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บทคัดยอ 

 

        การวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธี  DNA barcodes เพ่ือนํามาใชในการ จําแนก ชนิดแมลงสาบ  

เปรียบเทียบกับวิธีสัณฐานวิทยาซ่ึงเปนวิธีมาตรฐาน โดยทําการจําแนกแมลงสาบจํานวน 12 ชนิด 

แบงเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิดจํานวน 10 ชนิด และแมลงสาบท่ีไมทราบชนิดอีก 2 ชนิด นําดีเอ็นเอท่ี

สกัดไดจากตัวอยางขาของแมลงสาบชนิดละ 5 ตัวอยาง รวมท้ังสิ้น 60 ตัวอยาง มาทําการ เพ่ิมจํานวนยีน 

COI  ดวยเทคนิค PCR  โดยการใช LepF1 และ LepR1 primer  ได DNA product  ขนาด 700 base 

pairs จากนั้นนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด  (sequencing) นํานิวคลีโอไทดท่ีไดมาทํา alignment และ 

phylogenetic trees โดยใชโปรแกรม Chromas MFC Application, BioEdit, Clustal X และ MEGA 

4.0 และยืนยันชนิดของแมลงสาบใน  Genbank และ IBOL system พบวาแมลงสาบท่ีทราบชนิดแลว

จํานวน 8 ชนิด ไดแก Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta 

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

longipalpa,  Pycnocelus surinamensis ใหผลสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สวนอีก 2 

ชนิด ไดแก Blatta lateralis,  Panesthia angustipennis ใหผลไมสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา โดย Blatta lateralis ใหผลการยืนยันอยูในอันดับ (order) Blattaria 100% และ Panesthia 

angustipennis ใหผลการยืนยันตรงกับ Periplaneta fuliginosa  อาจจะเนื่องจากลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของ Panesthia angustipennis และ Periplaneta fuliginosa  มีความคลายคลึงกันมากใน

ลักษณะภายนอก  สวนแมลงสาบท่ีไมทราบชนิด unknown 1  ใหผลสอดคลองกับอันดับ ( order)  

Blattaria  วงศ (family)  Blattelladae  และ unknown 2 ใหผลสอดคลองกับ Blattaria   และเม่ือ



ศึกษาความแตกตางระหวางสปชีสของแมลงสาบ  (interspecifics K2P values) และความแตกตาง

ภายในสปชีส  (intraspecifics K2P value) พบวามีคาระยะหางทางพันธุกรรม 0.097-0.268 และ 0.00-

0.015  ตามลําดับ ซ่ึงมีคา มากกวา 0.02 และไมเกิน  0.02  ตามลําดับ จากการศึกษานี้สรุปไดวาวิธี  

DNA barcodes  โดยใชยีน COI สามารถนํามาใชในการจําแนกแมลงสาบไดอยางมีประสิทธิภาพ 

สอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
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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 

 

 แมลงสาบเปนแมลงมีปกท่ีเกาแกท่ีสุด ถือกําเนิดมาบนโลกนี้ตั้งแต ยุคโบราณ ( carboniferous)  

เม่ือประมาณ 250 ลานปท่ีแลว  ปจจุบันท่ัวโลกมีแมลงสาบท่ีสามารถจําแนกชนิดไดประมาณ 4,000 ชนิด  

แมลงสาบสวนใหญมักอาศัยอยูตามปาหรือท่ีรกราง มีเพียงประมาณ 50 ชนิด ท่ีพบอยูในบริเวณท่ีพัก

อาศัยของมนุษย   แมลงสาบท่ีพบบอยในประเทศไทยไดแก แมลงสาบอเมริกัน ( American cockroach) 

เปนชนิดท่ีพบมากท่ีสุด รองลงมาไดแก แมลงสาบเอเชียหรือแมลงสาบตะวันออก ( oriental cockroach) 

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

แมลงสาบมีการเจริญเติบโตแบบ incomplete metamorphosis ประกอบดวยระยะไข (egg)  ตัวออน 

(nymph) และตัวเต็มวัย  (adult)  ตัวออนจะเหมือนกับตัวเต็มวัยทุกประการยกเวน ระบบสืบพันธุใน      

ตัวออนจะยังไมเจริญสมบูรณ    การลอกคราบจากตัวออนเจริญเปนตัวเต็มวัยนั้นจะตองลอกคราบ

ประมาณ 5-12 ครั้ง ข้ึนอยูกับแมลงสาบแตละชนิดซ่ึงจะมีความแตกตางกันไป(1) 

          วิธีมาตรฐานท่ีใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบทําไดโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา เนื่องจาก

แมลงสาบมีขนาดใหญ สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา แตวิธีการนี้ยังมีขอจํากัดในดานตาง ๆ เชน ชิ้นสวน

ของตัวอยางตองครบถวนสมบูรณ การจําแนกชนิดจําเปนตองใชระยะตัวเต็มวัยตัว ตัวอย างบางชนิดมี

ขนาดเล็กไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา และจําปน ตองอาศัยผูท่ีมีความรู ความ เชี่ยวชาญในการ

จําแนก(2-3) ซ่ึงวิธีการนี้ทําใหเกิดความผิดพลาดได และเนื่องดวยในปจจุบันแมลงสาบเปนปญหาทาง

สาธารณสุขอยางรายแรง โดยเปนสาเหตุหลักของโรคภูมิแพ เนื่องจาก สารคัดหลั่ง สิ่งขับถายหรือซากของ

แมลงสาบท่ีกลายเปนผงเหมือนฝุนละออง จะ เปนแหลงกําเนิดของสารกอโรคภูมิแพ (allergen)  โดยจะ

พบผูปวยโรคภูมิแพจากแมลงสาบถึงรอยละ 40-60 ของผูปวยโรคภูมิแพท้ังหมด และมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนทุก

ป อาการเบื้องตนจะคันบริเวณผิวหนัง คันตา น้ําตาไหล ไอจาม ไปจนถึงอาการรุนแรงถึงปอดอักเสบ หอบ

หืด หายใจไมออก (4) คณะผูวิจัย จึงมีความสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีการจําแนกชนิดแมลงสาบโดยวิธี  DNA 

barcodes(5-6)  เปรียบเทียบกับวิธีสัณฐานวิทยาท่ีเปนวิธีมาตรฐาน      โดยในการศึกษาครั้งนี้สนใจท่ีจะ

ศึกษาแมลงสาบท้ังหมด 12 ชนิด จําแนกเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิดโดยวิธีสัณฐานวิทยาจํานวน 10 ชนิด

ไดแก Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta 

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

longipalpa,  Pycnocelus surinamensis, Panesthia angustipennis และแมลงสาบท่ีไมทราบชนิด

โดยวิธีสัณฐานวิทยา จํานวน 2 ชนิด ไดแก unknown 1, unknown 2  

 

 

 

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

1. พัฒนาวิธี DNA barcodes  เพ่ือใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบ 

2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธระดับโมเลกุลของแมลงสาบจากแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

          พัฒนาวิธี DNA barcodes เพ่ือใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบเปรียบเทียบกับวิธีสัณฐาน

วิทยา ( morphology) ของแมลงสาบ  12 ชนิด จําแนกเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิดโดยวิธีสัณฐานวิทยา

จํานวน 10 ชนิด ไดแก  Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta 

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

germanica, Supella longipalpa,  Pycnocelus surinamensis, Panesthia angustipennis และ

แมลงสาบท่ีไมทราบชนิดจํานวน 2 ชนิด ไดแก  unknown 1, unknown 2  และศึกษาความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการของแมลงสาบจากแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ 

 

นิยามศัพทเฉพาะ 

          COI (Cytochrome c oxidase I)(7-21)  หมายถึง ยีนในไมโตคอนเดรีย  พบไดในสิ่งมีชีวิตทุก

ชนิด มีความหลากหลายนอยในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน แตมีความหลากหลายสูง ในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน 

เปนยีนท่ีสามารถเพ่ิมขยายชิ้นสวนของ DNA ได ดวย universal primer มีประโยชนในการใชจําแนก

ชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และ BOLD  เพ่ือยืนยันชนิดแมลงสาบ  

          DNA barcodes(7-23)  หมายถึง วิธีการทางอณูชีววิทยาท่ีประยุกตใชเพ่ือระบุชนิด หรือกลุมของ

สิ่งมีชีวิต โดยอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในบริเวณ เครื่องหมายดีเอ็นเอ        

จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตท่ียังไมทราบชื่อ แลวนํา มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลลําดับ      

นิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตท่ีระบุชนิดแลว บริเวณ เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนํามาใชเปรียบเทียบนั้น อาจเปน   

บริเวณเดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิดอ่ืน  ๆ ท่ีตองการใช

เปรียบเทียบกัน วิธีนี้จะชวยใหระบุชื่อสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการเจริญ  

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

          1. ไดวิธี DNA barcodes เพ่ือใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบ  

 2. เกิดองคความรูใหมเก่ียวกับการจําแนกชนิดของแมลงสาบโดยเทคนิคทางอณูชีว วิทยาเพ่ือ

ยืนยันผลการจําแนกชนิดของแมลงสาบโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

แมลงสาบ (cockroach)(1-4) 

        แมลงสาบ (cockroach, roach, steambug) มีมาตั้งแตสมัยดึกดําบรรพประมาณ 250 ลานป

มาแลว  เปนแมลงท่ีสามารถปรับตัวเขากับสิ่งแวดลอมไดดี  จึงสามารถดํารงชีวิตอยูไดจนปจจุบัน โดยท่ี

สัตวชนิดอ่ืน ๆ สูญพันธุไปแลวเปนจํานวนมากมายหลายชนิด แมลงสาบจัดอยูในอาณาจักร ( kingdom) 

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

อาจจัดอยูในอันดับ Dictyoptera,  Blattodae  มีหลายวงศ ( family) ไดแก Blattidae, Blattellidae, 

Blaberidae, Cryptocercidae และ Polyphagidae  ปจจุบันคาดวาท่ัวโลกมีแมลงสาบท่ีสามารถจําแนก

ชนิดไดประมาณ 4,000 ชนิด  แมลงสาบสวนใหญมักอาศัยอยูตามปาหรือท่ีรกราง มีเพียงประมาณ 50 

ชนิด หรือประมาณรอยละ 1 ท่ีพบอยูในบริเวณท่ีพักอาศัยของมนุษย (domestic)  

 

รูปรางลักษณะภายนอกของแมลงสาบ 

        ไข (egg)     แมลงสาบวางไขเปนกลุม ๆ ละหลายฟอง มีเปลือกแข็งสีน้ําตาลหอหุมไขแตละกลุม

กลายเปนฝกไข ( egg case)  ฝกไข มีลักษณะคลายเมล็ดถ่ัวหรือกระเปาถือของผูหญิง เรียกวา ootheca 

จะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิดของแมลงสาบ ใน ootheca  จะมีไขประมาณ 12-50 ฟอง 

        ตัวออน (nymph) มีรูปรางลักษณะคลายตัวเต็มวัยมาก แตมีขนาดเล็กกวา ไมมีปก และอวัยวะ

เพศสืบพันธุยังเจริญไมเต็มท่ี 

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

ลําตัวเปนรูปไขและแบนทางดานหลังมาดานทอง ( dorsoventrally flattened) ผิวนอก ( integument) 

ของลําตัวแข็งและเปนมันสวนหัวมีขนาดเล็กและอาจซอนอยูใตแผนแข็งปกคลุมสวนหัวและอก ท่ีเรียกวา  

pronotum มีหนวดยาว 1 คู เปนรูปเสนดาย ( filiform) แบงออกเปนหลายปลอง มีปากแบบกัดเค้ียว 

(chewing type) มีตาประกอบขนาดใหญ 1 คู  สวนอกแบงออกเปนสามปลอง ปลองแรกมีสวนของ 

pronotum แผขยายคลุมสวนหัวมีปก 2 คู แมลงสาบท่ีมีปกเจริญดี ปกคูหนา จะมีลักษณะแคบ หนา 

ลักษณะคลายหนัง เรียกวา tegmina มีหนาท่ีปกปองปกคูหลังท่ีใชในการบินซ่ึงมีลักษณะเปนแผนเยื่อบาง 

(membranous) ท้ังแผน ปกคูหลังจะพับไดแบบพับซอนอยูใตปกคูหนา ในแมลงสาบบางชนิดปกอาจหด

สั้นเหลือเปนแผนเล็ก ๆ สั้น ๆ คลุมสวนทองไมมิดหรืออาจคลุมสวนทองทางดานหนาเพียงเล็กนอย และ

แมลงสาบบางชนิดอาจไมมีปกเลย แมลงสาบมีขาแข็งแรง 3 คู ปกคลุมดวยหนามและขนแข็ง ปลายสุด

ของขามีกรงเล็บ ( tarsal claws) 1 คู ระหวางกรงเล็บมีแผนบาง  (pad) 1 อัน เรียกวา arolium 

แมลงสาบใชกรงเล็บและ arolium ในการเกาะยึดกับวัตถุในขณะเริ่มเดิน แมลงสาบสามารถเดินและวิ่งได

เร็ว แตบินไมเกง อยางไรก็ตามหากถูกรบกวนมาก ๆ มันอาจบินหนีได  
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        สวนทองของแมลงสาบมีลักษณะเปนรูปไขและแบงออกเปนปลอง ๆ ดานหลังของสวนทองถูกปก

