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บทคัดย่อ 
แตนเบียนในสกุล Psyttalia เป็นศัตรูธรรมชาติของแมลงวันผลไม้หลายชนิด ในประเทศไทยพบแตนเบียน

สกุล Psyttalia ที่มีการจัดจ าแนกไว้ 3 ชนิด และที่ไม่สามารถจัดจ าแนกได้อีกหลายชนิด เนื่องจากมีลักษณะ
ภายนอกที่คล้ายกันมาก แตนเบียนกลุ่มนี้มีแนวโน้มที่จะมีศักยภาพในการควบคุมแมลงวันผลไม้ได้ แต่ยังมีข้อมูล
ทางด้านพันธุกรรมของแตนเบียนในสกุลนี้ในประเทศไทยค่อนข้างน้อย ดังนั้นการน าเครื่องหมายทางดีเอ็นเอที่
เหมาะสม ใช้ได้ง่าย จึงมีความส าคัญในการจัดจ าแนกชนิดและศึกษารูปแบบความผันแปรทางพันธุกรรม ดังนั้นจึงได้
น าเครื่องหมายไอเอสเอสอาร์มาทดลองใช้ตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมของแตนเบียนชนิด P. fletcheri 
และ P. incisi ที่เก็บตัวอย่างได้จากพื้นที่ต่าง ๆ โดยการใช้ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 6 ไพรเมอร์ คือ (AG)8T, 
(AC)8RG, (CTC)6, (CA)8A, (TC)8C และ (CT)8G ที่สามารถเพิ่มปริมาณและให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน   
เมื่อน าไปวิเคราะห์ความผันแปรทางพันธุกรรมของแตนเบียนทั้งสองชนิดนี้  พบว่าแตนเบียนชนิด P. fletcheri มี
ความผันแปรทางพันธุกรรมค่อนข้างต่ าทั้งภายในประชากรและระหว่างประชากร ซึ่งมีค่าความแตกต่างทาง
พันธุกรรมภายในประชากรอยู่ในช่วง 0.00 ถึง 0.14 และระหว่างประชากรมีค่าตั้งแต่ 0.02 ถึง 0.13  ในขณะที่แตน
เบียนชนิด P. incisi มีความผันแปรทางพันธุกรรมค่อนข้างสูงในประชากรเดียวกัน โดยมีค่าอยู่ระหว่าง 0.18 ถึง 0.56 
เมื่อน าข้อมูลที่ได้มาสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมพบว่าไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ทั้ง 6 ไพรเมอร์ สามารถ
จ าแนกแตนเบียนท้ัง 2 ชนิด ออกจากกันได้อย่างชัดเจน 

 

ค าส าคัญ : แตนเบียนแมลงวันผลไม้; เครื่องหมายดีเอ็นเอ; ความผันแปรทางพันธุกรรม; ไอเอสเอสอาร์ 
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Abstract 
The parasitoids in the genus Psyttalia are natural enemies of various species of fruit flies. In 

Thailand, only 3 species of Psyttalia were identified and others were not clearly identified due to 
ambiguous morphologies. Some species of this genus tend to be used as effective biological control 
agents. However, the genetic information of these species, especially in Thailand is very limited. 
Thus, the appropriate genetic markers are needed for identification and evaluation of genetic 
variation in this genus. Therefore, ISSR markers have been used to detect genetic variation in 4 
populations of P. fletcheri and 1 population of P. incisi, from different localities. Twenty ISSR primers 
were screened and only six, i.e. (AG)8T, (AC)8RG, (CTC)6, (CA)8A, (TC)8C and (CT)8G) could generated 
polymorphic bands. The results showed low genetic variation within and among populations in P. 
fletcheri with genetic distance values ranging from 0.00 to 0.14 and 0.02 to 0.13, respectively. On 
the other hand, high genetic variation was found among individuals of P. incisi population with 
genetic distance values ranging from 0.18 to 0.56. In addition, phylogenetic tree showed that 2 
species can be clearly separated by ISSR markers.  
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1. บทน า 

แตนเบียน (parasitic wasp)  เป็นแมลงใน
อันดับ Hymenoptera เช่นเดียวกับผึ้ง ต่อ แตน ทั่ว
โลกพบประมาณ 50,000 ชนิดและยังมีอีกจ านวนมาก
ที่รอการค้นพบและจัดจ าแนก [1] แตนเบียนในสกุล 
Psyttalia เ ป็ น  endoparasitoids จั ด อ ยู่ ใ น ว ง ศ์  
Braconidae วงศ์ย่อย Opiinae เดิมแตนเบียนสกุลนี้
ส่วนใหญ่ถูกจัดเป็นสกุลย่อย อยู่ในสกุล Opius และได้
ยกระดับมาเป็นสกุล Psyttalia ในปี ค.ศ. 1987 [2]  
แตนเบียนสกุลนี้มีประมาณ 80 ชนิด [3] แต่ที่พบใน
ประเทศไทยมี เพียง 3 ชนิด  ที่จ าแนกได้  คือ P. 
fletcheri, P. incisi, และ P. makii ส าหรับอีกประมาณ 
4 ชนิด ที่ยังไม่สามารถจัดจ าแนกได้ เช่น Psyttalia 
sp. 1, Psyttalia sp. nr (near) fletcheri, Psyttalia 
sp. nr incisi และ Psyttalia sp. nr makii [4] แมลง
อาศัยของแตนเบียนกลุ่มนี้คือแมลงวันผลไม้ในสกุล 
Bactrocera หลายชนิด ได้แก่  B.  cucurbitae, B. 

