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บทคัดย่อ 
ในปัจจบุนั มีการท าประมงปลิงทะเลลกูบอล (Phyllophorella kohkutiensis) ซึ่งพบครัง้แรกในประเทศไทย เพิ่มมาก

ขึน้ทัง้ฝ่ังอ่าวไทยและทะเลอนัดามนั แต่ข้อมลูพืน้ฐานซึ่งมีความส าคญัต่อการบริหารจดัการทรัพยากรปลิงทะเลชนิดนีย้งัไมม่ี
การศึกษาในประเทศไทย การศึกษานีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรม ยืนยนัการจ าแนกชนิด 
และตรวจสอบความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของปลงิทะเลลกูบอลที่พบในนา่นน า้ไทย โดยการวิเคราะห์ความผนัแปรของล าดบั
นิวคลีโอไทด์บริเวณยีน cytochrome c oxidase subunit I ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ผลการศึกษาพบว่าปลิงทะเลลกูบอล
จาก ต. เกาะสาหร่าย อ. เมือง จ. สตลู (N = 15) อา่วบ้านดอน อ. ทา่ฉาง จ. สรุาษฎร์ธานี (N = 15) และเกาะช้าง จ. ตราด (N 

= 2) มีความหลากหลายของแฮโพลไทป์สงู (h = 0.675 ± 0.089) แตม่ีความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ต ่า (π = 0.00192 ± 
0.00054) ตวัอย่างปลิงทะเลทัง้หมดเป็นชนิดเดียวกัน คือ ชนิด Phyllophorella kohkutiensis มีค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม 
(distance measure = Kimura 2-parameter) ระหวา่ง 0-1.07% สอดคล้องกบัการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการของ
ปลิงทะเลลูกบอลกับปลิงทะเลชนิดอื่นโดยการสร้างแผนผังความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมแบบ maximum parsimony และ 
neighbor-joining ที่จดัปลงิทะเลลกูบอลอยูใ่นกลุม่เดียวกนัทัง้หมด  

  

ค าส าคัญ  :  ปลงิทะเลลกูบอล ; Phyllophorella kohkutiensis ; นา่นน า้ไทย ; COI 
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Abstract 

Ball sea cucumbers (Phyllophorella kohkutiensis)  were originally found in Thailand.  They have been 
increasingly fishing from both the Gulf of Thailand and the Andaman Sea. Nevertheless, basic knowledge essentially 
required for the species management has never been reported in Thailand. This study aimed to investigate genetic 
diversity, confirm the species identification and examine phylogenetic relationships of ball sea cucumbers in Thai 
waters, by analyzing DNA sequence variation at cytochrome c oxidase subunit I in mitochondrial DNA. The results 
suggested that ball sea cucumbers from Tumbon Koh Sarai, Amphur Muang, Satun Province (N =  15) , Ban Don 
Bay, Amphur Tha Chang, Surat Thani Province (N =  15)  and Koh Chang, Trat Province (N =  2)  showed high 

haplotype diversity (h = 0.675 ± 0.089) but their nucleotide diversity was low (π = 0.00192 ± 0.00054). All ball sea 
cucumbers were the same species which was Phyllophorella kohkutiensis. Pairwise genetic distances between sea 
cucumber samples (distance measure = Kimura 2-parameter) were ranging from 0-1.07%. This is consistent with 
phylogenetic analysis between ball sea cucumbers and other sea cucumber species. Phylogenetic trees based on 
maximum parsimony and neighbor-joining methods showed that ball sea cucumbers were clustered within a single 
clade.  
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บทน า   
ปลิงทะเลลกูบอล (Phyllophorella kohkutiensis Heding & Panning, 1954) เป็นสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลงัในทะเล 

จัดอยู่ในไฟลมั Echinodermata ชัน้ Holothuroidea อนัดบั Dendrochirotida วงศ์ Phyllophoridae ปลิงทะเลในวงศ์นีม้ีการ
รายงานในประเทศไทยทัง้หมด 13 ชนิด (Putchakarn et al., 2017) ปลิงทะเลลกูบอลพบครัง้แรกบริเวณเกาะกูด จ. ตราด               
ในปี พ.ศ. 2443 ในรัชสมยัพระบาทสมเด็จพระจุลจอมเกล้าฯ และตีพิมพ์เป็นชนิดใหม่ของโลกในปี พ.ศ. 2497 (Heding & 
Panning, 1954) ปลิงทะเลชนิดนีพ้บแพร่กระจายทั่วไปในทะเลจีนใต้ตัง้แต่อ่าวตังเก๋ีย (Liao & Pawson, 2001) ประเทศ
เวียดนาม (Cherbonnier, 1961) เกาะกูด อ่าวไทย (Heding & Panning, 1954) ลงไปทางทิศใต้จนถึงประเทศสิงคโปร์ (Ong 
et al. , 2016)  และในทะเลอันดามันพบตั ง้แต่ จังหวัดระนองลงไปจนถึ ง จังหวัดสตูล  (S.  Putchakarn, personal 
communication, October 9, 2020) ปลงิทะเลลกูบอลมกัพบฝังตวัอยูต่ามพืน้ในหาดโคลนถึงโคลนปนทราย แหลง่หญ้าทะเล 
และป่าชายเลนท่ีมีความเค็มสงู (Heding & Panning, 1954) ปลงิทะเลลกูบอลมีบทบาทส าคญัในระบบนิเวศเช่นเดียวกบัสตัว์
ในกลุม่ปลิงทะเลชนิดอื่น โดยท าหน้าที่เป็นผู้ ย่อยสลายตะกอนสารอินทรีย์ในระบบนิเวศให้มีขนาดเล็กลง ท าให้แบคทีเรียและ        
ผู้ย่อยสลายอื่น ๆ น าไปใช้ประโยชน์ได้ง่ายขึน้ (Uthicke et al., 2009) นอกจากนีแ้ล้วปลิงทะเลลกูบอลยงัมีประโยชน์ในการ
น ามาใช้เป็นอาหาร สกัดเป็นยารักษาโรค และเป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ ในปัจจุบนัการท าประมงปลิงทะเลลกูบอล           
มีเพิ่มมากขึน้ทัง้ในฝ่ังอ่าวไทยและทะเลอนัดามนั โดยเฉพาะในพืน้ที่จงัหวดัชายฝ่ังทะเลของไทย เช่น จ. สรุาษฎร์ธานี และ               
จ. สตลู เป็นต้น ดงัที่เห็นจากข่าวการลกัลอบเข้ามาจบัปลิงทะเลลกูบอลอย่างต่อเนื่องโดยชาวประมงจากประเทศเพื่อนบ้าน 
(S. Putchakarn, personal communication, October 9, 2020) รวมถึงการดดัแปลงเคร่ืองมือท าการประมงประเภทคราด            
ติดกบัเรือประมงพาณิชย์ ซึง่เป็นการใช้เคร่ืองมือประมงที่ผิดกฎหมายในการลกัลอบจบัปลงิทะเลลกูบอลในพืน้ท่ีชายฝ่ัง 3 ไมล์
ทะเล ดงัที่เป็นข่าวในพืน้ที่ของ จ. สตูล เป็นต้น (Department of Marine and Coastal Resources, 2020) การใช้ประโยชน์
จากปลิงทะเลลกูบอลมีทัง้ในรูปแบบของปลิงทะเลสดและการแปรรูปเป็นปลิงทะเลตากแห้ง โดยปลิงทะเลที่จับได้สว่นมาก            
จะถกูสง่เป็นสนิค้าสง่ออกไปตา่งประเทศ สว่นปลงิทะเลที่เหลอืจากการสง่ออกจะใช้บริโภคในครัวเรือน แม้วา่ปลงิทะเลลกูบอล
จดัเป็นสตัว์น า้เศรษฐกิจชนิดหนึ่ง แต่ผลผลิตของปลิงทะเลลกูบอลมีปริมาณไมช่ดัเจนและไมม่ีการบนัทึกจ านวนปลิงทะเลที่มี
การสง่ออก (S. Putchakarn, personal communication, October 9, 2020) 