คลุมดวยปกท้ังหมด แตแมลงสาบบางชนิดปกอาจคลุมสวนทองไดเพียงเล็กนอยเทานั้น ปลองสุดทายของ

สวนทองมี cerci 1 คู ในแมลงสาบเพศผูมี stylets 1 คู ลักษณะเปนเสนบาง ไมมีปลอง มีขนาดเล็กกวา 

cerci และตั้งอยูระหวาง cerci ท้ังสองอัน สวนทองของแมลงสาบมีตอม สตีนอล ( stenal gland) ผลิต

สารฟโรโมน (pheromone) ท่ีสงกลิ่นเฉพาะออกมาเพ่ือแสดงถึงอาณาเขตของมัน   

วงชีวิตของแมลงสาบ 

         แมลงสาบมีการเจริญเติบโตแบบ incomplete metamorphosis ประกอบดวยระยะไข  ตัวออน  

และตัวเต็มวัย  (รูปท่ี 2.1)  แมลงสาบตัวเมียวางไขในฝกไขท่ีมีรูปรางคลายเมล็ดถ่ัว หรือกระเปาสุภาพสตรี 

(ootheca)  เพ่ือปองกันอันตรายแกไขและตัวออนจากความแหง รวมท้ังสารเคมี ภายในฝกไขบรรจุไข 

จํานวนไข 12-50 ฟอง ข้ึนอยูกับชนิดของแมลงสาบ ไขฟกเปนตัวออนมีลักษณะคลายตัวเต็มวัย แตขนาด

เล็กกวา ปกสั้นกวาและอวัยวะสืบพันธยังเจริญไมเต็มท่ี ตัวออนลอกคราบ 5-12 ครั้ง จึงกลายเปนตัวเต็ม

วัย แมลงสาบกินอาหารท้ังพืชและเนื้อสัตว (omnivorous) แตสวนใหญชอบอาหารประเภทแปง ถ่ัวและ

น้ําตาล ในสภาวะท่ีขาดแคลนอาหารสามารถมีชีวิตอยูไดหลายเดือน แตถาขาดน้ําจะตายภายใน 2-3 

สัปดาห แมลงสาบชอบออกหากินในเวลากลางคืน ชอบอยูรวมกันเปนกลุมเพราะมีพฤติกรรมแบบ 

thygmotaxis คือ จะเดินเขาหาดานท่ีถูกสัมผัส แมลงสาบมักถายมูลและสํารอกขณะกินอาหาร จึงเปน

สาเหตุของการแพรกระจายของเชื้อโรค นอกจากนั้นยังขับสารท่ีสงกลิ่นเหม็นเฉพาะตัวออกมาตามอาหาร

และแหลงท่ีอยูอาศัยพบไดท่ัวโลก โดยเฉพาะในเขตรอนและใกลเขตรอน  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  2.1 วงชีวิตของแมลงสาบ 

 

การจําแนกชนิดของแมลงสาบ (1, 10)  

       แมลงสาบมีขนาดท่ีแตกตางกันไป มีท้ังขนาดเล็กจนกระท่ังขนาดใหญ แมลงสาบท่ีมีขนาดกลาง

จนถึงขนาดใหญจะอยูในวงศ  Blattidae  ไดแก 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 ไดแก  Pycnoscelus 

surinamensis (Surinum cockroach), Panesthia angustipennis  สวนแมงสาบท่ีมีขนาดเล็กจะอยู

ในวงศ  Blattellidae ไดแก Blattella germanica (German cockroach),  Supella longipalpa 

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

cockroach)  เปนตน 

 

วงศ Blattidae เปนแมลงสาบขนาดใหญ ขอบดานในของ femur จะมี spines จํานวนมาก แมลงสาบใน

วงศนี้ไดแก 

        1. แมลงสาบอเมริกัน (Periplaneta americana หรือ American cockroach) 

 แมลงสาบอเมริกันมีแหลงกําเนิดอยูในทวีปแอฟริกา ปจจุบันมีการแพรกระจายอยูท่ัวไปท้ังในเขต

รอนและเขตอบอุนท่ัวโลก แตจะพบมากในแถบแอฟริกาเหนือและอินเดียในเขตอบอุน พบในประเทศ

อเมริกาและอังกฤษ สวนประเทศไทยพบจํานวนมาก  มีขนาดใหญ ลําตัวยาวประมาณ 30-40 มม. มีสี

น้ําตาลเขม สวนทองของตัวเต็มวัยเพศเมียใหญกวาเพศผูและไมมี  stylets ท่ีขอบนอกของ pronotum มี

สีเหลืองตัดกับสีน้ําตาลท่ีอยูดานใน มีปกเจริญดีท้ังสองเพศ โดยเพศเมียมีปกยาวคลุมสวนปลายทอง แตใน

เพศผูปกจะยาวคลุมทองไมมิด (รูปท่ี 2.2) แมลงสาบชนิดนี้บินไดในระยะใกล ๆ เม่ือตัวเต็มวัยมีอายุได

ประมาณ 7 วัน จะมีการผสมพันธุกัน หลังจากนั้น 4-10 วัน เพศเมียเริ่มวางไขตามรอยแยกในแตละ 

ootheca มีไขอยูประมาณ 14-28 ฟอง ไขฟกเปนตัวออนไดประมาณ 15-20 ตัว ตัวเต็มวัยเพศเมีย

สามารถวางไขไดประมาณ 12-24 ootheca และพา ootheca ติดตัวไปประมาณ 1 วัน จึงปลอยออก

ติดตามฝาผนังในท่ีมิดชิด  ไขมีระยะฟกตัวประมาณ 1-2 เดือน ตัวออนมีการลอกคราบ 7-13 ครั้ง ใชเวลา

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

หรือมากกวา ชอบอาศัยอยูตามทอหรือชองวางท่ีปดไมสนิท มักพบตามรานอาหาร รานขายของชํา ราน

ขนมปง และตามสถานท่ีตาง ๆ ท่ีมีอาหาร หรือแมแตในทอระบายน้ําโสโครก 

 

 

 

 

 

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

บริเวณอก สวน pronotum มีจุดดําขนาดใหญ 2 จุด ลอมรอบดวยวงเสนสีเหลืองซ่ึงอาจเต็มวงหรือมีเพียง

ครึ่งวงก็ได หมายเลข 2 : ลําตัวสีน้ําตาลแดงมันวาว ท้ังสองเพศมีปกเจริญดีและยาวถึงปลายของสวนทอง  

ปกมีสีน้ําตาลแดงตลอดท้ังปกและไมมีแถบสีเหลืองท่ีขอบปก) 

 

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

   Periplaneta australasiae มีแหลงท่ีอยูในทวีปแอฟริกา มีการแพรกระจายนอยกวา 

Periplaneta americana พบมากในเขตรอนและเขตอบอุนท่ัวโลก ขนาดลําตัวยาวประมาณ 27-33 มม. 

มีขนาดเล็กกวา Periplaneta americana เล็กนอย ลําตัวมีสีเขมกวา ลักษณะท่ัวไปคลายกับ  

Periplaneta americana มาก แตแตกตางกันคือ Periplaneta australasiae มีแถบสีเหลืองออน 

(pale streak) ยาวประมาณ 1 ใน 3 ของปกอยูท่ีดานขางของปกคูแรกขางละแถบ แมลงสาบชนิดนี้มีปก

เจริญดีและยาวคลุมสวนทองไดมิด ทําใหสามารถใชปกบินได สวนทองของเพศเมียจะอวนกวาเพศผู ใน

เพศเมียมี stylets 1 คู อยูตรงปลายของสวนทอง (รูปท่ี 2.3) เม่ือเจริญเติบโตเปนตัวเต็มวัยไดประมาณ 5 

วัน เพศผูและเพศเมียจะผสมพันธุกัน จากนั้นประมาณ 15 วัน ตัวเต็มวัยเพศเมียจะเริ่มวางไข ในแตละ 

ootheca มีไขอยูประมาณ 20-25 ฟอง ootheca มีความยาวประมาณ 10-11 มม. ลักษณะโดยท่ัวไป

คลายกับ ootheca ของ Periplaneta americana  แตมีสีเขมกวาและมีจํานวนไขมากกวา ตัวเต็มวัย

เพศเมียสามารถวางไขไดประมาณ 20-30 ชุดตลอดชวงชีวิต การวางไขแตละครั้งใชเวลาหางกันประมาณ 

40 วัน ข้ึนอยูอุณหภูมิและความชื้น ตัวออนมีการลอกคราบประมาณ 9-12 ครั้ง โดยใชเวลาในการ

เจริญเติบโตประมาณ 6-12 เดือน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.3 แมลงสาบออสเตรเลีย (Periplaneta australasiae  หรือ Australian cockroach)  

(หมายเลข 1 : บริเวณอกสวน pronotum จะเห็นลักษณะเปนขอบเหลืองอยางชัดเจน หมายเลข 2 :       

ขอบปกคูหนา บริเวณใกลฐานปก มีแถบสีเหลืองสองแถบ ซ่ึงแถบนี้จะยาวประมาณ 1 ใน 3 ของความยาว

ปก ซ่ึงมีลักษณะเหมือนเปสะพาย  หมายเลข 3 : ลําตัวมีสีน้ําตาลแดง) 

         

        3. แมลงสาบสีน้ําตาล  (Periplaneta brunnea  หรือ large brown cockroach) 

 Periplaneta brunnea พบไดในบริเวณท่ีพักอาศัย ลักษณะโดยท่ัวไปคลายกับ Periplaneta 

americana  แตตางกันท่ี cerci โดย cerci ของ Periplaneta brunnea  มีรูปรางอวนสั้นและโปงตรง

กลางคลายรูปกระสวย สวน cerci ของ Periplaneta americana มีรูปรางเรียวยาวและปลายแหลม

1 2 
3 
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เพรียวกวา (รูปท่ี 2.4)  แมลงสาบชนิดนี้ใชเวลาในการเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตประมาณ 1 ป  

แมลงสาบเพศเมียวางไขโดยปลอย ootheca ติดกับพ้ืนผิวและซอนอยูตามเศษวัสดุ บางครั้งแมลงสาบเพศ

เมียจะคอยปกปองไขของมัน ในแตละ ootheca มีไขอยูขางในประมาณ 21-28 ฟอง ภายในเวลา 35 วัน 

ไขจะฟกออกเปนตัวออนไดประมาณ 14-16 ตัว  

 

 

 

 

 

 

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

Periplaneta brunnea  ซ่ึงคลายกับ Periplaneta american หมายเลข 2 : cerci มีความแตกตาง

จาก Periplaneta americana โดยท่ี cerci ของ Periplaneta brunnea  มีรูปรางอวนสั้นและโปง ตรง

กลางคลายรูปกระสวยเปนอัตราสวน กวาง  X ยาว 1:1   สวน cerci ของ Periplaneta americana มี

รูปรางเรียวยาวและปลายแหลมเพรียวกวา อัตราสวน กวาง X ยาว  1:2)                                                                                     

 

        4. Periplaneta fuliginosa (smoky brown cockroach)  

           Periplaneta fuliginosa เปนแมลงสาบท่ีมีลักษณะใกลเคียงกับแมลงสาบอเมริกัน  แตลําตัว     

สีน้ําตาลเขมมันวาว ท้ังตัวผูและตัวเมียยาวประมาณ 30-34 มม. หนวดเรียวและยาวกวาลําตัว ท้ังสองเพศ

มีปกเจริญดีและยาวคลุมถึงปลายของสวนทอง (รูปท่ี 2.5)  แมลงสาบชนิดนี้พบมากในสหรัฐอเมริกา ยุโรป 

ญี่ปุน และจีน  พบไดท้ังในและนอกบานบริเวณในบานท่ีสํารวจพบคือหองนอนและหองครัว      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  2.5  Periplaneta fuliginosa   (หมายเลข 1 : สีบริเวณลําตัวนั้นจะมีลักษณะท่ีเดนคือ มีสี

น้ําตาลเขมมันวาว  หมายเลข 2 : ปกนั้นยาวปกคลุมลําตัวจนถึงสวนปลายของทอง) 

1 
2 

1    2 
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        5. Neostylopyga rhombifolia (Harlequin cockroach)  

 Neostylopyga rhombifolia มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 25-30 มม. ลักษณะลําตัวเปนรูปไข มี

ลักษณะปกหนาซ่ึงหดสั้นลงกลายเปนติ่งเล็กๆ ลําตัวมีสีสันสดใสเปนลวดลายสีเหลืองสลับกับสีดํา ตัวเต็ม

วัยเพศเมียจะอวนและปอมกวาเพศผู (รูปท่ี 2.6) มักพบซอนตัวอยูในครัวหรือภาชนะตาง ๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  2.6 Neostylopyga rhombifolia (Harlequin cockroach)  (หมายเลข 1 : ลักษณะเดนคือ 

ลําตัวมีสีสันสดใสเปนลวดลายสีเหลืองสลับกับสีดํา หมายเลข 2 : บริเวณปกนั้นจะหดสั้นลงจนมีลักษณะ

คลายติ่งเล็ก ๆ) 

 

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

runner cockroach) เปนแมลงสาบท่ีชอบอาศัยอยูนอกบาน มีถ่ินฐานดั้งเดิมอยูท่ีแถบอเมริกาเหนือและ

