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Abstract
An amplified fragment length polymorphism (AFLP) and biotype-specific markers were used for identification

of genetic diversity and biotypes of rice gall midge, Orseolia oryzae in Thailand. Pupae and adults of the gall

midges were collected from 19 field locations of 12 provinces during 2006 - 2007. Total of 242 polymorphic AFLP

bands were generated from 12 selective primer pairs. Cluster analysis, performed by the UPGMA, separated the

gall midge populations into four distinct groups. To identify the biotype, five specific-biotype markers were used

to characterize the collected gall midges. Two biotypes of the gall midges, biotype 2 and 5, were identified from

all populations used in this research. The results showed that the genetic diversity was not associated with the

biotypes of gall midges. This research may provide basic information to develop an effective strategy for

controlling gall midge outbreak in Thailand.
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บทคดัยอ
การใชโมเลกลุเครือ่งหมาย amplified fragment length polymorphism (AFLP) และโมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะ

เจาะจงกบัชวีชนดิ (biotype-specific markers) สามารถจาํแนกความหลากหลายทางพนัธกุรรมและชวีชนดิของแมลงบัว่

(Orseolia oryzae) ทีพ่บในประเทศไทย ดาํเนนิการโดยเกบ็ดกัแดและตวัเตม็วยัแมลงบัว่จากแหลงปลกูขาว 19 แหง

ใน 12 จงัหวดัในชวงป 2549-2550 วเิคราะหแถบดเีอน็เอทีแ่สดงความแตกตางระหวางประชากร จาํนวน 242 อลัลลี

จาก 12 คไูพรเมอร และจดักลมุโดย UPGMA สามารถจดักลมุประชากรได 4 กลมุ และตรวจพบแมลงบัว่ 2 ชวีชนดิ

คอื ชวีชนดิ 2 และ 5 จากประชากรทีใ่ชในการศกึษาทัง้หมด โดยการใชโมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ

พบวา ขอมูลที่ไดจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกชีวชนิด ไมมีความสอดคลองกัน

การศึกษาครั้งนี้เปนประโยชนตอการพัฒนาการปองกันกําจัดแมลงบั่วที่ระบาดในประเทศไทย

คาํสาํคญั : Orseolia oryzae  แมลงบัว่ขาว  ชวีชนดิ  ความหลากหลายทางพนัธกุรรม  AFLP
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คำนำ
แมลงบัว่ (rice gall midge, Orseolia oryzae (Wood

Mason)) เปนแมลงศัตรูขาวที่สําคัญในพื้นที่ปลูกขาว

ภาคเหนอื ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคกลางบาง

จังหวัด มีรายงานการระบาดทําลายขาวตั้งแต ป 2476

และมกัพบระบาดเปนประจาํในเขตพืน้ทีจ่งัหวดันาน แพร

ลาํปาง เชยีงราย ตาก กาํแพงเพชร หนองคาย และเลย

ในชวงป  2535-2541 พื้นที่ปลูกขาวเสียหายจากการ

ทำลายของแมลงบัว่ใน 20 จงัหวดั ไมนอยกวา 46,000 ไร

(Tayathum et al., 2004) การปองกนักาํจดัแมลงบัว่ทำได

คอนขางยาก การใชพนัธตุานทานเปนวธิกีารควบคมุและ

ปองกันกําจัดแมลงบั่วที่มีประสิทธิภาพวิธีหน่ึง อยางไร

ก็ตาม ขอจาํกดัของการใชพนัธตุานทานคอื ความหลาก

หลายของชวีชนดิแมลงบัว่ในแตละพืน้ทีป่ลูกขาว  ปจจุบนั

ยงัไมมพีนัธขุาวทีต่านทานตอแมลงบัว่ทกุชวีชนดิ จาํเปน

ตองเลือกใชพันธุตานทานที่เฉพาะเจาะจงกับชีวชนิดใน

แตละพื้นที่

ความหลากหลายทางพันธุกรรมและชีวชนิด เปน

ขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการตัดสินใจเลือกใชพันธุขาว

ตานทาน รวมถึงการคัดเลือกหาแหลงพันธุกรรมตาน

ทานเพื่อใชในโครงการปรับปรุงพันธุ ปฏิกิริยาของพันธุ

ขาวตานทานตอการเขาทําลายของแมลงบั่วในประเทศ

ไทย  Tayathum และคณะ (2004) พบวา มคีวามแตกตาง

ของชวีชนดิในบางพืน้ที ่ แตยงัไมสามารถระบถุงึชวีชนดิ

ทีช่ดัเจน เนือ่งจากการศกึษาชวีชนดิแมลงบัว่ใชพนัธขุาว

ทดสอบเปรียบเทียบที่ไมทราบยีนตานทาน จึงไม

สามารถเปรยีบเทยีบขอมูลกบับางประเทศทีม่กีารศกึษา

ดานนีอ้ยางจรงิจงั ยกตวัอยางเชน ในประเทศอนิเดยี มี

การศึกษาและจําแนกชีวชนิดแมลงบั่วไดอยางชัดเจน

ทําใหงายตอการเลือกใชพันธุตานทานในพื้นที่ที่มีความ

แตกตางของชวีชนดิ (Kalode and Bentur, 1989; Lingaraj

et al., 2008)

