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บทคัดยอ 

 

        การวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธี  DNA barcodes เพ่ือนํามาใชในการ จําแนก ชนิดแมลงสาบ  

เปรียบเทียบกับวิธีสัณฐานวิทยาซ่ึงเปนวิธีมาตรฐาน โดยทําการจําแนกแมลงสาบจํานวน 12 ชนิด 

แบงเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิดจํานวน 10 ชนิด และแมลงสาบท่ีไมทราบชนิดอีก 2 ชนิด นําดีเอ็นเอท่ี

สกัดไดจากตัวอยางขาของแมลงสาบชนิดละ 5 ตัวอยาง รวมท้ังสิ้น 60 ตัวอยาง มาทําการ เพ่ิมจํานวนยีน 

COI  ดวยเทคนิค PCR  โดยการใช LepF1 และ LepR1 primer  ได DNA product  ขนาด 700 base 

pairs จากนั้นนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด  (sequencing) นํานิวคลีโอไทดท่ีไดมาทํา alignment และ 

phylogenetic trees โดยใชโปรแกรม Chromas MFC Application, BioEdit, Clustal X และ MEGA 

4.0 และยืนยันชนิดของแมลงสาบใน  Genbank และ IBOL system พบวาแมลงสาบท่ีทราบชนิดแลว

จํานวน 8 ชนิด ไดแก Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta 

brunnea, Periplaneta fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, Blettella germanica, Supella 

longipalpa,  Pycnocelus surinamensis ใหผลสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สวนอีก 2 

ชนิด ไดแก Blatta lateralis,  Panesthia angustipennis ใหผลไมสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา โดย Blatta lateralis ใหผลการยืนยันอยูในอันดับ (order) Blattaria 100% และ Panesthia 

angustipennis ใหผลการยืนยันตรงกับ Periplaneta fuliginosa  อาจจะเนื่องจากลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของ Panesthia angustipennis และ Periplaneta fuliginosa  มีความคลายคลึงกันมากใน

ลักษณะภายนอก  สวนแมลงสาบท่ีไมทราบชนิด unknown 1  ใหผลสอดคลองกับอันดับ ( order)  

Blattaria  วงศ (family)  Blattelladae  และ unknown 2 ใหผลสอดคลองกับ Blattaria   และเม่ือ



ศึกษาความแตกตางระหวางสปชีสของแมลงสาบ  (interspecifics K2P values) และความแตกตาง

ภายในสปชีส  (intraspecifics K2P value) พบวามีคาระยะหางทางพันธุกรรม 0.097-0.268 และ 0.00-

0.015  ตามลําดับ ซ่ึงมีคา มากกวา 0.02 และไมเกิน  0.02  ตามลําดับ จากการศึกษานี้สรุปไดวาวิธี  

DNA barcodes  โดยใชยีน COI สามารถนํามาใชในการจําแนกแมลงสาบไดอยางมีประสิทธิภาพ 

สอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
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Abstract 

 

        This research aims to develop DNA barcodes method for identification of cockroaches 

in compared with the standard morphology method. Out of 12 species, 10 were known 

species and 2 were unidentified species. DNA was extracted from cockroach legs; five 

samples for each species, in sum a total of 60 samples were collected. COI gene was 

amplified by PCR technique using LepF1 and LepR1 primer for DNA product size 700 base 

pairs. Then, DNA sequencing was performed, alignment and phylogenetic trees was done by 

using Chromas MFC Application, BioEdit, Clustal X and MEGA 4.0. Cockroach species were 

confirmed in Genbank and IBOL system. The study found that results from 8 species: 

Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta 

fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, Blettella germanica, Supella longipalpa,  Pycnocelus 

surinamensis were consistent with the morphology method while results from two species: 

Blatta lateralis and Panesthia angustipennis were inconsistent with the morphology 

method. Blatta lateralis was confirmed to be in the order Blattaria 100% and Panesthia 

angustipennis was resulted as Periplaneta fuliginosa. One presumption was that Panesthia 

angustipennis and Periplaneta fuliginosa are very similar in morphology. Unidentified 

species 1 is found to be in line with the order Blattaria family Blattelladae. Unidentified 



species 2 was consistent with Blattaria. Once studying the differences between species of 

cockroaches (Interspecifics K2P values) and intra-species differences (Intraspecifics K2P 

value), we found that the genetic distance were 0.097- 0.268 and 0.00- 0.015, respectively 

which were greater than 0.02 and less than 0.02, respectively. The study concluded that 

DNA barcodes using the COI gene can be used to classify cockroaches effectively and 

consistent with the morphology protocol. 

  



บทที่ 1 

บทนํา 

 

 แมลงสาบเปนแมลงมีปกท่ีเกาแกท่ีสุด ถือกําเนิดมาบนโลกนี้ตั้งแต ยุคโบราณ ( carboniferous)  

เม่ือประมาณ 250 ลานปท่ีแลว  ปจจุบันท่ัวโลกมีแมลงสาบท่ีสามารถจําแนกชนิดไดประมาณ 4,000 ชนิด  

แมลงสาบสวนใหญมักอาศัยอยูตามปาหรือท่ีรกราง มีเพียงประมาณ 50 ชนิด ท่ีพบอยูในบริเวณท่ีพัก

อาศัยของมนุษย   แมลงสาบท่ีพบบอยในประเทศไทยไดแก แมลงสาบอเมริกัน ( American cockroach) 

เปนชนิดท่ีพบมากท่ีสุด รองลงมาไดแก แมลงสาบเอเชียหรือแมลงสาบตะวันออก ( oriental cockroach) 

แมลงสาบเยอรมัน ( German cockroach) และแมลงสาบลายน้ําตาล ( brown-banded cockroach)   

แมลงสาบมีการเจริญเติบโตแบบ incomplete metamorphosis ประกอบดวยระยะไข (egg)  ตัวออน 

(nymph) และตัวเต็มวัย  (adult)  ตัวออนจะเหมือนกับตัวเต็มวัยทุกประการยกเวน ระบบสืบพันธุใน      

ตัวออนจะยังไมเจริญสมบูรณ    การลอกคราบจากตัวออนเจริญเปนตัวเต็มวัยนั้นจะตองลอกคราบ

ประมาณ 5-12 ครั้ง ข้ึนอยูกับแมลงสาบแตละชนิดซ่ึงจะมีความแตกตางกันไป(1) 

          วิธีมาตรฐานท่ีใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบทําไดโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา เนื่องจาก

แมลงสาบมีขนาดใหญ สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา แตวิธีการนี้ยังมีขอจํากัดในดานตาง ๆ เชน ชิ้นสวน

ของตัวอยางตองครบถวนสมบูรณ การจําแนกชนิดจําเปนตองใชระยะตัวเต็มวัยตัว ตัวอย างบางชนิดมี

ขนาดเล็กไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา และจําปน ตองอาศัยผูท่ีมีความรู ความ เชี่ยวชาญในการ

จําแนก(2-3) ซ่ึงวิธีการนี้ทําใหเกิดความผิดพลาดได และเนื่องดวยในปจจุบันแมลงสาบเปนปญหาทาง

สาธารณสุขอยางรายแรง โดยเปนสาเหตุหลักของโรคภูมิแพ เนื่องจาก สารคัดหลั่ง สิ่งขับถายหรือซากของ

แมลงสาบท่ีกลายเปนผงเหมือนฝุนละออง จะ เปนแหลงกําเนิดของสารกอโรคภูมิแพ (allergen)  โดยจะ

พบผูปวยโรคภูมิแพจากแมลงสาบถึงรอยละ 40-60 ของผูปวยโรคภูมิแพท้ังหมด และมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนทุก

ป อาการเบื้องตนจะคันบริเวณผิวหนัง คันตา น้ําตาไหล ไอจาม ไปจนถึงอาการรุนแรงถึงปอดอักเสบ หอบ

หืด หายใจไมออก (4) คณะผูวิจัย จึงมีความสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีการจําแนกชนิดแมลงสาบโดยวิธี  DNA 

barcodes(5-6)  เปรียบเทียบกับวิธีสัณฐานวิทยาท่ีเปนวิธีมาตรฐาน      โดยในการศึกษาครั้งนี้สนใจท่ีจะ

ศึกษาแมลงสาบท้ังหมด 12 ชนิด จําแนกเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิดโดยวิธีสัณฐานวิทยาจํานวน 10 ชนิด

ไดแก Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta 

fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, Blatta lateralis, Blettella germanica, Supella 

longipalpa,  Pycnocelus surinamensis, Panesthia angustipennis และแมลงสาบท่ีไมทราบชนิด

โดยวิธีสัณฐานวิทยา จํานวน 2 ชนิด ไดแก unknown 1, unknown 2  

 

 

 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Carboniferous&action=edit&redlink=1
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วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. พัฒนาวิธี DNA barcodes  เพ่ือใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบ 

2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธระดับโมเลกุลของแมลงสาบจากแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

          พัฒนาวิธี DNA barcodes เพ่ือใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบเปรียบเทียบกับวิธีสัณฐาน

วิทยา ( morphology) ของแมลงสาบ  12 ชนิด จําแนกเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิดโดยวิธีสัณฐานวิทยา

จํานวน 10 ชนิด ไดแก  Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta 

brunnea, Periplaneta fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, Blatta lateralis, Blettella 

germanica, Supella longipalpa,  Pycnocelus surinamensis, Panesthia angustipennis และ

แมลงสาบท่ีไมทราบชนิดจํานวน 2 ชนิด ไดแก  unknown 1, unknown 2  และศึกษาความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการของแมลงสาบจากแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ 

 

นิยามศัพทเฉพาะ 

          COI (Cytochrome c oxidase I)(7-21)  หมายถึง ยีนในไมโตคอนเดรีย  พบไดในสิ่งมีชีวิตทุก

ชนิด มีความหลากหลายนอยในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน แตมีความหลากหลายสูง ในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน 

เปนยีนท่ีสามารถเพ่ิมขยายชิ้นสวนของ DNA ได ดวย universal primer มีประโยชนในการใชจําแนก

ชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และ BOLD  เพ่ือยืนยันชนิดแมลงสาบ  

          DNA barcodes(7-23)  หมายถึง วิธีการทางอณูชีววิทยาท่ีประยุกตใชเพ่ือระบุชนิด หรือกลุมของ

สิ่งมีชีวิต โดยอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในบริเวณ เครื่องหมายดีเอ็นเอ        

จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตท่ียังไมทราบชื่อ แลวนํา มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลลําดับ      

นิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตท่ีระบุชนิดแลว บริเวณ เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนํามาใชเปรียบเทียบนั้น อาจเปน   

บริเวณเดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิดอ่ืน  ๆ ท่ีตองการใช

เปรียบเทียบกัน วิธีนี้จะชวยใหระบุชื่อสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการเจริญ  

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

          1. ไดวิธี DNA barcodes เพ่ือใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบ  

 2. เกิดองคความรูใหมเก่ียวกับการจําแนกชนิดของแมลงสาบโดยเทคนิคทางอณูชีว วิทยาเพ่ือ

ยืนยันผลการจําแนกชนิดของแมลงสาบโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

แมลงสาบ (cockroach)(1-4) 

        แมลงสาบ (cockroach, roach, steambug) มีมาตั้งแตสมัยดึกดําบรรพประมาณ 250 ลานป

มาแลว  เปนแมลงท่ีสามารถปรับตัวเขากับสิ่งแวดลอมไดดี  จึงสามารถดํารงชีวิตอยูไดจนปจจุบัน โดยท่ี

สัตวชนิดอ่ืน ๆ สูญพันธุไปแลวเปนจํานวนมากมายหลายชนิด แมลงสาบจัดอยูในอาณาจักร ( kingdom) 

Animalia  ไฟลัม (phylum) Arthopoda ชั้น (class) Insecta อันดับ (order) Orthoptera บางตํารา

อาจจัดอยูในอันดับ Dictyoptera,  Blattodae  มีหลายวงศ ( family) ไดแก Blattidae, Blattellidae, 

Blaberidae, Cryptocercidae และ Polyphagidae  ปจจุบันคาดวาท่ัวโลกมีแมลงสาบท่ีสามารถจําแนก

ชนิดไดประมาณ 4,000 ชนิด  แมลงสาบสวนใหญมักอาศัยอยูตามปาหรือท่ีรกราง มีเพียงประมาณ 50 

ชนิด หรือประมาณรอยละ 1 ท่ีพบอยูในบริเวณท่ีพักอาศัยของมนุษย (domestic)  

 

รูปรางลักษณะภายนอกของแมลงสาบ 

        ไข (egg)     แมลงสาบวางไขเปนกลุม ๆ ละหลายฟอง มีเปลือกแข็งสีน้ําตาลหอหุมไขแตละกลุม

กลายเปนฝกไข ( egg case)  ฝกไข มีลักษณะคลายเมล็ดถ่ัวหรือกระเปาถือของผูหญิง เรียกวา ootheca 

จะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิดของแมลงสาบ ใน ootheca  จะมีไขประมาณ 12-50 ฟอง 

        ตัวออน (nymph) มีรูปรางลักษณะคลายตัวเต็มวัยมาก แตมีขนาดเล็กกวา ไมมีปก และอวัยวะ

เพศสืบพันธุยังเจริญไมเต็มท่ี 

        ตัวเต็มวัย (adult)  แมลงสาบตัวเต็มวัยมีขนาดประมาณ 10-50 มม. สีน้ําตาลหรือดํา ลักษณะ

ลําตัวเปนรูปไขและแบนทางดานหลังมาดานทอง ( dorsoventrally flattened) ผิวนอก ( integument) 

ของลําตัวแข็งและเปนมันสวนหัวมีขนาดเล็กและอาจซอนอยูใตแผนแข็งปกคลุมสวนหัวและอก ท่ีเรียกวา  

pronotum มีหนวดยาว 1 คู เปนรูปเสนดาย ( filiform) แบงออกเปนหลายปลอง มีปากแบบกัดเค้ียว 

(chewing type) มีตาประกอบขนาดใหญ 1 คู  สวนอกแบงออกเปนสามปลอง ปลองแรกมีสวนของ 

pronotum แผขยายคลุมสวนหัวมีปก 2 คู แมลงสาบท่ีมีปกเจริญดี ปกคูหนา จะมีลักษณะแคบ หนา 

ลักษณะคลายหนัง เรียกวา tegmina มีหนาท่ีปกปองปกคูหลังท่ีใชในการบินซ่ึงมีลักษณะเปนแผนเยื่อบาง 

(membranous) ท้ังแผน ปกคูหลังจะพับไดแบบพับซอนอยูใตปกคูหนา ในแมลงสาบบางชนิดปกอาจหด

สั้นเหลือเปนแผนเล็ก ๆ สั้น ๆ คลุมสวนทองไมมิดหรืออาจคลุมสวนทองทางดานหนาเพียงเล็กนอย และ

แมลงสาบบางชนิดอาจไมมีปกเลย แมลงสาบมีขาแข็งแรง 3 คู ปกคลุมดวยหนามและขนแข็ง ปลายสุด