เอเชียกลาง มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 30 มม. ตัวผูมีสีสมอมน้ําตาล - สีแดง ลําตัวผอมยาว ปกสีเหลือง 

สามารถบินได ตัวเมียมีสีน้ําตาลเขม-ดํา มีแถบเสนสีครีมบนปก ลําตัวมีขนาดกวางกวาตัวผู (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 เปนแมลงสาบขนาดเล็กท่ีมีการกระจายตัวมากท่ีสุด มีแหลงกําเนิดอยู

ทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของทวีปแอฟริกา แลวแพรกระจายไปยังยุโรปตะวันออก ปจจุบันมีการ

แพรกระจายอยูท่ัวโลกแตพบมากในเขตอบอุน Blattella germanica มีชื่อสามัญอ่ืน คือ croton bug 

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

เขมกวาและมีสวนทองใหญกวาเพศผู pronotum มีแถบสีดํา 2 แถบทอดอยูตามแนวยาวของ pronotum 

แมลงสาบชนิดนี้มีปกเจริญดีท้ัง 2 เพศและมีปกยาวคลุมสวนทอง (รูปท่ี 2.8) แมลงสาบตัวผูมีตอม (scent 

gland) สําหรับสรางสารท่ีมีกลิ่นเหม็นและมีรูเปดสูภายนอกทางดานหลังของสวนทองปลองท่ี 7 และ 8 

ตัวออนมีสีน้ําตาลเขมและมีแถบสีเหลืองออนอยูตรงกลางหลัง สวนทางดานขางจะมีแถบสีดํา 2 แถบทอด

ไปตามความยาวของลําตัว  เม่ือเจริญเติบโตเปนตัวเต็มวัยไดประมาณ 7-10 วัน เพศผูและเพศเมียจะผสม

พันธุกัน หลังจากผสมพันธุกันแลว 2-3 วัน เพศเมียเริ่มวางไขโดยนํา ootheca ติดตัวไปดวยจนไขใกลจะ

ฟกจึงปลอย ootheca ติดกับวัตถุโดยมีสารเหนียวยึดติดแนน ระยะฟกตัวของไขกินเวลาประมาณ 20-30 

วัน ใน ootheca แตละอันมีไขอยูประมาณ 30-40 ฟอง พบอยูในบานเรือน เชน ตามตูเก็บอาหารในครัว 

ใตอางลางชามหรือในหองน้ํา นอกจากนี้อาจพบไดตามภัตตาคารหรือเรือโดยสาร  ตัวเต็มวัยและตัวออนท่ีมี

ขนาดใหญอาจอาศัยอยูภายนอกอาคารได 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.8  Blattella germanica  (หมายเลข 1 : บริเวณดานหลังของอกปลองแรก (pronotum) มี

แถบสีดํา 2 แถบทอดอยูตามแนวยาวของ pronotum หมายเลข 2 : เพศเมียเริ่มวางไขโดยนํา ootheca 

ติดตัวไปดวยจนไขใกลจะฟก) 

 

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

 แมลงสาบชนิดนี้มีแหลงกําเนิดและพบมากในทวีปแอฟริกา พบการแพรกระจายอยูท่ัวไปท้ังใน

เขตรอนและเขตอบอุนท่ัวโลก ตัวเต็มวัยมีลักษณะภายนอกคลาย Blattella germanica ขนาดลําตัวยาว

ประมาณ 10-14 มม. pronotum มีสีดํา แตตรงขอบดานขางมีสีออน ลักษณะท่ีเดนชัด คือ มี palpi ยาว

1 2 
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มาก ปกคูแรกมีแถบตามขวางสีน้ําตาล 2 แถบ และดานทองมีสีครีมท้ังตัวออนและตัวเต็มวัย เพศผูและ

เพศเมียมีลักษณะแตกตางกันมาก คือ เพศผูรูปรางคอนขางยาว มีปกเจริญดีปกคลุมถึงสวนปลายทอง 

สวนเพศเมียมีรูปรางคอนขางอวนและมีปกสั้นปกคลุมสวนทองไมมิด (รูปท่ี 2.9)  เม่ือเจริญเติบโตเปน      

ตัวเต็มวัยไดประมาณ 5-10 วัน เพศผูและเพศเมียจะผสมพันธุกัน หลังจากนั้นอีก 10 วัน ตัวเต็มวัยเพศ

เมียจะเริ่มวางไขโดยปลอยไขติดแนนตามฝาผนัง เฟอรนิเจอร วิทยุ โทรทัศน  ootheca มีความยาว 4-5 

มม. มีสีน้ําตาลแดง มีลักษณะโคงทําใหมีรูปรางคลายกระเปาถือของสุภาพสตรี ใน  ootheca แตละอันมีไข

อยูประมาณ 15-20 ฟอง ตัวเต็มวัยเพศเมียสามารถวางไขไดประมาณ 10-20 ชุด อาศัยอยูตามหองนอน ตู

เสื้อผา หลังกรอบรูป หรือหนังสือท่ีวางบนชั้น  ชอบวางไขติดตามขอบหรือภายในเฟอรนิเจอร  วิทยุและ

โทรทัศน  จึงทําใหมีชื่อสามัญอ่ืนอีกคือ furniture cockroach หรือ TV cockroach   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.9 Supella longipalpa (หมายเลข 1 : มีลักษณะภายนอกคลาย Blattella germanica  แต

บริเวณ pronotum มีสีดํา หมายเลข 2 : ลักษณะท่ีเดนชัด คือ มี palpi ยาวมาก ปกคูแรกมีแถบตาม

ขวางสีน้ําตาล 2 แถบ เพศผูรูปรางคอนขางยาว มีปกเจริญดีปกคลุมถึงสวนปลายทอง  หมายเลข 3 : เพศ

เมียมีรูปรางคอนขางอวนและมีปกสั้นปกคลุมสวนทองไมมิด ) 

 

วงศ Blaberidae 

        1. แมลงสาบสุรินัม (Pycnoscelus surinamensis  หรือ Surinum cockroach)  

           Pycnoscelus surinamensis  เปนแมลงสาบขนาดปานกลาง  ตัวผูยาว 13-17 มม. ตัวเมียยาว 

15-18 มม. หนวดสั้นกวาลําตัว ปกเจริญดีมีสีออนกวาสีของลําตัว pronotum มีแถบสีเหลืองขยายยาวจน

คลุมขอบดานขาง หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือจุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง ขอบหลังของ pronotum 

เปนมุมแหลมมน สวนทองคอนขางอวนกลม  (รูปท่ี 2.10)   ชอบอาศัยอยูภายนอกอาคารบานเรือน มักพบ

ในโพรงดินหรือบริเวณท่ีมีกอนหินทับ บางครั้งพบอยูในบานเรือนได 

 

 

 

1 2 3 
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รูปท่ี 2.10 แมลงสาบสุรินัม (Pycnoscelus surinamensis) (หมายเลข 1 : สวนของหนวดนั้นมีขนาดสั้น

กวาลําตัว  หมายเลข 2 :  แผนแข็งปกคลุมสวนหัวและอก ( pronotum) มีแถบสีเหลืองขยายยาวจนคลุม

ขอบดานขาง   หมายเลข 3 : สวนบริเวณลําตัวนั้นคอนขางอวนกลม) 

 

        2. Panesthia angustipennis เปนแมลงสาบขนาดกลาง ยาวประมาณ 15-20 มม. ตัวผูยาว 

13-17 มม. ตัวเมียยาว 15-18 มม. หนวดสั้นกวาลําตัว ปกเจริญดี มีสีออนกวาสีของลําตัว pronotum มี

แถบสีเหลืองขยายยาวจนคลุมขอบดานขาง หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือจุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง 

(รูปท่ี 2.11) 

 

 

 

 

 

 

 

                                                    1                      2  

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

 

ความสําคัญทางการแพทย (4, 11)   

        แมลงสาบสามารถนําเชื้อกอโรคได ท้ังแบคทีเรีย ไวรัส โปรโตซัว และไขพยาธิ  สวนใหญเปนเชื้อท่ี

กอใหเกิดโรคเก่ียวกับทางเดินอาหาร ซ่ึงพฤติกรรมในการหาอาหารและกินอาหารของแมลงสาบ เปน

ปจจัยสําคัญในการแพรเชื้อโดยวิธีกล (mechanical transmission)  (ตารางท่ี 2.1)    แมลงสาบยังเปน 

intermediate host ของพยาธิหลายชนิด ไดแก Macracanthorychus hisudinaceus, Moniliformis 

moniliformis, Hymenolepis diminuta, Gonglyonema neoplasticum และ Spirura 

gastrophila(1) นอกจากนี้แมลงสาบยังเปนสาเหตุสําคัญของอาการแพ (allergy) เนื่องจากลําตัวของ

แมลงสาบและอุจจาระของมันเปนแหลงของสารกอภูมิแพ (allergen) ท่ีพบวาเปนสาเหตุสําคัญอันดับสอง

ท่ีกอโรคภูมิแพในคน โดยเฉพาะกลุมคนท่ีมีฐานะทางสังคมและเศรษฐกิจคอนขางต่ํา และในคนไทย

1 

2 

3 
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ประมาณรอยละ 40-60 ใหผลบวกตอการทดสอบทางผิวหนังตอสารสกัดจากแมลงสาบ โดย allergen ท่ี

ตรวจพบในฝุนบานสวนใหญมักเปน allergen ของแมลงสาบชนิด Periplaneta americana  โดยพบ

มากจากฝุนในหองครัว  allergen ของแมลงสาบกอใหเกิดโทษตอคนไดจากการหายใจเขาไปหรือสัมผัสถูก

ตัว โดยทําใหเกิด allergic rhinitis, allergic conjunctivitis, atypical dermatitis และหอบหืด  

 

ตารางท่ี 2.1  เชื้อโรคท่ีแมลงสาบสามารถแพรกระจายได 

กลุมเช้ือโรค 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) 

        อิเล็กโทรโฟรีซีสเปนวิธีการท่ีใชแยกชีวโมเลกุลซ่ึงอยูในสนามไฟฟาออกจากกัน โดยอาศัยความ

แตกตางกันของการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลของสารนั้น ๆ ในสนามไฟฟา  วิธีมาตรฐานท่ีใชในการแยกกรด

นิวคลิอิก (ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ) นิยมใชอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  โดยจะข้ึนอยูกับชนิดและปริมาณ

ของประจุ ขนาดและรูปรางของโมเลกุลของสารท่ีตองการจะแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญจะเคลื่อนท่ี

ไดชากวาดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็ก โครงรูปเกลียวขดแนน ท่ีเรียกวา ซูเปอรคอยล (supercoil) จะ

เคลื่อนท่ีไดเร็วโครงรูปปลายเปด (linear form) และรูปรีแลกซ (relaxed form) ตามลําดับ  นอกจากนี้ 

อะกาโรสเจลท่ีมีความเขมขนสูง  จะมี ขนาดรูพรุนภายในอะกาโรสเจลเล็กกวา อะกาโรสเจลท่ีมีความ

เขมขนต่ํา    ทําให ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดและโครงรูปเหมือนกันจะวิ่งในกระแสไฟฟาไดชากวาในอะกาโรสเจลท่ี

มีความเขมขนต่ํา (ตารางท่ี 2.2)   เม่ือทําการแยกกรดนิวคลีอิคในสนามไฟฟาแลว จะนํา อะกาโรสเจล มา

ยอมดวยเอทิเดียมโบรไมด (ethidium bromide)  เพ่ือตรวจหาตําแหนงของแถบกรดนิวคลีอิก หลังจาก

นั้น ตรวจหาสารเชิงซอนของเอทิเดียมโบรไมดและกรดนิวคลีอิกโดยดูการเรืองแสง (fluorescence) ของ

สารเชิงซอนภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet light) โดยวิธีนี้สามารถตรวจหาแถบกรดนิวคลีอิกท่ีมี

ปริมาณต่ําขนาด 1 นาโนกรัมได  สวนขนาดของกรดนิวคลิอิกสามารถทราบได เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับ 

DNA marker ท่ีทราบขนาดท่ีแนนอน  

 

ตารางท่ี 2.2  ความสัมพันธระหวางความเขมขนของอะกาโรสเจลกับขนาดของดีเอ็นเอ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

หลักการของ PCR 

        PCR เปนการเพ่ิมขยายจํานวนหรือปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายในหลอดทดลอง ใหมีปริมาณเพ่ิม

มากข้ึนเปนลานเทา เทียบ ไดกับการทําดีเอ็นเอโคลนนิ่ง  เปนการเลียนแบบกระบวนการสังเคราะหดีเอ็น

ความเขมขนของอะกาโรส (%) ขนาดของดีเอ็นเอปลายเปด (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 โดยจะตองมีเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ไพรเมอรเปนตัวตั้งตนในการสังเคราะหสายใหม PCR  

ประกอบดวย 3 ข้ันตอน  คือ  1) ข้ันตอนการแยกดีเอ็นเอเกลียวคูใหเปนสายเดี่ยว  (denaturation)    2)

ข้ันตอนการเกาะของไพรเมอร (annealing) และ 3) ข้ันตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมจากรหัสของ

สายแมแบบ (extension)  โดยเม่ือการสังเคราะหเสร็จ 1 รอบ   จะไดดีเอ็นเอจากเริ่มตน  2 สาย (1 คู) 