อนึ่ง การศึกษาความหลากหลายของประชากร

แมลงบั่วโดยใชเทคนิคทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ

Ehtesham และคณะ (1995) พบความแตกตางของจาํนวน

ซ้ำของลาํดบัเบสบนโครโมโซม (repetitive DNA elements)

ซึง่สามารถนาํมาศกึษาความหลากหลายของแมลงบัว่ได

ทวาการพัฒนาโมเลกุลเครื่องหมายที่จะตรวจนับจํานวน

ซ้ำดงักลาวยงัมนีอยมาก สวนการศกึษาความหลากหลาย

ของแมลงบัว่โดยใชเทคนคิ amplified fragment length

polymorphisms (AFLPs)  สามารถจดักลมุของแมลงบัว่

ที่พบในประเทศแถบเอเชียไดเปน 2 กลุม กลุมแรก

ประกอบดวยแมลงบัว่จากประเทศจนี ลาว และบางพืน้ที่

ในอนิเดยี กลมุทีส่องประกอบดวยแมลงบัว่ทีพ่บสวนใหญ

ในประเทศอนิเดยี (Katiyar et al., 2000) ในประเทศไทย

ยังไมมีรายงานการจัดกลุมแมลงบั่วดวยเทคนิคดังกลาว

แตมีการจัดกลุมความหลากหลายโดยใชโมเลกุลเครื่อง

หมายชนดิ random amplified polymorphic DNA (RAPD)

ซึง่สามารถจดัประชากรแมลงบัว่ได 3 กลมุ จากประชากร

แมลง 15 แหงใน 14 จังหวัด และไมพบความสัมพันธ

ระหวางความหลากหลายกับชีวชนิดที่ศึกษาปฏิกิริยา

ความตานทานของพนัธขุาว (Tayathum  et al., 2004)

การศึกษาปฏิกิริยาการเขาทําลายพันธุ/สายพันธุ

ขาวตานทานที่มียีนตานทานแมลงบั่วแตกตางกัน ใน

ประเทศอนิเดยีสามารถจาํแนกชวีชนดิของแมลงบัว่ได 5

ชวีชนดิ  (Kalode and Bentur, 1989) ในขณะทีพ่บ 4

ชวีชนดิในประเทศจนี และ 2 ชวีชนดิในประเทศศรลีงักา

เนือ่งจากความแตกตางของชวีชนดิของแมลงบัว่เกดิจาก

ความแตกตางในระดบัพนัธกุรรม และสามารถถายทอด

ไปสลูกูหลานได จงึไดมกีารศกึษาความแตกตางดงักลาว

ในระดับเอนไซมและโปรตีน ตอมาเมื่อเทคนิคดาน

เทคโนโลยีชีวภาพกาวหนามากขึ้น ทําใหงานวิจัยใน

ระดับดีเอ็นเอของแมลงบั่วเพิ่มมากขึ้น ปจจุบันโมเลกุล

เครือ่งหมายมบีทบาทอยางมากในการจาํแนกชวีชนดิหรอื

ความหลากหลายของแมลงบัว่ นกัวจิยัประสบความสาํเรจ็

ในการพฒันาโมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่แยกความแตกตาง

ของแมลงบัว่ชวีชนดิ 1  2  3  4 และ 5 ทีพ่บในอนิเดยีได

(Behura et al., 1999, 2000) โดยเริม่จากการใชเทคนคิ

RAPD และ AFLPs และพฒันามาเปนโมเลกลุเครือ่งหมาย

sequence tagged site (STS) เพ่ือใหงายและประหยดัใน

การนําไปใช (Behura et al., 1999) ซึ่งสามารถนํามา

ใชจําแนกชวีชนดิแมลงบัว่ในประเทศไทยเปรยีบเทยีบกบั

ภมูภิาคอืน่ได

ขอมูลทีไ่ดจากการศกึษาความหลากหลาย และการ

จําแนกชีวชนิด ทําใหเขาใจและสามารถติดตามการ

เปลีย่นแปลงชวีชนดิของแมลงบัว่ในพืน้ทีร่ะบาดไดแมนยาํ

และรวดเร็วขึ้น และงายตอการตัดสินใจเลือกใชพันธุ

ตานทานที่เหมาะสม นอกจากนี้ ยังเปนขอมูลพื้นฐาน
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สําหรับการคัดเลือกแหลงพันธุกรรมตานทาน เพื่อใชใน