dorsalis, B.  correcta, B.  latifrons เป็นต้น แตน
เบียนชนิด P. fletcheri  มักจะเบียนแมลงวันผลไม้
ชนิด B. cucurbitae หรือที่เรียกว่าแมลงวันแตง ส่วน 
P. incisi และ P. makii  มักจะเบียนแมลงวันผลไม้ 
สกุล Bactrocera อื่น ๆ ที่ส าคัญ เช่น B. dorsalis,  B. 
correcta,  B. latifrons, B. papayae [5] ซึ่งแมลงวัน
ผลไม้กลุ่มนี้เป็นแมลงศัตรูพืชผักผลไม้หลายชนิด ได้แก่ 
ผรั่ง ชมพู่ พุทรา มะม่วง รวมถึงพืชตระกูลแตงชนิดต่าง 
ๆ ซึ่งแมลงวันผลไม้เพศเมียตัวเต็มวัย จะวางไข่ใน
พืชผักผลไม้เมื่อเข้าสู่ระยะตัวอ่อน (larva stage) ก็จะ
กินเนื้อของผลเป็นอาหารและเจริญอยู่ภายในผลท าให้
เกิดการเน่าเสียและไม่เป็นที่ต้องการของตลาด ในแต่
ละปีมีพืชผักผลไม้รวมทั้งพืชพื้นเมืองและพืชเศรษฐกิจ
เสียหายเป็นจ านวนมากทั้งในประเทศไทยและหลาย ๆ 
ประเทศในแถบเอเชียใต้ อินโด-แปซิฟิก และบาง
ประเทศในอาฟริกา เกษตรกรมักจะก าจัดแมลงวัน
ผลไม้โดยการฉีดพ่นสารเคมี ซึ่งเป็นวิธีที่ได้ผลรวดเร็ว
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และสามารถก าจัดได้ในปริมาณมาก นอกจากนี้ยั งมี
วิธีการป้องกันโดยการห่อผลไม้ท าให้แมลงวันผลไม้ไม่
สามารถเข้าท าลายได้ ซึ่งสิ้นเปลืองเวลาและแรงงาน
ค่อนข้างมาก อย่างไรก็ตาม ศัตรูธรรมชาติอย่างหนึ่ง
ของแมลงวันผลไม้คือแตนเบียน  โดยแตนเบียนเพศ
เมียตัวเต็มวัยจะวางไข่ลงในตัวอ่อนของแมลงวันผลไม้ 
และพัฒนาเติบโตโดยกินของเหลวในตัวอ่อนของ
แมลงวันผลไม้ซึ่งเป็นแมลงอาศัย (host) และท าให้
แมลงอาศัยตายในที่สุด แตนเบียนจะเข้าสู่ระยะดักแด้
อยู่ภายในคราบดักแด้ของแมลงอาศัยจนกระทั่งเป็นตัว
เต็มวัย [6] ดังนั้นแตนเบียนกลุ่มนี้จึงถูกจัดให้เป็นแมลง
ที่มีความส าคัญในการควบคุมประชากรของแมลงวัน
ผลไม้  และได้มีการน าไปเพาะเลี้ยงและปล่อยสู่
ธรรมชาติเพื่อควบคุมประชากรแมลงวันผลไม้ เช่น P. 
fletcheri [7-9] ซึ่งเป็นแตนเบียนท่ีส าคัญของแมลงวัน
แตง (B.  cucurbitae)  ที่ มั กจะ เข้ าท าลายพืชผัก
หลากหลายชนิด แต่จะพบมากที่สุดคือพืชตระกูลแตง 
เช่น แตงกวา ต าลึง บวบ มะระ เป็นต้น เมื่อมีการ
ระบาดของแมลงวันผลไม้รวมทั้งแมลงวันแตงในหมู่
เกาะฮาวาย จึงได้มีการน าเข้า แตนเบียนหลายชนิดเข้า
ไปยังหมู่เกาะฮาวาย เพื่อใช้ในการควบคุมประชากร
แมลงวันผลไม้โดยชีววิธีเป็นระยะเวลายาวนานตั้ง แต่ปี 
ค.ศ. 1916 [7] ในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการน า
แตนเบียนในสกุล Psyttalia มาใช้ในการควบคุม
ประชากรแมลงวันผลไม้ และยังมีข้อมูลการศึกษา
เกี่ยวกับแตนเบียนสกุลนี้ค่อนข้างน้อย   ในการจัด
จ าแนกแตนเบียนสกุลนี้ยังมีความสับสน ต้องอาศัยผู้ที่
มีความรู้ความช านาญสูง เนื่องจากลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาคล้ายคลึงกันมาก ดังนั้นเครื่องหมายพันธุกรรมจึง
มีบทบาทส าคัญที่จะน ามาใช้แก้ปัญหาด้านการจ าแนก
ชนิดของเตียนเบียนได้ แตนเบียนในสุกลนี้มีศักยภาพที่
จะน าไปใช้ในการควบคุมประชากรของแมลงวันผลไม้
เพื่อลดการใช้สารเคมีซึ่งเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมได้ 