ของขามีกรงเล็บ ( tarsal claws) 1 คู ระหวางกรงเล็บมีแผนบาง  (pad) 1 อัน เรียกวา arolium 

แมลงสาบใชกรงเล็บและ arolium ในการเกาะยึดกับวัตถุในขณะเริ่มเดิน แมลงสาบสามารถเดินและวิ่งได

เร็ว แตบินไมเกง อยางไรก็ตามหากถูกรบกวนมาก ๆ มันอาจบินหนีได  
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        สวนทองของแมลงสาบมีลักษณะเปนรูปไขและแบงออกเปนปลอง ๆ ดานหลังของสวนทองถูกปก

คลุมดวยปกท้ังหมด แตแมลงสาบบางชนิดปกอาจคลุมสวนทองไดเพียงเล็กนอยเทานั้น ปลองสุดทายของ

สวนทองมี cerci 1 คู ในแมลงสาบเพศผูมี stylets 1 คู ลักษณะเปนเสนบาง ไมมีปลอง มีขนาดเล็กกวา 

cerci และตั้งอยูระหวาง cerci ท้ังสองอัน สวนทองของแมลงสาบมีตอม สตีนอล ( stenal gland) ผลิต

สารฟโรโมน (pheromone) ท่ีสงกลิ่นเฉพาะออกมาเพ่ือแสดงถึงอาณาเขตของมัน   

วงชีวิตของแมลงสาบ 

         แมลงสาบมีการเจริญเติบโตแบบ incomplete metamorphosis ประกอบดวยระยะไข  ตัวออน  

และตัวเต็มวัย  (รูปท่ี 2.1)  แมลงสาบตัวเมียวางไขในฝกไขท่ีมีรูปรางคลายเมล็ดถ่ัว หรือกระเปาสุภาพสตรี 

(ootheca)  เพ่ือปองกันอันตรายแกไขและตัวออนจากความแหง รวมท้ังสารเคมี ภายในฝกไขบรรจุไข 

จํานวนไข 12-50 ฟอง ข้ึนอยูกับชนิดของแมลงสาบ ไขฟกเปนตัวออนมีลักษณะคลายตัวเต็มวัย แตขนาด

เล็กกวา ปกสั้นกวาและอวัยวะสืบพันธยังเจริญไมเต็มท่ี ตัวออนลอกคราบ 5-12 ครั้ง จึงกลายเปนตัวเต็ม

วัย แมลงสาบกินอาหารท้ังพืชและเนื้อสัตว (omnivorous) แตสวนใหญชอบอาหารประเภทแปง ถ่ัวและ

น้ําตาล ในสภาวะท่ีขาดแคลนอาหารสามารถมีชีวิตอยูไดหลายเดือน แตถาขาดน้ําจะตายภายใน 2-3 

สัปดาห แมลงสาบชอบออกหากินในเวลากลางคืน ชอบอยูรวมกันเปนกลุมเพราะมีพฤติกรรมแบบ 

thygmotaxis คือ จะเดินเขาหาดานท่ีถูกสัมผัส แมลงสาบมักถายมูลและสํารอกขณะกินอาหาร จึงเปน

สาเหตุของการแพรกระจายของเชื้อโรค นอกจากนั้นยังขับสารท่ีสงกลิ่นเหม็นเฉพาะตัวออกมาตามอาหาร

และแหลงท่ีอยูอาศัยพบไดท่ัวโลก โดยเฉพาะในเขตรอนและใกลเขตรอน  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  2.1 วงชีวิตของแมลงสาบ 

 

การจําแนกชนิดของแมลงสาบ (1, 10)  

       แมลงสาบมีขนาดท่ีแตกตางกันไป มีท้ังขนาดเล็กจนกระท่ังขนาดใหญ แมลงสาบท่ีมีขนาดกลาง

จนถึงขนาดใหญจะอยูในวงศ  Blattidae  ไดแก Periplaneta americana (American cockroach), 

Periplaneta brunnea (large brown cockroach), Periplaneta australasiae (Australian 

cockroach), Periplaneta fuliginosa (smoky brown cockroach), Neostylopyga rhombifolia 
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(Harlequin cockroach),  Blatta laeralis และ วงศ  Blaberidae ไดแก  Pycnoscelus 

surinamensis (Surinum cockroach), Panesthia angustipennis  สวนแมงสาบท่ีมีขนาดเล็กจะอยู

ในวงศ  Blattellidae ไดแก Blattella germanica (German cockroach),  Supella longipalpa 

(brown-banded cockroach, tropical cockroach), Blattella litulicollis  (smaller German 

cockroach)  เปนตน 

 

วงศ Blattidae เปนแมลงสาบขนาดใหญ ขอบดานในของ femur จะมี spines จํานวนมาก แมลงสาบใน

วงศนี้ไดแก 

        1. แมลงสาบอเมริกัน (Periplaneta americana หรือ American cockroach) 

 แมลงสาบอเมริกันมีแหลงกําเนิดอยูในทวีปแอฟริกา ปจจุบันมีการแพรกระจายอยูท่ัวไปท้ังในเขต

รอนและเขตอบอุนท่ัวโลก แตจะพบมากในแถบแอฟริกาเหนือและอินเดียในเขตอบอุน พบในประเทศ

อเมริกาและอังกฤษ สวนประเทศไทยพบจํานวนมาก  มีขนาดใหญ ลําตัวยาวประมาณ 30-40 มม. มีสี

น้ําตาลเขม สวนทองของตัวเต็มวัยเพศเมียใหญกวาเพศผูและไมมี  stylets ท่ีขอบนอกของ pronotum มี

สีเหลืองตัดกับสีน้ําตาลท่ีอยูดานใน มีปกเจริญดีท้ังสองเพศ โดยเพศเมียมีปกยาวคลุมสวนปลายทอง แตใน

เพศผูปกจะยาวคลุมทองไมมิด (รูปท่ี 2.2) แมลงสาบชนิดนี้บินไดในระยะใกล ๆ เม่ือตัวเต็มวัยมีอายุได

ประมาณ 7 วัน จะมีการผสมพันธุกัน หลังจากนั้น 4-10 วัน เพศเมียเริ่มวางไขตามรอยแยกในแตละ 

ootheca มีไขอยูประมาณ 14-28 ฟอง ไขฟกเปนตัวออนไดประมาณ 15-20 ตัว ตัวเต็มวัยเพศเมีย

สามารถวางไขไดประมาณ 12-24 ootheca และพา ootheca ติดตัวไปประมาณ 1 วัน จึงปลอยออก

ติดตามฝาผนังในท่ีมิดชิด  ไขมีระยะฟกตัวประมาณ 1-2 เดือน ตัวออนมีการลอกคราบ 7-13 ครั้ง ใชเวลา

ในการเจริญเติบโตประมาณ 6-12 เดือน ตัวเต็มวัยมีอายุยืนประมาณ 1-7 เดือน หรืออาจนานถึง 1 ป 

หรือมากกวา ชอบอาศัยอยูตามทอหรือชองวางท่ีปดไมสนิท มักพบตามรานอาหาร รานขายของชํา ราน

ขนมปง และตามสถานท่ีตาง ๆ ท่ีมีอาหาร หรือแมแตในทอระบายน้ําโสโครก 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.2 แมลงสาบอเมริกัน (Periplaneta americana หรือ American cockroach) (หมายเลข 1 :       

บริเวณอก สวน pronotum มีจุดดําขนาดใหญ 2 จุด ลอมรอบดวยวงเสนสีเหลืองซ่ึงอาจเต็มวงหรือมีเพียง

ครึ่งวงก็ได หมายเลข 2 : ลําตัวสีน้ําตาลแดงมันวาว ท้ังสองเพศมีปกเจริญดีและยาวถึงปลายของสวนทอง  

ปกมีสีน้ําตาลแดงตลอดท้ังปกและไมมีแถบสีเหลืองท่ีขอบปก) 

 

2 1 
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2. แมลงสาบออสเตรเลีย (Periplaneta australasiae หรือ Australian cockroach)  

   Periplaneta australasiae มีแหลงท่ีอยูในทวีปแอฟริกา มีการแพรกระจายนอยกวา 

Periplaneta americana พบมากในเขตรอนและเขตอบอุนท่ัวโลก ขนาดลําตัวยาวประมาณ 27-33 มม. 

มีขนาดเล็กกวา Periplaneta americana เล็กนอย ลําตัวมีสีเขมกวา ลักษณะท่ัวไปคลายกับ  

Periplaneta americana มาก แตแตกตางกันคือ Periplaneta australasiae มีแถบสีเหลืองออน 

(pale streak) ยาวประมาณ 1 ใน 3 ของปกอยูท่ีดานขางของปกคูแรกขางละแถบ แมลงสาบชนิดนี้มีปก

เจริญดีและยาวคลุมสวนทองไดมิด ทําใหสามารถใชปกบินได สวนทองของเพศเมียจะอวนกวาเพศผู ใน

เพศเมียมี stylets 1 คู อยูตรงปลายของสวนทอง (รูปท่ี 2.3) เม่ือเจริญเติบโตเปนตัวเต็มวัยไดประมาณ 5 

วัน เพศผูและเพศเมียจะผสมพันธุกัน จากนั้นประมาณ 15 วัน ตัวเต็มวัยเพศเมียจะเริ่มวางไข ในแตละ 

ootheca มีไขอยูประมาณ 20-25 ฟอง ootheca มีความยาวประมาณ 10-11 มม. ลักษณะโดยท่ัวไป

คลายกับ ootheca ของ Periplaneta americana  แตมีสีเขมกวาและมีจํานวนไขมากกวา ตัวเต็มวัย

เพศเมียสามารถวางไขไดประมาณ 20-30 ชุดตลอดชวงชีวิต การวางไขแตละครั้งใชเวลาหางกันประมาณ 

40 วัน ข้ึนอยูอุณหภูมิและความชื้น ตัวออนมีการลอกคราบประมาณ 9-12 ครั้ง โดยใชเวลาในการ

เจริญเติบโตประมาณ 6-12 เดือน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.3 แมลงสาบออสเตรเลีย (Periplaneta australasiae  หรือ Australian cockroach)  

(หมายเลข 1 : บริเวณอกสวน pronotum จะเห็นลักษณะเปนขอบเหลืองอยางชัดเจน หมายเลข 2 :       

ขอบปกคูหนา บริเวณใกลฐานปก มีแถบสีเหลืองสองแถบ ซ่ึงแถบนี้จะยาวประมาณ 1 ใน 3 ของความยาว

ปก ซ่ึงมีลักษณะเหมือนเปสะพาย  หมายเลข 3 : ลําตัวมีสีน้ําตาลแดง) 

         

        3. แมลงสาบสีน้ําตาล  (Periplaneta brunnea  หรือ large brown cockroach) 

 Periplaneta brunnea พบไดในบริเวณท่ีพักอาศัย ลักษณะโดยท่ัวไปคลายกับ Periplaneta 

americana  แตตางกันท่ี cerci โดย cerci ของ Periplaneta brunnea  มีรูปรางอวนสั้นและโปงตรง

กลางคลายรูปกระสวย สวน cerci ของ Periplaneta americana มีรูปรางเรียวยาวและปลายแหลม

1 2 
3 
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เพรียวกวา (รูปท่ี 2.4)  แมลงสาบชนิดนี้ใชเวลาในการเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตประมาณ 1 ป  

แมลงสาบเพศเมียวางไขโดยปลอย ootheca ติดกับพ้ืนผิวและซอนอยูตามเศษวัสดุ บางครั้งแมลงสาบเพศ

เมียจะคอยปกปองไขของมัน ในแตละ ootheca มีไขอยูขางในประมาณ 21-28 ฟอง ภายในเวลา 35 วัน 

ไขจะฟกออกเปนตัวออนไดประมาณ 14-16 ตัว  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  2.4 Periplaneta brunnea (large brown cockroach) (หมายเลข 1 : ลักษณะโดยท่ัวไปของ 

Periplaneta brunnea  ซ่ึงคลายกับ Periplaneta american หมายเลข 2 : cerci มีความแตกตาง

จาก Periplaneta americana โดยท่ี cerci ของ Periplaneta brunnea  มีรูปรางอวนสั้นและโปง ตรง

กลางคลายรูปกระสวยเปนอัตราสวน กวาง  X ยาว 1:1   สวน cerci ของ Periplaneta americana มี

รูปรางเรียวยาวและปลายแหลมเพรียวกวา อัตราสวน กวาง X ยาว  1:2)                                                                                     

 

        4. Periplaneta fuliginosa (smoky brown cockroach)  

           Periplaneta fuliginosa เปนแมลงสาบท่ีมีลักษณะใกลเคียงกับแมลงสาบอเมริกัน  แตลําตัว     

สีน้ําตาลเขมมันวาว ท้ังตัวผูและตัวเมียยาวประมาณ 30-34 มม. หนวดเรียวและยาวกวาลําตัว ท้ังสองเพศ

มีปกเจริญดีและยาวคลุมถึงปลายของสวนทอง (รูปท่ี 2.5)  แมลงสาบชนิดนี้พบมากในสหรัฐอเมริกา ยุโรป 

ญี่ปุน และจีน  พบไดท้ังในและนอกบานบริเวณในบานท่ีสํารวจพบคือหองนอนและหองครัว      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  2.5  Periplaneta fuliginosa   (หมายเลข 1 : สีบริเวณลําตัวนั้นจะมีลักษณะท่ีเดนคือ มีสี

น้ําตาลเขมมันวาว  หมายเลข 2 : ปกนั้นยาวปกคลุมลําตัวจนถึงสวนปลายของทอง) 

1 
2 

1    2 
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        5. Neostylopyga rhombifolia (Harlequin cockroach)  

 Neostylopyga rhombifolia มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 25-30 มม. ลักษณะลําตัวเปนรูปไข มี

ลักษณะปกหนาซ่ึงหดสั้นลงกลายเปนติ่งเล็กๆ ลําตัวมีสีสันสดใสเปนลวดลายสีเหลืองสลับกับสีดํา ตัวเต็ม

วัยเพศเมียจะอวนและปอมกวาเพศผู (รูปท่ี 2.6) มักพบซอนตัวอยูในครัวหรือภาชนะตาง ๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  2.6 Neostylopyga rhombifolia (Harlequin cockroach)  (หมายเลข 1 : ลักษณะเดนคือ 

ลําตัวมีสีสันสดใสเปนลวดลายสีเหลืองสลับกับสีดํา หมายเลข 2 : บริเวณปกนั้นจะหดสั้นลงจนมีลักษณะ

คลายติ่งเล็ก ๆ) 

 

        6. Blatta lateralis (Turkestan cockroach หรือ rusty red cockroach หรือ red 

runner cockroach) เปนแมลงสาบท่ีชอบอาศัยอยูนอกบาน มีถ่ินฐานดั้งเดิมอยูท่ีแถบอเมริกาเหนือและ

เอเชียกลาง มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 30 มม. ตัวผูมีสีสมอมน้ําตาล - สีแดง ลําตัวผอมยาว ปกสีเหลือง 