การเพิ่มขึน้ของการท าประมงปลงิทะเลลกูบอลในประเทศไทยท าให้การจดัจ าแนกชนิดปลงิทะเลอยา่งถกูต้องมีความ
จ าเป็นต่อการบริหารจัดการและการอนุรักษ์ทรัพยากรปลิงทะเลชนิดนีเ้พื่อการใช้ประโยชน์อย่างยัง่ยืน การจัดจ าแนกชนิด
ปลิงทะเลโดยวิธีอนุกรมวิธานอาศยัการศึกษาสณัฐานวิทยา เช่น จ านวนหนวด ลกัษณะวงแหวนหินปูน (calcareous ring) 
และต าแหน่งของเท้าเทียม (tube feet) ร่วมกบัการศึกษาลกัษณะของออสซิเคิล (ossicles) หรือเกล็ดหินปนูที่พบบริเวณผนงั
ล าตัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ซึ่งการศึกษาลักษณะของออสซิเคิลเป็นวิธีการที่ใช้เวลานานและต้องอาศัยผู้ เช่ียวชาญ 
(Madduppa et al., 2017) การจัดจ าแนกชนิดโดยวิธีอนกุรมวิธานแบบดัง้เดิมมีความไม่แน่นอนและประสบปัญหาบ่อยครัง้ 
เนื่องมาจากลกัษณะทางอนุกรมวิธานที่ใช้ในการจัดจ าแนกมีความซบัซ้อน ลกัษณะทางอนุกรมวิธานบางลกัษณะมีความ
หลากหลายสงู เช่น จ านวนหนวดในสกลุ Phyrella (Michonneau & Paulay, 2014) และอาจมีช่ือเรียกได้หลายแบบขึน้อยูก่บั
ผู้ เขียนคู่มือการจ าแนกชนิด อีกทัง้ในบางการศึกษายงัอาศยัการจ าแนกจากลกัษณะทางอนกุรมวิธานเพียงลกัษณะเดียว เช่น 
การจ าแนกในระดับวงศ์และสกุลของปลิงทะเลในอันดับ Dendrochirotida (Michonneau & Paulay, 2014) เป็นต้น การ
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จ าแนกชนิดตวัอย่างในระยะวยัอ่อน (juvenile) และระยะที่เป็นแพลงก์ตอนชัว่คราว (meroplanktonic larva) ท าได้ยากกว่า
ปกติและคู่มือในการจ าแนกชนิดมีน้อยมาก (Laakmann et al., 2016) การศึกษาสณัฐานวิทยาจากตวัอย่างที่เก็บรักษาใน
พิพิธภัณฑ์ท าได้ยากเพราะตัวอย่างไม่สมบูรณ์ เช่น ปลิงทะเลในอันดับ Aspidochirotida และ Dendrochirotida (Byrne                
et al., 2010; Michonneau & Paulay, 2014) และการจ าแนกชนิดโดยวิธีอนุกรมวิธานแบบดัง้เดิมจากสัณฐานวิทยาและ
ลกัษณะของออสซิเคิลใช้แยกชนิดซอ่นเร้น (cryptic species) ไมไ่ด้ (บทน าใน Byrne et al., 2010) ในปัจจบุนัจึงมีการทบทวน
การจดัจ าแนกชนิดปลิงทะเลโดยการศกึษาการจดัจ าแนกชนิดด้วยวิธีอนกุรมวิธานร่วมกบัการศกึษาข้อมลูทางพนัธุกรรม เช่น 
การทบทวนการจดัจ าแนกชนิดปลงิทะเลในสกลุ Phyrella (Michonneau & Paulay, 2014)      

ประเทศไทยยงัขาดข้อมลูพืน้ฐานส าคญัที่ใช้ในการประเมินสถานภาพเบือ้งต้นของปลงิทะเลลกูบอลในธรรมชาติ เช่น 
นิเวศวิทยาการแพร่กระจาย ชีววิทยาการสบืพนัธุ์ และข้อมลูพนัธุกรรมในระดบัชนิดและประชากร ในประเทศสงิคโปร์มีการจดั
สถานะของปลงิทะเลลกูบอลในสกลุเดียวกนั (Phyllophorella) ชนิด Phyllophorella spiculata (Tennis-ball sea cucumber) 
ว่าเกือบอยู่ในข่ายใกล้การสูญพันธุ์  (vulnerable) ตามบัญชีแดงของประเทศสิงคโปร์ (The Singapore Red Data Book)            
โดยสาเหตุหลกัมาจากการท าลายแหล่งที่อยู่อาศยัโดยการบุกเบิกพืน้ที่หรือกิจกรรมของมนุษย์ตลอดแนวชายฝ่ังซึ่งส่งผล
กระทบต่อระบบนิเวศที่ปลิงทะเลอยู่อาศยั (Davison et al., 2008) ดงันัน้การศึกษานีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อตรวจสอบความ
หลากหลายทางพนัธุกรรม ยืนยนัการจ าแนกชนิดและตรวจสอบความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของปลิงทะเลลกูบอลที่พบใน
น่านน า้ไทย โดยการวิเคราะห์ความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน cytochrome c oxidase subunit I (COI)                 
ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ยีน COI นิยมใช้ในการจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตในอาณาจกัรสตัว์ (Hebert et al., 2003) ความ            
ผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI มีความหลากหลายในระดบัที่เหมาะสมต่อการจ าแนกชนิดสตัว์ไม่มีกระดูก     
สนัหลงัในทะเลในไฟลมั Echinodermata (ได้แก่ ดาวขนนก ดาวทะเล ดาวเปราะ เม่นทะเล เม่นหัวใจ เหรียญทะเล และ
ปลิงทะเล) (Laakmann et al. , 2016)  จากรายงานการศึกษาทางอณูพันธุศาสตร์ของสัตว์ในกลุ่มปลิงทะเล  (ชัน้ 
Holothuroidea) ที่มีมาก่อนหน้านีพ้บว่ายีน COI มีคุณสมบัติเหมาะสมในการศึกษาการจัดจ าแนกชนิด การค้นพบชนิด      
ซ่อนเร้น (cryptic species) การศึกษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ (Arndt et al., 1996; Byrne et al., 2010; Michonneau 
& Paulay, 2014; Miller et al., 2017) และการศกึษาพนัธุศาสตร์ประชากร (Skillings et al., 2014; Soliman et al., 2016)  

 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. การเก็บตวัอย่าง  

เก็บตวัอย่างเนือ้เยื่อปลิงทะเลลกูบอลจ านวน 32 ตวัอย่าง ระหว่างเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2562 – มกราคม พ.ศ.
2563 จากพืน้ที่ ต. เกาะสาหร่าย อ. เมือง จ. สตลู จ านวน 3 สถานี ๆ ละ 5 ตวัอย่าง อ่าวบ้านดอน อ. ท่าฉาง จ. สรุาษฎร์ธานี 
จ านวน 3 สถานี ๆ ละ 5 ตวัอย่าง และช่องเกาะช้าง ระหว่างอ่าวตราดของแผ่นดินใหญ่กบัเกาะช้าง จ. ตราด จ านวน 1 สถานี  
2  ตวัอยา่ง เพื่อการศกึษาวิเคราะห์ทางพนัธุกรรม โดยตดัชิน้สว่นเนือ้เยื่อของปลงิทะเลบริเวณเท้าเทียม (tube feet) ความยาว
ประมาณ 0.5 - 1 เซนติเมตร  แล้วน าไปเก็บรักษาในแอลกอฮอล์บริสทุธ์ิ (absolute ethanol) ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

ตัวอย่างปลิงทะเลลูกบอลจากการศึกษานีผ้่านการจัดจ าแนกชนิดว่าเป็นปลิงทะเลลูกบอลชนิด Phyllophorella 
kohkutiensis จากผู้ เช่ียวชาญ (ดร. สุเมตต์ ปุจฉาการ นักวิทยาศาสตร์ช านาญการพิเศษ สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล 
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มหาวิทยาลยับูรพา) โดยใช้เอกสารจัดจ าแนกชนิดของ Heding & Panning (1954) และ Ong et al. (2016) การจัดจ าแนก
ชนิดดูจากอวยัวะภายนอกและภายใน ลกัษณะและจ านวนหนวด ลกัษณะวงแหวนหินปนู (calcareous ring) ต าแหน่งของ         
เท้าเทียม (tube feet) และลกัษณะของออสซิเคิล (ossicles) ที่บริเวณผิวหนงัตามล าตวัสว่นตา่ง ๆ ของปลงิทะเล 
2. การสกดัดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และการหาล าดบันิวคลีโอไทด์  