อย่างไรก็ตาม ข้อมูลทางด้านพันธุศาสตร์ของแมลงใน
สกุลนี้ ยั งมีอยู่ ค่ อนข้างน้อย ซึ่ งข้อมูลดั งกล่ าวมี
ความส าคัญมากในการที่จะน าไปใช้ประโยชน์ในการ
พัฒนาให้แตนเบียนในสกุลนี้เป็นแมลงควบคุมศัตรูพืช
โดยชีววิธีที่มีประสิทธิภาพ     

มีรายงานการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดต่าง ๆ 
ในการศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมในประชากร
แตนเบียน รวมถึงแมลงอื่น ๆ อีกหลายชนิด ได้แก่ การ
ใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บางบริเวณของยีน 16S rRNA ใน
ไมโตคอนเดรียเพื่อศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของแมลงในอันดับ Hymenoptera [10,11] 
และ ITS (internal transcribe spacer) ของยีน 28S 
rRNA เพื่อใช้ในการจ าแนกสปีชีส์คอมเพล็กซ์ในแตน
เบียน Diachasmimorpha longicaudata ซึ่ ง เป็น
แตนเบียนของแมลงวันผลไม้ในสกุล Bactrocera [12] 
โดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งส่วนใหญ่
สามารถใช้แยกความแตกต่างได้ในระดับชนิดขึ้นไป   
การจ าแนกชนิดแตนเบียนในสกุล Psyttalia 3 ชนิด 
คือ P. concolor,  P. coserae และ P. perproximus 
ซึ่งเป็นแตนเบียนของ olive fly ในพื้นที่ต่าง ๆ ท่ีมีการ
ปลูกกาแฟในเคนยา พบว่าเครื่องหมาย AFLP (ampli-
fied fragment length polymorphism) สามารถใช้
ในการจ าแนกแตนเบียนกลุ่มนี้ออกจากันได้ [13]    

นอกจากน้ีดีเอ็นเอเครื่องหมายที่มีความผันแปร
ในแต่ละโลคัสสูงกว่าบริเวณอื่น ๆ คือ เครื่องหมาย    
ไมโครแซทเทิลไลท์ (microsatellite marker หรือ 
simple sequence repeat ห รื อ  short tandem 
repeat) อีกทั้งยังมีความจ าเพาะเจาะจงในแต่ละโลคัส 
ซึ่งมีการน ามาใช้ในการศึกษาพันธุศาสตร์ประชาการ
ของแมลงหลายชนิด เช่น ผึ้ง ชันโรง แตนเบียน [14-
17] ข้อจ ากัดของเครื่องหมายไมโครแซทเทิลไลท์ คือ 
การพัฒนาเครื่องหมายดังกล่าวต้องใช้เวลาและต้นทุน
ค่อนข้างสูง เนื่องจากต้องหาล าดับเบสของบริเวณที่มี 
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simple sequence repeat (SSR) แล้วจึงจะออกแบบ 
ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับต าแหน่งหรือโลคัสนั้น ๆ  
ดังนั้นข้อมูลทางด้าน microsatellite marker ของ
แตนเบียนจึงมีค่อนข้างจ ากัด ต่อมาได้มีการพัฒนา
เทคนิค inter-SSR (ISSR) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ต้องอาศัย
การเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอด้วยปฏิกิริยาแบบลูกโซ่  
(polymerase chain reaction, PCR) เพื่อเพ่ิมปริมาณ
ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างล าดับเบสที่มีเบสซ้ าแบบ
เอสเอสอาร์ จ านวนเบสในแต่ละซ้ ามีตั้งแต่ 2-4 เบส 
ตัวอย่างไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ ที่ถูกออกแบบเพื่อใช้
ในการจ าแนกชนิดและศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรของ
แมลงในกลุ่ม necro-phagous fly ซึ่งเป็นแมลงกิน
ซากที่มีความส าคัญในด้านนิติวิทยาศาสตร์ ได้แก่     
ไพรเมอร์ (AG)8C, (CA)6AC, (TG)8GT, (GACA)4  เป็น
ต้น [18] นอกจากนี้ยังมีการน าไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ 
เช่น (AG)8T, (AC)8T, (GA)8T, (AC)8YT, (GA)8A มาใช้
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ในผึ้งชนิด Apis mellifera L. 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากไอเอสเอสอาร์นี้  พบว่าให้
ความหลากหลายทางพันธุกรรมมากถึง 53.66 % ซึ่ง
สามารถใช้ศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรของผึ้งในพื้นที่
ต่าง ๆ ได้ [19] มีรายงานการใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจาก
ไอเอสเอสอาร์ในแตนเบียนของแมลง white fly ชนิด 
Eretmocerus mundus Mercet [20] พบว่าสามารถ
แยกความแตกต่างของแตนเบียนชนิดนี้ในประชากร 3 
กลุ่ม ออกจากได้   

