไปอาจนําผลผลิตพซีอีาร 

ที่ไดนําไปหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ เพื่อตรวจสอบความ
แตกตางทางพนัธกุรรมของไสเดอืนดนิ และตวัอยางทีน่าํมาศกึษา
ควรเกบ็ใหมากกวานี ้และครอบคลมุในทุกพืน้ทีเ่พือ่ชวยในการ
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