สามารถบินได ตัวเมียมีสีน้ําตาลเขม-ดํา มีแถบเสนสีครีมบนปก ลําตัวมีขนาดกวางกวาตัวผู (รูปท่ี 2.7)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                              1                        2 

รูปท่ี  2.7 Blatta lateralis (Turkestan cockroach หรือ rusty red cockroach หรือ red runner 

cockroach) (หมายเลข 1 :  ตัวผู  หมายเลข 2 : ตัวเมีย) 

1 2 
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วงศ  Blattellidae   

        1. แมลงสาบเยอรมัน (Blattella germanica  หรือ German cockroach)  

            Blattella germanica เปนแมลงสาบขนาดเล็กท่ีมีการกระจายตัวมากท่ีสุด มีแหลงกําเนิดอยู

ทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของทวีปแอฟริกา แลวแพรกระจายไปยังยุโรปตะวันออก ปจจุบันมีการ

แพรกระจายอยูท่ัวโลกแตพบมากในเขตอบอุน Blattella germanica มีชื่อสามัญอ่ืน คือ croton bug 

หรือ water bug มีขนาดเล็ก ลําตัวยาวประมาณ 12-16 มม. มีสีเหลืองอมน้ําตาล ตัวเต็มวัยเพศเมียมีสี

เขมกวาและมีสวนทองใหญกวาเพศผู pronotum มีแถบสีดํา 2 แถบทอดอยูตามแนวยาวของ pronotum 

แมลงสาบชนิดนี้มีปกเจริญดีท้ัง 2 เพศและมีปกยาวคลุมสวนทอง (รูปท่ี 2.8) แมลงสาบตัวผูมีตอม (scent 

gland) สําหรับสรางสารท่ีมีกลิ่นเหม็นและมีรูเปดสูภายนอกทางดานหลังของสวนทองปลองท่ี 7 และ 8 

ตัวออนมีสีน้ําตาลเขมและมีแถบสีเหลืองออนอยูตรงกลางหลัง สวนทางดานขางจะมีแถบสีดํา 2 แถบทอด

ไปตามความยาวของลําตัว  เม่ือเจริญเติบโตเปนตัวเต็มวัยไดประมาณ 7-10 วัน เพศผูและเพศเมียจะผสม

พันธุกัน หลังจากผสมพันธุกันแลว 2-3 วัน เพศเมียเริ่มวางไขโดยนํา ootheca ติดตัวไปดวยจนไขใกลจะ

ฟกจึงปลอย ootheca ติดกับวัตถุโดยมีสารเหนียวยึดติดแนน ระยะฟกตัวของไขกินเวลาประมาณ 20-30 

วัน ใน ootheca แตละอันมีไขอยูประมาณ 30-40 ฟอง พบอยูในบานเรือน เชน ตามตูเก็บอาหารในครัว 

ใตอางลางชามหรือในหองน้ํา นอกจากนี้อาจพบไดตามภัตตาคารหรือเรือโดยสาร  ตัวเต็มวัยและตัวออนท่ีมี

ขนาดใหญอาจอาศัยอยูภายนอกอาคารได 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.8  Blattella germanica  (หมายเลข 1 : บริเวณดานหลังของอกปลองแรก (pronotum) มี

แถบสีดํา 2 แถบทอดอยูตามแนวยาวของ pronotum หมายเลข 2 : เพศเมียเริ่มวางไขโดยนํา ootheca 

ติดตัวไปดวยจนไขใกลจะฟก) 

 

        2. Supella longipalpa (brown-banded cockroach, tropical cockroach)    

 แมลงสาบชนิดนี้มีแหลงกําเนิดและพบมากในทวีปแอฟริกา พบการแพรกระจายอยูท่ัวไปท้ังใน

เขตรอนและเขตอบอุนท่ัวโลก ตัวเต็มวัยมีลักษณะภายนอกคลาย Blattella germanica ขนาดลําตัวยาว

ประมาณ 10-14 มม. pronotum มีสีดํา แตตรงขอบดานขางมีสีออน ลักษณะท่ีเดนชัด คือ มี palpi ยาว

1 2 
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มาก ปกคูแรกมีแถบตามขวางสีน้ําตาล 2 แถบ และดานทองมีสีครีมท้ังตัวออนและตัวเต็มวัย เพศผูและ

เพศเมียมีลักษณะแตกตางกันมาก คือ เพศผูรูปรางคอนขางยาว มีปกเจริญดีปกคลุมถึงสวนปลายทอง 

สวนเพศเมียมีรูปรางคอนขางอวนและมีปกสั้นปกคลุมสวนทองไมมิด (รูปท่ี 2.9)  เม่ือเจริญเติบโตเปน      

ตัวเต็มวัยไดประมาณ 5-10 วัน เพศผูและเพศเมียจะผสมพันธุกัน หลังจากนั้นอีก 10 วัน ตัวเต็มวัยเพศ

เมียจะเริ่มวางไขโดยปลอยไขติดแนนตามฝาผนัง เฟอรนิเจอร วิทยุ โทรทัศน  ootheca มีความยาว 4-5 

มม. มีสีน้ําตาลแดง มีลักษณะโคงทําใหมีรูปรางคลายกระเปาถือของสุภาพสตรี ใน  ootheca แตละอันมีไข

อยูประมาณ 15-20 ฟอง ตัวเต็มวัยเพศเมียสามารถวางไขไดประมาณ 10-20 ชุด อาศัยอยูตามหองนอน ตู

เสื้อผา หลังกรอบรูป หรือหนังสือท่ีวางบนชั้น  ชอบวางไขติดตามขอบหรือภายในเฟอรนิเจอร  วิทยุและ

โทรทัศน  จึงทําใหมีชื่อสามัญอ่ืนอีกคือ furniture cockroach หรือ TV cockroach   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.9 Supella longipalpa (หมายเลข 1 : มีลักษณะภายนอกคลาย Blattella germanica  แต

บริเวณ pronotum มีสีดํา หมายเลข 2 : ลักษณะท่ีเดนชัด คือ มี palpi ยาวมาก ปกคูแรกมีแถบตาม

ขวางสีน้ําตาล 2 แถบ เพศผูรูปรางคอนขางยาว มีปกเจริญดีปกคลุมถึงสวนปลายทอง  หมายเลข 3 : เพศ

เมียมีรูปรางคอนขางอวนและมีปกสั้นปกคลุมสวนทองไมมิด ) 

 

วงศ Blaberidae 

        1. แมลงสาบสุรินัม (Pycnoscelus surinamensis  หรือ Surinum cockroach)  

           Pycnoscelus surinamensis  เปนแมลงสาบขนาดปานกลาง  ตัวผูยาว 13-17 มม. ตัวเมียยาว 

15-18 มม. หนวดสั้นกวาลําตัว ปกเจริญดีมีสีออนกวาสีของลําตัว pronotum มีแถบสีเหลืองขยายยาวจน

คลุมขอบดานขาง หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือจุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง ขอบหลังของ pronotum 

เปนมุมแหลมมน สวนทองคอนขางอวนกลม  (รูปท่ี 2.10)   ชอบอาศัยอยูภายนอกอาคารบานเรือน มักพบ

ในโพรงดินหรือบริเวณท่ีมีกอนหินทับ บางครั้งพบอยูในบานเรือนได 

 

 

 

1 2 3 
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รูปท่ี 2.10 แมลงสาบสุรินัม (Pycnoscelus surinamensis) (หมายเลข 1 : สวนของหนวดนั้นมีขนาดสั้น

กวาลําตัว  หมายเลข 2 :  แผนแข็งปกคลุมสวนหัวและอก ( pronotum) มีแถบสีเหลืองขยายยาวจนคลุม

ขอบดานขาง   หมายเลข 3 : สวนบริเวณลําตัวนั้นคอนขางอวนกลม) 

 

        2. Panesthia angustipennis เปนแมลงสาบขนาดกลาง ยาวประมาณ 15-20 มม. ตัวผูยาว 

13-17 มม. ตัวเมียยาว 15-18 มม. หนวดสั้นกวาลําตัว ปกเจริญดี มีสีออนกวาสีของลําตัว pronotum มี

แถบสีเหลืองขยายยาวจนคลุมขอบดานขาง หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือจุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง 

(รูปท่ี 2.11) 

 

 

 

 

 

 

 

                                                    1                      2  

รูปท่ี 2.11 Panesthia angustipennis  หมายเลข 1 : ตัวผู   หมายเลข 2 : ตัวเมีย         

 

ความสําคัญทางการแพทย (4, 11)   

        แมลงสาบสามารถนําเชื้อกอโรคได ท้ังแบคทีเรีย ไวรัส โปรโตซัว และไขพยาธิ  สวนใหญเปนเชื้อท่ี

กอใหเกิดโรคเก่ียวกับทางเดินอาหาร ซ่ึงพฤติกรรมในการหาอาหารและกินอาหารของแมลงสาบ เปน

ปจจัยสําคัญในการแพรเชื้อโดยวิธีกล (mechanical transmission)  (ตารางท่ี 2.1)    แมลงสาบยังเปน 

intermediate host ของพยาธิหลายชนิด ไดแก Macracanthorychus hisudinaceus, Moniliformis 

moniliformis, Hymenolepis diminuta, Gonglyonema neoplasticum และ Spirura 

gastrophila(1) นอกจากนี้แมลงสาบยังเปนสาเหตุสําคัญของอาการแพ (allergy) เนื่องจากลําตัวของ

แมลงสาบและอุจจาระของมันเปนแหลงของสารกอภูมิแพ (allergen) ท่ีพบวาเปนสาเหตุสําคัญอันดับสอง

ท่ีกอโรคภูมิแพในคน โดยเฉพาะกลุมคนท่ีมีฐานะทางสังคมและเศรษฐกิจคอนขางต่ํา และในคนไทย

1 

2 

3 
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ประมาณรอยละ 40-60 ใหผลบวกตอการทดสอบทางผิวหนังตอสารสกัดจากแมลงสาบ โดย allergen ท่ี

ตรวจพบในฝุนบานสวนใหญมักเปน allergen ของแมลงสาบชนิด Periplaneta americana  โดยพบ

มากจากฝุนในหองครัว  allergen ของแมลงสาบกอใหเกิดโทษตอคนไดจากการหายใจเขาไปหรือสัมผัสถูก

ตัว โดยทําใหเกิด allergic rhinitis, allergic conjunctivitis, atypical dermatitis และหอบหืด  

 

ตารางท่ี 2.1  เชื้อโรคท่ีแมลงสาบสามารถแพรกระจายได 

กลุมเช้ือโรค ชนิดเช้ือโรคท่ีพบ โรค 

แบคทีเรีย Escherichia coli Urogenital / intestinal infection 

 Klebsiella pneumonia Pneumonia 

 Proteus vulgaris, Pseudomonas 

aeruginosa,  Serratia marcescens, 

Citrobactor freundii, Enterobactor 

cloacae 

Gastrointestinal tract infection 

Urinary tract infection and upper 

respiratory tract infection 

 

 Salmonella typhi, Salmonella 

typhimurium 

Typhoid, gastroenteritis, other 

enteric fevers 

 Shigella spp. Dysentary, diarrhea 

 Yersinia pestis Plague 

 Staphylococcus aureus 

 

Upper respiratory tract infection, 

Boils, abscesses  

 Enterococcus faecalis Faecal contamination 

 Mycobacterium leprae Leprosy 

ไวรัส Hepatitis virus Hepatitis 

เชื้อรา Aspergillus fumigates Aspergillosis 

 Candida spp. Candidiasis 

โปรโตซัว Entamoeba histolytica Entamoebasis  

 Giardia lamblia Diarrhea 

พยาธ ิ Ancylostoma duodenale Hookworm infection 

 Ascaris lumbricoides Ascariasis 

 Enterobius Vermicularis Pinworm infection 

 Necator americanus Hookworm infection 

 Trichuris trichiura Trichuriasis 
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เทคนิคทางอณูชีววิทยา (12-14) 

1. อิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) 

        อิเล็กโทรโฟรีซีสเปนวิธีการท่ีใชแยกชีวโมเลกุลซ่ึงอยูในสนามไฟฟาออกจากกัน โดยอาศัยความ

แตกตางกันของการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลของสารนั้น ๆ ในสนามไฟฟา  วิธีมาตรฐานท่ีใชในการแยกกรด

นิวคลิอิก (ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ) นิยมใชอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  โดยจะข้ึนอยูกับชนิดและปริมาณ

ของประจุ ขนาดและรูปรางของโมเลกุลของสารท่ีตองการจะแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญจะเคลื่อนท่ี

ไดชากวาดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็ก โครงรูปเกลียวขดแนน ท่ีเรียกวา ซูเปอรคอยล (supercoil) จะ

เคลื่อนท่ีไดเร็วโครงรูปปลายเปด (linear form) และรูปรีแลกซ (relaxed form) ตามลําดับ  นอกจากนี้ 

อะกาโรสเจลท่ีมีความเขมขนสูง  จะมี ขนาดรูพรุนภายในอะกาโรสเจลเล็กกวา อะกาโรสเจลท่ีมีความ

เขมขนต่ํา    ทําให ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดและโครงรูปเหมือนกันจะวิ่งในกระแสไฟฟาไดชากวาในอะกาโรสเจลท่ี

มีความเขมขนต่ํา (ตารางท่ี 2.2)   เม่ือทําการแยกกรดนิวคลีอิคในสนามไฟฟาแลว จะนํา อะกาโรสเจล มา

ยอมดวยเอทิเดียมโบรไมด (ethidium bromide)  เพ่ือตรวจหาตําแหนงของแถบกรดนิวคลีอิก หลังจาก

นั้น ตรวจหาสารเชิงซอนของเอทิเดียมโบรไมดและกรดนิวคลีอิกโดยดูการเรืองแสง (fluorescence) ของ

สารเชิงซอนภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet light) โดยวิธีนี้สามารถตรวจหาแถบกรดนิวคลีอิกท่ีมี

ปริมาณต่ําขนาด 1 นาโนกรัมได  สวนขนาดของกรดนิวคลิอิกสามารถทราบได เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับ 

DNA marker ท่ีทราบขนาดท่ีแนนอน  

 

ตารางท่ี 2.2  ความสัมพันธระหวางความเขมขนของอะกาโรสเจลกับขนาดของดีเอ็นเอ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. เทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction; PCR) (12-14)  

หลักการของ PCR 

        PCR เปนการเพ่ิมขยายจํานวนหรือปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายในหลอดทดลอง ใหมีปริมาณเพ่ิม

มากข้ึนเปนลานเทา เทียบ ไดกับการทําดีเอ็นเอโคลนนิ่ง  เปนการเลียนแบบกระบวนการสังเคราะหดีเอ็น

ความเขมขนของอะกาโรส (%) ขนาดของดีเอ็นเอปลายเปด (กิโลเบส) 