น าตวัอย่างเนือ้เยื่อที่เก็บรักษาในแอลกอฮอล์บริสทุธ์ิจ านวน 32 ตวัอย่าง มาสกัดดีเอ็นเอ เร่ิมจากการตดัชิน้ของ
เนือ้เยื่อเป็นชิน้เล็ก ๆ แล้วน าไปสกดัดีเอ็นเอโดยการใช้ชุดสกดัดีเอ็นเอ DNeasy kit (Qiagen) ที่ออกแบบมาเพื่อสกดัดีเอ็นเอ
จากเนือ้เยื่อสตัว์และปฏิบตัิตามขัน้ตอนการสกดัดีเอ็นเอดงัที่แนบไว้ในชดุสกดัดีเอ็นเอ จากนัน้จึงเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย
จากยีนบริเวณ mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I (COI) ขนาด 690 bp ซึ่งมีคณุสมบตัิเหมาะสมในการศกึษา
การจ าแนกชนิดและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปลิงทะเล (Arndt et al. , 1996)  โดยใช้ไพรเมอร์  COIe-F: 
ATAATGATAGGCGGRTTTGG และ COIe-R:  GCTCGTGTRTCTACRTCCAT (Arndt et al. , 1996)  การขยายปริมาณ       
ดีเอ็นเอใช้วิธีการใน Wen et al. (2011) โดยในปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) ซึ่งมีปริมาตรรวม 50 µL 
ประกอบด้วย 100 µM dNTP (2 µL), 1xPCR buffer (5 µL), 0.2 µM primer (1 µL), 1.5 mM MgCl2 (1.5 µL), 2 unit Taq 
DNA polymerase (0.4 µL) และ 1 µg template DNA (1 µL)  

ขัน้ตอนในปฏิกิริยา PCR อ้างอิงจาก Wen et al. (2011) โดยเร่ิมจากการแยกสายดีเอ็นเอในช่วงเร่ิมต้น ( initial 
denaturation) ที่อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย 40 รอบของการแยกสายดีเอ็นเอ (denaturation) ที่  95 °C         
เป็นเวลา 30 วินาที การจับคู่ระหว่างไพรเมอร์กับดีเอ็นเอสายเดี่ยว (annealing) ที่ 50 °C เป็นเวลา 30 วินาที (บางตวัอย่าง    
ไม่เกิดผลผลิตดีเอ็นเอ (PCR product) ที่อุณหภูมินี ้จึงใช้อุณหภูมิ 42 °C แทน ซึ่งได้จากการตรวจหาอุณหภูมิ annealing ที่
เหมาะสมด้วยการท า PCR gradient ที่ก าหนดให้มีอุณหภูมิ annealing ในช่วง 42 °C จนถึง 52 °C) และการเพิ่มปริมาณ       
ดีเอ็นเอ (extension) ท่ี 72 °C เป็นเวลา 1 นาที ปิดท้ายขัน้ตอนด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ท่ี 72 °C เป็นเวลา 10 นาที 

ท าผลผลติดีเอ็นเอ (PCR product) ให้บริสทุธ์ิโดยใช้ชดุท าผลผลติดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิ QIAquick PCR purification kit 
(Qiagen)  และน าผลผลิตดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิส่งไปวิเคราะห์เพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่หน่วยบริการวิเคราะห์หาล าดับ                  
นิวคลโีอไทด์บริษัท Macrogen Inc. กรุงโซล ประเทศเกาหลใีต้ โดยใช้วิธี standard sequencing  
3. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 ตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของปลิงทะเลลกูบอล 32 ตวัอย่าง ด้วยสายตาเพื่อยืนยนัความถกูต้องของการอ่านคา่ 
น าผลการอ่านค่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของแต่ละตวัอย่างจาก forward และ reverse  ไพรเมอร์มาเปรียบเทียบและรวมกันเป็น
เส้นเดียว (sequence assembly) โดยใช้โปรแกรม CAP3 (Huang & Madan, 1999, http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) 
จากนัน้จึงเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างทัง้หมดโดยใช้โปรแกรม Clustal X (Thompson et al., 1997)  รวมถึง
เปรียบเทียบกับข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI ของปลิงทะเลในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTN 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)  
3.1 ความหลากหลายและความแตกต่างทางพนัธกุรรม 

ตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรปลงิทะเลลกูบอลทัง้หมดโดยการค านวณ จ านวนแฮโพลไทป์ 

(H), คา่ความหลากหลายของแฮโพลไทป์และนิวคลีโอไทด์ (haplotype diversity, h และ nucleotide diversity, π) ต าแหนง่ที่
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แสดงความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ (segregating/polymorphic sites, S) และ average number of nucleotide 
differences (K) โดยใช้โปรแกรม DnaSP 6.12.01 (Rozas et al., 2017) ตรวจสอบและเปรียบเทียบความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของประชากรปลิงทะเลลกูบอลบริเวณเกาะสาหร่าย จ. สตลู อ่าวบ้านดอน จ. สรุาษฎร์ธานี และเกาะช้าง จ. ตราด 
วิเคราะห์ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของประชากรเกาะสาหร่าย อา่วบ้านดอน และเกาะช้าง โดยการค านวณคา่ pairwise FST 
(distance method: pairwise difference) ด้วยโปรแกรม Arlequin ver 3.5 (Excoffier et al., 2005) 
3.2 ระยะห่างทางพนัธกุรรมและความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ 

ตรวจสอบระยะหา่งทางพนัธุกรรมของตวัอย่างปลิงทะเลลกูบอล โดยการค านวณคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมระหวา่ง
คู่ของตวัอยา่ง (pairwise genetic distance, distance measure = Kimura 2-parameter) โดยใช้โปรแกรม PAUP* 4.0 beta 
10 (Swofford, 2002) วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic relationships) ของปลิงทะเลลูกบอลและ
ปลิงทะเลชนิดอื่น ๆ จากการสืบค้นในฐานข้อมูล GenBank ซึ่งมีล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI ใกล้เคียงกับปลิงทะเล          
ลกูบอลในการศึกษานี ้โดยการสร้างแผนผงัความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม (phylogenetic tree) แบบ maximum parsimony 
(MP) และ distance-based neighbor joining (NJ) ส าหรับการสร้างแผนผงัฯ แบบ MP เร่ิมจากการค้นหาแผนผงัฯ ที่ดีที่สดุ
โดยวิธี heuristic search แบบ simple sequence addition โดยใช้โปรแกรม PAUP* 4.0 beta 10 (Swofford, 2002) แผนผงัฯ 
แบบ MP ในช่วงเร่ิมต้นสร้างโดยวิธี stepwise addition และ branches swapped โดยการท า tree-bisection-reconnection 
(TBR) ยืนยนัผลการสร้างแผนผงัฯ ด้วยค่าความเช่ือมัน่ทางสถิติจากวิธี bootstrapping จ านวน 1,000 ครัง้ โดยใช้โปรแกรม 
PAUP* 4.0 beta 10 (Swofford, 2002) ส าหรับแผนผงัฯ แบบ NJ การจดัท าแผนผงัฯ เร่ิมจากการตรวจสอบหาโมเดลของ DNA 
substitution ที่เหมาะสมกับข้อมูลโดยใช้โปรแกรม MODELTEST 3.06 (Posada & Crandall, 1998) และสร้างแผนผังฯ              
โดยใช้โปรแกรม PAUP* 4.0 beta 10 (Swofford, 2002) จากนัน้จึงยืนยนัผลการสร้างแผนผงัฯ ด้วยวิธีการเดียวกบัการสร้าง
แผนผงัฯ แบบ MP  
 
ผลการวิจัย   
 จากการสกดัดีเอ็น การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ และการวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของปลงิทะเลลกูบอลบริเวณยีน COI 
จ านวน 32 ตัวอย่าง พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI มีขนาด 658 bp จ าแนกล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ 10 รูปแบบ           
(10 แฮโพลไทป์) แทนด้วย H1 ถึง H10 แฮโพลไทป์ที่พบมากที่สดุ คือ H2 พบในปลิงทะเล 18 ตวัอย่าง (12 ตวัอย่าง จากเกาะ
สาหร่าย จ. สตูล และ 6 ตวัอย่าง จากอ่าวบ้านดอน จ. สรุาษฎร์ธานี, ตารางที่ 1) แฮโพลไทป์ที่พบรองลงมา คือ H7 พบใน
ปลิงทะเล 4 ตวัอย่างจากอ่าวบ้านดอนทัง้หมด แฮโพลไทป์ H1 พบในปลิงทะเล 2 ตวัอย่างจากเกาะสาหร่ายและเกาะช้าง        
จ. ตราด แฮโพลไทป์ H8 พบในปลิงทะเล 2 ตวัอย่างจากอ่าวบ้านดอนทัง้หมด แฮโพลไทป์อื่น ๆ (H3 ถึง H6, H9 และ H10)         
พบในปลิงทะเล 1 ตัวอย่าง/แฮโพลไทป์ (การแพร่กระจายของแฮโพลไทป์ในแต่ละพืน้ที่แสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 1) 
ปลิงทะเลบริเวณเกาะสาหร่ายส่วนใหญ่ (80%) มีแฮโพลไทป์ H2 (ภาพที่ 1) ส าหรับปลิงทะเลบริเวณอ่าวบ้านดอน 40%             
ของประชากรมีแฮโพลไทป์ H2 และ 27% เป็นแฮโพลไทป์ H7 นอกจากนีย้งัพบว่ามีแฮโพลไทป์ (พบตัง้แต่ 2 ตวัอย่างขึน้ไป)            
ที่พบเฉพาะในประชากรอา่วบ้านดอน (ไม่พบในประชากรอื่น)  ได้แก่ H7 และ H8 (ตารางที่ 1 และภาพที่ 1) ส าหรับปลิงทะเล
ของเกาะช้างพบแฮโพลไทป์ H1 และ H3 อยา่งละ 50% (ตารางที่ 1 และภาพท่ี 1) 
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                             ตารางที่ 1  การแพร่กระจายของแฮโพลไทป์ของปลงิทะเลลกูบอล (H1 ถึง H10) ในแตล่ะพืน้ท่ี 
                                               เก็บตวัอยา่ง    ตวัเลขในวงเลบ็แสดงจ านวนตวัอยา่งทัง้หมดในแตล่ะพืน้ท่ี  