โครงการปรบัปรงุพันธแุละการปองกนักาํจดัแมลงบัว่  งาน

วจิยันีไ้ดเกบ็รวบรวมประชากรแมลงบัว่ และนำมาศกึษา

ความหลากหลาย โดยจําแนกชีวชนิดของแมลงบั่วที่

พบในประเทศไทยในระดับดีเอ็นเอ เพื่อสนับสนุนการ

ปองกันกําจัดโดยการเลือกใชพันธุตานทานที่เหมาะสม

ตอไป

อุปกรณและวิธีการ
การเก็บตัวอยางแมลงบั่ว

เก็บตัวอยางดักแดและตัวเต็มวัยของแมลงบั่ว

จากแหลงปลูกขาวภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

และภาคกลางในชวงป 2549-2550 ประกอบดวยจงัหวดั

เชียงใหม แมฮองสอน เชียงราย ลําปาง นาน ตาก

สกลนคร หนองคาย นครพนม เลย พิษณุโลก

Fig. 1 Nineteen sites of the rice gall midge collection during 2006-2007 in 12 provinces of Thailand,

population no. 1-18  used for diversity analysis

อบุลราชธาน ีและนครปฐม (Fig. 1) ดกัแดแมลงบั่วเกบ็

จากตนขาวทีแ่สดงอาการหลอดบัว่ และเกบ็ตวัเตม็วยัที่

พบในแปลงนาและจากกบัดกัแสงไฟ เกบ็รกัษาตวัอยาง

แมลงในแอลกอฮอล 95%

การสกดัดเีอน็เอจากแมลงบัว่

แยกสกัดดีเอ็นเอจากแมลงบั่วแตละตัว โดยใชวิธี

การสกดัดเีอน็เอทีด่ดัแปลงจาก พยอมและคณะ (2550)

บมตวัอยางแมลงบัว่ใน extraction buffer (200mM Tris-

HCL pH 8.0, 200mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5% SDS,

0.008 mg/ml proteinase K) ในปรมิาณ 400 ไมโครลติร

ทีอ่ณุหภมู ิ37 oซ. นาน 12 ชม. จากนัน้บดตวัอยางแมลง

ใหละเอยีดและเตมิสารละลาย 2X CTAB (2% w/v CTAB,

100mM Tris-HCL pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 1.4M

NaCl, 1% polyvinylpyrrolidone) นาํไปแชใน water bath

ทีอ่ณุหภมู ิ65 oซ. นาน 1 ชม. ทาํใหเยน็ลงที ่-20 oซ. นาน

 Pop.      
District   Province          Designation

  No

1 Phrao Chiang Mai PHR-CMI

2 Mae Wang Chiang Mai MWG-CMI

3 Mae Sariang Mae Hong Son MSR-MHS

4 Khun Yuam Mae Hong Son KYM-MHS

5 Dong Mafai Sakon Nakhon DMF-SKN

6 Lampang LPG

7 Phon Phisai Nong Khai PPS-NKI

8 Wang Saphung Loei WSP-LOE

9 Mae Chaem Chiang Mai MCM-CMI

10 Mueang Mae Hong Son MUA-MHS

11 Mueang Nan MUA-NAN

12 San Pa Tong Chiang Mai SPT-CMI

13 Chiang Khong Chiang Rai CKG-CRI

14 Tak TAK1

15 Tak TAK2

16 Tak TAK3

17 Kamphaeng Saen Nakhon Pathom KPS-NPT

18 Phitsanulok PSL

19 Mueang Ubon Ratchathani MUA-UBN

1

13

1210
4

11
6

3 2
9

14

15
16 18

8

7

5

19

17
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5 นาท ีแลวจงึเตมิ phenol : chloroform : isoamyl alcohol

อตัราสวน 25:24:1 ปรมิาณ 400 ไมโครลติร เขยาเบาๆ

จากนัน้ปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบ/นาท ีนาน 10

นาที ดูดสารละลายสวนบนไปตกตะกอนดีเอ็นเอดวย

absolute ethanol ทีแ่ชเยน็ ผสมสารละลายใหเขากนั โดย

การเขยาเบาๆ  นาํไปแชเยน็ทีอ่ณุหภมู ิ4 oซ. นาน 30

นาท ีแลวนาํไปปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบ/นาที

นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย

แอลกอฮอล 70% ปรมิาณ 500 ไมโครลติร เขยาประมาณ

1 นาท ีและปนเหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ4 oซ. ความเรว็ 12,000

รอบ/นาท ีนาน 5 นาท ีจากนัน้เทแอลกอฮอลทิง้และปลอย

ใหระเหยจนหมด ละลายตะกอนดเีอน็เอดวย TE buffer

และเกบ็ตวัอยางดเีอน็เอไวทีอ่ณุหภูม ิ-20 oซ.