เปน 4 สาย (2 คู) ตามดวยไพรเมอรมาเกาะแลวการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม เปนรอบท่ี 2 ผลผลิตท่ีได

ก็จะเพ่ิมจํานวนเปนทวีคูณ ตามจํานวนรอบท่ีใชตามสูตร 2 n โดย n คือจํานวนรอบท่ีใช เชน ถาจํานวน

รอบ 20 รอบ ก็จะไดดีเอ็นเพ่ิมข้ึน 220 นั้นเอง    

        ข้ันตอนของปฏิกิริยา PCR  1 รอบ (cycle)  ประกอบดวยข้ันตอนดังนี้ 

            1. Denaturation เปนข้ันตอนท่ีดีเอ็นเอตนแบบถูกทําใหแยกจากกันเปนสายเดี่ยว 2 สาย เวลา

ท่ีใชมักนิยมใชแคเพียง 1 นาที โดยอุณหภูมิท่ีนิยมใชสูงถึง 94 องศาเซลเซียส 

            2. Annealing ในข้ันตอนนี้ primer จะเขาจับท่ีตําแหนงจําเพาะของดีเอ็นเอสายเดี่ยวท้ัง 2 สาย 

โดยอุณหภูมิท่ีนิยมใชประมาณ 45-65 องศาเซลเซียส ท้ังนี้การเลือกใชอุณหภูมิจะข้ึนอยูกับคา Tm-5 

            3. Extension ข้ันตอนนี้เอนไซม Taq DNA Polymerase จะทํางานโดยเรงการเติม               

นิวคลีโอไทดเขาท่ีปลาย 3’ ของ primer ท่ีจับอยูบนสายดีเอ็นเอแมแบบท้ัง 2 สาย ทําใหบริเวณท่ีตองการ 

(target fragment)  จะถูกจําลองไดโดยสมบูรณ โดยอุณหภูมิท่ีนิยมใชคือ 72 องศาเซลเซียส              

ทําท้ังหมด 30-40 รอบ จะได PCR product ประมาณลานเทาของ ๆ เดิม   

   

ประเภทของการเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

        1. Reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) เปนการเพ่ิมจํานวนอารเอ็นเอโดยวิธี PCR  ผาน

การเปลี่ยนแปลงอารเอ็นเอใหปน cDNA กอนดวยเอ็นไซม reverse transcriptase มีวัตถุประสงคเพ่ือ

ตองการวัดปริมาณ mRNA หรือตองการหาการแสดงออกของยีนเปาหมายผานการถอดรหัสเปนอา รเอ็น

เอ ซ่ึงเปนการวัดปริมาณในแบบ semi-quantitative 

        2. Nested PCR เปนการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายแบบ 2 ครั้งปฏิกิริยา  โดยจะตองมีการ

ออกแบบไพรเมอรเปน 2 ชุด ท่ีอยูในตําแหนงภายในดีเอ็นเอเปาหมายนั้น ท้ังนี้ไพรเมอรท่ีใชในปฏิกิริยา  

PCR ครั้งแรก จะเปนไพรเมอรท่ีครอบคลุมดีเอ็นเอเปาหมายท้ังหมดท่ีตองการ  สวนไพรเมอรชุดท่ี 2 จะ

ออกแบบอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย  ดังนั้นผลผลิตดีเอ็นเอเปาหมายจะมีชิ้นขนาดเล็กลงเม่ือทํา

ปฏิกิริยาครั้งท่ีสอง โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือเพ่ิมความไวและความจําเพาะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

เปาหมายนั้น ๆ 

        3. Hot start PCR เปนการทํา PCR  ท่ีใหมีการเริ่มตนดวยการใชอุณหภูมิท่ีสูงในเวลาท่ีนานกวา

การทําปฏิกิริยาปกติ   โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือใหดีเอ็นเอแมแบบสามารถแยกเกลียวคูใหเปนสายเดี่ยวได

อยางสมบูรณ  ซ่ึงจะใชเทคนิคนี้ในกรณีท่ีดีเอ็นเอแมแบบมีสัดสวนของรหัสเบสท่ีเปน  G-C  มาก ๆ ทําให

การแยกเกลียวคูของดีเอ็นเอตองใชพลังงานมาก 
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        4. Two step PCR  เปนการทํา PCR  2 ข้ันตอน  จากปกติ 3 ข้ันตอน  โดย จะตัดข้ันตอนท่ี 2 

(annealing) ออก เนื่องจากไพรเมอรท่ีออกแบบ  มีขนาดยาวและ/หรือมีสัดสวนของ  G-C  คอนขางมาก  

ทําให Ta  มีคาสูงมากใกลเคียงกับอุณหภูมิท่ีเอนไซมทํางาน  จึงสามารถทําข้ันตอน ท่ี 2  พรอมกับข้ันตอน

ท่ี 3 ในเวลาเดียวกันได  โดยมีวัตถุประสงคในการทําปฏิกิริยาเร็วข้ึน 

        5. Touch down PCR  เปนการทํา PCR  โดยกําหนดจํานวนรอบในชวงแรกใหมีอุณหภูมิในข้ันท่ี 

2 (annealing) สูงกวาคา Ta เล็กนอย  หลังจากนั้นกําหนดจํานวนรอบท่ีเหลือใหอุณหภูมิในข้ันตอนท่ี 2 

ลดลง  ท้ังนี้โดยมีวัตถุประสงคใหไพรเมอรท่ีสามารถเกาะกับดีเอ็นเอแมแบบไดอยางจําเพาะเทานั้นท่ีจะ

เกิดผลผลิต  จากนั้นเม่ือมีผลผลิตท่ีจําเพาะในปริมาณหนึ่งก็สามารถลดอุณหภูมิลง  ไพรเมอรก็จะเกาะ

เฉพาะกับดีเอ็นเอเปาหมายไดมากข้ึน  โดยวัตถุประสงคนี้เพ่ือกําจัดดีเอ็นเอท่ีไมใชเปาหมายออก  

        6. Long PCR เปนการทํา PCR เพ่ือเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายทีมีขนาดยาวกวา 5 กิโลเบส ซ่ึงมี

วัตถุประสงคในการศึกษาจีโนม  เทคนิคท่ีดัดแปลงจาก  PCR ท่ัวไปคือ  เพ่ิมเวลาการทํางานของเอนไซม  

(ในข้ันตอนท่ี  3)  ใหมากข้ึนถึง 4-15 นาที  และจะตองเลือกใชเอนไซมท่ีมีคุณภาพสูงรวมกัน  เชน  Tth 

รวมกับ Vent หรือ Taq รวมกับ Pwo  หรือ Taq รวมกับ  Pfu 

        7. Anchored PCR เปนการเติมสวนดีเอ็นเอจากภายนอกเขาไปท่ีปลายของไพรเมอร  ขณะท่ี

สังเคราะหไพรเมอร  เพ่ือใชดีเอ็นเอสวนนี้เปนท่ีจับของไพรเมอรคูใหมในการทํา  PCR รอบใหม  หรือ

ปฏิกิริยาชุดใหม  โดยมีวัตถุประสงคในการศึกษาสวนของรหัสท่ีขาดหายท้ังดานปลาย 5 ’  และ 3 ’  

โดยเฉพาะการหาจุดเริ่มตนของการสรางอารเอ็นเอ  โดยใช  c-DNA ท่ีตองการเพ่ิมจํานวนสวนปลาย 3 ’ 

และ 5’ เรียกวา  RACE PCR (Rapid amplification of cDNA  Ends-PCR) 

        8. Degenerated  PCR  เปนการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายของยีนไมมีขอมูลมากอน  หรือ

จากขอมูลท่ีไดจากการแปลรหัสจากกรดอะมิโน จึงทําใหการออกแบบไพรเมอรมีโอกาสเปนไปไดหลาย

รหัส  เพ่ือใหครอบคลุมรหัสท่ีถูกตองท่ีสุด จึงจําเปนตองออกแบบไพรเมอรหลายแบบปะปนกัน  ซ่ึง

เรียกวา  degenerative  primers 

        9. Competitive  PCR เปนการทํา PCR เพ่ือหาปริมาณของดีเอ็นเอแมแบบ แบบ  semi-

quantitative  ทําได 2 แบบ  คือ   1)  การใชไพรเมอร 1 คู ในการศึกษาดีเอ็นเอแมแบบ 2 ชนิด โดย

ชนิดแรกเปนดีเอ็นเอเปาหมายท่ีตองการศึกษาปริมาณ สวนดีเอ็นเอชนิดท่ีสอง  เปนดีเอ็นเอท่ีเรารูปริมาณ

แตมีผลผลิตของขนาดดีเอ็นเอไมเทากัน เม่ือไดผลผลิตดีเอ็นเอชนิดแรกจะมาเปรียบเทียบปริมาณกับ

ผลผลิตของดีเอ็นเอชนิดท่ีสองนั่นเอง   2)  การใชไพรเมอร  2 คูท่ีแตกตางกัน  โดยออกแบบใหผลผลิต    

ดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน มีขนาดแตกตางกันเล็กนอย  เพ่ือมิใหมีความแตกตางในการใชสับสเตรท  ของการเพ่ิม

จํานวนดีเอ็นเอเปาหมายท้ังสองชิ้น โดยท่ีไพรเมอรท้ัง 2 คูนี่จะจับกับดีเอ็นเอแมแบบเดียวกันในตําแหนงท่ี

ตางกัน  ไพรเมอรคูหนึ่งจะจับกับดีเอ็นเอท่ีตองการหาปริมาณ  สวนไพรเมอรอีกคูหนึ่ง  ออกแบบใหจับกับ

ดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณปกติท่ีแนนอนแลวนํามาเปรียบเทียบกันได  
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        10. Allele specific PCR เปนการทํา PCR เพ่ือตรวจสอบความจําเพาะของรหัสดีเอ็นเอ

เปาหมาย โดยเนนความจําเพาะของเบสเดียว  หากมีความผิดปกติ  หรือมีการเปลี่ยนแปลงผาเหลาของ

เบสนั้นก็สามารถตรวจสอบได เหมาะในการศึกษาการผาเหลาตําแหนงเดียว ( point mutation)  เทคนิค

นี้เนนการออกแบบไพรเมอรและการเลือกเอนไซมโพลีเมอเรสใหถูกตอง  กลาวคือไพรเมอรท่ีออกแบบเสน

หนึ่งจะมีเบสตัวสุดทายท่ีปลาย 3 ’ เปนตัวกําหนดการหาเบสท่ีผิดปกติ ถาดีเอ็นเอแมแบบมีเบสถูกตอง   

ไพรเมอร จะ สามารถจับไดกับดีเอ็นเอแมแบบทําใหเอนไซมสรางผลผลิตดีเอ็นเอเปาหมายได ในกรณีท่ีมี

การผาเหลาตําแหนงดังกลาวไพรเมอรจะเกาะไดไมสมบูรณ โดยตําแหนงตัวสุดทายไมเกาะ เม่ือใชเอนไซม            

โพลีเมอเรสชนิดท่ีไมมีการตรวจสอบคือขาด exonuclease  ทําใหไมสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอเปาหมาย

ได จึงไมมีผลผลิตเกิดข้ึน  

 

3. DNA barcodes(7-16) 

        DNA barcodes เปนเทคนิคใหมท่ีอาศัยหลักการอณูชีววิทยาในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต ใชใน

การศึกษาของความหลากหลายทางชีวภาพ แนวคิดของดีเอ็นเอบารโคดมาจากแทงรหัสบารโคดสินคา 

เพ่ือชวยใหสามารถบันทึกราคาสินคาและขอมูลสินคาไดอยางถูกตอง ชวยเพ่ิมความรวดเร็วในการจัดเก็บ

ขอมูล จากแนวคิดนี้ทําใหมีการพัฒนาแทงรหัสบารโคดดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงใชในการจําแนก จัดกลุม

และติดตามการเปลี่ยนแปลง จํานวนของสิ่งมีชีวิตในแตละพ้ืนท่ี เนื่องจากการจําแนกสิ่งมีชีวิตแบบดั้งเดิม 

(classical taxonomy) อาศัยความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยา มีขอจํากัดอยูหลายประการ  

ไดแก 1) ในการจําแนกชนิดของแมลง ซ่ึงเปนกลุมท่ีมีความซับซอนเรียกวา species complex  คือ มี

ลักษณะภายนอกท่ีเหมือนกันจนไมสามารถแยกออกไดดวยรูปรางลักษณะภายนอก แตมีลักษณะทางดาน

พันธุกรรมท่ีแตกตางกันและอยูในสภาพทางภูมิศาสตรท่ีตางกัน  2) ไมสามารถใชลักษณะรูปรางในการจัด

จําแนกสิ่งมีชีวิตในทุกชวงอายุของการเจริญเติบโต ตองรอใหเปนระยะตัวเต็มวัย  จึงสามารถจําแนกชนิดได 

3) การจําแนกกลุมของสิ่งมีชีวิตดวยลักษณะรูปราง จําเปนตองใชตัวอยางปริมาณมากเพ่ือใชยืนยันชนิด 4) 

การจัดจําแนกชนิดดวยลักษณะรูปรางตองใชเวลานาน ในการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตใหเปนหมวดหมู รวมท้ัง