แฮโพลไทป์ จ านวนตวัอย่าง 

เกาะสาหร่าย (15) อ่าวบ้านดอน (15) เกาะช้าง (2) 
H1 
H2 
H3 
H4 
H5 
H6 
H7 
H8 
H9 
H10 

1 
12 
0 
0 
0 
1 
0 
0 
0 
1 

0 
6 
0 
1 
1 
0 
4 
2 
1 
0 

1 
0 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

 

 
 
ภาพที่ 1  การแพร่กระจายของแฮโพลไทป์ (H1 ถึง H10) ที่พบในปลงิทะเลลกูบอลจากบริเวณเกาะช้าง จ. ตราด อา่วบ้านดอน  
               จ. สรุาษฎร์ธานี  และเกาะสาหร่าย จ. สตลู  ความถ่ีของแตล่ะแฮโพลไทป์ที่พบแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ในแผนภมู ิ
               รูปวงกลม ขนาดของแผนภมูิเป็นสดัสว่นกบัขนาดของประชากร (จ านวนตวัอยา่งปลงิทะเล) 
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เมื่อเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ใน 10 แฮโพลไทป์ พบว่ามีนิวคลีโอไทด์ที่แสดงความแตกต่างกนั 13 ต าแหน่ง 
(ตารางที่ 2) ซึ่งเกิดจากการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์แบบ transition และ transversion เมื่อเปรียบเทียบระหว่างคู่ของ                
แฮโพลไทป์พบวา่มีความแตกตา่งของนิวคลโีอไทด์ตัง้แต่ 2 - 4 ต าแหนง่  

 
ตารางที่ 2  ต าแหนง่ความผนัแปรของล าดบันิวคลโีอไทด์ (polymorphic sites) บริเวณยีน cytochrome c oxidase subunit I  

   ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (COI) จ านวน 13 ต าแหนง่ เปรียบเทียบระหวา่งแฮโพลไทป์ของปลงิทะเลลกูบอล  
   (H1 ถึง H10) ตวัเลขบนล าดบันิวคลโีอไทด์แสดงต าแหนง่ของนวิคลโีอไทด์ (ขนาด 658 bp) เคร่ืองหมาย .  
    แสดงนิวคลโีอไทด์ที่เหมือนกนักบัแฮโพลไทป์ H1 

 
แฮโพลไทป์ 

ต าแหน่งของนิวคลีโอไทด์ 
0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 5 5 5 
1 3 5 8 2 3 4 5 9 9 3 3 5 
5 5 0 0 1 1 8 3 5 8 1 9 5 

H1  C T C C T T C T A C T T C 
H2  . . . . . . T . . . . . T 
H3  A C . T . . . . . T . . . 
H4  . . . . . . T . T . . . T 
H5  . . . . C . T . . . . . T 
H6  . . . . . C T . . . . . T 
H7  . . T . . . T . . . . . T 
H8  . . . . . . T . . . C . T 
H9  . . . . . . T C . . . . T 
H10  . . . . . . T . . . . C T 

การศึกษาเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของปลิงทะเลลกูบอลที่พบบริเวณเกาะสาหร่าย จ. สตูล อ่าวบ้านดอน                
จ. สรุาษฎร์ธานี และเกาะช้าง จ. ตราด กับข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของปลิงทะเลบริเวณยีน COI ในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่า   ปลิงทะเลลูกบอลมีล าดบันิวคลีโอไทด์คล้ายกันกับปลิงทะเล Phyrella mookiei (accession number KX874346) 
มากที่สดุ โดยมีคา่ความคล้ายคลงึของล าดบันิวคลโีอไทด์ Max Score = 776, Query Cover = 99% และ Percent Identity = 
87.71%  
ความหลากหลายและความแตกต่างทางพนัธุกรรม 

เมื่อค านวณความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลิงทะเลลูกบอลบริเวณยีน COI ซึ่งมีขนาด 658 bp                    
พบว่า มีต าแหน่งที่แสดงความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์ (polymorphic sites) จ านวน 13 ต าแหน่ง พบแฮโพลไทป์ (H) 
จ านวน 10 แฮโพลไทป์ ค่าความหลากหลายของแฮโพลไทป์ (haplotype diversity, h) มีค่าเท่ากบั 0.675 ± 0.089 ค่าความ

หลากหลายของนิวคลโีอไทด์ (nucleotide diversity, π) มีคา่เทา่กบั 0.00192 ± 0.00054 คา่ average number of nucleotide 
differences (K) มีค่าเท่ากบั 1.260 เมื่อค านวณความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปลิงทะเลลกูบอลในแต่ละประชากรตาม
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พืน้ที่ศึกษา พบว่าค่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปลิงทะเลบริเวณเกาะช้าง จ. ตราด มีค่าสงูที่สดุ รองลงมา ได้แก่   
อา่วบ้านดอน จ. สรุาษฎร์ธานี และเกาะสาหร่าย จ. สตลู ตามล าดบั (ตารางที่ 3)  

 
ตารางที่ 3  คา่ความหลากหลายทางพนัธกุรรม ได้แก่ จ านวนแฮโพลไทป์ (H), ความหลากหลายของแฮโพลไทป์ (h),  

                  ความหลากหลายของนิวคลโีอไทด์ (π) ต าแหนง่ที่แสดงความแตกตา่งของล าดบันิวคลโีอไทด์ (S) และ  
                  average number of nucleotide differences (K) ของประชากรปลงิทะเลลกูบอลบริเวณเกาะสาหร่าย  
                  จ. สตลู เปรียบเทียบกบัประชากรอา่วบ้านดอน จ.สรุาษฎร์ธานี และเกาะช้าง จ. ตราด  

ประชากร N H h π S K 
เกาะสาหร่าย 
อา่วบ้านดอน 
เกาะช้าง 
รวม 

15 
15 
2 
32 

4 
6 
2 
10 

0.371 ± 0.153 
0.790 ± 0.079 
1.000 ± 0.500 
0.675 ± 0.089 

0.00081 ± 0.00039 
0.00162 ± 0.00029 
0.00608 ± 0.00304 
0.00192 ± 0.00054 

4 
5 
4 
13 

0.533 
1.067 
4.000 
1.260 

 
จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่างทางพันธุกรรมของประชากรเกาะสาหร่าย จ. สตูล อ่าวบ้านดอน            

จ. สุราษฎร์ธานี  และเกาะช้าง จ. ตราด โดยการค านวณค่า population pairwise FST  (distance method:  pairwise 
difference) พบว่าประชากรจากเกาะช้างแสดงความแตกต่างกบัประชากรเกาะสาหร่ายและอ่าวบ้านดอนอย่างมีนยัส าคญั 
(FST = 0.76828, p = 0.01855 ± 0.0046 และ FST = 0.68498, p = 0.00391 ± 0.0019 ตามล าดบั, number of permutations 
= 1,023) รายละเอียดแสดงในตารางที่ 4  

 
ตารางที ่4   คา่ population pairwise FST (distance method: Pairwise difference) (ในตารางซ้าย-ลา่ง)  
                   และคา่ FST P-value (ในตารางขวา-บน) ท่ีได้จากการเปรียบเทียบระหวา่งคูข่องประชากรจากเกาะสาหร่าย  
                   จ. สตลู อา่วบ้านดอน จ. สรุาษฎร์ธานี และเกาะช้าง จ. ตราด 

 เกาะสาหร่าย อา่วบ้านดอน เกาะช้าง 
เกาะสาหร่าย - 0.06250 ± 0.0074 0.01855 ± 0.0046 
อา่วบ้านดอน 0.07692 - 0.00391 ± 0.0019 
เกาะช้าง 0.76828 0.68498 - 