จะเห็นได้ว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไอเอส-
เอสอาร์ เป็นเครื่องมือหนึ่งที่มีความส าคัญที่สามารถ
น ามาใช้แก้ปัญหาในการจ าแนกชนิดของแตนเบียนให้
ถูกต้อง ในกรณีที่ไม่สามารถแยกความแตกต่างทาง
สัณฐานวิทยาได้ โดยสามารถท าได้ง่าย รวดเร็ว และ
ราคาไม่แพง นอกจากน้ียังสามารถใช้ในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมภายในและระหว่า ง
ประชากรได้อีกด้วย ในการวิจัยครั้งนี้จึงได้ศึกษาความ

ผันแปรทางพันธุกรรมของแตนเบียนชนิด P. fletcheri 
และ P. incisi โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏกิิรยิา
พีซีอาร์ โดยใช้ไพเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 6 ไพร
เมอร์ ขนาด 16-18 นิวคลีโอไทด์ ในการสร้างลายพิมพ์
ดี เอ็น เอของแตนเบียนจากพื้นที่ ต่ าง  ๆ โดยไม่
จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับเบสของดีเอ็นเอที่ศึกษา 
องค์ความรู้ดังกล่าวสามารถน าไปเป็นแนวทางในการ
ประยุกต์ใช้ประโยชน์ทางด้านการควบคุมแมลงศัตรูพืช
โดยชีววิธีที่มีประสิทธิภาพในอนาคต  
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 แตนเบียน 

เก็บตัวอย่างผลไม้ที่ถูกแมลงวันผลไม้เข้า
ท าลาย ได้แก่ ชมพู่ ฝรั่ง ต าลึง บวบ มะระ ขี้กาแดง 
เป็นต้น จากพื้นที่ต่าง ๆ  5 จังหวัด คือ กาญจนบุรี  
นครราชสีมา นนทบุรี พิษณุโลก และล าปาง น าเข้า
มายังห้องปฏิบัติการ ปล่อยให้แมลงวันผลไม้เจริญ
จนกระทั่งเข้าสู่ระยะดักแด้ แล้วเก็บดักแด้ใส่ในกล่อง
เลี้ยงแมลง เพื่อรอเวลาการออกมาเป็นตัวเต็มวัยของ
แตนเบียน ดักแด้ของแมลงวันผลไม้ที่มีแตนเบียนอยู่
ภายในจะฟักออกมาเป็นแตนเบียน ส าหรับดักแด้ที่ไม่
ถูกเบียนจะฟักออกมาเป็นแมลงวันผลไม้ จากนั้นจัด
จ าแนกชนิดของแมลงวันผลไม้ [21] และจ าแนกชนิด
แตนเบียนที่พบ [5] จากการเก็บตัวอย่างพืชที่ถูก
แมลงวันผลไม้เข้าท าลายในพื้นที่ต่าง ๆ ส่วนมากจะไม่
พบแตนเบียน ในการเก็บตัวอย่างพบแตนเบียนในสกุล 
Psyttalia เพียง 2 ชนิด คือ P. fletcheri และ P. incisi  
ในการเก็บต าลึงและชมพู่ ตามล าดับ และไม่พบแตน
เบียนชนิด P. makii เลย ส่วนใหญ่ที่พบ คือ ชนิด P. 
fletcheri ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากมีการใช้สารเคมีก าจัด
วัชพืชและแมลงอย่างกว้างขวาง จึงท าให้ประชากร
แตนเบียนซึ่ งมีความอ่อนแอต่อสารเคมีลดน้อย         
ลง ตัวอย่างแตนเบียนจะถูกเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -20  
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องศาเซลเซียส ก่อนน ามาสกัดดีเอ็นเอ 
2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 