การวเิคราะหความแตกตางของแมลงบัว่โดยเทคนคิ

AFLPs

วิเคราะหความแตกตางของแมลงบั่วโดยเทคนิค

AFLPs ซึง่ดดัแปลงจาก Vos และคณะ (1995) ตดัดเีอน็เอ

ของแมลงบัว่ดวยเอนไซมตดัจาํเพาะ EcoRI และ MseI

และเชือ่มตอชิน้ดเีอน็เอกบั adapter ไปพรอมกนั  [100

ng/µl genomic DNA, 10X T4 ligate buffer, 0.5M NaCl,

1mg/ml BSA, 12u/µl EcoRI, 8u/ul MseI, 3u/µl T4

ligate, 5pmol EcoRI adapter (forward: 5'-

CTCGTAGACTGCGTACC-3' reward: 5'-AATTGGTA

CGCAGTCTAC-3'), 50pmol MseI adapter (forward: 5'-

GACGATGAGTCCTGAG-3',reward: 5'-TACTCAGGAC

TCAT-3')] บมทีอ่ณุหภมู ิ37 oซ. นาน 12 ชม. หลงัจาก

นัน้ ทาํใหเจอืจางโดยเตมิน้ำกลัน่ อตัรา 1:10 (ดเีอน็เอ

ตนแบบ : น้ำกลัน่) เพือ่ใหไดดเีอน็เอตนแบบ สาํหรบัการเพิม่

ปริมาณ ใชไพรเมอรทีเ่พ่ิมตําแหนงนวิคลโีอไทด 1 ตาํแหนง

(EcoRI-primer+1: 5' AGACTGCGTACCAATTCN-3'

และ MseI-primer +1: 5' GATGAGTCCTGAGTAAN-

3')  สาํหรบัเพิม่ปรมิาณชิน้สวนดเีอน็เอดวยปฏกิริยิาลกูโซ

(polymerase chain reaction, PCR) ครั้งแรก (PCR

condition : 94 oซ. นาน 1 นาท,ี 56 oซ. นาน 1 นาท,ี 72 oซ.

นาน 1 นาท ีจาํนวน 26 รอบ) และใช selective primers

(Table 1) คดัเลอืกและเพิม่ปรมิาณชิน้สวนดเีอน็เอ ดวย

ปฏกิริยิา PCR ครัง้ที ่2 [PCR condition: 94 oซ. นาน 2

นาท ี (94 oซ. นาน 30 วนิาท,ี 65 oซ. นาน 30 วนิาท ี72 oซ.

นาน 1 นาท ีจาํนวน 12 รอบ และแตละรอบลดอณุหภมูิ

รอบละ 0.7 oซ.)  94 oซ. นาน 30 วนิาท,ี 56 oซ. นาน 30

Table 1 Primers for selective amplification used in the AFLP fingerprinting of the 18

populations of the rice gall midge

  Primer combination     EcoRI selective primers1) (5'--3')        MseI selective primers1) (5'--3')

E-CGT / M-TAC AGACTGCGTACCAATTCCGT 1) GATGAGTCCTGAGTAATAC1)

E-GTA / M-CAG AGACTGCGTACCAATTCGTA GATGAGTCCTGAGTAACAG

E-GTA / M-CAA AGACTGCGTACCAATTCGTA GATGAGTCCTGAGTAACAA

E-GTA / M-CAC AGACTGCGTACCAATTCGTA GATGAGTCCTGAGTAACAC

E-GTA / M-CAT AGACTGCGTACCAATTCGTA GATGAGTCCTGAGTAACAT

E-GCA / M-CAG AGACTGCGTACCAATTCGCA GATGAGTCCTGAGTAACAG

E-GCA / M-CAC AGACTGCGTACCAATTCGCA GATGAGTCCTGAGTAACAC

E-GCA / M-CAA AGACTGCGTACCAATTCGCA GATGAGTCCTGAGTAACAA

E-ACC / M-GTC AGACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAAGTC

E-AC / M-GTC AGACTGCGTACCAATTCAC GATGAGTCCTGAGTAAGTC

E-ACC / M-GCC AGACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAAGCC

E-GT / M-CAC AGACTGCGTACCAATTCGT GATGAGTCCTGAGTAACAC

1) Bold italic letters following the primer sequences indicated the selective nucleotides added