0.3 60-5 

0.6 20-1 

0.7 10-0.8 

0.9 7-0.5 

1.2 6-0.4 

1.5 4-.02 

2.0 3-0.1 
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เอในเซลล โดยจะตองมีเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ไพรเมอรเปนตัวตั้งตนในการสังเคราะหสายใหม PCR  

ประกอบดวย 3 ข้ันตอน  คือ  1) ข้ันตอนการแยกดีเอ็นเอเกลียวคูใหเปนสายเดี่ยว  (denaturation)    2)

ข้ันตอนการเกาะของไพรเมอร (annealing) และ 3) ข้ันตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมจากรหัสของ

สายแมแบบ (extension)  โดยเม่ือการสังเคราะหเสร็จ 1 รอบ   จะไดดีเอ็นเอจากเริ่มตน  2 สาย (1 คู) 

เปน 4 สาย (2 คู) ตามดวยไพรเมอรมาเกาะแลวการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม เปนรอบท่ี 2 ผลผลิตท่ีได

ก็จะเพ่ิมจํานวนเปนทวีคูณ ตามจํานวนรอบท่ีใชตามสูตร 2 n โดย n คือจํานวนรอบท่ีใช เชน ถาจํานวน

รอบ 20 รอบ ก็จะไดดีเอ็นเพ่ิมข้ึน 220 นั้นเอง    

        ข้ันตอนของปฏิกิริยา PCR  1 รอบ (cycle)  ประกอบดวยข้ันตอนดังนี้ 

            1. Denaturation เปนข้ันตอนท่ีดีเอ็นเอตนแบบถูกทําใหแยกจากกันเปนสายเดี่ยว 2 สาย เวลา

ท่ีใชมักนิยมใชแคเพียง 1 นาที โดยอุณหภูมิท่ีนิยมใชสูงถึง 94 องศาเซลเซียส 

            2. Annealing ในข้ันตอนนี้ primer จะเขาจับท่ีตําแหนงจําเพาะของดีเอ็นเอสายเดี่ยวท้ัง 2 สาย 

โดยอุณหภูมิท่ีนิยมใชประมาณ 45-65 องศาเซลเซียส ท้ังนี้การเลือกใชอุณหภูมิจะข้ึนอยูกับคา Tm-5 

            3. Extension ข้ันตอนนี้เอนไซม Taq DNA Polymerase จะทํางานโดยเรงการเติม               

นิวคลีโอไทดเขาท่ีปลาย 3’ ของ primer ท่ีจับอยูบนสายดีเอ็นเอแมแบบท้ัง 2 สาย ทําใหบริเวณท่ีตองการ 

(target fragment)  จะถูกจําลองไดโดยสมบูรณ โดยอุณหภูมิท่ีนิยมใชคือ 72 องศาเซลเซียส              

ทําท้ังหมด 30-40 รอบ จะได PCR product ประมาณลานเทาของ ๆ เดิม   

   

ประเภทของการเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

        1. Reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) เปนการเพ่ิมจํานวนอารเอ็นเอโดยวิธี PCR  ผาน

การเปลี่ยนแปลงอารเอ็นเอใหปน cDNA กอนดวยเอ็นไซม reverse transcriptase มีวัตถุประสงคเพ่ือ

ตองการวัดปริมาณ mRNA หรือตองการหาการแสดงออกของยีนเปาหมายผานการถอดรหัสเปนอา รเอ็น

เอ ซ่ึงเปนการวัดปริมาณในแบบ semi-quantitative 

        2. Nested PCR เปนการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายแบบ 2 ครั้งปฏิกิริยา  โดยจะตองมีการ

ออกแบบไพรเมอรเปน 2 ชุด ท่ีอยูในตําแหนงภายในดีเอ็นเอเปาหมายนั้น ท้ังนี้ไพรเมอรท่ีใชในปฏิกิริยา  

PCR ครั้งแรก จะเปนไพรเมอรท่ีครอบคลุมดีเอ็นเอเปาหมายท้ังหมดท่ีตองการ  สวนไพรเมอรชุดท่ี 2 จะ

ออกแบบอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย  ดังนั้นผลผลิตดีเอ็นเอเปาหมายจะมีชิ้นขนาดเล็กลงเม่ือทํา

ปฏิกิริยาครั้งท่ีสอง โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือเพ่ิมความไวและความจําเพาะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

เปาหมายนั้น ๆ 

        3. Hot start PCR เปนการทํา PCR  ท่ีใหมีการเริ่มตนดวยการใชอุณหภูมิท่ีสูงในเวลาท่ีนานกวา

การทําปฏิกิริยาปกติ   โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือใหดีเอ็นเอแมแบบสามารถแยกเกลียวคูใหเปนสายเดี่ยวได

อยางสมบูรณ  ซ่ึงจะใชเทคนิคนี้ในกรณีท่ีดีเอ็นเอแมแบบมีสัดสวนของรหัสเบสท่ีเปน  G-C  มาก ๆ ทําให

การแยกเกลียวคูของดีเอ็นเอตองใชพลังงานมาก 
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        4. Two step PCR  เปนการทํา PCR  2 ข้ันตอน  จากปกติ 3 ข้ันตอน  โดย จะตัดข้ันตอนท่ี 2 

(annealing) ออก เนื่องจากไพรเมอรท่ีออกแบบ  มีขนาดยาวและ/หรือมีสัดสวนของ  G-C  คอนขางมาก  

ทําให Ta  มีคาสูงมากใกลเคียงกับอุณหภูมิท่ีเอนไซมทํางาน  จึงสามารถทําข้ันตอน ท่ี 2  พรอมกับข้ันตอน

ท่ี 3 ในเวลาเดียวกันได  โดยมีวัตถุประสงคในการทําปฏิกิริยาเร็วข้ึน 

        5. Touch down PCR  เปนการทํา PCR  โดยกําหนดจํานวนรอบในชวงแรกใหมีอุณหภูมิในข้ันท่ี 

2 (annealing) สูงกวาคา Ta เล็กนอย  หลังจากนั้นกําหนดจํานวนรอบท่ีเหลือใหอุณหภูมิในข้ันตอนท่ี 2 

ลดลง  ท้ังนี้โดยมีวัตถุประสงคใหไพรเมอรท่ีสามารถเกาะกับดีเอ็นเอแมแบบไดอยางจําเพาะเทานั้นท่ีจะ

เกิดผลผลิต  จากนั้นเม่ือมีผลผลิตท่ีจําเพาะในปริมาณหนึ่งก็สามารถลดอุณหภูมิลง  ไพรเมอรก็จะเกาะ

เฉพาะกับดีเอ็นเอเปาหมายไดมากข้ึน  โดยวัตถุประสงคนี้เพ่ือกําจัดดีเอ็นเอท่ีไมใชเปาหมายออก  

        6. Long PCR เปนการทํา PCR เพ่ือเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายทีมีขนาดยาวกวา 5 กิโลเบส ซ่ึงมี

วัตถุประสงคในการศึกษาจีโนม  เทคนิคท่ีดัดแปลงจาก  PCR ท่ัวไปคือ  เพ่ิมเวลาการทํางานของเอนไซม  

(ในข้ันตอนท่ี  3)  ใหมากข้ึนถึง 4-15 นาที  และจะตองเลือกใชเอนไซมท่ีมีคุณภาพสูงรวมกัน  เชน  Tth 

รวมกับ Vent หรือ Taq รวมกับ Pwo  หรือ Taq รวมกับ  Pfu 

        7. Anchored PCR เปนการเติมสวนดีเอ็นเอจากภายนอกเขาไปท่ีปลายของไพรเมอร  ขณะท่ี

สังเคราะหไพรเมอร  เพ่ือใชดีเอ็นเอสวนนี้เปนท่ีจับของไพรเมอรคูใหมในการทํา  PCR รอบใหม  หรือ

ปฏิกิริยาชุดใหม  โดยมีวัตถุประสงคในการศึกษาสวนของรหัสท่ีขาดหายท้ังดานปลาย 5 ’  และ 3 ’  

โดยเฉพาะการหาจุดเริ่มตนของการสรางอารเอ็นเอ  โดยใช  c-DNA ท่ีตองการเพ่ิมจํานวนสวนปลาย 3 ’ 

และ 5’ เรียกวา  RACE PCR (Rapid amplification of cDNA  Ends-PCR) 

        8. Degenerated  PCR  เปนการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายของยีนไมมีขอมูลมากอน  หรือ

จากขอมูลท่ีไดจากการแปลรหัสจากกรดอะมิโน จึงทําใหการออกแบบไพรเมอรมีโอกาสเปนไปไดหลาย

รหัส  เพ่ือใหครอบคลุมรหัสท่ีถูกตองท่ีสุด จึงจําเปนตองออกแบบไพรเมอรหลายแบบปะปนกัน  ซ่ึง

เรียกวา  degenerative  primers 

        9. Competitive  PCR เปนการทํา PCR เพ่ือหาปริมาณของดีเอ็นเอแมแบบ แบบ  semi-

quantitative  ทําได 2 แบบ  คือ   1)  การใชไพรเมอร 1 คู ในการศึกษาดีเอ็นเอแมแบบ 2 ชนิด โดย

ชนิดแรกเปนดีเอ็นเอเปาหมายท่ีตองการศึกษาปริมาณ สวนดีเอ็นเอชนิดท่ีสอง  เปนดีเอ็นเอท่ีเรารูปริมาณ

แตมีผลผลิตของขนาดดีเอ็นเอไมเทากัน เม่ือไดผลผลิตดีเอ็นเอชนิดแรกจะมาเปรียบเทียบปริมาณกับ

ผลผลิตของดีเอ็นเอชนิดท่ีสองนั่นเอง   2)  การใชไพรเมอร  2 คูท่ีแตกตางกัน  โดยออกแบบใหผลผลิต    

ดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน มีขนาดแตกตางกันเล็กนอย  เพ่ือมิใหมีความแตกตางในการใชสับสเตรท  ของการเพ่ิม

จํานวนดีเอ็นเอเปาหมายท้ังสองชิ้น โดยท่ีไพรเมอรท้ัง 2 คูนี่จะจับกับดีเอ็นเอแมแบบเดียวกันในตําแหนงท่ี

ตางกัน  ไพรเมอรคูหนึ่งจะจับกับดีเอ็นเอท่ีตองการหาปริมาณ  สวนไพรเมอรอีกคูหนึ่ง  ออกแบบใหจับกับ

ดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณปกติท่ีแนนอนแลวนํามาเปรียบเทียบกันได  
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        10. Allele specific PCR เปนการทํา PCR เพ่ือตรวจสอบความจําเพาะของรหัสดีเอ็นเอ

เปาหมาย โดยเนนความจําเพาะของเบสเดียว  หากมีความผิดปกติ  หรือมีการเปลี่ยนแปลงผาเหลาของ

เบสนั้นก็สามารถตรวจสอบได เหมาะในการศึกษาการผาเหลาตําแหนงเดียว ( point mutation)  เทคนิค

นี้เนนการออกแบบไพรเมอรและการเลือกเอนไซมโพลีเมอเรสใหถูกตอง  กลาวคือไพรเมอรท่ีออกแบบเสน

หนึ่งจะมีเบสตัวสุดทายท่ีปลาย 3 ’ เปนตัวกําหนดการหาเบสท่ีผิดปกติ ถาดีเอ็นเอแมแบบมีเบสถูกตอง   

ไพรเมอร จะ สามารถจับไดกับดีเอ็นเอแมแบบทําใหเอนไซมสรางผลผลิตดีเอ็นเอเปาหมายได ในกรณีท่ีมี

การผาเหลาตําแหนงดังกลาวไพรเมอรจะเกาะไดไมสมบูรณ โดยตําแหนงตัวสุดทายไมเกาะ เม่ือใชเอนไซม            

โพลีเมอเรสชนิดท่ีไมมีการตรวจสอบคือขาด exonuclease  ทําใหไมสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอเปาหมาย

ได จึงไมมีผลผลิตเกิดข้ึน  

 

3. DNA barcodes(7-16) 

        DNA barcodes เปนเทคนิคใหมท่ีอาศัยหลักการอณูชีววิทยาในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต ใชใน

การศึกษาของความหลากหลายทางชีวภาพ แนวคิดของดีเอ็นเอบารโคดมาจากแทงรหัสบารโคดสินคา 

เพ่ือชวยใหสามารถบันทึกราคาสินคาและขอมูลสินคาไดอยางถูกตอง ชวยเพ่ิมความรวดเร็วในการจัดเก็บ

ขอมูล จากแนวคิดนี้ทําใหมีการพัฒนาแทงรหัสบารโคดดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงใชในการจําแนก จัดกลุม

และติดตามการเปลี่ยนแปลง จํานวนของสิ่งมีชีวิตในแตละพ้ืนท่ี เนื่องจากการจําแนกสิ่งมีชีวิตแบบดั้งเดิม 

(classical taxonomy) อาศัยความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยา มีขอจํากัดอยูหลายประการ  

ไดแก 1) ในการจําแนกชนิดของแมลง ซ่ึงเปนกลุมท่ีมีความซับซอนเรียกวา species complex  คือ มี

ลักษณะภายนอกท่ีเหมือนกันจนไมสามารถแยกออกไดดวยรูปรางลักษณะภายนอก แตมีลักษณะทางดาน

พันธุกรรมท่ีแตกตางกันและอยูในสภาพทางภูมิศาสตรท่ีตางกัน  2) ไมสามารถใชลักษณะรูปรางในการจัด

จําแนกสิ่งมีชีวิตในทุกชวงอายุของการเจริญเติบโต ตองรอใหเปนระยะตัวเต็มวัย  จึงสามารถจําแนกชนิดได 

3) การจําแนกกลุมของสิ่งมีชีวิตดวยลักษณะรูปราง จําเปนตองใชตัวอยางปริมาณมากเพ่ือใชยืนยันชนิด 4) 

การจัดจําแนกชนิดดวยลักษณะรูปรางตองใชเวลานาน ในการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตใหเปนหมวดหมู รวมท้ัง

ตองอาศัยผูเชี่ยวชาญเฉพาะดานท่ีมีความชํานาญโดยเฉพาะ ดวยขอจํากัดดังกลาว จึงมีการวิธีการ  เพ่ือ

ชวยในการจําแนกสิ่งมีชีวิตท่ีมีประสิทธิภาพ สะดวกและรวดเร็ว  จึงมีการนําหลักการ DNA barcodes มา

ใชในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตจากชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปรทางลําดับนิวคลีโอไทด  ประโยชนท่ี

ไดจากการศึกษา DNA barcodes นําไปประยุกตใชในหลายสาขาไดแก การจําแนกชนิดและติดตามการ

เปลี่ยนแปลงจํานวนของสิ่งมีชีวิตในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ สงผลใหเกิดการอนุรักษ

สิ่งมีชีวิตท่ีมีแนวโนมท่ีจะสูญพันธุ หรือมีการคนพบสิ่งมีชีวิตชนิดใหม ๆ รวมท้ังนําไปใชในการตรวจสอบ

พันธุพืช พันธุสัตวใหมีความถูกตอง สามารถใชในงานดานพิพิธภัณฑ สาธารณสุข กฎหมาย และเศรษฐกิจ      