ตองอาศัยผูเชี่ยวชาญเฉพาะดานท่ีมีความชํานาญโดยเฉพาะ ดวยขอจํากัดดังกลาว จึงมีการวิธีการ  เพ่ือ

ชวยในการจําแนกสิ่งมีชีวิตท่ีมีประสิทธิภาพ สะดวกและรวดเร็ว  จึงมีการนําหลักการ DNA barcodes มา

ใชในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตจากชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปรทางลําดับนิวคลีโอไทด  ประโยชนท่ี

ไดจากการศึกษา DNA barcodes นําไปประยุกตใชในหลายสาขาไดแก การจําแนกชนิดและติดตามการ

เปลี่ยนแปลงจํานวนของสิ่งมีชีวิตในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ สงผลใหเกิดการอนุรักษ

สิ่งมีชีวิตท่ีมีแนวโนมท่ีจะสูญพันธุ หรือมีการคนพบสิ่งมีชีวิตชนิดใหม ๆ รวมท้ังนําไปใชในการตรวจสอบ

พันธุพืช พันธุสัตวใหมีความถูกตอง สามารถใชในงานดานพิพิธภัณฑ สาธารณสุข กฎหมาย และเศรษฐกิจ      

        หลักการของ DNA barcodes ในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต อาศัยหลักการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอดวย

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยเลือกทําการเพ่ิมขยายชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปร
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ของลําดับนิวคลีโอไทดในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน ( interspecific variation) สูงกวาความผันแปรของลําดับ   

นิวคลีโอไทด ภายในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน ( intraspecific variation) ชิ้นสวนของดีเอ็นเอท่ีกําหนดใหเปน

เครื่องหมายดีเอ็นเอ ในการจําแนกชนิดของสัตว ไดแก ดีเอ็นเอท่ีอยูในไมโตคอนเดรีย ซ่ึงมีความแตกตาง

ของลําดับนิวคลีโอไทดมากเพียงพอในการจําแนกชนิดไดดีกวาดีเอ็นเอในนิวเคลียส   นอกจากนี้ดีเอ็นเอใน

ไมโตคอนเดรีย  ซ่ึงมีจํานวนมากตั้งแต 100 - 10,000 genome copies  ทําใหสามารถเพ่ิมขยายดีเอ็นเอ

ดวยเทคนิค PCR ไดงาย ใชไดดีในกรณีท่ีมีตัวอยางสิ่งมีชีวิตไมมากหรืออาจเกิดการแตกสลาย และดีเอ็นเอ

ในไมโตคอนเดรียมีเฉพาะสวนดีเอ็นเอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได (exon) ท้ังจีโนม ไมมีสวนท่ีแปลรหัส

ไมได (intron) หรือมีอยูนอยมากทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสั้น เหมาะแกการนํามาใชในการจําแนกชนิด  

ยีนท่ีเหมาะสมในการเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียนั้น มีหลายชนิด  ไดแก cytochrome 

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

dehydrogenase 5 (ND5)  โดยแตละยีนจะมีอัตราวิวัฒนาการโมเลกุล (rate of molecular 

evolution) แตกตางกันไป และมีขนาดลําดับไมยาวมากนัก ประมาณ 900 base pairs  ยีน COI มี

คุณสมบัติเหมาะสมท่ีจะนําไปใชในการจําแนกชนิดไดดีกวายีนอ่ืนเนื่องจาก  1) ดีเอ็นเอตําแหนงดาน 5’ 

COI ของกลุมอาณาจักรสัตวเปนบริเวณอนุรักษ เหมาะสมท่ีใชในการกําหนดลําดับของไพรเมอร  

(universal primer) ท่ีเปนแบบ universal primer ท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ในกลุมของสิ่งมีชีวิต

ไดหลายชนิด   2) ยีน COI มีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดเพียงพอตอการจําแนกชนิด และมีความ

ผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดไมมากเกินไป เม่ือใชในการจําแนกสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน  ดวยเหตุนี้ยีน COI 

จึงคัดเลือกเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต   ยีน COI ขนาดประมาณ 700 base 

pairs จึงเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมเพราะเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสั้น และชัดเจน

สามารถเพ่ิมขยายดวย PCR ไดงาย มีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงกวาภายในชนิด

เดียวกัน และมีบริเวณท่ีเปนตําแหนงอนุรักษ (conserved region) ท่ีใช สําหรับในการกําหนด universal 

primer เพ่ือนําไปใชในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอไดหลายกลุมสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะกลุมสัตว  สําหรับฐานขอมูล

ท่ีใชในการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ไดแก ฐานขอมูล GenBank ท่ีมีรายงานลําดับ       

นิวคลีโอไทดของยีนตาง ๆ ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดโดยใชโปรแกรม BLASTn ท่ีมีรายงานเฉพาะยีนดีเอ็นเอ

บารโคดในสิ่งมีชีวิตตาง ๆ เทานั้น  

 

4. แผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetics trees) (13-27) 

         ความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิตสามารถแสดงไดดวย  phylogenetic trees ซ่ึง จะประกอบดวย 

nodes และ branches โดยก่ิง 1 ก่ิงจะเชื่อม nodes ท่ีใกลกัน 2 nodes เขาดวยกัน โดย nodes จะ

แสดงสิ่งท่ีตองทําการศึกษา (taxonomic units) กับสิ่งท่ีทําการเปรียบเทียบจะเรียกวา operational 

taxonomic unit (OTUs)  โดย branches จะแสดงความสัมพันธของสิ่งท่ีตองการศึกษาในเชิงบรรพบุรุษ

และลูกหลาน ลักษณะรูปแบบของ trees เรียกวา topology ความยาวของ branches แสดงจํานวนการ
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เปลี่ยนแปลง (หรือแสดงระดับความแตกตางทางพันธุกรรม) ท่ีเกิดข้ึนใน branches นั้นอัตราการแทนท่ี

ของกรดอะมิโนและลําดับนิวคลีโอไทด (amino acid or nucleotide substitutions)      ของแตละยีน

ในจีโนมมีคาเกือบคงท่ี นําไปสูการนําเอาขอมูลทางอณูพันธุศาสตรมาคํานวณหาความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต (phylogenetic relationships)   ในระดับตาง ๆ โดยท่ัวไปเม่ือเปรียบเทียบขอมูล

ทางอณูพันธุศาสตรกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลวพบวา ขอมูลทางอณูพันธุศาสตรใหรายละเอียดท่ีมี

แบบแผนชัดเจนในดานความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตเทียบเคียงไดกับ ขอมูลท่ีมาจากสัณฐาน

วิทยา วิธีการหนึ่งคือการวิเคราะห  phylogenetic trees ซ่ึง ประกอบดวยข้ันตอน ดัง นี้ 1)  คัดเลือก

เครื่องหมายทางพันธุกรรมท่ีเหมาะสม   2) ทําการวิเคราะหตัวอยาง  3) ทําการวิเคราะหขอมูลทางพันธุ

ศาสตร โดยวิธีทางสถิติท่ีเหมาะสม   4) นําขอมูลท่ีไดมาสราง phylogenetic trees ท่ีเหมาะสมกับขอมูล 

และแปลผลการทดลองจาก phylogenetic trees ท่ีได 

 

การวิเคราะหขอมูลพันธุศาสตรเพ่ือนําไปสราง phylogenetic trees โดยรูปแบบของขอมูลแบง

ออกเปน 2 ประเภท ไดแก 

        1. ขอมูลแสดงลักษณะ (discrete characters) ของส่ิงเปรียบเทียบ (operational 

taxonomic unit, OTUs) ขอมูลลักษณะนี้ไดจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีทําการเปรียบเทียบ หรือจาก 

restriction site polymorphism ซ่ึงขอมูลแบบนี้จัดเปนขอมูลปฐมภูมิ (primary data) สามารถนําไป

สราง phylogenetic trees ไดโดยตรง โดยวิธี maximum parsimony หรือ maximum likelihood 

หรือสามารถแปลงขอมูลเปนขอมูลทุติยภูมิ ซ่ึงแสดงเปนคาความแตกตางทางพันธุกรรม (genetic 

distance) แลวนําไปสราง phylogenetic trees ตอไป 

        2. ขอมูลแสดงความแตกตางหรือความเหมือนทางพันธุกรรม (genetic distance or 

similarity) ของส่ิงเปรียบเทียบ ขอมูลลักษณะนี้จะเปนขอมูลท่ีไดจากการเปลี่ยนแปลงขอมูลปฐมภูมิ 

(primary data) มาเปนขอมูลทุติยภูมิ (secondary data) ซ่ึงแสดงถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่ง

ท่ีเปรียบเทียบ ขอมูลแบบนี้จะไดมาจาก restriction fragment length polymorphism (RFLP) ของ

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

polymorphism (AFLP), DNA fingerprints และ RAPD เปนตน 

  

ชนิดของ phylogenetic trees  แบงแยกไดเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

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

ราก (root) จะเปนตําแหนงเริ่มตนซ่ึงเปนตําแหนงของบรรพบุรุษรวม (common ancestor; R) ของกลุม

สิ่งมีชีวิตท่ีกําลังศึกษาท้ังหมด  แขนง ( branch) เปนตัวแทนกลุมอนุกรมวิธาน 1 กลุม ( single 

taxonomic group) ปม (node) เปนตําแหนงของบรรพบุรุษท่ีแยกออกเปนกลุมลูก 2 กลุม หรือมากกวา   
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ถามีกลุม ลูกมากกวา 2 กลุมเกิดจาก 1 ปม ปมนั้ นเรียกวา โพลิโทมี (polytomy)  ยอด ( tip) เปนสวน

ปลายสุดของปม เปนจุดท่ีแสดงถึงกลุมสิ่งมีชีวิตท่ียังคงมีชีวิตอยูหรือสูญพันธุไปแลว  (รูปท่ี 2.12) 

        2. Un-rooted trees  จะแสดงความสัมพันธของ OTUs ท้ังหมด โดยไมระบุตําแหนงของ บรรพ

บุรุษ (รูปท่ี 2.13) 

 

     

 

 

 

 

 

 

                                         

 

 

   

รูปท่ี  2.12  Phylogenetic trees ชนิด  rooted trees 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.13  Phylogenetic trees ชนิด un-rooted trees 
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3. DNA barcodes 

        DNA barcodes เปนเทคนิคใหมท่ีอาศัยหลักการชีววิทยาโมเลกุลในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต 

ซ่ึงใชในการศึกษาของความหลากหลายทางชีวภาพ แนวคิดของดีเอ็นเอบารโคดมาจากแทงรหัสบารโคด

สินคา เพ่ือชวยใหสามารถบันทึกราคาสินคาและขอมูลสินคาไดอยางถูกตอง ชวยเพ่ิมความรวดเร็วในการ

จัดเก็บขอมูล จากแนวคิดนี้ทําใหมีการพัฒนาแทงรหัสบารโคดดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงใชในการจําแนก จัด

กลุมและติดตามการเปลี่ยนแปลง จํานวนของสิ่งมีชีวิตในแตละพ้ืนท่ี ( Stoeckle and Hebert, 2008) 

เนื่องจากการจําแนกสิ่งมีชีวิตแบบดั้งเดิม ( classical taxonomy) ซ่ึงอาศัยความแตกตางของลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา มีขอจํากัดอยูหลายประการ (Marquardt, 2005) ไดแก 1) ในการจําแนกชนิดของแมลง ซ่ึง

เปนกลุมท่ีมีความซับซอนเรียกวา species complex ซ่ึงก็คือกลุมแมลงท่ีตางชนิดกันท่ีมีลักษณะภายนอก

ท่ีเหมือนกันจนไมสามารถแยกออกไดดวยรูปรางลักษณะภายนอก แตมีลักษณะทางดานพันธุกรรมท่ี

แตกตางกันและอยูในสภาพทางภูมิศาสตรท่ีตางกัน 2) ไมสามารถใชลักษณะรูปรางในการจัดจําแนก

สิ่งมีชีวิตในทุกชวงอายุของการเจริญเติบโต ตองรอใหเปนระยะตัวเต็มวัย  จึงสามารถจําแนกชนิดได 3) 

การจําแนกกลุมของสิ่งมีชีวิตดวยลักษณะรูปราง จําเปนตองใชตัวอยางปริมาณมากเพ่ือใชยืนยันชนิด ดวย

เหตุนี้การ จําแนกชนิดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาจึงไมเหมาะกับตัวอยางท่ีมีจํานวนนอย และมีความ  

สําคัญในเชิงอนุรักษ 4) การจัดจําแนกชนิดดวยลักษณะ  รูปรางตองใชเวลานานมากในการจัดจําแนก

สิ่งมีชีวิตใหเปนหมวดหมู รวมท้ังตองอาศัยผูเชี่ยวชาญเฉพาะดาน ท่ีมีความชํานาญโดยเฉพาะ งานดังกลาว

เปนงานท่ีละเอียดออนตองมีความมานะอุตสาหะสูง ดังนั้น  เพ่ือท่ีจะชวยในงานดานการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิต

ใหเร็ว และมีประสิทธิภาพยิ่งข้ึน Prof. Paul D.N. Hebert และคณะ เปนผูท่ีมีนําหลักการ DNA 

barcodes มาใชในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตจากชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปรทางลําดับนิวคลีโอ

ไทดซ่ึงใชในการจําแนกสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันได และเปนผูริเริ่มทําใหเกิดโครงการแทงรหัส baecode ของ
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สิ่งมีชีวิต (barcodes of life) ภายใตการทํางานขององคกรระหวางประเทศท่ี ชื่อวา Consortium of the 

Barcodes of Life จัดตั้งข้ึน ในป 2005 องคกรนี้เกิดจากความรวมมือของนักวิทยาศาสตรท่ัวโลก ท่ีมี

ความคิดรวบรวมขอมูล  DNA barcodes ของสิ่งมีชีวิตท้ังหมดประมาณ 10 ลานชนิด ไดแก โปรติสต รา 

พืชและสัตวชนิดตาง ๆ  ใหมีการจัดจําแนกเพ่ือใหไดขอมูลของชนิด จัดทําใหเปนระบบ สามารถสืบคน 

อางอิง และตรวจสอบชนิดของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ ไดจึงเกิดเปนฐานขอมูลท่ีใชอางอิง  สําหรับ DNA barcodes

ท่ีเรียกวา BOLD (BOLD: The Barcodes of Life Data System)  ประโยชนท่ีไดจากการศึกษา  DNA 

barcodes นําไปประยุกตใชในหลายสาขาไดแก การจําแนกชนิดและติดตามการเปลี่ยนแปลงจํานวนของ

สิ่งมีชีวิตในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ สงผลใหเกิดการอนุรักษสิ่งมีชีวิตท่ีมีแนวโนมท่ีจะสูญ

พันธุ หรือมีการคนพบสิ่งมีชีวิตชนิดใหม ๆ รวมท้ังนําไปใชในการตรวจสอบพันธุพืช พันธุสัตวใหมีความ

ถูกตอง สามารถใชในงานดานพิพิธภัณฑ สาธารณสุข กฎหมาย  และเศรษฐกิจ หลักการของ DNA 

barcodes ในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต อาศัยหลักการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) โดยเลือกทําการเพ่ิมขยายชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดใน

สิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน ( interspecific variation) สูงกวาความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทด ภายใน

สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน ( intraspecific variation) ชิ้นสวนของดีเอนเอท่ีกําหนดใหเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

ในการจําแนกชนิดของสัตว ไดแก ดีเอ็นเอท่ีอยูในไมโตคอนเดรีย ซ่ึงมีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด

มากเพียงพอในการจําแนกชนิดไดดีกวาดีเอนเอในนิวเคลียส   นอกจากนี้ดีเอนเอในไมโตคอนเดรีย  มี

จํานวนมากตั้งแต 100 - 10,000 genome copies ทําใหสามารถเพ่ิมขยายดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ได

งาย ใชไดดีในกรณีท่ีมีตัวอยาง  สิ่งมีชีวิตไมมากหรืออาจเกิดการแตกสลาย และดีเอนเอในไมโตคอนเดรียมี

เฉพาะสวนดีเอนเอท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได (exon) ท้ังจีโนม ไมมีสวนท่ีแปลรหัสไมได (intron) หรือ

มีอยูนอยมากทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสั้น เหมาะแกการนํามาใชในการจําแนกชนิด 

(http://phe.rockefeller.edu/barcodes/)  ยีนท่ีเหมาะสมในการเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในไมโตคอน 

เดรียนั้น มีหลายชนิดไดแก  ยีนไดแก cytochrome oxidase subunit 1 (COI),  cytochrome b (Cyt 

B), NADH dehydrogenase 4 (ND4) และ NADH dehydrogenase 5 (ND5) โดยแตละยีนจะมีอัตรา

วิวัฒนาการโมเลกุล (rate of molecular evolution) แตกตางกันไป และมีขนาดลําดับไมยาวมากนัก 

ประมาณ 900 base pairs  ยีน COI มีคุณสมบัติเหมาะสมท่ีจะนําไปใชในการจําแนกชนิดไดดีกวายีนอ่ืน

เนื่องจาก  1) ดีเอนเอตําแหนงดาน 5’ COI ของกลุมอาณาจักรสัตวเปนบริเวณอนุรักษ เหมาะสมท่ีใชใน

การกําหนดลําดับของไพรเมอร (universal primer) ท่ีเปนแบบ universal primer ท่ีใชในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอนเอ ในกลุมของสิ่งมีชีวิตไดหลายชนิด 2) ยีน COI มีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด 

เพียงพอตอการจําแนกชนิด และมีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดไมมากเกินไป เม่ือใชในการจําแนก

สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน  ดวยเหตุนี้ยีน COI จึงคัดเลือกเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในการจําแนกชนิดของ

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

2007)  ยีน COI ขนาด 650 base pairs จึงเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมสําหรับ  เพราะเปนชิ้นสวนดี
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เอ็นเอท่ีมีลําดับ    นิวคลีโอไทดท่ีสั้น  และชัดเจนสามารถเพ่ิมขยายดวย PCR ไดงาย มี  ความผันแปรของ

ลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงกวาภายในชนิดเดียวกัน และมีบริเวณท่ีเปนตําแหนงอนุรักษ 

(conserved region) ท่ีใช สําหรับในการกําหนด universal primer เพ่ือนําไปใชในการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอ

ไดหลายกลุมสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะกลุมสัตว ( Kress and Erickson, 2008)   สําหรับฐานขอมูลท่ีใชในการ

เปรียบเทียบลําดับ       นิวคลีโอไทดของยีน COI มี 2 ฐานขอมูลดวยกันคือ ฐานขอมูล GenBank ท่ีมี

รายงานลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตาง ๆ ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดโดยใชโปรแกรม BLASTn (NCBI; 

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

http://www.boldsystems.org) ท่ีมีรายงานเฉพาะยีนดีเอ็นเอบารโคดในสิ่งมีชีวิตตาง ๆ เทานั้น โดยเม่ือ

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลแลว พบวามีความคลึงกันมากกวาหรือเทากับ 97 % จะทําให

สามารถทราบชื่อของสิ่งมีชีวิตนั้น หากมีความคลายคลึงนอยกวา 97 % จะถูกจัดเปนสิ่งมีชีตท่ียังไมเคย

รายงานในฐานขอมูลมากอน   

 

4. แผนภูมิรูปตนไม (phylogenetics trees) 

         ความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิตสามารถแสดงไดดวยแผนภูมิรูปตนไม (phylogenetic trees) ซ่ึง

จะประกอบดวย nodes และ branches โดยก่ิง 1 ก่ิงจะเชื่อม nodes ท่ีใกลกัน 2 nodes เขาดวยกัน 

โดย nodes จะแสดงสิ่งท่ีตองทําการศึกษา (taxonomic units) กับสิ่งท่ีทําการเปรียบเทียบจะเรียกวา 

operational taxonomic unit (OTUs)(19)   โดย branches จะแสดงความสัมพันธของสิ่งท่ีตองการ

ศึกษาในเชิงบรรพบุรุษและลูกหลาน ลักษณะรูปแบบของ tree เรียกวา topology ความยาวของ 

branches แสดงจํานวนการเปลี่ยนแปลง (หรือแสดงระดับความแตกตางทางพันธุกรรม) ท่ีเกิดข้ึนใน 

branches นั้นอัตราการแทนท่ีของกรดอะมิโนและลําดับนิวคลีโอไทด (amino acid or nucleotide 

substitutions) ของแตละยีนในจีโนมมีคาเกือบคงท่ี นําไปสูการนําเอาขอมูลทางอณูพันธุศาสตรมา

คํานวณหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต (phylogenetic relationships)(16) ในระดับตาง ๆ 

โดยท่ัวไปเม่ือเปรียบเทียบขอมูลทางอณูพันธุศาสตรกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลวพบวา ขอมูลทางอณู

พันธุศาสตรใหรายละเอียดท่ีมีแบบแผนชัดเจนในดานความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตเทียบเคียง

ไดกับขอมูลท่ีมาจากสัณฐานวิทยา วิธีการหนึ่งคือการวิเคราะห  phylogenetic trees ซ่ึง ประกอบดวย

ข้ันตอน ดังนี้ 

 1. คัดเลือกเครื่องหมายทางพันธุกรรมท่ีเหมาะสม 

 2. ทําการวิเคราะหตัวอยาง 

 3. ทําการวิเคราะหขอมูลทางพันธุศาสตร โดยวิธีทางสถิติท่ีเหมาะสม 

 4. นําขอมูลท่ีไดมาสราง phylogenetic trees ท่ีเหมาะสมกับขอมูล และแปลผลการทดลองจาก 

phylogenetic trees ท่ีได(18) 
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การวิเคราะหขอมูลพันธุศาสตรเพ่ือนําไปสราง phylogenetic trees 

      1. รูปแบบของขอมูล แบงออกเปน 2 ประเภทคือ 

 1.1 ขอมูลแสดงลักษณะ (discrete characters) ของส่ิงเปรียบเทียบ (operational 

taxonomic unit, OTUs) ขอมูลลักษณะนี้ไดจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีทําการเปรียบเทียบ หรือจาก 

restriction site polymorphism ซ่ึงขอมูลแบบนี้จัดเปนขอมูลปฐมภูมิ (primary data) สามารถนําไป

สราง phylogenetic trees ไดโดยตรง โดยวิธี maximum parsimony หรือ maximum likelihood 

หรือสามารถแปลงขอมูลเปนขอมูลทุติยภูมิ ซ่ึงแสดงเปนคาความแตกตางทางพันธุกรรม (genetic 

distance) แลวนําไปสราง phylogenetic trees ตอไป 

 1.2 ขอมูลท่ีแสดงความแตกตางหรือความเหมือนทางพันธุกรรม (genetic distance or 

similarity) ของส่ิงเปรียบเทียบ ขอมูลลักษณะนี้จะเปนขอมูลท่ีไดจากการเปลี่ยนแปลงขอมูลปฐมภูมิ 

(primary data) มาเปนขอมูลทุติยภูมิ (secondary data) ซ่ึงแสดงถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่ง

ท่ีเปรียบเทียบ ขอมูลแบบนี้จะไดมาจาก restriction fragment length polymorphism (RFLP) ของ

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

polymorphism (AFLP), DNA fingerprints และ RAPD(21) เปนตน 

 

 

ชนิดของ phylogenetic trees  แบงแยกไดเปน 2 ชนิด คือ 

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

(root) จะเปนตําแหนงเริ่มตนซ่ึงเปนตําแหนงของบรรพบุรุษรวม ( common ancestor; R)(19) ของกลุม

สิ่งมีชีวิตท่ีกําลังศึกษาท้ังหมด  แขนง ( branch) เปนตัวแทนกลุมอนุกรมวิธาน 1 กลุม ( single 

taxonomic group) ปม (node) เปนตําแหนงของบรรพบุรุษท่ีแยกออกเปนกลุมลูก 2 กลุม หรือมากกวา   

ถามีกลุม ลูกมากกวา  2 กลุมเกิดจาก1 ปม ปมนั้ นเรียกวา โพลิโทมี (polytomy)  ยอด ( tip) เปนสวน

ปลายสุดของปม เปนจุดท่ีแสดงถึงกลุมสิ่งมีชีวิต ท่ียังคงมีชีวิต อยูหรือสูญพันธุไปแลว  (รูปท่ี 2.12) 

     2. Un-rooted tree  จะแสดงความสัมพันธของ OTUs ท้ังหมด โดยไมระบุตําแหนงของ บรรพบุรุษ 

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

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 

    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 

  -  ใบมีดผาตัด 

     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. กลุมตัวอยางท่ีใชในงานวิจัย  

            ตัวอยางตัวเต็มวัยของแมลงสาบ 12 ชนิด  ไดแก Periplaneta americana, Periplaneta 

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

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

angustipennis, unknown 1, unknown 2  โดยใชสวนขา ชนิดละ 5 ตัวอยาง 

        2. จําแนกชนิดออกเปนจีนัส สปชีสโดยวิธีสัณฐานวิทยา (morphology) ซ่ึงเปนวิธีมาตรฐาน โดย

ผูเชี่ยวชาญ 

        3.  การจําแนกแมลงสาบโดยวิธี DNA barcode 

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

สกัดดีเอ็นเอของ QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)   

                  1)  นําขาแมลงสาบจํานวน 1 ขาใสลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube 

          2) ลางดวย 70% Alcohol 500 µl จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นนําไปบมท่ี 50°C นาน 1-2 ชั่วโมง  

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

                   4) ดูดสารละลายมาใสใน 1.5 ml microcentrifuge tube หลอด ใหม และเติม AL buffer  

200 µl  ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปบมท่ี 70oC นาน 10 นาที   

                   5) เติม Absolute ethanol  200  µl ผสมสารละลายใหเขากัน  

          6) ดูดสวนใสของสารละลายลงใน QIAamp Spin Column ท้ิงไว 2-3 นาที เพ่ือให 

membrane อ่ิมตัว นําไปปนท่ี 8,000 rpm นาน 1 นาที  DNA  จะเกาะอยูบน membrane 

         7) ถอด 1.5 ml microcentrifuge tube ออกจาก QIAamp Spin Column แลวนํา 1.5 ml 

microcentrifuge tube  หลอดใหมมาสวม QIAamp Spin Column แทน 

                   8) เติม  AW1 buffer 500 µl ลงใน QIAamp Spin Column แลวนําไปปนท่ี 8,000 rpm 

นาน 1 นาที   ทําซํ้าขอ 7 

          9) เติม AW2 buffer 500 µl ลงใน QIAamp Spin Column แลวนําไปปนท่ี 14,000 rpm 

นาน 3 นาที    

                  10) ถอด 1.5 ml microcentrifuge tube ออกจาก QIAamp Spin Column แลวนํา

สารละลายใน QIAamp Spin Column ท้ิงไป จากนั้นใสกลับลงไปใน  QIAamp Spin Column หลอดเกา 