to the core EcoRI (E) and MseI (M) primer sequences
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Table 2 Sequences of forward and reverse primers (Behura et al., 1999, 2000) used in multiplex PCR for

identification of biotypes of the rice gall midge populations

Marker Forward Reverse
Size Biotype

(bp) distinguished

S09 ACATAACAATCACGTGCTAG TGAACAATAGAAAAACAAATTGA 800 1,4

Y13-1 CGATGATCCCATGAACATTT GAACACAAAAAATAGATCGA 450 1,4,5

Y13-2 TTAGCCCGATAAATCTTTCAC AGAAATCGATTCCAGGACGT 600 5

Y13-3 ATTTTACCAGAATCGCGATG ATGGTTTTACATTAAGATGAAAT 750 4

Y13-4 TCCCTGTGGATCATCTATTC CAGGAATGAAGCTCTTGTTG 1,100 3, 5

Fig. 2 Multiplex PCR amplification products of

biotypes 1-5 (lanes 1-5, respectively), the

African gall midge O. oryzivora (lane 6) and

genomic DNA of gall midge collected during

the Kerala gall midge outbreak of 1996-97 (lane

7) generated using Multiplex PCR from 5 pairs

of biotype-specific primers (Table 2) (Behura

et al., 1999)

วนิาท,ี 72 oซ. นาน 1 นาท ีจาํนวน 23 รอบ] จากนัน้

แยกขนาดดเีอน็เอดวย polyacrylamide gel 6%

การวเิคราะหและการจดักลมุประชากรแมลงบัว่

บนัทกึขอมลูความผนัแปรแถบดเีอน็เอของแมลงบัว่

ที่แสดงความแตกตางระหวางประชากร (polymorphic

band) โดยใหคาการปรากฏของแถบดเีอน็เอเปน 1 และ

ไมปรากฏของแถบดเีอน็เอเปน 0 วเิคราะหความสมัพนัธ

ทางพนัธุกรรมโดยใชโปรแกรม NTSYS-pc 2.10x (F.J.

Rohlf, State university of New York, Stony Brook,

USA) ใชคาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงทางพันธุกรรม

ของ Dice (1945) และจัดกลุมประชากรแมลงโดยวิธี

unweighted pair-group method with arithmetic means

(UPGMA) (Sokal and Michener, 1958)

การจาํแนกชวีชนดิโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมายเฉพาะ

เจาะจงกับชีวชนิดของแมลงบั่ว

ตรวจจาํแนกชวีชนดิของแมลงบัว่แตละแหง โดยใช

โมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ (Table 2)

ทีส่ามารถแยกความแตกตางแมลงบัว่ ชวีชนดิที ่1  2  3

4 และ 5 (Fig. 2) เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดวยปฏกิริยิา PCR

(PCR condition: 94 oซ. นาน 1 นาท,ี 55 oซ. นาน 1

นาท,ี 72 oซ.นาน 1 นาท ีจาํนวน 30 รอบ) และใชชดุไพรเมอร

ที่ประกอบดวย 5 คูไพรเมอรในแตละปฏิกิริยา PCR

(multiplex PCR) แยกขนาดดเีอน็เอดวย agarose gel 1%

ผลการทดลองและวิจารณ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของแมลงบั่ว

ดเีอน็เอจากตวัอยางแมลงบัว่ จาํนวน 18 ประชากร

ที่เก็บจากแหลงปลูกขาว 12 จังหวัด วิเคราะหโดยใช

โมเลกุลเครือ่งหมาย AFLPs (Fig. 3) ซึง่แยกความแตก

ตางที่เกิดจากผลของการตัดชิ้นดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัด

จาํเพาะ EcoRI และ MseI คดัเลอืกและขยายปรมิาณชิน้

สวนดเีอน็เอจากคไูพรเมอร  เพือ่หาแถบดเีอน็เอ ทีม่คีวาม

แตกตางระหวางประชากร ผลจากการวิเคราะห 12 คู

ไพรเมอร  (Table 1) พบวา จาํนวนแถบดเีอ็นเออยรูะหวาง

20-36 อลัลลีตอคไูพรเมอร รวมแถบดเีอน็เอทีพ่บทัง้หมด

จาํนวน 325 อลัลลี สามารถคดัเลอืกแถบดเีอน็เอทีแ่สดง

ความแตกตางระหวางประชากรและชัดเจนพอที่จะให

คะแนนได จาํนวน 242 อลัลลี (Table 3) คดิเปนรอยละ 75.5

ของแถบดเีอ็นเอทีพ่บ จากการวเิคราะหและจดักลมุความ
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สมัพนัธโดยวธิ ีUPGMA ทีค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนที่