 
ระยะห่างทางพนัธุกรรมและความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ 
 ค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (pairwise genetic distance, distance measure = Kimura 2-parameter) ระหว่าง
ตวัอย่างปลิงทะเลลกูบอลมีค่าอยู่ระหว่าง 0% (พบในการเปรียบเทียบภายในตวัอย่างของ (1) เกาะสาหร่าย และ (2) อ่าว   
บ้านดอน และการเปรียบเทียบระหวา่งตวัอยา่งจาก (1) เกาะสาหร่ายกบัเกาะช้าง และ (2) เกาะสาหร่ายกบัอ่าวบ้านดอน) ถึง 
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1.07% (พบในการเปรียบเทียบระหว่างตัวอย่างจาก (1) เกาะช้างกับอ่าวบ้านดอน และ (2) เกาะช้างกับเกาะสาหร่าย) 
รายละเอียดแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางที ่5   คา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรม (pairwise genetic distance, distance measure = Kimura 2-parameter) ภายใน 
                   ประชากรเกาะสาหร่าย จ. สตลู อา่วบ้านดอน จ. สรุาษฎร์ธานี และเกาะช้าง จ. ตราด (ตวัเลขในวงเลบ็) และ 
                   ระหวา่งประชากร คา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมแสดงคา่เป็นเปอร์เซ็นต์  

 เกาะสาหร่าย อา่วบ้านดอน เกาะช้าง 
เกาะสาหร่าย (0) 0-0.46 0-1.07 
อา่วบ้านดอน - (0) 0.31-1.07 
เกาะช้าง - - (0.61) 

 จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการบริเวณยีน COI ของปลิงทะเลลูกบอลจ านวน 10 แฮโพลไทป์กับ
ปลิงทะเลชนิดอื่น ๆ ที่มีล าดบันิวคลีโอไทด์คล้ายกนัจากฐานข้อมูล GenBank จ านวน 14 ล าดบันิวคลีโอไทด์ และปลิงทะเล               
ลกูบอล Phyllophorella kohkutiensis จากฐานข้อมลู GenBank จ านวน 1 ล าดบัฯ ได้แก่ ปลิงทะเลจากวงศ์ Phyllophoridae 
ชนิด Phyrella mookiei จ านวน 3 ล าดบัฯ (accession numbers KX874346, JX544960 และ JX544957) ชนิด Lipotrapeza 
vestiens จ านวน 2 ล าดับฯ (accession numbers JX544961 และ JX544963) ชนิด Phyllophorus sp. จ านวน 3 ล าดับฯ 
(accession numbers KF142170, KF142169 และ  KF142178)  ปลิ งทะ เลจากวง ศ์  Cucumariidae ชนิด  Colochirus 
robustus จ านวน 1 ล าดบัฯ (accession number KX874347) ปลงิทะเลจากวงศ์ Holothuriidae ชนิด Holothuria atra จ านวน 
3 ล าดบัฯ (accession numbers EU848264, EU848233 และ EU848217) และ H. fuscogilva จ านวน 2 ล าดบัฯ (accession 
numbers EU848237 และ FJ971396) และปลิงทะเลลกูบอล Phyllophorella kohkutiensis จ านวน 1 ล าดบัฯ (accession 
number KF142184) โดยการสร้างแผนผงัความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมแบบ maximum parsimony (total character = 618, 
parsimony informative character = 183) root ด้วย outgroup คือ ปลิงทะเลจากวงศ์ Stichopodidae (มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกบัปลิงทะเลในวงศ์  Phyllophoridae, Cucumariidae และ Holothuriidae ที่เป็น ingroup) ชนิด Stichopus horrens 
(accession number JQ815238) พบแผนผงัฯ ที่ดีที่สดุจากวิธีการค้นหาแบบ heuristic จ านวน 8 แผนผงัฯ โดยแผนผงัฯ แบบ 
50% majority-rule consensus ของ 8 แผนผงัฯ แสดงในภาพท่ี 2 จากแผนผงัฯ พบวา่ปลงิทะเลลกูบอลทัง้หมดในการศึกษานี ้
จดัอยูใ่นกลุม่ (clade) เดียวกนั แยกจากปลงิทะเลชนิดอื่นอยา่งชดัเจน โดยมีคา่ความเช่ือมัน่สงูจาก bootstrap support 100% 
กลุ่มของปลิงทะเลลูกบอลในการศึกษานีม้ีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับกลุ่มของปลิงทะเลชนิด Phyllophorus sp., Phyrella 

mookiei, Colochirus robustus, Holothuria fuscogilva และ Holothuria atra แต่มีค่าความเ ช่ือมั่นต ่ า จาก bootstrap 

support น้อยกว่า 50% (ภาพที่ 2) จากแผนผงัฯ ปลิงทะเลชนิดเดียวกัน (Phyllophorus sp., Phyrella mookiei, Holothuria 
fuscogilva, Holothuria atra และ Lipotrapeza vestiens) ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนัแยกจากกลุม่ของปลงิทะเลชนิดอื่นด้วยคา่
ความเช่ือมั่นสูง (bootstrap support 100%) ยกเว้นปลิงทะเลลูกบอล Phyllophorella kohkutiensis (accession number 
KF142184) ที่ไมร่วมอยูใ่นกลุม่ของปลงิทะเลลกูบอลในการศกึษานี ้(H1-H10) และมีต าแหนง่อยูบ่ริเวณฐานของแผนผงัฯ  
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ภาพที่ 2  แผนผงัความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมแบบ Maximum Parsimony (50% majority-rule consensus of 8 trees)  

 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งแฮโพลไทป์ของปลงิทะเลลกูบอล (H1 ถึง H10) และปลงิทะเลชนิดอืน่จากฐานข้อมลู  
 GenBank (แทนด้วย accession number ตามด้วยช่ือชนิดของปลงิทะเล) ตวัเลขบนแผนผงัความสมัพนัธ์ทาง 
 พนัธุกรรมแสดงคา่ bootstrap support ที่มากกวา่ 50% จากการวิเคราะห์ 1,000 ครัง้ แผนผงัฯ root ด้วย outgroup  
 คือ ปลงิทะเลชนิด Stichopus horrens 
 

จากการวิเคราะห์ข้อมูลแฮโพลไทป์ของปลิงทะเลลูกบอลที่พบในน่านน า้ไทยกับปลิงทะเลชนิดอื่น ๆ ที่มีล าดับ               
นิวคลีโอไทด์คล้ายกันจากฐานข้อมูล GenBank โดยมี outgroup  คือ ปลิงทะเลชนิด Stichopus horrens พบว่าโมเดลของ 
DNA substitution ที่เหมาะสมที่สดุจากการคดัเลือกด้วยการใช้โปรแกรม Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 1998) โดย
การคัดเลือกด้วยวิ ธี hierachical likelihood ratio tests (hLRT)  คือ TrN+G (Tamura & Nei, 1993)  ซึ่งมีค่า nucleotide 
frequencies  A = 0.3665, C = 0.2631, G = 0.1261 และ T = 0.2444 gamma correction = 0.1388 ส าหรับการคดัเลือก
โดยวิ ธี  Akaike information criterion (AIC)  โมเดลที่ เหมาะสมที่สุด คือ GTR+ I+G (Rodriguez et al. , 1990)  ซึ่งมีค่า 
nucleotide frequencies  A = 0.3266, C = 0.2726, G = 0.1805 และ T = 0.2203 frequency of invariable sites = 0.5551 
gamma correction = 1.0519 จากแผนผังความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่สร้างโดยวิธี distance-based neighbor-joining 
พบว่าแผนผงัฯ ที่สร้างขึน้โดยใช้โมเดลทัง้สองโมเดลที่กล่าวมาข้างต้นมีลกัษณะไม่แตกต่างกัน โดยในที่นีจ้ะแสดงแผนผัง
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมที่สร้างโดยการใช้โมเดล TrN+G (ภาพที่ 3) จากแผนผงัฯ ปลิงทะเลลกูบอลทัง้หมดในการศกึษานี ้
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จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน มีค่าความเช่ือมั่นสูงจาก bootstrap support 99% กลุ่มของปลิงทะเลลูกบอลในการศึกษานี  ้                  

มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบักลุ่มของปลิงทะเลชนิด Phyllophorus sp., Phyrella mookiei, Colochirus robustus, Holothuria 

fuscogilva และ Holothuria atra แต่มีค่าความเช่ือมัน่ต ่าจาก bootstrap support 56% จากแผนผงัฯ ปลิงทะเลชนิดเดียวกนั
(Phyllophorus sp., Phyrella mookiei, Holothuria fuscogilva, Holothuria atra และ Lipotrapeza vestiens) ถูกจัดอยู่ใน
กลุ่มเดียวกันแยกจากกลุ่มของปลิงทะเลชนิดอื่นด้วยค่าความเช่ือมัน่สูง (bootstrap support 99-100%) ยกเว้นปลิงทะเล     
ลกูบอล Phyllophorella kohkutiensis (accession number KF142184) ที่ไมร่วมอยูใ่นกลุม่ของปลงิทะเลลกูบอลในการศกึษา
นี ้และมีต าแหนง่อยูบ่ริเวณฐานของแผนผงัฯ 