นําไปปนท่ี 14,000 rpm นาน 1 นาที   ทําให buffer ท่ีเหลืออยูออกใหหมด ทําซํ้าขอ 7 

                  11)  เติม AE buffer 50  µl  ลงใน  QIAamp Spin Column นํามาบมท่ีอุณหภูมิหอง นาน 5 

นาที จากนั้นนําไปปนท่ี 8,000 rpm  นาน 1 นาที 
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                  12)  ถอด QIAamp Spin Column ไปใสใน 1.5 ml. microcentrifuge tube อันใหม สวน

สารท่ีอยูใน 1.5 ml. microcentrifuge tube หลอดเดิม นําไปแชท่ี -20°C สารนั้นคือ DNA ท่ีไดจากการสกัด

เพ่ือนําไปใชในการทํา Polymerase chain reaction (PCR) ตอไป  

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1  ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยใช QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) 

 

      3.2  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) 

   ทําการเพ่ิมปริมาณ COI  gene ของแมลงสาบในหลอดทดลอง ดวยวิธี PCR  

                     Primer   LepF1 (5’-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3’)  

                                 LepR1 (5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3’)   

                    ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 50 µl  ประกอบดวย  

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 ท่ีความตางศักย 120 volts เปรียบเทียบกับ 100 base pairs ladder จากนั้นนําไปยอมดวย 

ethidium bromide ถายภาพดวยเครื่อง gel documentation โดยใช COI gene ซ่ึงเปน DNA ท่ีสกัดได

จากยุง Anopheles epiroticus เปน positive control สวน negative control เปนหลอดท่ีไมไดเติม DNA 

template  

          3.3 การวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequencing)   

      นํา PCR product ท่ีไดไปทําการ purified จากนั้นทําการสง sequence โดยใชบริการของ

บริษัท Pacific Science จํากัด เพ่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาทํา alignment โดยใชโปรแกรม Chromas 

MFC Application, BioEdit, Clustal X และ Mega 4.0, Mega 4.0.2  เพ่ือดูความสัมพันธของแมลงสาบแต

ชนิด โดยการวิเคราะห phylogenetic tree,  interspecific and intraspecific divergence analysis  และ

ยืนยันชนิดแมลงสาบโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และ BOLD   

4 cycles 

35 cycles 



บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

        การวิจัยนี้ไดทําการจําแนกชนิดของแมลงสาบโดยวิธี DNA barcodes เปรียบเทียบกับวิธีสัณฐาน

วิทยาซ่ึงเปนวิธีมาตรฐานโดยผูเชี่ยวชาญ จําแนกเปนแมลงสาบท่ีทราบชนิด จํานวน 10 ชนิด ไดแก  

Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta 

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

longipalpa,  Pycnocelus surinamensis, Panesthia angustipennis  พบวามีลักษณะตรงตามหลัก

ทฤษฎีท่ีระบุไว  และเปนแมลงสาบท่ีไมทราบชนิดอีก 2 ชนิด ไดแก unknown 1, unknown 2 ซ่ึงมี

ลักษณะสัณฐานวิทยาคลายคลึงกันกับ Blettella germanica (ตารางท่ี 4.1)   จากนั้นทําการสกัด  DNA 

จากสวนขาของแมลงสาบชนิดละ 5 ตัวอยาง รวมท้ังสิ้น 60 ตัวอยาง ดวยชุดสกัด DNA QIAGEN Mini Kit  

และเพ่ิมจํานวนยีน COI  ดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช LepF1 และ LepR1 

primer แลวนํา PCR product ท่ีไดมา run 1.5 % agarose gel electrophoresis ได DNA product 

ขนาด 700 base pairs เม่ือเทียบกับ 100 base pair ladder DNA markers  จากการทดลองพบวา 

สามารถทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน COI ของแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด จํานวน 60 ตัวอยาง โดยวิธี 

PCR ได (รูปท่ี 4.1-4.4) 

        จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI  (sequencing)  พบวามี 55 ตัวอยาง ท่ี

สามารถนํามาศึกษาตอ ได  สวนอีก 5 ตัวอยาง ไมสามารถอานผลได เนื่องจากขาดความสมบูรณ ของ 

sequence ท่ีจะนําไปใชในการเปรียบเทียบ   โดยจํานวน 55 ตัวอยาง ประกอบดวย Periplaneta 

americana 5 ตัวอยาง  (ตัวอยาง 1 -5) Periplaneta australasiae 4 ตัวอยาง ( ตัวอยาง 2-5) 

Periplaneta brunnea  4 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1, 3-5) Periplaneta fuliginosa 5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-

5)  Neostylopyga rhombifolia 5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  Blatta lateralis 4 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-

4) Blettella germanica 5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  Pycnocelus surinamensis  5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 

1-5)  Supella longipalpa  5  ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  Panesthia angustipennis  5 ตัวอยาง 

(ตัวอยาง 1-5)  unknown 1  5 ตัวอยาง (ตัวอยาง 1-5)  unknown 2   3  ตัวอยาง (ตัวอยาง 1, 4-5)  

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก  forward primer และ reverse primer  โดยใชโปรแกรม  

Chromas MFC Application และโปรแกรม ClustalX  (รูปท่ี 4.5-4.7)  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน COI  เพ่ือยืนยันชนิดของแมลงสาบในฐานขอมูลของ Genblank ผานโปรแกรม Blastn และ IBOL 

system  (รูปท่ี 4.8-4.10)  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยการทํา multiple alignment  โดยใช

โปรแกรม ClustalX และ BioEdit  (รูปท่ี 4.11 และ 4.12)  และนําลําดับนิวคลีโอไทดมาประมวลผลผาน

โปรแกรม Mega  4.0 ไดผลออกมาเปนแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดย
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เปลี่ยนเปนไฟล .meg  กอนจะใชโปรแกรม Mega 4.0.2  และใชชันโรง (Trigona apicalis)  เปน out 

group (รูปท่ี 4.13-4.18) 

        จากการศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางระหวางสปชีส (interspecifics K2P values) และความ

แตกตางภายในสปชีส (maximum intraspecifics K2P values) ของแมลงสาบ โดยใชคําสั่ง pair wise 

distance บนโปรแกรม Mega 4.0 จากแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetic trees) ชนิด 

Neighbor-joining และสถิติท่ีใชคือ Kimura-2-parameter (K2P) ซ่ึงคาระยะหางทางพันธุกรรมมากกวา 

0.02 จะถือวาแมลงสาบชนิดนั้น ๆ อยูตางสปชีสกัน    ซ่ึงหมายความวา 0.02 มีคาเทากับ 2% นั่นคือ 

ลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิต 2 ชนิดท่ีมีขนาด 100 base paires  เม่ือนํามาเปรียบเทียบกัน ถามีลําดับ

นิวคลีโอไทดแตกตางกันมากกวา 2 base paires  จะถือวาสิ่งมีชีวิต 2 ชนิดนี้อยูตางสปชีสกัน(27- 31)  

        จากการศึกษาความแตกตางภายในสปชีส (intraspecifics K2P value) จะพบวาแมลงสาบท่ีอยู

ในสปชีสเดียวกันท้ัง 12 ชนิด มีคาระยะหางทางพันธุกรรมตั้งแต 0.00-0.015 โดย  Supella 

longipalpa, Periplaneta australasiae, Periplaneta fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia, 

Blatta lateralis, Blattella germanica, Pycnocelus surinamensis, unknown 1  มีคา ระยะหาง

ทางพันธุกรรมภายในสปชีส 0.00  สวน Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, 

Panesthia angustipennis, unknown 2 มีคาระยะหางทางพันธุกรรมภายในสปชีส 0.013, 0.015, 

0.001, 0.004  ตามลําดับ ซ่ึงมีคาระยะหางทางพันธุกรรมภายในสปชีสไมเกิน 0.02 ทุกชนิด  (รูปท่ี 4.18

และตารางท่ี 4.2) 

        เม่ือศึกษาความแตกตางระหวางสปชีส พบวาแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด มีคาระยะหางทางพันธุกรรม    

ระหวางแมลงสาบแตละชนิดตั้งแต 0.097-0.268 ซ่ึงมีคา ระยะหางทางพันธุกรรมมากกวา 0.02  

ยกตัวอยางเชน Supella longipalpa มีคาความแตกตางระหวางสปชีสกับ Periplaneta australasiae, 

Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, Periplaneta fuliginosa, Panesthia 

angustipennis, Neostylopyga rhombifolia, Blatta lateralis, Blattella germanica, 

Pycnocelus surinamensis, unknown 1, unknown 2 เทากับ 0.212, 0.248, 0.215, 0.223, 0.201, 

0.216, 0.224, 0.226, 0.230, 0.248  และ 0.265 ตามลําดับ   สวนชันโรง (Trigona apicalis) ท่ีเปน 

out group มีคาความแตกตางระหวางสปชีสกับแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด ตั้งแต 0.477-0.547  (รูปท่ี 4.18

และตารางท่ี 4.3) 

        เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด ไปยืนยันชนิดของแมลงสาบใน Genbank และ 

IBOL system พบวาแมลงสาบท่ีทราบชนิด 8 ชนิด ไดแก Supella longipalpa, Periplaneta 

australasiae, Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, Periplaneta fuliginosa, 

Neostylopyga rhombifolia, Blattella germanica, Pycnocelus surinamensis ใหผลยืนยันชนิด

ของแมลงสาบสอดคลองกับสัณฐานวิทยาทุกตัวอยางใน GenBank และ IBOL system ยกเวนแมลงสาบ 

4 ชนิด ไดแก Blatta lateralis, Panesthia angustipennis, unknown 1 และ unknown 2 ท่ีใหผล
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ไมสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดย Blatta lateralis  ใหผลไมสอดคลองท้ังใน GenBank 

และ IBOL system โดยใหผลการยืนยันของแมลงสาบชนิดนี้ไดเพียงอันดับ ( order) Blattaria  100% 

Panesthia angustipennis ใหผลการยืนยันชนิดของแมลงสาบโดย GenBank และ IBOL system ตรง

กับ Periplaneta fuliginosa  91% และ 90.84%  ตามลําดับ   อาจเนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของ Panesthia angustipennis และ Periplaneta fuliginosa  มีลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกัน คือ 

pronotum มีสีน้ําตาลเขม ปกท่ีปกคลุมลําตัวมีสีเขม แต Panesthia angustipennis จัดอยูในแมลงสาบ

ขนาดกลาง มีความยาวของลําตัวประมาณ 20-25 มม. ขณะท่ี  Periplaneta fuliginosa จัด เปน

แมลงสาบขนาดใหญ มีความยาวของลําตัวประมาณ  30-34 มม.  สวน unknown 1  ใหผลยืนยันชนิด

ของแมลงสาบใน GenBank สอดคลองในอันดับ ( order)  Blattaria  85%  และใน IBOL system  

สอดคลองกับวงศ (family)  Blattelladae  86.28%  สวน unknown 2 ใหผลยืนยันชนิดของแมลงสาบ

ใน GenBank และ IBOL system สอดคลองกับ  Blattaria  86% และ  86.73%  ตามลําดับ 

       จากผลของแผนภาพวงศวานวัฒนาการพบวา แมลงสาบท่ีมีวิวัฒนาการแตกตางระหวางสปชีสมาก

ไดแก Pycnocelus surinamensis, unknown 1, Supella longipalpa, Blattella germanica  และ 

unknown 2 โดยท่ีแมลงสาบ unknown 2 ,ความสัมพันธกันกับ Blattella germanica สวนแมลงสาบ

ท่ีเหลืออีก 7 ชนิด ไดแก Periplaneta australasiae, Periplaneta americana, Periplaneta 

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

angustipennis มีความสัมพันธคลายคลึงกันรอยละ 90 คาดวานาจะมาจากบรรพบุรุษเดียวกัน 

นอกจากนี้ยังพบวา Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, Panesthia angustipennis 

และ unknown 2 มีความหลากหลายในสปชีสเดียวกันสูงกวาแมลงสาบชนิดอ่ืน ๆ (รูปท่ี 4.18) 
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ตารางท่ี 4.1  การจําแนกชนิดของแมลงสาบท่ีนํามาศึกษา  

ชนิด ลักษณะสําคัญ 

1. แมลงสาบอเมริกัน     

(Periplaneta americana 

หรือ American cockroach) 

มีขนาดใหญมีลําตัวยาวประมาณ 30-40 มม. มีสีน้ําตาลเขม สวนทอง

ของตัวเต็มวัยเพศเมียใหญกวาเพศผูและไมมี stylets ท่ีขอบนอกของ 

pronotum มีสีเหลืองตัดกับสีน้ําตาลท่ีอยูดานใน  

2. แมลงสาบออสเตรเลีย 

(Periplaneta australasiae 

หรือ Australian cockroach) 