0.79 (Fig. 3) สามารถจัดกลุมแมลงบั่วได 4 กลุม คือ

กลุมที ่1 ประกอบดวยแมลงบัว่ทีเ่กบ็จากจงัหวดัเชยีงใหม

(พราว แมวาง สันปาตอง) นาน แมฮองสอน (เมือง

แมสะเรยีง) เชยีงราย (เชยีงของ) นครปฐม ตาก หนองคาย

สกลนคร เลย พษิณโุลก และสกลนคร กลมุที ่2 3 และ 4

ประกอบดวยแมลงบั่วเพียงประชากรเดียวที่เก็บจาก

จังหวัดลําปาง แมฮองสอน (ขุนยวม) และ เชียงใหม

(แมแจม) ตามลําดับ ประชากรในกลุมแรกซึ่งเปนกลุม

ใหญและคอนขางจะมีความใกลชิดกัน  โดยมีคา

สมัประสทิธิค์วามเหมอืนที ่0.84 ตวัอยางดเีอน็เอทีส่กดัได

จากดกัแดของแมลงบัว่จะมคีวามแปรปรวนทางพนัธกุรรม

นอยกวาตวัเตม็วยัทีเ่กบ็จากกบัดกัแสงไฟ

ชีวชนิดของแมลงบั่ว

ความแตกตางของดเีอน็เอแมลงบัว่ ทีเ่กบ็จากแหลง

ตางๆ 19 ประชากร จากการทาํ multiplex PCR โดยใช

ชุดไพรเมอรทีส่ามารถแยกความแตกตางของแมลงบัว่ใน

ประเทศอนิเดยี 5 ชวีชนดิ (Fig. 2) พบวา แมลงบัว่จาก

จงัหวดัแมฮองสอน (ขนุยวม)  สกลนคร (ดงมะไฟ) ลาํปาง

เลย (วงัสะพงุ)  เชยีงใหม (แมแจม) ตาก และพษิณโุลก

ไมมแีถบดเีอ็นเอ (Fig. 5) คลายกบัชีวชนดิ 2 ทีพ่บใน

อินเดีย แสดงวาประชากรแมลงบั่วดังกลาว มีแนวโนม

Table 3 Average number of bands, number of

polymorphic bands and proportion of

polymorphic fragments obtained from

selective primer combinations

      Primer Total Polymorphic %

  combination band band  polymorphic

E-GCA / M-CAA 36 33 91.7

E-GCA / M-CAG 29 15 51.7

E-GCA / M-CAC 22 12 54.5

E-GTA / M-CAT 26 19 73.1

E-GTA / M-CAG 34 28 82.4

E-GTA / M-CGT 21 10 47.6

E-GTA / M-CAC 26 24 92.3

E-GTA / M-CAA 28 25 89.3

E-ACC / M-GTC 31 27 87.1

E-AC / M-GTC 30 25 83.3

E-ACC / M-GCC 22 12 54.6

E-GT / CAC 20 10 50.0

Total 325 242

Average 27.1 20.2 71.5

จะเปนชวีชนดิ 2 ซึง่พนัธขุาวทีม่ยีนีตานทาน Gm1 และ

Gm2 ยงัสามารถตานทานไดด ี(Mohan et al., 1994)

แมลงบั่วจากจังหวัดเชียงใหม (พราว  แมวาง

สนัปาตอง)  แมฮองสอน (แมสะเรยีง เมอืง)  เชยีงราย

(เชียงของ) หนองคาย (โพนพิสัย) นาน (เมือง) ตาก

นครปฐม (กาํแพงแสน) และอบุลราชธาน ี(เมอืง) มแีถบ

ดเีอน็เอขนาดประมาณ 500 bp (Fig. 5) เหมอืนกบัประชากร

แมลงบัว่ทีร่ะบาดทาํลายขาวใน Kerala ประเทศอนิเดยี ใน

ชวงป  ค.ศ. 1996-1997  ซึง่ไดรบัการยนืยนัวาเปนอกีกลมุ

หน่ึงของชวีชนดิ 5 ซึง่อาจกลาวไดวาชวีชนดิของแมลงบัว่

ในไทยบางประชากรเหมือนกับแมลงบั่วใน Kerala

ประเทศอนิเดยี ปกตแิถบดเีอน็เอของชวีชนดิ 5 ทีไ่ดจาก

การทำ multiplex PCR จะมอีย ู2 แถบ (Fig. 2) แตแถบ

ดีเอ็นเอที่ไดจากแมลงบั่วที่เก็บจาก Kerala และบาง

ประชากรในประเทศไทยมเีพยีงแถบเดยีว พนัธขุาวทีม่ยีนี

ตานทาน Gm1 Gm3 Gm5 และ Gm6 สามารถตาน

Fig. 3 AFLP analysis of DNA from 18 rice gall midge

populations collected from 12 provinces in

Thailand, DNA of an individual pupae or adult

was digested with EcoRI and MseI and pre-

amplified using primer pair E-ACC/M-GTC
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Fig. 4 Cluster analysis of rice gall midge based on