        หลักการของ DNA barcodes ในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต อาศัยหลักการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอดวย

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยเลือกทําการเพ่ิมขยายชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปร
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ของลําดับนิวคลีโอไทดในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน ( interspecific variation) สูงกวาความผันแปรของลําดับ   

นิวคลีโอไทด ภายในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน ( intraspecific variation) ชิ้นสวนของดีเอ็นเอท่ีกําหนดใหเปน

เครื่องหมายดีเอ็นเอ ในการจําแนกชนิดของสัตว ไดแก ดีเอ็นเอท่ีอยูในไมโตคอนเดรีย ซ่ึงมีความแตกตาง

ของลําดับนิวคลีโอไทดมากเพียงพอในการจําแนกชนิดไดดีกวาดีเอ็นเอในนิวเคลียส   นอกจากนี้ดีเอ็นเอใน

ไมโตคอนเดรีย  ซ่ึงมีจํานวนมากตั้งแต 100 - 10,000 genome copies  ทําใหสามารถเพ่ิมขยายดีเอ็นเอ

ดวยเทคนิค PCR ไดงาย ใชไดดีในกรณีท่ีมีตัวอยางสิ่งมีชีวิตไมมากหรืออาจเกิดการแตกสลาย และดีเอ็นเอ

ในไมโตคอนเดรียมีเฉพาะสวนดีเอ็นเอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได (exon) ท้ังจีโนม ไมมีสวนท่ีแปลรหัส

ไมได (intron) หรือมีอยูนอยมากทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสั้น เหมาะแกการนํามาใชในการจําแนกชนิด  

ยีนท่ีเหมาะสมในการเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียนั้น มีหลายชนิด  ไดแก cytochrome 

oxidase subunit 1 (COI),  cytochrome b (Cyt B), NADH dehydrogenase 4 (ND4) และ NADH 

dehydrogenase 5 (ND5)  โดยแตละยีนจะมีอัตราวิวัฒนาการโมเลกุล (rate of molecular 

evolution) แตกตางกันไป และมีขนาดลําดับไมยาวมากนัก ประมาณ 900 base pairs  ยีน COI มี

คุณสมบัติเหมาะสมท่ีจะนําไปใชในการจําแนกชนิดไดดีกวายีนอ่ืนเนื่องจาก  1) ดีเอ็นเอตําแหนงดาน 5’ 

COI ของกลุมอาณาจักรสัตวเปนบริเวณอนุรักษ เหมาะสมท่ีใชในการกําหนดลําดับของไพรเมอร  

(universal primer) ท่ีเปนแบบ universal primer ท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ในกลุมของสิ่งมีชีวิต

ไดหลายชนิด   2) ยีน COI มีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดเพียงพอตอการจําแนกชนิด และมีความ

ผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดไมมากเกินไป เม่ือใชในการจําแนกสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน  ดวยเหตุนี้ยีน COI 

จึงคัดเลือกเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต   ยีน COI ขนาดประมาณ 700 base 

pairs จึงเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมเพราะเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสั้น และชัดเจน

สามารถเพ่ิมขยายดวย PCR ไดงาย มีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงกวาภายในชนิด

เดียวกัน และมีบริเวณท่ีเปนตําแหนงอนุรักษ (conserved region) ท่ีใช สําหรับในการกําหนด universal 

primer เพ่ือนําไปใชในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอไดหลายกลุมสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะกลุมสัตว  สําหรับฐานขอมูล

ท่ีใชในการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ไดแก ฐานขอมูล GenBank ท่ีมีรายงานลําดับ       

นิวคลีโอไทดของยีนตาง ๆ ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดโดยใชโปรแกรม BLASTn ท่ีมีรายงานเฉพาะยีนดีเอ็นเอ

บารโคดในสิ่งมีชีวิตตาง ๆ เทานั้น  

 

4. แผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetics trees) (13-27) 

         ความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิตสามารถแสดงไดดวย  phylogenetic trees ซ่ึง จะประกอบดวย 

nodes และ branches โดยก่ิง 1 ก่ิงจะเชื่อม nodes ท่ีใกลกัน 2 nodes เขาดวยกัน โดย nodes จะ

แสดงสิ่งท่ีตองทําการศึกษา (taxonomic units) กับสิ่งท่ีทําการเปรียบเทียบจะเรียกวา operational 

taxonomic unit (OTUs)  โดย branches จะแสดงความสัมพันธของสิ่งท่ีตองการศึกษาในเชิงบรรพบุรุษ

และลูกหลาน ลักษณะรูปแบบของ trees เรียกวา topology ความยาวของ branches แสดงจํานวนการ
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เปลี่ยนแปลง (หรือแสดงระดับความแตกตางทางพันธุกรรม) ท่ีเกิดข้ึนใน branches นั้นอัตราการแทนท่ี

ของกรดอะมิโนและลําดับนิวคลีโอไทด (amino acid or nucleotide substitutions)      ของแตละยีน

ในจีโนมมีคาเกือบคงท่ี นําไปสูการนําเอาขอมูลทางอณูพันธุศาสตรมาคํานวณหาความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต (phylogenetic relationships)   ในระดับตาง ๆ โดยท่ัวไปเม่ือเปรียบเทียบขอมูล

ทางอณูพันธุศาสตรกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลวพบวา ขอมูลทางอณูพันธุศาสตรใหรายละเอียดท่ีมี

แบบแผนชัดเจนในดานความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตเทียบเคียงไดกับ ขอมูลท่ีมาจากสัณฐาน

วิทยา วิธีการหนึ่งคือการวิเคราะห  phylogenetic trees ซ่ึง ประกอบดวยข้ันตอน ดัง นี้ 1)  คัดเลือก

เครื่องหมายทางพันธุกรรมท่ีเหมาะสม   2) ทําการวิเคราะหตัวอยาง  3) ทําการวิเคราะหขอมูลทางพันธุ

ศาสตร โดยวิธีทางสถิติท่ีเหมาะสม   4) นําขอมูลท่ีไดมาสราง phylogenetic trees ท่ีเหมาะสมกับขอมูล 

และแปลผลการทดลองจาก phylogenetic trees ท่ีได 

 

การวิเคราะหขอมูลพันธุศาสตรเพ่ือนําไปสราง phylogenetic trees โดยรูปแบบของขอมูลแบง

ออกเปน 2 ประเภท ไดแก 

        1. ขอมูลแสดงลักษณะ (discrete characters) ของส่ิงเปรียบเทียบ (operational 

taxonomic unit, OTUs) ขอมูลลักษณะนี้ไดจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีทําการเปรียบเทียบ หรือจาก 

restriction site polymorphism ซ่ึงขอมูลแบบนี้จัดเปนขอมูลปฐมภูมิ (primary data) สามารถนําไป

สราง phylogenetic trees ไดโดยตรง โดยวิธี maximum parsimony หรือ maximum likelihood 

หรือสามารถแปลงขอมูลเปนขอมูลทุติยภูมิ ซ่ึงแสดงเปนคาความแตกตางทางพันธุกรรม (genetic 

distance) แลวนําไปสราง phylogenetic trees ตอไป 

        2. ขอมูลแสดงความแตกตางหรือความเหมือนทางพันธุกรรม (genetic distance or 

similarity) ของส่ิงเปรียบเทียบ ขอมูลลักษณะนี้จะเปนขอมูลท่ีไดจากการเปลี่ยนแปลงขอมูลปฐมภูมิ 

(primary data) มาเปนขอมูลทุติยภูมิ (secondary data) ซ่ึงแสดงถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่ง

ท่ีเปรียบเทียบ ขอมูลแบบนี้จะไดมาจาก restriction fragment length polymorphism (RFLP) ของ

ยีนหรือชิ้น DNA และ VNTR (minisatellites และ microsatellites), amplified fragment length 

polymorphism (AFLP), DNA fingerprints และ RAPD เปนตน 

  

ชนิดของ phylogenetic trees  แบงแยกไดเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

        1. Rooted trees  จะมีก่ิงท่ีแสดง common ancestor (R) ของสิ่งมีชีวิตท้ังหมด (OTUs)  โดย

ราก (root) จะเปนตําแหนงเริ่มตนซ่ึงเปนตําแหนงของบรรพบุรุษรวม (common ancestor; R) ของกลุม

สิ่งมีชีวิตท่ีกําลังศึกษาท้ังหมด  แขนง ( branch) เปนตัวแทนกลุมอนุกรมวิธาน 1 กลุม ( single 

taxonomic group) ปม (node) เปนตําแหนงของบรรพบุรุษท่ีแยกออกเปนกลุมลูก 2 กลุม หรือมากกวา   
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ถามีกลุม ลูกมากกวา 2 กลุมเกิดจาก 1 ปม ปมนั้ นเรียกวา โพลิโทมี (polytomy)  ยอด ( tip) เปนสวน

ปลายสุดของปม เปนจุดท่ีแสดงถึงกลุมสิ่งมีชีวิตท่ียังคงมีชีวิตอยูหรือสูญพันธุไปแลว  (รูปท่ี 2.12) 

        2. Un-rooted trees  จะแสดงความสัมพันธของ OTUs ท้ังหมด โดยไมระบุตําแหนงของ บรรพ

บุรุษ (รูปท่ี 2.13) 

 

     

 

 

 

 

 

 

                                         

 

 

   

รูปท่ี  2.12  Phylogenetic trees ชนิด  rooted trees 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.13  Phylogenetic trees ชนิด un-rooted trees 

 

 

 

 

A 

B 

D 

C 

R 

B 

C 

  

Time 

A 

E 



 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. DNA barcodes 

        DNA barcodes เปนเทคนิคใหมท่ีอาศัยหลักการชีววิทยาโมเลกุลในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต 

ซ่ึงใชในการศึกษาของความหลากหลายทางชีวภาพ แนวคิดของดีเอ็นเอบารโคดมาจากแทงรหัสบารโคด

สินคา เพ่ือชวยใหสามารถบันทึกราคาสินคาและขอมูลสินคาไดอยางถูกตอง ชวยเพ่ิมความรวดเร็วในการ

จัดเก็บขอมูล จากแนวคิดนี้ทําใหมีการพัฒนาแทงรหัสบารโคดดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงใชในการจําแนก จัด

กลุมและติดตามการเปลี่ยนแปลง จํานวนของสิ่งมีชีวิตในแตละพ้ืนท่ี ( Stoeckle and Hebert, 2008) 

เนื่องจากการจําแนกสิ่งมีชีวิตแบบดั้งเดิม ( classical taxonomy) ซ่ึงอาศัยความแตกตางของลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา มีขอจํากัดอยูหลายประการ (Marquardt, 2005) ไดแก 1) ในการจําแนกชนิดของแมลง ซ่ึง

เปนกลุมท่ีมีความซับซอนเรียกวา species complex ซ่ึงก็คือกลุมแมลงท่ีตางชนิดกันท่ีมีลักษณะภายนอก

ท่ีเหมือนกันจนไมสามารถแยกออกไดดวยรูปรางลักษณะภายนอก แตมีลักษณะทางดานพันธุกรรมท่ี

แตกตางกันและอยูในสภาพทางภูมิศาสตรท่ีตางกัน 2) ไมสามารถใชลักษณะรูปรางในการจัดจําแนก

สิ่งมีชีวิตในทุกชวงอายุของการเจริญเติบโต ตองรอใหเปนระยะตัวเต็มวัย  จึงสามารถจําแนกชนิดได 3) 

การจําแนกกลุมของสิ่งมีชีวิตดวยลักษณะรูปราง จําเปนตองใชตัวอยางปริมาณมากเพ่ือใชยืนยันชนิด ดวย

เหตุนี้การ จําแนกชนิดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาจึงไมเหมาะกับตัวอยางท่ีมีจํานวนนอย และมีความ  

สําคัญในเชิงอนุรักษ 4) การจัดจําแนกชนิดดวยลักษณะ  รูปรางตองใชเวลานานมากในการจัดจําแนก

สิ่งมีชีวิตใหเปนหมวดหมู รวมท้ังตองอาศัยผูเชี่ยวชาญเฉพาะดาน ท่ีมีความชํานาญโดยเฉพาะ งานดังกลาว

เปนงานท่ีละเอียดออนตองมีความมานะอุตสาหะสูง ดังนั้น  เพ่ือท่ีจะชวยในงานดานการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิต

ใหเร็ว และมีประสิทธิภาพยิ่งข้ึน Prof. Paul D.N. Hebert และคณะ เปนผูท่ีมีนําหลักการ DNA 

barcodes มาใชในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตจากชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปรทางลําดับนิวคลีโอ

ไทดซ่ึงใชในการจําแนกสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันได และเปนผูริเริ่มทําใหเกิดโครงการแทงรหัส baecode ของ
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สิ่งมีชีวิต (barcodes of life) ภายใตการทํางานขององคกรระหวางประเทศท่ี ชื่อวา Consortium of the 

Barcodes of Life จัดตั้งข้ึน ในป 2005 องคกรนี้เกิดจากความรวมมือของนักวิทยาศาสตรท่ัวโลก ท่ีมี

ความคิดรวบรวมขอมูล  DNA barcodes ของสิ่งมีชีวิตท้ังหมดประมาณ 10 ลานชนิด ไดแก โปรติสต รา 

พืชและสัตวชนิดตาง ๆ  ใหมีการจัดจําแนกเพ่ือใหไดขอมูลของชนิด จัดทําใหเปนระบบ สามารถสืบคน 

อางอิง และตรวจสอบชนิดของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ ไดจึงเกิดเปนฐานขอมูลท่ีใชอางอิง  สําหรับ DNA barcodes

ท่ีเรียกวา BOLD (BOLD: The Barcodes of Life Data System)  ประโยชนท่ีไดจากการศึกษา  DNA 

barcodes นําไปประยุกตใชในหลายสาขาไดแก การจําแนกชนิดและติดตามการเปลี่ยนแปลงจํานวนของ

สิ่งมีชีวิตในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ สงผลใหเกิดการอนุรักษสิ่งมีชีวิตท่ีมีแนวโนมท่ีจะสูญ

พันธุ หรือมีการคนพบสิ่งมีชีวิตชนิดใหม ๆ รวมท้ังนําไปใชในการตรวจสอบพันธุพืช พันธุสัตวใหมีความ

ถูกตอง สามารถใชในงานดานพิพิธภัณฑ สาธารณสุข กฎหมาย  และเศรษฐกิจ หลักการของ DNA 

barcodes ในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต อาศัยหลักการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) โดยเลือกทําการเพ่ิมขยายชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดใน

สิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน ( interspecific variation) สูงกวาความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทด ภายใน

สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน ( intraspecific variation) ชิ้นสวนของดีเอนเอท่ีกําหนดใหเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

ในการจําแนกชนิดของสัตว ไดแก ดีเอ็นเอท่ีอยูในไมโตคอนเดรีย ซ่ึงมีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด

มากเพียงพอในการจําแนกชนิดไดดีกวาดีเอนเอในนิวเคลียส   นอกจากนี้ดีเอนเอในไมโตคอนเดรีย  มี

จํานวนมากตั้งแต 100 - 10,000 genome copies ทําใหสามารถเพ่ิมขยายดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ได

งาย ใชไดดีในกรณีท่ีมีตัวอยาง  สิ่งมีชีวิตไมมากหรืออาจเกิดการแตกสลาย และดีเอนเอในไมโตคอนเดรียมี

เฉพาะสวนดีเอนเอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได (exon) ท้ังจีโนม ไมมีสวนท่ีแปลรหัสไมได (intron) หรือ

มีอยูนอยมากทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสั้น เหมาะแกการนํามาใชในการจําแนกชนิด 

(http://phe.rockefeller.edu/barcodes/)  ยีนท่ีเหมาะสมในการเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในไมโตคอน 

เดรียนั้น มีหลายชนิดไดแก  ยีนไดแก cytochrome oxidase subunit 1 (COI),  cytochrome b (Cyt 

B), NADH dehydrogenase 4 (ND4) และ NADH dehydrogenase 5 (ND5) โดยแตละยีนจะมีอัตรา

วิวัฒนาการโมเลกุล (rate of molecular evolution) แตกตางกันไป และมีขนาดลําดับไมยาวมากนัก 

ประมาณ 900 base pairs  ยีน COI มีคุณสมบัติเหมาะสมท่ีจะนําไปใชในการจําแนกชนิดไดดีกวายีนอ่ืน

เนื่องจาก  1) ดีเอนเอตําแหนงดาน 5’ COI ของกลุมอาณาจักรสัตวเปนบริเวณอนุรักษ เหมาะสมท่ีใชใน

การกําหนดลําดับของไพรเมอร (universal primer) ท่ีเปนแบบ universal primer ท่ีใชในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอนเอ ในกลุมของสิ่งมีชีวิตไดหลายชนิด 2) ยีน COI มีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด 

เพียงพอตอการจําแนกชนิด และมีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดไมมากเกินไป เม่ือใชในการจําแนก

สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน  ดวยเหตุนี้ยีน COI จึงคัดเลือกเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในการจําแนกชนิดของ

สิ่งมีชีวิต (Former et al., 1994; Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b; Hajibabaei et al., 

2007)  ยีน COI ขนาด 650 base pairs จึงเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมสําหรับ  เพราะเปนชิ้นสวนดี
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เอ็นเอท่ีมีลําดับ    นิวคลีโอไทดท่ีสั้น  และชัดเจนสามารถเพ่ิมขยายดวย PCR ไดงาย มี  ความผันแปรของ

ลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงกวาภายในชนิดเดียวกัน และมีบริเวณท่ีเปนตําแหนงอนุรักษ 

(conserved region) ท่ีใช สําหรับในการกําหนด universal primer เพ่ือนําไปใชในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอ

ไดหลายกลุมสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะกลุมสัตว ( Kress and Erickson, 2008)   สําหรับฐานขอมูลท่ีใชในการ

เปรียบเทียบลําดับ       นิวคลีโอไทดของยีน COI มี 2 ฐานขอมูลดวยกันคือ ฐานขอมูล GenBank ท่ีมี

รายงานลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตาง ๆ ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดโดยใชโปรแกรม BLASTn (NCBI; 

www.ncbi.nlm.nih.gov) [8] และฐานขอมูล BOLD (Barcodes of Life Data System; 

http://www.boldsystems.org) ท่ีมีรายงานเฉพาะยีนดีเอ็นเอบารโคดในสิ่งมีชีวิตตาง ๆ เทานั้น โดยเม่ือ

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลแลว พบวามีความคลึงกันมากกวาหรือเทากับ 97 % จะทําให

สามารถทราบชื่อของสิ่งมีชีวิตนั้น หากมีความคลายคลึงนอยกวา 97 % จะถูกจัดเปนสิ่งมีชีตท่ียังไมเคย

รายงานในฐานขอมูลมากอน   

 

4. แผนภูมิรูปตนไม (phylogenetics trees) 

         ความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิตสามารถแสดงไดดวยแผนภูมิรูปตนไม (phylogenetic trees) ซ่ึง

จะประกอบดวย nodes และ branches โดยก่ิง 1 ก่ิงจะเชื่อม nodes ท่ีใกลกัน 2 nodes เขาดวยกัน 

โดย nodes จะแสดงสิ่งท่ีตองทําการศึกษา (taxonomic units) กับสิ่งท่ีทําการเปรียบเทียบจะเรียกวา 

operational taxonomic unit (OTUs)(19)   โดย branches จะแสดงความสัมพันธของสิ่งท่ีตองการ

ศึกษาในเชิงบรรพบุรุษและลูกหลาน ลักษณะรูปแบบของ tree เรียกวา topology ความยาวของ 

branches แสดงจํานวนการเปลี่ยนแปลง (หรือแสดงระดับความแตกตางทางพันธุกรรม) ท่ีเกิดข้ึนใน 

branches นั้นอัตราการแทนท่ีของกรดอะมิโนและลําดับนิวคลีโอไทด (amino acid or nucleotide 

substitutions) ของแตละยีนในจีโนมมีคาเกือบคงท่ี นําไปสูการนําเอาขอมูลทางอณูพันธุศาสตรมา

คํานวณหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต (phylogenetic relationships)(16) ในระดับตาง ๆ 

โดยท่ัวไปเม่ือเปรียบเทียบขอมูลทางอณูพันธุศาสตรกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลวพบวา ขอมูลทางอณู

พันธุศาสตรใหรายละเอียดท่ีมีแบบแผนชัดเจนในดานความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตเทียบเคียง

ไดกับขอมูลท่ีมาจากสัณฐานวิทยา วิธีการหนึ่งคือการวิเคราะห  phylogenetic trees ซ่ึง ประกอบดวย

ข้ันตอน ดังนี้ 

 1. คัดเลือกเครื่องหมายทางพันธุกรรมท่ีเหมาะสม 

 2. ทําการวิเคราะหตัวอยาง 

 3. ทําการวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตร โดยวิธีทางสถิติท่ีเหมาะสม 

 4. นําขอมูลท่ีไดมาสราง phylogenetic trees ท่ีเหมาะสมกับขอมูล และแปลผลการทดลองจาก 

phylogenetic trees ท่ีได(18) 
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การวิเคราะหขอมูลพันธุศาสตรเพ่ือนําไปสราง phylogenetic trees 

      1. รูปแบบของขอมูล แบงออกเปน 2 ประเภทคือ 

 1.1 ขอมูลแสดงลักษณะ (discrete characters) ของส่ิงเปรียบเทียบ (operational 

taxonomic unit, OTUs) ขอมูลลักษณะนี้ไดจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีทําการเปรียบเทียบ หรือจาก 

restriction site polymorphism ซ่ึงขอมูลแบบนี้จัดเปนขอมูลปฐมภูมิ (primary data) สามารถนําไป

สราง phylogenetic trees ไดโดยตรง โดยวิธี maximum parsimony หรือ maximum likelihood 

หรือสามารถแปลงขอมูลเปนขอมูลทุติยภูมิ ซ่ึงแสดงเปนคาความแตกตางทางพันธุกรรม (genetic 

distance) แลวนําไปสราง phylogenetic trees ตอไป 

 1.2 ขอมูลท่ีแสดงความแตกตางหรือความเหมือนทางพันธุกรรม (genetic distance or 

similarity) ของส่ิงเปรียบเทียบ ขอมูลลักษณะนี้จะเปนขอมูลท่ีไดจากการเปลี่ยนแปลงขอมูลปฐมภูมิ 

(primary data) มาเปนขอมูลทุติยภูมิ (secondary data) ซ่ึงแสดงถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่ง

ท่ีเปรียบเทียบ ขอมูลแบบนี้จะไดมาจาก restriction fragment length polymorphism (RFLP) ของ

ยีนหรือชิ้น DNA และ VNTR (minisatellites และ microsatellites), amplified fragment length 

polymorphism (AFLP), DNA fingerprints และ RAPD(21) เปนตน 

 

 

ชนิดของ phylogenetic trees  แบงแยกไดเปน 2 ชนิด คือ 

     1. Rooted tree  จะมีก่ิงท่ีแสดง common ancestor (R) ของสิ่งมีชีวิตท้ังหมด (OTUs)  โดยราก 

(root) จะเปนตําแหนงเริ่มตนซ่ึงเปนตําแหนงของบรรพบุรุษรวม ( common ancestor; R)(19) ของกลุม

สิ่งมีชีวิตท่ีกําลังศึกษาท้ังหมด  แขนง ( branch) เปนตัวแทนกลุมอนุกรมวิธาน 1 กลุม ( single 

taxonomic group) ปม (node) เปนตําแหนงของบรรพบุรุษท่ีแยกออกเปนกลุมลูก 2 กลุม หรือมากกวา   

ถามีกลุม ลูกมากกวา  2 กลุมเกิดจาก1 ปม ปมนั้ นเรียกวา โพลิโทมี (polytomy)  ยอด ( tip) เปนสวน

ปลายสุดของปม เปนจุดท่ีแสดงถึงกลุมสิ่งมีชีวิต ท่ียังคงมีชีวิต อยูหรือสูญพันธุไปแลว  (รูปท่ี 2.12) 

     2. Un-rooted tree  จะแสดงความสัมพันธของ OTUs ท้ังหมด โดยไมระบุตําแหนงของ บรรพบุรุษ 

(รูปท่ี 2.13) 
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รูปท่ี  2.12  Phylogenetic trees ชนิด  rooted tree 
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 

    1. วัสดุอุปกรณ 

                     -  Autopipette ขนาด 2, 10, 20, 100, 200, 1000 µl และ tip 

  -  1.5 ml microcentrifuge tube 

  -  PCR tube 

  -  Incubator 

  -  Electrophoresis 

  -  PCR machine 

  -  Vortex 

  -  Centrifuge 

  -  Gel documentation 

  -  Forceps 

  -  ใบมีดผาตัด 

     2. น้ํายาและสารเคมี 

  -  DNA Extraction kit (QIAamp DNA Mini Kit reagent) 

  -  10 x PCR buffer 

  -  50 mM MgCl2 

  -  10 µM primer A (LepF1) 

  -  10 µM primer B (LepR1) 

  -  10 mM dNTPs 

  -  Platinum Taq DNA Polymerase 5 U/µl 

  -  ddH2O 

  -  Agarose gel 

  -  0.5 x TBE buffer 

  -  Disodium EDTA 

  -  DNA ladder 

  -  6 x Gel Loading dye 

  -  Ethidium bromide 
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วิธีการวิจัย 

       1. กลุมตัวอยางท่ีใชในงานวิจัย  

            ตัวอยางตัวเต็มวัยของแมลงสาบ 12 ชนิด  ไดแก Periplaneta americana, Periplaneta 

australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, Blatta 

lateralis, Blettella germanica, Supella longipalpa,  Pycnocelus surinamensis, Panesthia 

angustipennis, unknown 1, unknown 2  โดยใชสวนขา ชนิดละ 5 ตัวอยาง 

        2. จําแนกชนิดออกเปนจีนัส สปชีสโดยวิธีสัณฐานวิทยา (morphology) ซ่ึงเปนวิธีมาตรฐาน โดย

ผูเชี่ยวชาญ 

        3.  การจําแนกแมลงสาบโดยวิธี DNA barcode 

             3.1 การ สกัดดีเอ็นเอจากแมลงสาบ โดยใช QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) ตามวิธีการ

สกัดดีเอ็นเอของ QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)   

                  1)  นําขาแมลงสาบจํานวน 1 ขาใสลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube 

          2) ลางดวย 70% Alcohol 500 µl จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นนําไปบมท่ี 50°C นาน 1-2 ชั่วโมง  

          3) เติม ATL buffer 180 µl และ proteinase K  20 µl บมท่ี 56°C  นาน 18-24 ชั่วโมง              

                   4) ดูดสารละลายมาใสใน 1.5 ml microcentrifuge tube หลอด ใหม และเติม AL buffer  

200 µl  ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปบมท่ี 70oC นาน 10 นาที   

                   5) เติม Absolute ethanol  200  µl ผสมสารละลายใหเขากัน  

          6) ดูดสวนใสของสารละลายลงใน QIAamp Spin Column ท้ิงไว 2-3 นาที เพ่ือให 

membrane อ่ิมตัว นําไปปนท่ี 8,000 rpm นาน 1 นาที  DNA  จะเกาะอยูบน membrane 

         7) ถอด 1.5 ml microcentrifuge tube ออกจาก QIAamp Spin Column แลวนํา 1.5 ml 

microcentrifuge tube  หลอดใหมมาสวม QIAamp Spin Column แทน 

                   8) เติม  AW1 buffer 500 µl ลงใน QIAamp Spin Column แลวนําไปปนท่ี 8,000 rpm 

นาน 1 นาที   ทําซํ้าขอ 7 

          9) เติม AW2 buffer 500 µl ลงใน QIAamp Spin Column แลวนําไปปนท่ี 14,000 rpm 

นาน 3 นาที    

                  10) ถอด 1.5 ml microcentrifuge tube ออกจาก QIAamp Spin Column แลวนํา

สารละลายใน QIAamp Spin Column ท้ิงไป จากนั้นใสกลับลงไปใน  QIAamp Spin Column หลอดเกา 

นําไปปนท่ี 14,000 rpm นาน 1 นาที   ทําให buffer ท่ีเหลืออยูออกใหหมด ทําซํ้าขอ 7 

                  11)  เติม AE buffer 50  µl  ลงใน  QIAamp Spin Column นํามาบมท่ีอุณหภูมิหอง นาน 5 

นาที จากนั้นนําไปปนท่ี 8,000 rpm  นาน 1 นาที 
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                  12)  ถอด QIAamp Spin Column ไปใสใน 1.5 ml. microcentrifuge tube อันใหม สวน

สารท่ีอยูใน 1.5 ml. microcentrifuge tube หลอดเดิม นําไปแชท่ี -20°C สารนั้นคือ DNA ท่ีไดจากการสกัด

เพ่ือนําไปใชในการทํา Polymerase chain reaction (PCR) ตอไป  

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1  ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยใช QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) 

 

      3.2  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) 

   ทําการเพ่ิมปริมาณ COI  gene ของแมลงสาบในหลอดทดลอง ดวยวิธี PCR  

                     Primer   LepF1 (5’-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3’)  

                                 LepR1 (5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3’)   

                    ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 50 µl  ประกอบดวย  

10X buffer 5     µl 

50 mM MgCl2 2.5   µl 

10 µM Primer A (LepF1) 0.5   µl 

10 µM Primer B (LepR1) 0.5   µl 

10 mM dNTPs 0.25  µl 

Taq DNA Polymerase 5 U/µl 0.24  µl 

ddH2O 36.01 µl 

DNA template 5       µl 
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             ทําตามข้ันตอน ดังนี้ 