 
ภาพที่ 3  แผนผงัความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมสร้างโดยวิธี distance-based neighbor-joining โมเดลท่ีใช้คือ TrN+G แสดง 

 ความสมัพนัธ์ระหวา่งแฮโพลไทป์ของปลงิทะเลลกูบอล (H1 ถงึ H10) และปลงิทะเลชนิดอื่นจากฐานข้อมลู  
 GenBank (แทนด้วย accession number ตามด้วยช่ือชนิดของปลงิทะเล) ตวัเลขบนแผนผงัความสมัพนัธ์ทาง 
 พนัธุกรรมแสดงคา่ bootstrap support ที่มากกวา่ 50% จากการวิเคราะห์ 1,000 ครัง้ แผนผงัฯ root ด้วย outgroup 
 คือ ปลงิทะเลชนิด Stichopus horrens 
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วิจารณ์ผลการวิจัย    
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลิงทะเลลูกบอลในพืน้ที่เกาะสาหร่าย จ. สตูล อ่าวบ้านดอน                 

จ. สุราษฎร์ธานี และเกาะช้าง จ. ตราด โดยการวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน COI  ซึ่งมีขนาด                
658 bp โดยภาพรวมปลิงทะเลลกูบอลมีความหลากหลายของแฮโพลไทป์สงู (haplotype diversity, h = 0.675) แต่มีความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทด์ต ่า (nucleotide diversity, π = 0.00192) สอดคล้องกับรูปแบบของความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมที่พบบริเวณยีน COI ในรายงานการศกึษาปลงิทะเลชนิดอื่นท่ีมีมาก่อนหน้านี ้(Soliman et al., 2016) เช่น ปลงิทะเล 
Holothuria edulis ในบริเวณชายฝ่ังทางตะวนัตกและตะวนัออกของเกาะโอกินาวา่ ประเทศญ่ีปุ่ น (h = 0.59-0.77, 0.25-0.54 
และ π = 0.0015-0.0039, 0.0022-0.0034 ส าหรับประชากรทางตะวนัตกและตะวนัออก ตามล าดบั) (Soliman et al., 2016) 
และปลงิทะเลในสกลุ Holothuria ชนิดอื่น เช่น H. mammata, H. polii, H. arguinensis, H. atra และ H. whitmaei (วิเคราะห์
ผลการศึกษาใน Soliman et al., 2016) เมื่อวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับประชากร พบว่าความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรเกาะช้างมีค่ามากที่สดุ รองลงมา ได้แก่ ประชากรอ่าวบ้านดอนและเกาะสาหร่าย 
ตามล าดบั ผลการศึกษาอาจแสดงให้เห็นถึงสถานภาพของประชากรเกาะช้างที่อาจมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสงูจริง 
หรืออาจเกิดจากจ านวนตวัอย่างจากเกาะช้างมีจ านวนน้อยเมื่อเปรียบเทียบกบัประชากรอื่น จึงไม่สามารถน ามาค านวณเพื่อ
ประมาณคา่ความหลากหลายทางพนัธุกรรมที่แท้จริงของประชากรได้ การตรวจพบความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดบัต า่
ของประชากรเกาะสาหร่ายอาจเป็นผลจากการท่ีประชากรสว่นมากเปลีย่นรูปแบบการสืบพนัธุ์  จากการสบืพนัธุ์แบบอาศยัเพศ 
(sexual reproduction) เป็นการสบืพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศ (asexual reproduction) ท าให้การแลกเปลีย่นของยีน (gene flow) 
ในประชากรลดน้อยลง เช่นเดียวกนักบัสมมตุิฐานในการเปลี่ยนรูปแบบการสืบพนัธุ์ของปลิงทะเล Holothuria edulis บริเวณ
เกาะโอกินาวา ประเทศญ่ีปุ่ น จนท าให้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมในประชากรลดน้อยลง ทัง้นีเ้นื่องมาจากปัจจัยทาง
สิ่งแวดล้อม เช่น การพฒันาพืน้ที่ชายฝ่ังซึ่งไปท าลายระบบนิเวศ และส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในทะเลหลายชนิด (Soliman            
et al., 2016)  จากรายงานการศึกษาการจัดการทรัพยากรประมงชายฝ่ังของชุมชนชาวประมงพืน้บ้านใน ต. เกาะสาหร่าย              
อ. เมือง จ. สตลู โดย Jussapalo (2016) พบวา่ชมุชนมีปัญหาและอปุสรรคในการจดัการทรัพยากรประมงชายฝ่ังหลายประการ 
เช่น สตัว์น า้เศรษฐกิจมีปริมาณลดลง มีการใช้เคร่ืองมือผิดกฎหมาย มีการจบัสตัว์น า้วยัอ่อนหรือยงัไมไ่ด้ขนาด และประชาชน
ส่วนใหญ่ขาดจิตส านึกในเร่ืองการอนุรักษ์ เป็นต้น สาเหตุที่ความหลากหลายของประชากรปลิงทะเลลกูบอลบริเวณเกาะ
สาหร่ายอยูใ่นระดบัต ่าจึงอาจเป็นผลกระทบมาจากปัญหาและอปุสรรคในการจดัการทรัพยากรประมงชายฝ่ังของชมุชนในอดตี
ที่ผ่านมา แต่ในปัจจุบนั ผลจากงานวิจยัท าให้เกิดเครือข่ายในการจดัการทรัพยากรประมงชายฝ่ัง โดยในปัจจุบนัการจดัการ
ทรัพยากรประมงชายฝ่ังได้ผนวกเข้ากบัการทอ่งเที่ยวเชิงอนรัุกษ์ ท าให้เกิดแหลง่เรียนรู้และแหลง่ท ากิจกรรมเพื่อฟืน้ฟทูรัพยากร
ประมง (Jussapalo, 2016) อ่าวบ้านดอนเป็นอีกหนึ่งพืน้ที่ที่ประสบปัญหาจากการบกุรุกพืน้ที่ชายฝ่ัง เนื่องจากมีการพฒันา
ด้านต่าง ๆ เข้ามาในพืน้ที่อย่างรวดเร็ว เช่น การบุกรุกถางป่าชายเลนเพื่อท านากุ้ งแบบธรรมชาติ การเปลี่ยนสภาพนาข้าว              
เป็นบ่อเลีย้งกุ้ ง เป็นต้น ท าให้เกิดการท าลายป่าชายเลนซึ่งเป็นแหล่งอาศยัและแหล่งอนุบาลสตัว์น า้ ผลจากงานวิจัยเพื่อ
ท้องถ่ินในการฟื้นฟูทรัพยากรชีวภาพทางทะเลบริเวณพืน้ที่อ่าวบ้านดอนตัง้แต่ปี พ.ศ. 2547 เป็นต้นมา ท าให้ระบบนิเวศ              
ในพืน้ท่ีอา่วบ้านดอนคอ่ย ๆ ฟืน้ตวักลบัมา ถึงแม้วา่ปัญหาของอา่วบ้านดอนยงัไมห่มดไปจากพืน้ท่ี แต่ผลจากงานวิจยัที่ผา่นมา
ก็สามารถฟืน้ฟูทรัพยากรให้กลบัมาได้มาก (Community Based Research Division, 2017) พืน้ที่ศึกษาทัง้สองบริเวณเคย
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ประสบปัญหาการท าลายทรัพยากรธรรมชาติแต่ได้รับการฟืน้ฟูแล้ว ดงันัน้ปัจจยัทางสิ่งแวดล้อมของทัง้สองบริเวณจึงไมน่า่จะ
แตกต่างกนั อย่างไรก็ตาม ในปัจจบุนัยงัพบปัญหาการใช้เคร่ืองมือประมงที่ผิดกฎหมายในการลกัลอบจบัปลงิทะเลลกูบอลใน
พืน้ที่เกาะสาหร่าย จ. สตลู  สง่ผลกระทบต่อระบบนิเวศชายฝ่ัง เช่น การท าลายทรัพยากรหญ้าทะเล ปะการัง สตัว์น า้วยัอ่อน
จ าพวกปแูละหอยชนิดต่าง ๆ ที่ฝังตวัและหากินบริเวณพืน้ทรายใต้ทะเล (Department of Marine and Coastal Resources, 
2020)  และอาจมีผลกระทบต่อความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลิงทะเลลูกบอลในพืน้ที่ เกาะสาหร่ายด้วย                    
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมที่มีค่าต ่าของประชากรเกาะสาหร่าย อาจแสดงถึงแนวโน้มของประชากรที่ต่อไปอาจมีขนาด
เล็กลง ถ้าหากไม่มีการควบคุมการจับปลิงทะเลลูกบอล เมื่อประชากรมีขนาดเล็กและมีการผสมพันธุ์ภายในประชากร 
(inbreeding) มากกวา่การผสมพนัธุ์ระหวา่งประชากร อาจสง่ผลกระทบตอ่อตัราการสบืพนัธุ์และการอยูร่อด และสง่ผลโดยตรง
ตอ่การเพิ่มความเสีย่งตอ่การสญูพนัธุ์เนื่องมาจากความหลากหลายทางพนัธุกรรมที่ลดลง นอกจากนีย้งัสง่ผลให้ความสามารถ
ในการปรับตวัของประชากรเพื่อให้เข้ากบัสิง่แวดล้อมที่เปลีย่นแปลงไปและการคงอยูข่องประชากรในระยะยาวลดลงด้วย 

ความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างประชากรปลิงทะเลลกูบอลของเกาะช้าง จ. ตราด (อ่าวไทยฝ่ังตะวนัออก) กบั
เกาะสาหร่าย จ. สตลู (ทะเลอนัดามนั) และเกาะช้าง (อ่าวไทยฝ่ังตะวนัออก) กบัอ่าวบ้านดอน จ. สรุาษฎร์ธานี (อ่าวไทยฝ่ัง
ตะวนัตก) อาจอธิบายได้จากลกัษณะทางชีววิทยาบางประการของปลิงทะเล (ชัน้ Holothuroidea) ที่สนบัสนนุการเกิดความ
แตกต่างทางพันธุกรรมของประชากร เช่น ปลิงทะเลมีการเคลื่อนที่ต ่าในระยะตัวเต็มวัย การเข้าสู่ระยะสมบูรณ์เพศช้า          
การสืบพนัธุ์ขึน้อยู่กบัความหนาแน่นของประชากร และอตัราการเพิ่มขึน้ของสมาชิกใหม่ในประชากรต ่า (บทน า ใน Skillings          
et al., 2014) นอกจากนีแ้ล้ว ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของประชากรระหวา่งเกาะช้างกบัเกาะสาหร่าย และเกาะช้างกบัอา่ว    
บ้านดอนอาจสะท้อนให้เห็นถึงความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของประชากรระหวา่งอ่าวไทยฝ่ังตะวนัออกกบัทะเลอนัดามนั และ
อ่าวไทยฝ่ังตะวนัออกกบัอ่าวไทยฝ่ังตะวนัตก ที่มีการจ ากดัการแพร่กระจายของประชากรจากสภาพทางภูมิศาสตร์และการ
ไหลเวียนของกระแสน า้ เช่นเดียวกบัท่ีพบในสตัว์ทะเลชนิดอื่น ๆ เช่น ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมระหวา่งประชากรอา่วไทยฝ่ัง
ตะวนัออกกับทะเลอนัดามนัที่ตรวจพบในหอยลาย (Paphia undulata) (Donrung et al., 2011) ม้าน า้ด า (Hippocampus 
kuda) (Panithanarak et al., 2010) ปลาเก๋า (Epinephelus coioides) (Antoro et al., 2006) และกุ้ งกุลาด า (Penaeus 
monodon) (Klinbunga et al., 2001) และความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่งประชากรอ่าวไทยฝ่ังตะวนัออกกบัอา่วไทยฝ่ัง
ตะวนัตกที่ตรวจพบในกุ้ งกุลาด า (Penaeus monodon) (Klinbunga et al., 2001; Tassanakajon, 2003; Khamnamtong et 
al., 2009) และกุ้ งแชบ๊วย (Penaeus merguiensis) (Wanna et al., 2004) เป็นต้น ในทางตรงกันข้ามประชากรปลิงทะเล     
ลกูบอลของเกาะสาหร่ายไมแ่สดงความแตกตา่งทางพนัธุกรรมกบัประชากรอา่วบ้านดอน ประชากรสว่นใหญ่ของเกาะสาหร่าย
และอ่าวบ้านดอนมีแฮโพลไทป์เหมือนกนั แสดงว่ายงัมีการแลกเปลี่ยนของยีนระหวา่งทัง้สองประชากร ซึ่งอาจเกิดขึน้ในระยะ          
ที่เป็นแพลงก์ตอนชัว่คราว มีการศึกษาพบวา่ปลิงทะเลบางชนิดมีระยะที่เป็นแพลงก์ตอนอยู่นาน 18-25 วนั (Laxminarayana, 
2005)  ซึ่งท าให้เกิดการแพร่กระจายและการขยายขอบเขตของการแพร่กระจายในระยะที่เป็นแพลงก์ตอนชัว่คราว (Skillings 
et al., 2014) หรืออาจเป็นเพราะทัง้สองประชากรมีบรรพบุรุษหรือมีวิวฒันาการร่วมกนั อย่างไรก็ตาม การศึกษานีเ้ป็นเพียง
การศึกษาเบือ้งต้นเท่านัน้ การยืนยันความหลากหลายและความแตกต่างทางพันธุกรรมของประชากรปลิงทะเลลูกบอล                   
ในน่านน า้ไทยต้องมีการศึกษาตวัอย่างเพิ่มเติม ทัง้การเพิ่มจ านวนตวัอย่างต่อแหลง่ที่พบ (อย่างน้อย 30 ตวัอย่างหากเป็นไป
ได้) และเก็บตวัอย่างเพิ่มเติมให้ครอบคลมุพืน้ที่ที่พบการแพร่กระจายของปลิงทะเลลกูบอล โดยเฉพาะอย่างยิ่งจากบริเวณ 
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เกาะช้าง จ. ตราด ซึ่งเป็นตวัแทนของประชากรอ่าวไทยฝ่ังตะวนัออก ประชากรเกาะช้างในการศึกษานีม้ีจ านวนตวัอยา่งน้อย
มากเมื่อเปรียบเทียบกบัประชากรจากพืน้ท่ีอื่นจึงไมส่ามารถน ามาค านวณเพื่อประมาณความแตกต่างทางพนัธุกรรมที่แท้จริง
ของประชากรได้ นอกจากนีแ้ล้ว ควรมีการศึกษาความผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณอื่นเพิ่มเติม โดยคดัเลือกจาก
บริเวณที่พบความผนัแปรในนิวเคลยีสและในไมโทคอนเดรีย  

ปลิงทะเลลูกบอลมีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI คล้ายกับปลิงทะเลชนิด Phyrella mookiei (accession 
number KX874346) มากที่สุด และมีล าดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างจากปลิงทะเลลูกบอล Phyllophorella kohkutiensis 
(accession number KF142184) ซึ่งเป็นชนิดเดียวกัน จากการเปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล 
GenBank ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากความผิดพลาดในการจัดจ าแนกชนิดปลิงทะเลลูกบอล Phyllophorella kohkutiensis 
(accession number KF142184) ตวัอยา่งนีพ้บบริเวณตะวนัตกเฉียงเหนือของประเทศออสเตรเลยีและเก็บรักษาในพิพิธภณัฑ์ 
Museum of Victoria เมืองเมลเบิร์น รัฐวิคตอเรีย ประเทศออสเตรเลีย (Michonneau & Paulay, 2014) การพบตัวอย่าง
ปลิงทะเลลกูบอล Phyllophorella kohkutiensis บริเวณน่านน า้ของประเทศออสเตรเลียอยู่นอกขอบเขตการแพร่กระจายของ
ปลงิทะเลชนิดนีซ้ึง่อ้างอิงจากรายงานการส ารวจที่ผา่นมา (Heding & Panning, 1954; Cherbonnier, 1961; Liao & Pawson, 
2001; Ong et al., 2016; S. Putchakarn, personal communication, October 9, 2020, รายละเอียดในบทน า) โดยทั่วไป
สัณฐานวิทยาของปลิงทะเลชนิด Phyrella mookiei แตกต่างจากปลิงทะเลลูกบอล Phyllophorella kohkutiensis โดย
ปลิงทะเล Phyrella mookiei ล าตวัมีลกัษณะเป็นแทง่ยาวคอ่นข้างบาง ผนงัล าตวันิ่มและมีเท้าเทียมกระจายอยู่ทัว่ล าตวัอยา่ง
หนาแน่น มีสีเบจจนถึงสีขาวครีม (Michonneau & Paulay, 2014) ส่วนปลิงทะเลลูกบอล ล าตัวมีลักษณะกลมรีคล้าย
พระจนัทร์เสีย้ว เมื่อพองตวัจะมีรูปร่างกลมคล้ายลกูบอล ผนงัล าตวัคอ่นข้างหนาและล าตวัคอ่นข้างแข็ง มีเท้าเทียมกระจายอยู่
ทัว่ล าตวั มีสดี าเข้มจนถึงสนี า้ตาลและมีสขีาวเป็นหยอ่ม ๆ (S. Putchakarn, personal communication, October 9, 2020) 