data obtained from AFLPs of 18 populations,

the dendrogram constructed by using UPGMA

based on Dice's similarity coefficient

Fig. 5  Multiplex PCR amplification products of the biotype-specific fragment from

genomic DNA of the rice gall midges collected from PHR-CMI (1), MWG-

CMI (2), MSR-MHS (3), KYM-MHS (4), DMF-SKN (5), LPG (6), PPS-NKI

(7), WSP-LOE (8), MCM-CMI (9), MUA-MHS (10), TTG-NAN (11), SPT-CMI

(12), CKG-CRI (13), TAK1 (14), TAK2 (15), TAK3 (16), KPS-NPT (17),

PSL (18) and MUA-UBN (19)

ทานไดดตีอชวีชนดินี ้(Biradar et al. 2004) จากผลการ

ทดสอบปฏกิริยิาความตานทานของพนัธขุาว W1263 ที่

มียีนตานทาน Gm1 กับประชากรแมลงบั่วจากจังหวัด

อบุลราชธานซีึง่มแีนวโนมเปนชวีชนดิ 5 พบวา พนัธขุาว

ดงักลาวยงัตานทานไดดเีชนกนั

การทราบชีวชนิดของแมลงบั่วทำใหงายตอการ

จัดการและปองกันกำจัด โดยเฉพาะการเลือกใชพันธุ

ตานทานใหเหมาะสมในแตละพืน้ทีท่ีม่คีวามแตกตางของ

ชวีชนดิ การวเิคราะหชวีชนดิของแมลงบัว่โดยใชเทคนคิ

PCR ชวยใหสามารถจำแนกความแตกตางของชีวชนิด

แมลงบั่วไดรวดเร็วและแมนยำ แมวาจะวิเคราะหจาก

แมลงเพียงตัวเดียว เมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบ

ปฏิกิริยาความตานทานจากพันธุขาวที่มียีนตานทาน

แตกตางกนั ซึง่วธิกีารดงักลาวอาจเกดิความผดิพลาดได

เน่ืองจากสภาพแวดลอมของการทดสอบ และใชระยะ

เวลานานในการขยายปริมาณและทดสอบแมลงแตละ

ประชากร

เนือ่งจากในอดตี ยงัไมมขีอมลูเพยีงพอทีจ่ะยนืยนั

ชวีชนดิของแมลงบัว่ในประเทศไทยและไมมกีารใชพนัธ/ุ

สายพันธุขาวตานทานที่ทราบยีนตานทานมาใชในการ

ศกึษา ทำใหไมสามารถจำแนกและเปรยีบเทยีบชีวชนดิกบั

ประเทศอื่นได แตการใชโมเลกุลเครื่องหมายสามารถ

นำขอมลูไปเปรยีบเทยีบกบัทีอ่ืน่ได อยางไรกด็ ีเพือ่ยนืยนั

ความถกูตองของชวีชนดิโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมาย ควร

มีการศึกษาความแตกตางของปฏิกิริยาตานทานของ

พันธุขาวตอแมลงบั่วควบคูกันไป โดยเลือกใชพันธุ

ตรวจสอบที่ทราบยีนตานทาน  เพื่อยืนยันผลการ

วิเคราะหดีเอ็นเอของแมลงบัว่

ความสัมพันธระหวางความหลากหลายทาง

พันธุกรรมและชีวชนิด

เมือ่เปรยีบเทยีบขอมลูการจดักลมุความหลากหลาย
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ทางพนัธกุรรมโดยใช AFLPs และการจำแนกชวีชนดิโดย

โมเลกุลเครื่องหมายที่เจาะจงกับชีวชนิดของแมลงบั่วใน

ประเทศไทย พบวา ขอมูลทัง้สองไมมคีวามสอดคลองกนั

กลาวคือ ประชากรแมลงที่จัดอยูตางกลุมกันมีชีวชนิดที่

เหมอืนกัน ถึงแมวาประชากรแมลงบั่วที่เก็บจากจังหวัด

แมฮองสอน (ขนุยวม) ลำปาง และเชยีงใหม (แมแจม) จะมี

ความแตกตางของดีเอ็นเอเมื่อเปรียบเทียบกับประชากร

จากทีอ่ืน่ เมือ่วเิคราะหโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมาย AFLPs