มีขนาดใหญ ลําตัวยาวประมาณ 27-33 มม. ลักษณะท่ัวไปคลายกับ  

Periplaneta americana แตมีขอท่ีแตกตางกันคือ Periplaneta  

australasiae มีแถบสีเหลืองออน (pale streak) ยาวประมาณ 1/3 

ของปกอยูท่ีดานขางของปกคูแรกขางละแถบ  

3. Periplaneta brunnea 

(large brown cockroach) 

มีลักษณะคลายกับ Periplaneta americana แตตางกันท่ี cerci 

โดย cerci ของ Periplaneta  brunnea  มีรูปรางอวนสั้นและโปง

ตรงกลางคลายรูปกระสวย สวน cerci ของ Periplaneta 

americana มีรูปรางเรียวยาวและปลายแหลมเพรียวกวา 

4. Periplaneta fuliginosa 

(smoky brown cockroach) 

มีขนาดใหญ มีลักษณะใกลเคียงกับแมลงสาบอเมริกัน แตลําตัวสี

น้ําตาลเขมมันวาว ท้ังตัวผูและตัวเมียยาวประมาณ 30-34 มม. หนวด

เรียวและยาวกวาลําตัว ท้ังสองเพศมีปกเจริญดีและยาวคลุมถึงปลาย

ของสวนทอง   

5. Neostylopyga 

rhombifolia (Harlequin 

cockroach) 

มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 25-30 มม. ลักษณะลําตัวเปนรูปไข มี

ลักษณะปกหนาซ่ึงหดสั้นลงกลายเปนติ่งเล็ก ๆ ลําตัวมีสีสันสดใสเปน

ลวดลายสีเหลืองสลับกับสีดํา ตัวเต็มวัยเพศเมียจะอวนและปอมกวา

เพศผู 

6. Blatta lateralis 

(Turkestan cockroach หรือ 

rusty red cockroach 

หรือ red runner cockroach) 

มีขนาดลําตัวยาวประมาณ 30 มม. ตัวผูมีสีสมอมน้ําตาล - สีแดง 

ลําตัวผอมยาว ปกสีเหลือง สามารถบินได ตัวเมียมีสีน้ําตาลเขม-ดํา มี

แถบเสนสีครีมบนปก ลําตัวมีขนาดกวางกวาตัวผู 

7. แมลงสาบเยอรมัน 

(Blattella germanica หรือ 

German cockroach) 

มีขนาดเล็ก ลําตัวยาวประมาณ 12-16 มม. มีสีเหลืองอมน้ําตาล ตัว

เต็มวัยเพศเมียมีสีเขมกวาและมีสวนทองใหญกวาเพศผู pronotum  

มีแถบสีดํา 2 แถบทอดอยูตามแนวยาวของ pronotum 

8. Supella longipalpa  

(brown-banded cockroach) 

มีขนาดเล็ก ยาวประมาณ  10-14 มม. ชวงอกมีสีดํา แตตรงขอบ

ดานขางมีสีออน ลักษณะท่ีเดนชัด คือ มี palpi ยาวมาก ปกคูแรกมี

แถบตามขวางสีน้ําตาล 2 แถบ หรือบริเวณปกไมมีแถบสีน้ําตาล 
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       ชนิด ลักษณะสําคัญ 

9. แมลงสาบสุรินัม 

(Pycnoscelus surinamensis 

หรือ Surinum cockroach) 

มีขนาดลาง ตัวผูยาว 13-17 มม. ตัวเมียยาว 15-18 มม. หนวดสั้น

กวาลําตัว ปกเจริญดี มีสีออนกวาสีของลําตัว pronotum มีแถบสี

เหลืองขยายยาวจนคลุมขอบดานขาง หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือ

จุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง 

10. Panesthia 

angustipennis 

มีขนาดกลาง ลําตัวยาวประมาณ  15-20 มม.  ตัวผูยาว 13-17 มม. 

ตัวเมียยาว 15-18 มม. หนวดสั้นกวาลําตัว  ปกเจริญดี มีสีออนกวาสี

ของลําตัว  pronotum  มีแถบสีเหลืองขยายยาวจนคลุมขอบดานขาง 

หรืออยางนอยจะเปนแถบหรือจุดสีเหลืองตรงขอบดานขาง 

11. Unknown 1,  

unknown 2 

เปนแมลงสาบขนาดเล็ก ท้ัง 2 ชนิด มีลักษณะคลายคลึงกันมาก และ

เม่ือพิจารณาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะพบวาคลายกับแมลงสาบ

เยอรมัน ( Blattella germanica) มาก มี ขนาดลําตัวยาวประมาณ 

10-14 มม. pronotum มีสีดํา ตรงขอบดานขางมีสีออน ลักษณะท่ี

เดนชัดคือ มี palpi ยาวมาก เพศผูและเพศเมียมีลักษณะแตกตางกัน  

คือ เพศผูรูปรางคอนขางยาว มีปกเจริญดีปกคลุมถึงสวนปลายทอง 

สวนเพศเมียมีรูปรางคอนขางอวน และมีปกสั้นปกคลุมสวนทองไมมิด  

สวนท่ีทําใหแมลงสาบ 2 ชนิดนี้แตกตางกันก็คือ สวนของปก จะ

ปรากฏลักษณะของปกอยู 2 แบบ คือ  unknown 1 มีปกสีน้ําตาล

ออน ไมมีลาย   สวน unknown 2 มีแถบสีดํา 2 แถบบริเวณปก

ดานบนใกลบริเวณ 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  ท่ีไดจากการทํา PCR ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได

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

Panesthia  angustipennis (lane 11)  ดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาด 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 ท่ีไดจากการทํา PCR ของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจาก

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

ท่ีไดมีขนาด 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 ท่ีไดจากการทํา PCR ของ DNA ท่ีสกัดไดจาก

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

rhombitolta (lane  11-15)  DNA ท่ีไดมีขนาด 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 ท่ีไดจากการทํา PCR ของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจาก

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

เอท่ีไดมีขนาด 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 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI  ท่ีไดจาก forward primer และ 

reverse primer อานโดยใชโปรแกรม Chromas เพ่ือศึกษาลักษณะของ peak ของนิวคลีโอไทดแตละตัว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.6  ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการทํา alignment โดยใชโปรแกรม Chromas และถูกบันทึกใน

โปรแกรม Note Pad 
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รูปท่ี 4.7    Alignment ของ forward primer และ reverse primer ดวยโปรแกรม ClustalX ของ

แมลงสาบแตละตัวอยาง เพ่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท้ัง 2  เสน 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 4.8 เสนท่ีมีความยาวตางกันแสดงความความเปนไปไดของแมลงสาบจากใน Genblank 

เปรียบเทียบกับแมลงสาบท่ีศึกษา 
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รูปท่ี 4.9  ชนิดของแมลงสาบท่ีมีความเปนไปไดมากท่ีสุดโดยดูจาก % Max identical และรายละเอียด

ของแมลงสาบประกอบกับยีนท่ีใชในการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.10   การจับคูกันระหวางลําดับนิวคลีโอไทดของแมลงสาบท่ีสนใจศึกษากับลําดับนิวคลีโอไทดของ

แมลงสาบใน Genblank เพ่ือเปนการยืนยันชนิดของแมลงสาบชนิดนั้น ๆ 
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รูปท่ี 4.11  ผลจากการใชโปรแกรม ClustalX ในการทํา alignment  แสดงใหเห็นถึงการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ complete alignment เพ่ือศึกษาความเหมือนและความแตกตางของลําดับ      

นิวคลีโอไทดของแมลงสาบแตละชนิด และชันโรง (Trigona apicalis) เปน out group 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.12   การใชโปรแกรม BioEdit ในการทํา complete alignment และตัดสายนิวคลีโอไทดใหมี

ขนาดเทากัน เพ่ือนําไปสรางแผนภาพวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetic trees)  
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รูปท่ี 4.13   หลังจากทํา complete alignment จะนํามาสรางแผนภาพ  phylogenetic trees โดยใช

โปรแกรม Mega 4.0.2 

 

 

 

 

            

 

 

                 

              

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.14   ลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดกอนท่ีจะนําไปสรางแผนภาพ phylogenetic trees ตองนํามา

เปลี่ยนเปนไฟล .meg กอนในโปรแกรม Mega 4.0.2   
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รูปท่ี 4.15 เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ท้ังสาย แสดง

ออกมาเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตางไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.16  คา distance pair wise  (ระยะหางทางพันธุกรรม ) ของแมลงสาบท้ัง 55  ตัวอยาง โดยใช

โปรแกรม Mega 4.0.2 
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รูปท่ี 4.17  การจัดกลุมของแมลงสาบท้ัง 12 ชนิด เพ่ือนําไปหาคาความสัมพันธของแมลงสาบภายใน    

สปชีสเดียวกัน (intraspecifics) และ ความสัมพันธของแมลงสาบท่ีอยูตางสปชีสกัน (interspecifics) 
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รูปท่ี 4.18   วงศวานวิวัฒนาการ (NJ phylogenetic tree) โดยคํานวณจากสถิติ Kimura two-

parameter จากยีน COI  ของแมลงสาบ 
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ตารางท่ี 4.2   ความสัมพันธของแมลงสาบภายในสปชีสเดียวกันของลําดับนิวคลีโอไทดของแตละตัวอยาง 

(intraspecifics)  โดยใชคําสั่ง 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 
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ตารางท่ี 4.3   ความแตกตางของแมลงสาบแตละสปชีส จากการเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับ      

นิวคลีโอไทดของแมลงสาบแตละสปชีส  (interspecifics) โดยใชคําสั่ง 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 

 

        การวิจัยนี้เปนการศึกษาเพ่ือพัฒนาวิธี DNA barcodes มาใชในการจําแนกชนิดของแมลงสาบใน

เบื้องตนซ่ึงยังไมเคยมีการอางถึงวิธี DNA barcodes ในการใชจําแนกชนิดของแมลงสาบมากอน จาก

การศึกษาพบวาวิธี  DNA barcodes ท่ีพัฒนาข้ึนมาโดยทําการ เพ่ิมจํานวนยีน COI  ดวยเทคนิค PCR  

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

เอ ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequencing) นํานิวคลีโอไทดท่ีไดมาทํา alignment และ phylogenetic 

trees  โดยใชโปรแกรม Chromas MFC Application, BioEdit, Clustal X และ MEGA 4.0  และยืนยัน

ชนิดของแมลงสาบใน Genbank และ IBOL system พบวาแมลงสาบ 8 ชนิด ไดแก Periplaneta 

americana, Periplaneta australasiae, Periplaneta brunnea, Periplaneta fuliginosa, 

Neostylopyga rhombifolia, Blettella germanica, Supella longipalpa,  Pycnocelus 

surinamensis ใหผลสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา สวนอีก 2 ชนิด ไดแก Blatta lateralis, 

Panesthia angustipennis ใหผลไมสอดคลองกับลักษณะสัณฐานวิทยา โดย Blatta lateralis ใหผล

การยืนยันอยูในอันดับ (order) Blattaria 100% และ Panesthia angustipennis ใหผลการยืนยันตรง

กับ Periplaneta fuliginosa ซ่ึงอาจเนื่องมาจากลักษณะสัณฐานวิทยาของ Panesthia angustipennis 

และ Periplaneta fuliginosa  มีความคลายคลึงกันมากในลักษณะภายนอก  สวน unknown 1 ใหผล

สอดคลองกับอันดับ ( order)  Blattaria  วงศ (family)  Blattelladae  และ unknown 2 ใหผล

สอดคลองกับ Blattaria  และเม่ือศึกษาความแตกตางระหวางสปชีสของแมลงสาบ (interspecifics K2P 

values) และความแตกตางภายในสปชีส (intraspecifics K2P value) พบวามีคาระยะหางทางพันธุกรรม 

0.097-0.268 และ 0.00-0.015  ตามลําดับ ซ่ึงมีคามากกวา 0.02 และ ไมเกิน  0.02  ตามลําดับ  

        จากการศึกษานี้สรุปไดวาวิธี DNA barcodes  โดยใชยีน COI สามารถนํามาใชในการจําแนก

แมลงสาบไดอยางมีประสิทธิภาพ สอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาประมาณรอยละ 80  โดย ยีนนี้

เปนหนึ่งในยีนท่ีนิยมใชเพราะสามารถพบในสิ่งมีชีวิตไดทุกชนิด มีความหลากหลายนอยในสิ่งมีชีวิตชนิด

เดียวกัน แตมีความหลากหลายสูงในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน เปนยีนท่ีสามารถเพ่ิมขยายชิ้นสวนของ DNA ได

ดวย universal primer จึงมีประโยชนในการใชจําแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต(16-30)   นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูล

ท่ีจะนําลําดับนิวคลีโอไทดของแมลงสาบไปเปรียบเทียบเพ่ือยืนยันชนิดอีกดวย อยางไรก็ตามจะตองมี

การศึกษาตอไป  อาจจะมีการพิจารณา ใชยีนอ่ืนในการศึกษาเชน ยีนในไรโบโซม  5 S rRNA,  12S rRNA, 

16S rRNA  หรือยีนในนิวเคลียสสวนของ Internal transcribed spacer (ITS1, ITS2) (27-30)  เปนตน   
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