น าตัวอย่างแตนเบียนแต่ละตัวมาตัดปีก
ออก แล้วท าความสะอาดด้วยแอลลกอฮอล ์70 % ตาม
ด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ จากนั้นซับให้แห้ง แล้วน ามา
สกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงจาก Lifton protocol [22] 
บดตัวอย่างแตนเบียนใน homogenization buffer 
(0.2 M sucrose, 0.05 M EDTA, 0.1 M Tris, pH 9.0, 
and 0.5 % SDS) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ในหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ เติม proteinase K (20 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้น เติม potassium acetate ความเข้มข้น 8     
โมลาร์ที่เย็น ปริมาตร 75 ไมโครลิตร แล้วแช่ในน้ าแข็ง
เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา น าไปหมุน
เหวี่ยงที่ 10,000 rpm นาน 15 นาที ดูดสารละลายใส
ใส่หลอดใหม่โดยระวังไม่ให้มีเศษตะกอนติดมา จากนั้น
เติม RNase A (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร แล้วทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที  
เมื่อครบเวลาจึงเติม phenol : chloroform : isoamyl 
alcohol (25 : 24 : 1 v/v) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
กลับหลอดไปมาเบา ๆ น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12 ,000 
rpm เป็นเวลา 2 นาที แล้วค่อย ๆ ดูดสารละลายใส
ด้านบนใส่หลอดใหม่ และเติม chloroform : isoamyl 
alcohol (24 : 1 v/v) ปริมาตร 500 ไมโคร ลิตร แล้ว
กลับหลอดไปมาเบา ๆ น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12 ,000 
rpm 2 นาที น าสารละลายใสด้านบนใสห่ลอดใหม่ แล้ว
เติม sodium acetate ความเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 
0.1 เท่า ของสารละลาย และ isopropyl alcohol ที่
เย็น ปริมาตร 1 เท่า ของสารละลาย น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน เมื่อครบ
เวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 13 ,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็น

เอ จากนั้นล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย แอลลกอฮอล์ 70 % 
โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบเท่าเดิม เป็นเวลา 15 
นาที และเทแอลลกอฮอล์ทิ้ง แล้วตากตะกอนดีเอ็นเอท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นละลายตะกอน
ดีเอ็นเอด้วย TE buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.0, 1 
mM EDTA) ปริมาตร 20-25 ไมโครลิตร หลังจากนั้น
น าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปวิเคราะห์ปริมาณและตรวจสอบ
คุณภาพ โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
260 และ 280 นาโนเมตร และท าอิเล็กโทรโฟรีซิสโดย
ใช้เจลอะกาโรส 0.8 % ใน 0.5X TBE buffer (45 mM 
Tris-borate, 1 mM EDTA)  และใช้เอธิเดียมโบรไมด์ 
(ethidium bromide) ในกา รย้ อมดี เ อ็ น เ อ  แล้ ว
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

2.3 การตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ 

2.3.1 การตรวจหาไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์
และสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ การศึกษาครั้งนี้ใช้ไพรเมอร์ไอเอส-
เอสอาร์ทั้งหมด 20 ไพรเมอร์ [20] โดยตรวจสอบหา
สภาวะที่เหมาะสม ได้แก่ อุณหภูมิขั้นตอน annealing 
และความเข้มข้นของ MgCl2  ตั้งแต่ 2.0-4.0 มิลลิโม-
ลาร์ จากนั้นตรวจสอบคุณภาพของผลผลิตที่ได้จากการ
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรซีิส โดย
ใช้เจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ละลายใน 0.5X TBE 
buffer และย้อมดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ 

2.3.2 การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ในตัวอย่างแตนเบียนชนิด P. 
fletcheri จ านวน 4 ประชากร ซึ่งเก็บได้จากพืชอาศัย 
คือ ต าลึงที่ถูกแมลงวันแตงเข้าท าลาย จากจังหวัด 
กาญจนบุรี นครราชสีมา นนทบุรี และพิษณุโลก และ
แตนเบียนชนิด P. incisi จากจังหวัดล าปาง โดยการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแตนเบียนด้วยเทคนิคไอเอส-
เอสอาร์พีซีอาร์ เตรียมสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซี -
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อาร์ ปริมาตรรวมใน 1 หลอดปฏิกิริยา เท่ากับ 20 
ไมโครลิตร ประกอบด้วยจีโนมิคดีเอ็นเอ 20-30 นาโน
กรัมต่อปฏิกิริยา, PCR buffer 1 เท่า (10 mM Tris-
HCl pH 8. 8, 50 mM KCl แ ล ะ  0. 08 %  ( v/ v) 
Nonidet P40) , dNTP ชนิดละ 100 ไมโครโมลาร์ , 
MgCl2 ความเข้มข้น 2.0-4.0 มิลลิโมลาร์ (ขึ้นอยู่กับไพร
เมอร์) ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ 10 พิโคโมลาร์,  BSA 
20 นาโนโมลาร์ , เอนไซม์  Taq DNA polymerase 
(Thermo Scientific) 1 ยูนิต และเติมน้ ากลั่นปลอด
เช้ือให้ปริมาตรครบ 20 ไมโครลิตร ตั้งค่าสภาวะ
อุณหภูมิในขั้นตอนต่าง ๆ ของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ให้เหมาะสมส าหรับแต่ละไพรเมอร์ โดยแบ่งเป็น 3 
ขั้นตอน ดังนี้ (1) ท าให้ดีเอ็นเอเสียสภาพที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 1 รอบ (2) ท าให้ดีเอ็นเอ
เสียสภาพที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั้น
ลดอุณหภูมิให้ต่ าลงที่ 47-59 องศาเซลเซียส เพื่อให้
ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing) นาน 1 
นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิเป็น 72 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที ท าซ้ าในข้อ (2) จ านวน 40 รอบ (3) เมื่อครบ 40 
รอบแล้ว บ่มต่อที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
จ านวน 1 รอบ จากนั้นตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ได้
ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้เจลอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซ็นต์ ละลายใน 0.5X TBE buffer และย้อม
ดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ 