             Pre-denaturation 94oC 1    นาที 

    Denaturation  94oC 30  วินาที 

    Annealing  45oC 40  วินาที 

    Extension  72oC 1    นาที 

    Denaturation  94oC 30  วินาที 

    Annealing  55oC 40  วินาที 

    Extension  72oC 1    นาที 

      Final extension 72oC 10  นาที 

 

    นํา PCR product ไป run 1.5% agarose gel โดยใช PCR product 5 µl + 6X gel loading 

dye 1 µl ท่ีความตางศักย 120 volts เปรียบเทียบกับ 100 base pairs ladder จากนั้นนําไปยอมดวย 

ethidium bromide ถายภาพดวยเครื่อง gel documentation โดยใช COI gene ซ่ึงเปน DNA ท่ีสกัดได

จากยุง Anopheles epiroticus เปน positive control สวน negative control เปนหลอดท่ีไมไดเติม DNA 

template  

          3.3 การวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequencing)   

      นํา PCR product ท่ีไดไปทําการ purified จากนั้นทําการสง sequence โดยใชบริการของ

บริษัท Pacific Science จํากัด เพ่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาทํา alignment โดยใชโปรแกรม Chromas 

MFC Application, BioEdit, Clustal X และ Mega 4.0, Mega 4.0.2  เพ่ือดูความสัมพันธของแมลงสาบแต

ชนิด โดยการวิเคราะห phylogenetic tree,  interspecific and intraspecific divergence analysis  และ

ยืนยันชนิดแมลงสาบโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และ BOLD   

4 cycles 

35 cycles 



บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

        การวิจัยนี้ไดทําการจําแนกชนิดของแมลงสาบโดยวิธี DNA barcodes เปรียบเทียบกับวิธีสัณฐาน

วิทยาซ่ึงเปนวิธีมาตรฐานโดยผูเชี่ยวชาญ จําแนกเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิด จํานวน 10 ชนิด ไดแก  

Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta 

fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, Blatta lateralis, Blettella germanica, Supella 

longipalpa,  Pycnocelus surinamensis, Panesthia angustipennis  พบวามีลักษณะตรงตามหลัก

ทฤษฎีท่ีระบุไว  และเปนแมลงสาบท่ีไมทราบชนิดอีก 2 ชนิด ไดแก unknown 1, unknown 2 ซ่ึงมี

ลักษณะสัณฐานวิทยาคลายคลึงกันกับ Blettella germanica (ตารางท่ี 4.1)   จากนั้นทําการสกัด  DNA 

จากสวนขาของแมลงสาบชนิดละ 5 ตัวอยาง รวมท้ังสิ้น 60 ตัวอยาง ดวยชุดสกัด DNA QIAGEN Mini Kit  

และเพ่ิมจํานวนยีน COI  ดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช LepF1 และ LepR1 

primer แลวนํา PCR product ท่ีไดมา run 1.5 % agarose gel electrophoresis ได DNA product 

ขนาด 700 base pairs เม่ือเทียบกับ 100 base pair ladder DNA markers  จากการทดลองพบวา 

สามารถทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน COI ของแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด จํานวน 60 ตัวอยาง โดยวิธี 

PCR ได (รูปท่ี 4.1-4.4) 

        จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI  (sequencing)  พบวามี 55 ตัวอยาง ท่ี

สามารถนํามาศึกษาตอ ได  สวนอีก 5 ตัวอยาง ไมสามารถอานผลได เนื่องจากขาดความสมบูรณ ของ 

sequence ท่ีจะนําไปใชในการเปรียบเทียบ   โดยจํานวน 55 ตัวอยาง ประกอบดวย Periplaneta 

americana 5 ตัวอยาง  (ตัวอยาง 1 -5) Periplaneta australasiae 4 ตัวอยาง ( ตัวอยาง 2-5) 

Periplaneta brunnea  4 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1, 3-5) Periplaneta fuliginosa 5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-

5)  Neostylopyga rhombifolia 5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  Blatta lateralis 4 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-

4) Blettella germanica 5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  Pycnocelus surinamensis  5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 

1-5)  Supella longipalpa  5  ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  Panesthia angustipennis  5 ตัวอยาง 

(ตัวอยาง 1-5)  unknown 1  5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  unknown 2   3  ตัวอยาง (ตัวอยาง 1, 4-5)  

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก  forward primer และ reverse primer  โดยใชโปรแกรม  

Chromas MFC Application และโปรแกรม ClustalX  (รูปท่ี 4.5-4.7)  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน COI  เพ่ือยืนยันชนิดของแมลงสาบในฐานขอมูลของ Genblank ผานโปรแกรม Blastn และ IBOL 

system  (รูปท่ี 4.8-4.10)  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยการทํา multiple alignment  โดยใช

โปรแกรม ClustalX และ BioEdit  (รูปท่ี 4.11 และ 4.12)  และนําลําดับนิวคลีโอไทดมาประมวลผลผาน

โปรแกรม Mega  4.0 ไดผลออกมาเปนแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดย
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เปลี่ยนเปนไฟล .meg  กอนจะใชโปรแกรม Mega 4.0.2  และใชชันโรง (Trigona apicalis)  เปน out 

group (รูปท่ี 4.13-4.18) 

        จากการศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางระหวางสปชีส (interspecifics K2P values) และความ

แตกตางภายในสปชีส (maximum intraspecifics K2P values) ของแมลงสาบ โดยใชคําสั่ง pair wise 

distance บนโปรแกรม Mega 4.0 จากแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetic trees) ชนิด 

Neighbor-joining และสถิติท่ีใชคือ Kimura-2-parameter (K2P) ซ่ึงคาระยะหางทางพันธุกรรมมากกวา 

0.02 จะถือวาแมลงสาบชนิดนั้น ๆ อยูตางสปชีสกัน    ซ่ึงหมายความวา 0.02 มีคาเทากับ 2% นั่นคือ 

ลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิต 2 ชนิดท่ีมีขนาด 100 base paires  เม่ือนํามาเปรียบเทียบกัน ถามีลําดับ

นิวคลีโอไทดแตกตางกันมากกวา 2 base paires  จะถือวาสิ่งมีชีวิต 2 ชนิดนี้อยูตางสปชีสกัน(27- 31)  

        จากการศึกษาความแตกตางภายในสปชีส (intraspecifics K2P value) จะพบวาแมลงสาบท่ีอยู

ในสปชีสเดียวกันท้ัง 12 ชนิด มีคาระยะหางทางพันธุกรรมตั้งแต 0.00-0.015 โดย  Supella 

longipalpa, Periplaneta australasiae, Periplaneta fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, 

Blatta lateralis, Blattella germanica, Pycnocelus surinamensis, unknown 1  มีคา ระยะหาง

ทางพันธุกรรมภายในสปชีส 0.00  สวน Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, 

Panesthia angustipennis, unknown 2 มีคาระยะหางทางพันธุกรรมภายในสปชีส 0.013, 0.015, 

0.001, 0.004  ตามลําดับ ซ่ึงมีคาระยะหางทางพันธุกรรมภายในสปชีสไมเกิน 0.02 ทุกชนิด  (รูปท่ี 4.18

และตารางท่ี 4.2) 

        เม่ือศึกษาความแตกตางระหวางสปชีส พบวาแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด มีคาระยะหางทางพันธุกรรม    

ระหวางแมลงสาบแตละชนิดตั้งแต 0.097-0.268 ซ่ึงมีคา ระยะหางทางพันธุกรรมมากกวา 0.02  

ยกตัวอยางเชน Supella longipalpa มีคาความแตกตางระหวางสปชีสกับ Periplaneta australasiae, 

Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, Periplaneta fuliginosa, Panesthia 

angustipennis, Neostylopyga rhombifolia, Blatta lateralis, Blattella germanica, 

Pycnocelus surinamensis, unknown 1, unknown 2 เทากับ 0.212, 0.248, 0.215, 0.223, 0.201, 

0.216, 0.224, 0.226, 0.230, 0.248  และ 0.265 ตามลําดับ   สวนชันโรง (Trigona apicalis) ท่ีเปน 

out group มีคาความแตกตางระหวางสปชีสกับแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด ตั้งแต 0.477-0.547  (รูปท่ี 4.18

และตารางท่ี 4.3) 

        เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด ไปยืนยันชนิดของแมลงสาบใน Genbank และ 

IBOL system พบวาแมลงสาบท่ีทราบชนิด 8 ชนิด ไดแก Supella longipalpa, Periplaneta 

australasiae, Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, Periplaneta fuliginosa, 

Neostylopyga rhombifolia, Blattella germanica, Pycnocelus surinamensis ใหผลยืนยันชนิด

ของแมลงสาบสอดคลองกับสัณฐานวิทยาทุกตัวอยางใน GenBank และ IBOL system ยกเวนแมลงสาบ 

4 ชนิด ไดแก Blatta lateralis, Panesthia angustipennis, unknown 1 และ unknown 2 ท่ีใหผล
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ไมสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดย Blatta lateralis  ใหผลไมสอดคลองท้ังใน GenBank 

และ IBOL system โดยใหผลการยืนยันของแมลงสาบชนิดนี้ไดเพียงอันดับ ( order) Blattaria  100% 

Panesthia angustipennis ใหผลการยืนยันชนิดของแมลงสาบโดย GenBank และ IBOL system ตรง

กับ Periplaneta fuliginosa  91% และ 90.84%  ตามลําดับ   อาจเนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของ Panesthia angustipennis และ Periplaneta fuliginosa  มีลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกัน คือ 

pronotum มีสีน้ําตาลเขม ปกท่ีปกคลุมลําตัวมีสีเขม แต Panesthia angustipennis จัดอยูในแมลงสาบ

ขนาดกลาง มีความยาวของลําตัวประมาณ 20-25 มม. ขณะท่ี  Periplaneta fuliginosa จัด เปน

แมลงสาบขนาดใหญ มีความยาวของลําตัวประมาณ  30-34 มม.  สวน unknown 1  ใหผลยืนยันชนิด

ของแมลงสาบใน GenBank สอดคลองในอันดับ ( order)  Blattaria  85%  และใน IBOL system  

สอดคลองกับวงศ (family)  Blattelladae  86.28%  สวน unknown 2 ใหผลยืนยันชนิดของแมลงสาบ

ใน GenBank และ IBOL system สอดคลองกับ  Blattaria  86% และ  86.73%  ตามลําดับ 

       จากผลของแผนภาพวงศวานวัฒนาการพบวา แมลงสาบท่ีมีวิวัฒนาการแตกตางระหวางสปชีสมาก

ไดแก Pycnocelus surinamensis, unknown 1, Supella longipalpa, Blattella germanica  และ 

unknown 2 โดยท่ีแมลงสาบ unknown 2 ,ความสัมพันธกันกับ Blattella germanica สวนแมลงสาบ

ท่ีเหลืออีก 7 ชนิด ไดแก Periplaneta australasiae, Periplaneta americana, Periplaneta 

brunnea, Periplaneta fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, Blatta lateralis, Panesthia 

angustipennis มีความสัมพันธคลายคลึงกันรอยละ 90 คาดวานาจะมาจากบรรพบุรุษเดียวกัน 

นอกจากนี้ยังพบวา Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, Panesthia angustipennis 

และ unknown 2 มีความหลากหลายในสปชีสเดียวกันสูงกวาแมลงสาบชนิดอ่ืน ๆ (รูปท่ี 4.18) 
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ตารางท่ี 4.1  การจําแนกชนิดของแมลงสาบท่ีนํามาศึกษา  

ชนิด ลักษณะสําคัญ 

1. แมลงสาบอเมริกัน     

(Periplaneta americana 

หรือ American cockroach) 

มีขนาดใหญมีลําตัวยาวประมาณ 30-40 มม. มีสีน้ําตาลเขม สวนทอง

ของตัวเต็มวัยเพศเมียใหญกวาเพศผูและไมมี stylets ท่ีขอบนอกของ 

pronotum มีสีเหลืองตัดกับสีน้ําตาลท่ีอยูดานใน  

2. แมลงสาบออสเตรเลีย 

(Periplaneta australasiae 

หรือ Australian cockroach) 

มีขนาดใหญ ลําตัวยาวประมาณ 27-33 มม. ลักษณะท่ัวไปคลายกับ  

Periplaneta americana แตมีขอท่ีแตกตางกันคือ Periplaneta  

australasiae มีแถบสีเหลืองออน (pale streak) ยาวประมาณ 1/3 

ของปกอยูท่ีดานขางของปกคูแรกขางละแถบ  

3. Periplaneta brunnea 

(large brown cockroach) 

มีลักษณะคลายกับ Periplaneta americana แตตางกันท่ี cerci 

โดย cerci ของ Periplaneta  brunnea  มีรูปรางอวนสั้นและโปง

ตรงกลางคลายรูปกระสวย สวน cerci ของ Periplaneta 

americana มีรูปรางเรียวยาวและปลายแหลมเพรียวกวา 

4. Periplaneta fuliginosa 

(smoky brown cockroach) 

มีขนาดใหญ มีลักษณะใกลเคียงกับแมลงสาบอเมริกัน แตลําตัวสี

น้ําตาลเขมมันวาว ท้ังตัวผูและตัวเมียยาวประมาณ 30-34 มม. หนวด

เรียวและยาวกวาลําตัว ท้ังสองเพศมีปกเจริญดีและยาวคลุมถึงปลาย

ของสวนทอง   

5. Neostylopyga 

rhombifolia (Harlequin 

cockroach) 

มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 25-30 มม. ลักษณะลําตัวเปนรูปไข มี

ลักษณะปกหนาซ่ึงหดสั้นลงกลายเปนติ่งเล็ก ๆ ลําตัวมีสีสันสดใสเปน

ลวดลายสีเหลืองสลับกับสีดํา ตัวเต็มวัยเพศเมียจะอวนและปอมกวา

เพศผู 

6. Blatta lateralis 

(Turkestan cockroach หรือ 

rusty red cockroach 

หรือ red runner cockroach) 

มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 30 มม. ตัวผูมีสีสมอมน้ําตาล - สีแดง 

ลําตัวผอมยาว ปกสีเหลือง สามารถบินได ตัวเมียมีสีน้ําตาลเขม-ดํา มี

แถบเสนสีครีมบนปก ลําตัวมีขนาดกวางกวาตัวผู 

7. แมลงสาบเยอรมัน 

(Blattella germanica หรือ 

German cockroach) 

มีขนาดเล็ก ลําตัวยาวประมาณ 12-16 มม. มีสีเหลืองอมน้ําตาล ตัว

เต็มวัยเพศเมียมีสีเขมกวาและมีสวนทองใหญกวาเพศผู pronotum  

มีแถบสีดํา 2 แถบทอดอยูตามแนวยาวของ pronotum 

8. Supella longipalpa  

(brown-banded cockroach) 

มีขนาดเล็ก ยาวประมาณ  10-14 มม. ชวงอกมีสีดํา แตตรงขอบ

ดานขางมีสีออน ลักษณะท่ีเดนชัด คือ มี palpi ยาวมาก ปกคูแรกมี

แถบตามขวางสีน้ําตาล 2 แถบ หรือบริเวณปกไมมีแถบสีน้ําตาล 
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       ชนิด ลักษณะสําคัญ 

9. แมลงสาบสุรินัม 

(Pycnoscelus surinamensis 

หรือ Surinum cockroach) 

มีขนาดลาง ตัวผูยาว 13-17 มม. ตัวเมียยาว 15-18 มม. หนวดสั้น

กวาลําตัว ปกเจริญดี มีสีออนกวาสีของลําตัว pronotum มีแถบสี

เหลืองขยายยาวจนคลุมขอบดานขาง หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือ

จุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง 

10. Panesthia 

angustipennis 

มีขนาดกลาง ลําตัวยาวประมาณ  15-20 มม.  ตัวผูยาว 13-17 มม. 