การศึกษาระยะห่างทางพนัธุกรรมและความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของปลิงทะเลลกูบอลจากเกาะสาหร่าย จ. สตลู 
อ่าวบ้านดอน จ. สรุาษฎร์ธานี และเกาะช้าง จ. ตราด โดยการวิเคราะห์ความผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI 
พบว่าตวัอยา่งปลิงทะเลลกูบอลทัง้หมดเป็นชนิดเดียวกนั คือ ชนิด Phyllophorella kohkutiensis มีค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม
ภายในชนิดตัง้แต่ 0-1.07% ใกล้เคียงกบัคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมภายในชนิดของปลิงทะเลที่มีการศึกษามาก่อนหน้านี ้เช่น 
การศึกษาปลิงทะเลสกุล Stichopus พบว่ามีค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมต ่าสดุ 0% ในชนิด S. chloronotus และสงูสดุ 1.2% 
ในชนิด S. horrens (Byrne et al., 2010) จากรายงานการศึกษาค่าระยะห่างทางพันธุกรรมของสตัว์ในกลุ่ม echinoderm 
(ได้แก่ ดาวขนนก ดาวทะเล ดาวเปราะ เม่นทะเล เม่นหวัใจ เหรียญทะเล และปลิงทะเล)  โดยภาพรวมพบค่าระยะห่างทาง
พนัธุกรรมมีคา่ระหวา่ง 0-3.04% (Ward et al., 2008), < 2% (Corstorphine, 2010) และ 0-3.55% (Laakmann et al., 2016) 
ค่าระยะหา่งทางพนัธุกรรมจากรายงานการศึกษาของสตัว์ในกลุม่ echinoderm  มีค่าสงูสดุมากกวา่ค่าที่พบในปลงิทะเล ทัง้นี ้
เนื่องมาจากความผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์ภายในชนิดของดาวเปราะ (ชัน้ Ophiuroidea) มีค่าสงู (Ward et al., 2008; 
Laakmann et al., 2016) ผลการศึกษาระยะห่างทางพนัธุกรรมสอดคล้องกบัผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ
ของปลิงทะเลลกูบอลกบัปลิงทะเลชนิดอื่น ๆ โดยพบว่าปลิงทะเลลกูบอลจดัอยู่ในกลุม่เดียวกนัทัง้หมด แผนผงัความสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมแบบ maximum parsimony และ neighbor-joining แสดงผลการศึกษาที่สอดคล้องกัน โดยพบว่าปลิงทะเล   
ลูกบอลมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับกลุ่มของปลิงทะเลชนิด Phyllophorus sp., Phyrella mookiei, Colochirus robustus, 
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Holothuria fuscogilva และ Holothuria atra อย่างไรก็ตาม ค่าความเช่ือมั่นจากความสัมพันธ์ของปลิงทะเลลูกบอลใน
การศึกษานีก้ับปลิงทะเลชนิดอื่นที่กล่าวมาข้างต้นมีค่าต ่า (น้อยกว่า 50% และเท่ากับ 56% ตามล าดับ) จึงไม่อาจยืนยนั
ความสมัพันธ์ได้ ปลิงทะเลลูกบอล Phyllophorella kohkutiensis (accession number KF142184) ไม่รวมอยู่ในกลุ่มของ
ปลิงทะเลลูกบอลในการศึกษานีท้ัง้ที่เป็นชนิดเดียวกัน ไม่แสดงความสมัพันธ์ใกล้ชิดกับปลิงทะเลที่จัดอยู่ในวงศ์เดียวกัน                 
(วงศ์ Phyllophoridae สกุล Phyllophorus และ Phyrella)     และมีต าแหนง่อยู่บริเวณฐานของแผนผงัฯ แสดงให้เห็นวา่ล าดบั
นิวคลีโอไทด์ของปลิงทะเลลูกบอล Phyllophorella kohkutiensis (accession number KF142184) ไม่ใช่ล าดับฯ ของ
ปลิงทะเลลูกบอล Phyllophorella kohkutiensis (ค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (Kimura 2-parameter)16.40-17.21%) หรือ
ปลิงทะเลชนิดอื่นที่มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบัปลิงทะเลลกูบอล (ค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม (Kimura 2-parameter) 17.83-
22.07%) ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากความผิดพลาดของการจดัจ าแนกชนิดจากตวัอยา่งที่เก็บรักษาในพิพิธภณัฑ์ซึง่อาจอยูใ่นสภาพ
ไม่สมบูรณ์  การศึกษานีแ้ละการศึกษาที่ผ่านมายืนยันประสิทธิภาพของยีน COI ในการจัดจ าแนกชนิดสัตว์ในกลุ่ม 
echinoderms โดยเฉพาะในกรณีที่การจดัจ าแนกชนิดทางอนกุรมวิธานมีความไมแ่นน่อน เช่น การทบทวนการจดัจ าแนกชนิด
สตัว์ในกลุ่ม echinoderm ชัน้ Asteroidea, Ophiuroidea, Echinoidea และ Holothuroidea ที่พบบริเวณทะเลเหนือ (North 
Sea) (Laakmann et al., 2016) และการทบทวนการจัดจ าแนกชนิดปลิงทะเลในสกุล Phyrella (Michonneau & Paulay, 
2014)  เป็นต้น การศึกษาล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณยีน COI ยงัท าให้ได้ฐานข้อมลูทางพนัธุกรรมซึง่ช่วยในการจดัจ าแนกชนิด
ของสตัว์ในกลุ่ม echinoderm ได้ในทุกระยะของวงจรชีวิต เช่น ระยะวยัอ่อน (juvenile) และระยะที่เป็นแพลงก์ตอนชัว่คราว 
(meroplanktonic larva) นอกจากนีล้ าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI ยังมีความส าคัญต่อการศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวฒันาการ (Arndt et al., 1996; Byrne et al., 2010; Michonneau & Paulay, 2014; Miller et al., 2017) รวมถึงการตรวจหา
ชนิดที่มีลกัษณะทางสณัฐานใกล้เคียงกนัมากซึ่งยากต่อการจ าแนกโดยวิธีอนุกรมวิธานแบบดัง้เดิม (sibling species) และ
ชนิดซอ่นเร้น (cryptic species) (Laakmann et al., 2016) 
 
สรุปผลการวิจัย   

การศึกษาและวิเคราะห์ความผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นบริเวณยีน COI ในไมโทคอนเดรียจากตวัอยา่ง
ปลิงทะเลลกูบอลที่ส ารวจพบในพืน้ที่ ต. เกาะสาหร่าย อ. เมือง จ. สตูล อ่าวบ้านดอน อ. ท่าฉาง จ. สรุาษฎร์ธานี และช่อง  
เกาะช้าง ระหว่างอ่าวตราดของแผ่นดินใหญ่กับเกาะช้าง จ. ตราด พบความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดบัชนิดของ
ปลิงทะเลลกูบอลมีความหลากหลายของแฮโพลไทป์สงู แต่มีความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ต ่า ส าหรับความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมในระดับประชากร ปลิงทะเลลูกบอลจากเกาะช้างมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงที่สุด รองลงมาคือ
ประชากรจากอ่าวบ้านดอนและเกาะสาหร่าย ตามล าดบั ประชากรจากเกาะช้างแสดงความแตกต่างทางพนัธุกรรมอย่างมี
นยัส าคญักบัประชากรจากอ่าวบ้านดอนและเกาะสาหร่าย ตรงกนัข้ามกบัประชากรจากอา่วบ้านดอนและเกาะสาหร่ายที่ไมม่ี
ความแตกต่างทางพนัธุกรรม อย่างไรก็ตาม ประชากรเกาะช้างในการศึกษานีม้ีจ านวนตวัอย่างน้อยมากเมื่อเปรียบเทียบกับ
ประชากรจากพืน้ที่อื่นจึงไม่สามารถน ามาค านวณเพื่อประมาณความหลากหลายและความแตกต่างทางพนัธุกรรมที่แท้จริง
ของประชากรได้ ผลการวิเคราะห์ระยะหา่งทางพนัธุกรรมและความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการยืนยนัวา่ปลิงทะเลลกูบอลทัง้หมด
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เป็นชนิดเดียวกัน คือ ชนิด Phyllophorella kohkutiensis ปลิงทะเลชนิดนีจ้ัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันตามความสัมพันธ์ทาง
วิวฒันาการและแยกจากปลงิทะเลชนิดอื่นอยา่งชดัเจน  
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