2.4 การวิเคราะห์ผล 
เปรียบเทียบรูปแบบแถบดี เอ็นเอของ

ตัวอย่างแตนเบียนที่ศึกษา จากนั้นแปลงข้อมูลที่ได้จาก
แถบดีเอ็นเอเป็นข้อมูลแบบเลขฐานสอง โดยก าหนดให้
การปรากฏของแถบดีเอ็นเอมีค่าเท่ากับ 1 และการไม่
ปรากฏของแถบดีเอ็นเอมีค่าเท่ากับ 0 จากนั้นน าไป
วิเคราะห์ข้อมูลและจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
ด้วยวิธี UPGMA (unweighted pair group method 
with arithmetic mean) ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

POPGENE 32 version 1.32 [23]  และหาค่าความ
แตกต่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ภายใน
ประชากรด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์  NTSYSpc 
version 2.2 [24] และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
ความแตกต่างทางพันธุกรรมกับระยะทาง (geogra-
phic distance) ด้วยวิธี Mentel test โดยใช้โปรแกรม 
IBDWS version 3.23 [25] 
 

3. ผลและวิจารณ์ผล 
3.1 ไอเอสเอสอาร์ไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเตียนเบียน 2 

ชนิด ด้วยไพรเมอร์ ไอเอสเอสอาร์ 20 ไพรเมอร์ พบว่า
มีเพียง 6 ไพรเมอร์ ที่สามารถเพิ่มปริมาณตัวอย่าง     
ดีเอ็นเอของแตนเบียนและให้แถบดีเอ็นเอที่มีความ
หลากรูปแบบ (polymorphism) คือ (AG)8T, (AC)8RG, 
(CTC)6, (CA)8A, (TC)8C และ (CT)8G โดยที่แต่ละ   
ไพรเมอร์ให้จ านวนแถบดีเอ็นเอตั้งแต่ 7 -13 แถบ 
(ตารางที่ 1) รวมทั้งสิ้น 60 แถบ มีขนาดตั้งแต่ 200-
1,500 คู่เบส แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่าง (poly-
merphic band) ในแต่ละตัวอย่างที่น ามาศึกษามี
จ านวน 53 แถบ (88.33 %) แต่ละไพรเมอร์ให้แถบ    
ดี เอ็นเอที่มีความหลากหลายค่อนข้างสู ง  คือ มี
ค่าประมาณ 71-100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งความหลากหลาย
ของแถบดีเอ็นเอนั้นพบมากในแตนเบียนชนิด P. incisi   
ส ารับประชากรแตนเบียนชนิด P. fletcheri  ที่มาจาก
แหล่งต่าง ๆ นั้นพบว่าให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่มีความ
คล้ายคลึงกันมาก อย่างไรก็ตาม พบว่ามีแถบดีเอ็นเอ
บางแถบทีป่รากฏเฉพาะในแตนเบียนชนิด P. fletcheri 
แต่ไม่ปรากฏในแตนเบียนชนิด P. incisi ได้แก่ แถบ   
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 620 คู่เบส ที่ได้จากไพรเมอร์ 
(AG)8T (รูปที่  1) ซึ่งแถบดีเอ็นเอนี้สามารถใช้เป็น
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เครื่องหมายในการจัดจ าแนกหรือระบุชนิดของแตน
เบียนทั้งสองชนิดนี้ได้ 