ตัวเมียยาว 15-18 มม. หนวดสั้นกวาลําตัว  ปกเจริญดี มีสีออนกวาสี

ของลําตัว  pronotum  มีแถบสีเหลืองขยายยาวจนคลุมขอบดานขาง 

หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือจุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง 

11. Unknown 1,  

unknown 2 

เปนแมลงสาบขนาดเล็ก ท้ัง 2 ชนิด มีลักษณะคลายคลึงกันมาก และ

เม่ือพิจารณาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะพบวาคลายกับแมลงสาบ

เยอรมัน ( Blattella germanica) มาก มี ขนาดลําตัวยาวประมาณ 

10-14 มม. pronotum มีสีดํา ตรงขอบดานขางมีสีออน ลักษณะท่ี

เดนชัดคือ มี palpi ยาวมาก เพศผูและเพศเมียมีลักษณะแตกตางกัน  

คือ เพศผูรูปรางคอนขางยาว มีปกเจริญดีปกคลุมถึงสวนปลายทอง 

สวนเพศเมียมีรูปรางคอนขางอวน และมีปกสั้นปกคลุมสวนทองไมมิด  

สวนท่ีทําใหแมลงสาบ 2 ชนิดนี้แตกตางกันก็คือ สวนของปก จะ

ปรากฏลักษณะของปกอยู 2 แบบ คือ  unknown 1 มีปกสีน้ําตาล

ออน ไมมีลาย   สวน unknown 2 มีแถบสีดํา 2 แถบบริเวณปก

ดานบนใกลบริเวณ pronotum 
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                             M   1    2    3   4    5    6   7    8   9   10  11   N   P   M 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1   Agarose  gel  electrophoresis  ของ ยีน COI  ท่ีไดจากการทํา PCR ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได

จากแมลงสาบ  Periplaneta australasiae (lane  1-5)   Periplaneta  fuliginosa  (lane  6-10) 

Panesthia  angustipennis (lane 11)  ดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาด 700 base pairs เปรียบเทียบกับ  100 

base pairs ladder DNA markers (lane M) lane N: negative control, lane P: positive control 

(Anopheles  epiroticus) 

           

                     M     1     2     3      4     5     6     7     8      9      N    P    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.2   Agarose gel electrophoresis ของยีน COI ท่ีไดจากการทํา PCR ของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจาก

แมลงสาบ Periplaneta brunnea  (lane 1-5) และ Panesthia  angustipennis (lane 6-9) ดีเอ็นเอ 

ท่ีไดมีขนาด 700 base pairs เปรียบเทียบกับ 100 base pairs ladder DNA makers (lane M)  lane 

N: negative control,  lane P: positive control (Anopheles epiroticus) 

 

   1,000 bp 

    500  bp 

 

   1,000 bp 

    500  bp 

 

 1,000 bp 

  500  bp 
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                         M   1   2   3    4   5    6   7    8   9  10   11 12  13 14  15   P   P   N    P                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.3  Agarose gel electrophoresis ของยีน COI ท่ีไดจากการทํา PCR ของ DNA ท่ีสกัดไดจาก

แมลงสาบ Pycnocelus surinamensis  (lane 1-5)  Blatta lateralis  (lane 6-10) Neostylopyga 

rhombitolta (lane  11-15)  DNA ท่ีไดมีขนาด 700 base pairs  เปรียบเทียบกับ 100 base pairs 

ladder DNA makers (lane M) lane N: negative control, lane P: positive control (Anopheles  

epiroticus) 

                        M     1    2     3     4     5     6     7     8     9    10   11   12    13    14               

 

 

  Myh’ 

 

                              

 

 

 

                          
                            M     15   16   17   18   19   20    21    22    23     24   25   N    P     M   

  

รูปท่ี 4.4  Agarose gel electrophoresis ของยีน COI ท่ีไดจากการทํา PCR ของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจาก

แมลงสาบ unknown 1 (Lane  1-5)  Blettella germanica  (Lane  6-10), Supella  longipapa  

(Lane  11-15)  unknown 2 (Lane  16-20)  และ Periplaneta americana  (Lane  21-25) ดีเอ็น

เอท่ีไดมีขนาด 700 base pairs เปรียบเทียบกับ 100 base pairs ladder DNA markers  (lane M)  

lane  N: negative control, lane P: positive control (Anopheles  epiroticus) 

 

1,000 bp 

  500 bp 

 

   1,000 bp 

    500  bp 

 

   1,000 bp 

    500  bp 

 

   1,000 bp 

    500  bp 
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รูปท่ี 4.5 Electrophelogram แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI  ท่ีไดจาก forward primer และ 

reverse primer อานโดยใชโปรแกรม Chromas เพ่ือศึกษาลักษณะของ peak ของนิวคลีโอไทดแตละตัว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.6  ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการทํา alignment โดยใชโปรแกรม Chromas และถูกบันทึกใน

โปรแกรม Note Pad 
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รูปท่ี 4.7    Alignment ของ forward primer และ reverse primer ดวยโปรแกรม ClustalX ของ

แมลงสาบแตละตัวอยาง เพ่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท้ัง 2  เสน 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 4.8 เสนท่ีมีความยาวตางกันแสดงความความเปนไปไดของแมลงสาบจากใน Genblank 

เปรียบเทียบกับแมลงสาบท่ีศึกษา 



 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.9  ชนิดของแมลงสาบท่ีมีความเปนไปไดมากท่ีสุดโดยดูจาก % Max identical และรายละเอียด

ของแมลงสาบประกอบกับยีนท่ีใชในการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.10   การจับคูกันระหวางลําดับนิวคลีโอไทดของแมลงสาบท่ีสนใจศึกษากับลําดับนิวคลีโอไทดของ

แมลงสาบใน Genblank เพ่ือเปนการยืนยันชนิดของแมลงสาบชนิดนั้น ๆ 
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รูปท่ี 4.11  ผลจากการใชโปรแกรม ClustalX ในการทํา alignment  แสดงใหเห็นถึงการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ complete alignment เพ่ือศึกษาความเหมือนและความแตกตางของลําดับ      

นิวคลีโอไทดของแมลงสาบแตละชนิด และชันโรง (Trigona apicalis) เปน out group 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.12   การใชโปรแกรม BioEdit ในการทํา complete alignment และตัดสายนิวคลีโอไทดใหมี

ขนาดเทากัน เพ่ือนําไปสรางแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetic trees)  
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รูปท่ี 4.13   หลังจากทํา complete alignment จะนํามาสรางแผนภาพ  phylogenetic trees โดยใช

โปรแกรม Mega 4.0.2 

 

 

 

 

            

 

 

                 

              

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.14   ลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดกอนท่ีจะนําไปสรางแผนภาพ phylogenetic trees ตองนํามา

เปลี่ยนเปนไฟล .meg กอนในโปรแกรม Mega 4.0.2   
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รูปท่ี 4.15 เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ท้ังสาย แสดง

ออกมาเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตางไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.16  คา distance pair wise  (ระยะหางทางพันธุกรรม ) ของแมลงสาบท้ัง 55  ตัวอยาง โดยใช

โปรแกรม Mega 4.0.2 
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รูปท่ี 4.17  การจัดกลุมของแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด เพ่ือนําไปหาคาความสัมพันธของแมลงสาบภายใน    

สปชีสเดียวกัน (intraspecifics) และ ความสัมพันธของแมลงสาบท่ีอยูตางสปชีสกัน (interspecifics) 
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รูปท่ี 4.18   วงศวานวิวัฒนาการ (NJ phylogenetic tree) โดยคํานวณจากสถิติ Kimura two-

parameter จากยีน COI  ของแมลงสาบ 
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ตารางท่ี 4.2   ความสัมพันธของแมลงสาบภายในสปชีสเดียวกันของลําดับนิวคลีโอไทดของแตละตัวอยาง 

(intraspecifics)  โดยใชคําสั่ง distance pair wise บนโปรแกรม Mega 4.0.2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Species of cockroach distance 

1. Supella longipalpa 0.000 

2. Periplaneta australasiae 0.000 

3. Periplaneta americana 0.013 

4. Periplaneta brunnea 0.015 

5. Periplaneta fuliginosa 0.000 

6. Panesthia angustipennis 0.001 

7. Neostylopyga rhombifolia 0.000 

8. Blatta lateralis 0.000 

9. Blattella germanica 0.000 

10. Pycnocelus surinamensis 0.000 

11. Unknown  1 0.000 

12. Unknown  2 0.004 



 40 

ตารางท่ี 4.3   ความแตกตางของแมลงสาบแตละสปชีส จากการเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับ      

นิวคลีโอไทดของแมลงสาบแตละสปชีส  (interspecifics) โดยใชคําสั่ง distance pair wise  บน

โปรแกรม 4.0.2  

 
 

   S. 

longi 

palpa 

 P. 

austa

lasiae 

P. 

ameri

cana 

P. 

brun 

nea 

 P. 

fuligi 

nosa 

P. 

angust

ipenris 

 N. 

rhom 

bifolia 

 B. 

latera 

lis 

B. 

germa

nica 

Unk 

1 

Unk 

2 

P. 

surina

mensis 

T. 

apicalis 

(out 

group) 

 Supella 

longipalpa 

0.000             

Periplaneta 

australasiae 

0.212 0.000            

Periplaneta 

americana 

0.248 0.116 0.013           

Periplaneta 

brunnea 

0.215 0.110 0.107 0.015          

Periplaneta 

fuliginosa 

0.223 0.115 0.140 0.113 0.000         

Panesthia 

angustipenris 

0.201 0.097 0.120 0.114 0.123 0.001        

Neostylopyga 

rhombifolia 

0.216 0.123 0.137 0.151 0.154 0.136 0.000       

Blatta lateralis 0.224 0.134 0.126 0.168 0.161 0.147 0.127 0.000      

Blattella 

germanica 

0.226 0.177 0.200 0.195 0.200 0.186 0.197 0.200 0.000     

Unknown  1 0.230 0.170 0.216 0.207 0.206 0.169 0.201 0.192 0.171 0.000    

Unknown  2 0.248 0.197 0.210 0.203 0.234 0.189 0.223 0.205 0.226 0.220 0.000   

Pycnocelus 

surinamensis 

0.265 0.221 0.228 0.222 0.235 0.195 0.235 0.229 0.250 0.268 0.260 0.000  

Trigona apicalis 

(out group) 

0.503 0.487 0.531 0.521 0.537 0.525 0.547 0.512 0.477 0.533 0.483 0.485 0.000 



 

 

บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผล 

 

        การวิจัยนี้เปนการศึกษาเพ่ือพัฒนาวิธี DNA barcodes มาใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบใน

เบื้องตนซ่ึงยังไมเคยมีการอางถึงวิธี DNA barcodes ในการใชจําแนกชนิดของแมลงสาบมากอน จาก

การศึกษาพบวาวิธี  DNA barcodes ท่ีพัฒนาข้ึนมาโดยทําการ เพ่ิมจํานวนยีน COI  ดวยเทคนิค PCR  

โดยใช LepF1 และ LepR1 primer  จะได DNA product  ท่ีมีขนาด 700 base pairs จากนั้นนําดีเอ็น

เอ ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequencing) นํานิวคลีโอไทดท่ีไดมาทํา alignment และ phylogenetic 

trees  โดยใชโปรแกรม Chromas MFC Application, BioEdit, Clustal X และ MEGA 4.0  และยืนยัน

ชนิดของแมลงสาบใน Genbank และ IBOL system พบวาแมลงสาบ 8 ชนิด ไดแก Periplaneta 

americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta fuliginosa, 

Neostylopyga rhombifolia, Blettella germanica, Supella longipalpa,  Pycnocelus 

surinamensis ใหผลสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา สวนอีก 2 ชนิด ไดแก Blatta lateralis, 

Panesthia angustipennis ใหผลไมสอดคลองกับลักษณะสัณฐานวิทยา โดย Blatta lateralis ใหผล

การยืนยันอยูในอันดับ (order) Blattaria 100% และ Panesthia angustipennis ใหผลการยืนยันตรง

กับ Periplaneta fuliginosa ซ่ึงอาจเนื่องมาจากลักษณะสัณฐานวิทยาของ Panesthia angustipennis 

และ Periplaneta fuliginosa  มีความคลายคลึงกันมากในลักษณะภายนอก  สวน unknown 1 ใหผล

สอดคลองกับอันดับ ( order)  Blattaria  วงศ (family)  Blattelladae  และ unknown 2 ใหผล

สอดคลองกับ Blattaria  และเม่ือศึกษาความแตกตางระหวางสปชีสของแมลงสาบ (interspecifics K2P 

values) และความแตกตางภายในสปชีส (intraspecifics K2P value) พบวามีคาระยะหางทางพันธุกรรม 

0.097-0.268 และ 0.00-0.015  ตามลําดับ ซ่ึงมีคามากกวา 0.02 และ ไมเกิน  0.02  ตามลําดับ  

        จากการศึกษานี้สรุปไดวาวิธี DNA barcodes  โดยใชยีน COI สามารถนํามาใชในการจําแนก

แมลงสาบไดอยางมีประสิทธิภาพ สอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาประมาณรอยละ 80  โดย ยีนนี้

เปนหนึ่งในยีนท่ีนิยมใชเพราะสามารถพบในสิ่งมีชีวิตไดทุกชนิด มีความหลากหลายนอยในสิ่งมีชีวิตชนิด

เดียวกัน แตมีความหลากหลายสูงในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน เปนยีนท่ีสามารถเพ่ิมขยายชิ้นสวนของ DNA ได

ดวย universal primer จึงมีประโยชนในการใชจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต(16-30)   นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูล

ท่ีจะนําลําดับนิวคลีโอไทดของแมลงสาบไปเปรียบเทียบเพ่ือยืนยันชนิดอีกดวย อยางไรก็ตามจะตองมี

การศึกษาตอไป  อาจจะมีการพิจารณา ใชยีนอ่ืนในการศึกษาเชน ยีนในไรโบโซม  5 S rRNA,  12S rRNA, 

16S rRNA  หรือยีนในนิวเคลียสสวนของ Internal transcribed spacer (ITS1, ITS2) (27-30)  เปนตน   
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