(Fig. 4) แตการตรวจสอบโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายที่

เฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ พบวา แมลงบัว่ทัง้ 3 ประชากร

เปนชวีชนดิทีเ่หมือนกบัประชากรอืน่ (Fig. 5) ประชากร

แมลงในกลมุทีม่คีวามใกลชดิทางพนัธกุรรมมากกวา 95%

เชน แมลงบัว่ทีเ่กบ็จากจงัหวดัเชยีงใหม (พราว แมวาง)

แมฮองสอน (แมสะเรียง) นาน และพิษณุโลก แตกลับ

พบวาชวีชนดิของประชากรจากจงัหวดัพษิณโุลกแตกตาง

จากประชากรในกลมุดงักลาว (Fig. 4) Tayathum และ

คณะ (2004) พบเชนกนัวาความหลากหลายทางพนัธกุรรม

เมื่อวิเคราะหโดยใชโมเลกุลเครื่องหมาย RAPDs ไมมี

ความสมัพนัธกบัชวีชนิดเมือ่ดจูากปฏกิริยิาการเขาทำลาย

พันธุขาว ดังนั้น ขอมูลความหลากหลายทาง พันธุกรรม

เพียงอยางเดียวไมสามารถอธิบาย หรือจำแนกชีวชนิด

แมลงบัว่ได อยางไรก็ตาม การใชเทคนิค AFLPs หรือ

RAPDs สามารถหาความแตกตางระหวางชีวชนิด และ

พฒันาเปนโมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ

ได (Behura et al., 1999, 2000)

ปจจุบัน การเก็บรวบรวมประชากรแมลงบั่ว และ

ทดสอบปฏิกิริยาตานทานของพันธุขาวตอแมลงบั่ว

ดำเนินการในศูนยวิจัยขาวหลายแหงทั่วประเทศ ดังนั้น

ขอมูลจากการศึกษาเมื่อนำมาใชรวมกับขอมูลการ

วิเคราะหชวีชนดิโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมาย จะไดขอมลู

เพียงพอเพื่อใชประโยชนในการพยากรณชีวชนิดและ

คัดเลือกพันธุตานทานที่เหมาะสมในพื้นที่ระบาดแตละ

แหง นอกจากนี้ การเก็บตัวอยางแมลงบั่วใหครอบคลุม

พื้นที่ปลูกขาว และจำแนก ติดตามการเปลี่ยนแปลง

ชวีชนดิของแมลงบัว่แตละพืน้ทีใ่นแตละฤดปูลกู จะทำให

เขาใจถึงการเปลี่ยนแปลงของชีวชนิดในแตละป ซึ่งเปน

ขอมูลที่มีประโยชนในการปองกันกำจัด และสามารถ

เลอืกใชพนัธตุานทานทีม่อียจูำกดัไดอยางมปีระสทิธภิาพ

สรุปผลการทดลอง
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของแมลงบัว่ ทีเ่กบ็

จาก 12 จงัหวดัในประเทศไทย สามารถจดักลมุแมลงบัว่

ได 4 กลมุ  การตรวจสอบชวีชนดิของแมลงบัว่โดยใชชดุ

ไพรเมอรเฉพาะเจาะจง พบ 2 ชวีชนดิ เมือ่เปรยีบเทยีบ

กับประเทศอินเดีย พบวา ชีวชนิดของแมลงบั่วที่พบใน

ไทยคอืชีวชนดิที ่2 และ 5  แตไมพบความสมัพนัธระหวาง

ความหลากหลายของพนัธุกรรมกบัชีวชนดิ ดงันัน้ ขอมูล

ความหลากหลายทางพันธุกรรมเพียงอยางเดียวไม

สามารถใชจำแนกชวีชนดิของแมลงบัว่ได

คำขอบคณุ
งานวจิยันี ้อยภูายใตโครงการความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมของประชากรแมลงศตัรขูาวทีส่ำคญัในประเทศ

ไทย ซึ่งไดรับงบประมาณจากรัฐบาลไทย ขอขอบคุณ

ทุกทานที่มีสวนรวมในการเก็บรวบรวมประชากรแมลง

บัว่

Fig. 6 Two biotypes of rice gall midges in Thailand,

biotype 2 and biotype 5 indicated by black and

gray spots, respectively. Biodiversity of the

gall midge using AFLPs  separated into four

distinct groups, group 1 was outside the dot-

ted line and group 2, 3 and 4 were inside the

dotted line
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