3.2 ความผันแปรทางพันธุกรรมของแตน
เบียนชนิด P. fletcheri และ P. incisi  

การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุ-
กรรมของแตนเบียนทั้ง 2 ชนิด ด้วยไอเอสเอสอาร์พีซี-
อาร์ พบว่าแตนเบียนชนิด P. fletcheri จากพื้นที ่  ต่าง 
ๆ คือ กาญจนบุรี นนทบุรี นครราชสีมา และพิษณุโลก 
มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่คล้ายกัน  ซึ่งมีค่าความ
แตกต่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ภายใน
ประชากรตั้งแต่ 0 ถึง 0.14 และระหว่างประชากร
ตั้งแต่ 0.02 ถึง 0.13 แสดงให้เห็นว่าแตนเบียนชนิด P. 
fletcheri มีความผันแปรทางพันธุกรรมค่อนข้างต่ าทั้ง
ภายในประชากรและระหว่างประชากร  ซึ่ งผล
การศึกษาดังกล่าวสอดคล้องกับการใช้เครื่องหมายไม
โครแซทเทลไลท์ศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมใน
ประชากรแตนเบียนของแมลงวันแตงในประเทศไทย 
[17] ความผันแปรทางพันธุกรรมในประชากรของแตน
เบียนชนิด P. fletcheri เมื่อเปรียบ เทียบกับแตนเบียน
ชนิด P. incisi  ซึ่งมีจ านวนประชา กรที่ศึกษาค่อนข้าง

น้อย พบว่าประชากรแตนเบียนกลุ่มนี้มีความผันแปร
ทางพันธุกรรมภายในประชากรมีค่าค่อนข้างสูง โดยมี
ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมตั้งแต่ 0.18 ถึง 0.56 
ซึ่งสังเกตจากรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ค่อนข้าง
แตกต่างกันในแต่ละไพรเมอร์ ดังตัวอย่าง   ไพรเมอร์ 
(CA)8A (รูปที่ 2) และเมื่อเปรียบเทียบกับประชากร P. 
fletcheri จากจังหวัดต่าง ๆ พบว่ามีค่าความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมระหว่างประชากรอยู่ในช่วง 0.25 ถึง 
0.34 (ตารางที่ 2) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากแตนเบียนชนิด 
P. fletcheri จากท้ัง 4 ประชากร มีแมลงอาศัยและพืช
อาศัยค่อนข้างจ าเพาะ และตัวอย่างที่น ามาศึกษานั้น
ได้มาจากแมลงและพืชอาศัยชนิดเดียวกัน คือ B. 
cucurbitae และต าลึง (Coccinia grandis L.) ในขณะ
ที่แตนเบียนชนิด P. incisi แม้จะได้ตัวอย่างมาจากพืช
อาศัยชนิดเดียว คือ ชมพู่ (Eugenia javaniea lamk) 
แต่แตนเบียนชนิดนี้มีแมลงอาศัยหลากหลายกว่าชนิด 
P. fletcheri [4] จึงอาจส่งผลให้เกิดความผันแปรทาง
พันธุกรรมที่ค่อนข้างสูงภายในประชากรเดียวกัน  และ
เมื่อน าข้อมูล

 
ตารางที่ 1 สภาวะที่เหมาะในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของตัวอย่างแตนเบียนชนิด P. fletcheri และ P. incisi 

ด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ และจ านวนแถบที่เกิดขึ้นจากแต่ละไพรเมอร์ 
   

ISSR 
Primers 

Melting 
temperature 

(ºC) 

Annealing 
temperature 

(ºC) 

Concentration 
of MgCl2  (mM) 

Number of 
DNA bands 

Number of 
polymorphic 

bands 

Polymorphism 
(%) 

(AG)8T 50.0 48 2.0 8 6 75 
(AC)8R*G 53.9 48 4.0 11 11 100 
(CTC)6 61.7 59 3.5 11 10 90.91 
(CA)8A 50.0 47 2.0 13 11 84.62 
(TC)8C 52.4 49 2.0 7 5 71.43 
(CT)8G 12.4 49 3.0 10 10 100 

R* คือ นิวคลีโอไทด์ที่มีเบส G หรือ T 
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รูปที่ 1 ผลผลิตจากไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ของแตนเบียนชนิด P. fletcheri (1-8 ) และ P. incisi (9-10) จาก 
ไพรเมอร์ (AG)8T ซึ่งมีแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเฉพาะแตนเบียนชนิด P. fletcheri ดังลูกศรช้ี (M คือ       
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder) 

  

 
 

รูปที่ 2 ผลผลิตไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ของแตนเบียน P. incisi (ล าปาง 1-7) จากไพรเมอร์ (CA)8A (M คือ ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp ladder) 

 
ตารางที่ 2 ระยะห่างระหว่างประชากร (กิโลเมตร) (ด้านบน) และความแตกต่างทางพันธุกรรม (ด้านล่าง) ตาม

วิธีการของ Nei 1978 [26] 
   

Populations 
(Provinces) 

Kanchaburi 
(KRI) N=20 

Nonthaburi 
(NBI) N=20 

Nakhon Ratchasima 
(NMA) N=20 

Phitsanulok 
(PLK) N=20 

Lampang 
(LPG) N=7 

KRI **** 196 432 452    647     
NBI 0.0183 **** 284     366     603     
NMA 0.0939     0.0990 **** 460     618     
PLK 0.1212 0.1316 0.0248 **** 243 
LPG 0.3371 0.3441 0.2467 0.2881 **** 

 
ที่ได้มาสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่า
เครื่องหมายไอเอสเอสอาร์สามารถแยกแตนเบียนท้ัง 2 
ชนิด ออกจากันได้ชัดเจน (รูปที่ 3) ซึ่งแตนเบียนชนิด 

P. fletcheri ทั้ง 4 ประชากร ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน  
โดยที่ตัวอย่างประชากรจากกาญจนบุรีมีความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมที่ใกล้ชิดกับประชากรนนทบุรี คือมีความ
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แตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรทั้งสองน้อย
ที่สุด คือ 0.0183 ซึ่งประชากรจากสองพื้นที่อยู่ใกล้กัน
มากกว่าประชากรอื่น คือ ประมาณ 196 กิโลเมตร  
ในขณะที่ประชากรพิษณุโลกมีความใกล้ ชิดทาง
พันธุกรรมกับประชากรจากนครราชสีมา คือ มีค่าความ
แตกต่ างทางพันธุกรรมเพียง 0 .0248 ซึ่ งถือว่ า
ประชากรทั้งสองมีความใกล้ชิดกันค่อนข้างมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับระยะห่างระหว่างพื้นที่อาศัยซึ่งมี
ระยะทางประมาณ 460 กิโลเมตร แสดงให้เห็นถึงว่ามี
การไหลของยีน (gene flow) ระหว่างประชากรในพื้น

ต่าง ๆ ที่น ามาศึกษา เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ระหว่างความแตกต่างทางพันธุกรรมและระยะทาง
พบว่าไม่สัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (R=
0.3195, P=0.182) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากว่าประชากรที่
น ามาศึกษานั้นอยู่ไม่ห่างจากกันมากและมีสภาพทาง
ภูมิศาสตร์คล้ายคลึงกัน ถ้าประชากรอยู่ห่างกันมาก 
โอกาสที่จะเกิด gene flow ก็จะน้อยด้วย ประชากรที่
มี  gene flow ถึงกันน้อยก็มีแนวโน้มที่จะมีความ
แตกต่างทางพันธุกรรมมากข้ึน [27,28] 

 

 
 

รูปที่ 3 แผนภูมิความสัมพันธ์ของแตนเบียนชนิด P. fletcheri ทั้ง 4 ประชากร และ P. incisi ที่ได้จากเทคนิค  
ไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ 

 
การศึกษาครั้งน้ีพบว่าไอเอสเอสอาร์ไพรเมอร์

เพียง 2 ไพรเมอร์ ก็สามารถใช้ในการวิเคราะห์และแยก
ความแตกต่างของแตนเบียนทั้ง 2 ชนิด ออกจากกันได้
อย่างชัดเจน (รูปที่ 4) แสดงให้เห็นถึงศักยภาพการน า 
ดีเอ็นเอเครื่องหมายดังกล่าวไปประยุกต์ใช้ในการจัด
จ าแนกแตนเบียนในสกุล Psyttalia และเป็นแนวทาง
น าไปสู่การประยุกต์ใช้ในการจัดจ าแนกแตนเบียนชนิด
อื่น ๆ รวมถึงการศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมใน
ระดับประชากรและระหว่างประชากรได้อีกด้วย  
 

4. สรุป 

การจ าแนกและตรวจสอบความผันแปรทาง
พันธุกรรมของแตนเบียนชนิด P. fletcheri และ P. 
incisi ด้วยเครื่องหมายไอเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์
จ านวน 6 ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอจากประชากรแตน
เบียนชนิด P. fletcheri จ านวน 5 ประชากร พบว่า
สามารถใช้ตรวจสอบความผันแปรในระดับประชากรได้  
โดยมีค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากร
ในแตนเบียนแมลงวันแตง คือ 0.018 ถึง 0.131 และ 
ความแตกต่างภายในชนิด P. incisi มีค่าระหว่าง 0.18 
ถึง 0.56 ท าให้สามารถจ าแนกความแตกต่างระหว่าง
ชนิดที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันได้ชัดเจน อีกทั้งยังพบ
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ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะกับชนิดของแตนเบียน
อีกด้วย ดังนั้นเครื่องหมายไอเอสเอสอาร์จึงเป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอหนึ่งที่จะน ามาใช้ในการตรวจสอบ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของแตนเบียน ซึ่งเป็น
สิ่งมีชีวิตที่มีความผันแปรทางพันธุกรรมในประชากร
ค่อนข้างต่ ากว่าแมลงในกลุ่มอื่น ๆ 
 

 
 

รูปที่ 4 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
แตนเบียนชนิด  P.  fletcheri และ P. 
incisi จาก 5 ประชากร โดยใช้ข้อมูลจาก
ไพรเมอร์ (AG)8T และ (AC)8RG 

 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากงบประมาณ

รายได้ กองบริหารงานวิจัย มหาวิทยาลัยนเรศวร รหัส
ทุน R2558C04 
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